KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJIi ANABILIM DALI

MALACOSOMA NEUSTRIA (LEPIDOPTERA: LASIOCAMPIDAE)’DAN VIRUS
IZOLASYONU, KARAKTERIZASYONU VE MIKROBiIYAL MUCADELEDE
KULLANILMA POTANSIYELI

139236

Mustafa YAMAN

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitilisii’nce
“Doktor”
Unvam Verilmesi icin Kabul Edilen Tezdir,

Tezin Enstitliye Verildigi Tarih ; 27.12.2002
Tezin Savanma Tarihi : 24.62.2003

Tez Damismam : Prof, Dr. Zihni nEMiRBAG ‘- %
Jiiri Uyesi  : Prof. Dr, Mahmut EROGLU
Jiri Oyesi  : Do¢.Dr. Ali Osman BELDUZ
Jiri Oyesi  : Prof. Dr. Asm KADIOGLU /X

Jiiri Oyesi  : Prof. Dr. Sabire KARACALT /)t at

Enstitli Miidiird : Prof, Dr. Yusuf AYVAZ QM

Trabzon 2003

138236

ok



ONSOZ

“Malacosoma  neustria  (Lepidoptera:Lasiocampidae)’dan Virus Izolasyonu,
Karakterizasyonu ve Mikrobiyal Miicadelede Kullamlma Potansiyeli” adh bu tez, mikrobiyal
miicadelede kullamlmak amactyla tilkemizde yeni patojenik viruslann aragtirilmas: yoniinde
yapilan ilk ¢aligma olup, bu ¢ahgmamn bu alanda calisacak yeni bilim adamlanna bir teme]
tegkil edecefini {imit ediyorum.

Tez siiresince doktora tez damgmanh@im istlenerek, gerek konu segimi, gerekse
¢aliymalann ylrGtilmesi swrasinda ilgisini esirgemeyen saymn hocam Prof Dr. Zihni
DEMIRBAG’a, tezin geligtirilmesinde yardimci olan tez izleme jiri tyelerimden saym
Prof. Dr. Mahmut EROGLU’na ve sayin Dog. Dr. Ali Osman BELDUZ’e, bu tezin temel
bocek patolojisi boliimii igin Polonya’mn Poznan gehrindeki Bitki Koruma Ensititiisi,
Biyolojik Miicedele ve Karantina Béliimiinde laboratuar imkanlarim saglayan saym Prof. Dr.
Jerzy J. LIPA'ya, elektron mikroskobu g¢aligmalan igin Almanya’mn Berlin sehrinde, Berlin
Universitesi, Biyoloji Enstitiisinde laboratuar ortammm saglayan saym Prof. Dr. Klaus
HAUSMANN ve saymn Dr. Renate RADEK e, tezdeki molekiiler ¢ahgmalann bir kism igin
Almanya'min Neustadt sehrinde, Biyoteknolojik Bitki Koruma Bélimiinde gerekli laboratuar -
imkanlanm saglayan Dr. Johannes JEHLE'ye, KTU Aragtrma Fonuna (Proje no:
99.111.004.3), Devlet Planlama Tegkilati’na (Proje no: 21.111.004.1) ve tez siiresince her
turlii fedakarlikta bulunan aileme sonsuz tegekkiirlerimi sunuyorum.

Mustafa YAMAN
Subat 2003, TRABZON



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ........oooeeee ettt s b ss st I
ICINDEKILER ..ottt ettt sessse e sea s st sss et esns s saene m
OZET ..ottt ettt be s ss bbbttt VI
SUMMARY ..ottt sttt a et et se st ten bt seenscaebsasesese s sesseseaenee Vi
SEKILLER DIZINL.......cootiiiieiieiiriesice sttt ssas et Vil
TABLOLARDIZINL..........oooviiiiiee et sa st ssessreses IX
SEMBOLLERDIZINI .......coouiiiiieeecetee et s ansans X
1. GENEL BILGILER ........ ittt sisciesiesneane shesssessstasees sossesesseseessons osessasesmssns 1
Lo L IS et ettt e et e et e ar e et an e e s e teret et b s sab et e st e aa s e asaas s te e 1
1.2. Malacosoma neustria (Lepidoptera:Lasiocampidae).............occoceeciiciicnninninninncnnnn. 2
1.2.1. Tanimi Ve YaFAYIFL.......cooeiriiieieeerrie eyt ncee st ettt er s bt sttt seesssaomensane 2
1.2.2. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayili§i.............ccooeriiomreiieeeccee e, 5
1.2.3. Dogal Diigmanian ve Mevcut Miicadele Yontemleri.............o...ooooeiiieeviniccnnineennn, 5
1.3. Zararh Boceklerle Miicadele Yontemleri...........c.occooeeiorinineniviinieiicnen e 5
1.3.1. Kimyasal Miicadele ve Yan Btkileri ................ccooooiirniiiiniinicieeec e 6
1.3.1.1. Insektisitlerin Bocekler Uzering EAIeri. ...............coo oo 7
1.3.1.2. Insektisitlerin Insanlar Uzerine BtKileri................cccoovviriieeieeceeireseeeeeee e 7
1.3.1.3. Insektisitlerin Cevreye Olan Btkileri.................coooooieviooeeoeeeeeeeeeeeeeas 8
1.3.2. Biyolojik MGCAAEIE. ........couoeeriiieeeeniei ettt 9
1.3.2.1. Biyolojik Miicadelede Viruslarm Kullamm...............oooi 10
1.3.3. Baculoviruslann Biyolojisi................cceoiiiiiiiiieeiieece e 16
1.3.4. Baculovirustann Biyoteknolojik Onemi..................cocooiorvrieiiiiccieceec e 18
1.3.4.1. Baculoviruslann Zirai Mircadelede Kullammu.......................................... 18
1.3.4.2. Baculoviruslarin Ekspresyon Vektorii Olarak Biyoteknolojide Kullamm........... 19
T4 TEZIN AMACL....... coioviieiiieeieteie ettt e ees reesaeeeesbeares sbaaesseans eaeaseaseensenessessenas 20
2. YAPILAN CALISMALAR ... oo e veiaiaes een 21
2.1. Boceklerin Toplanmast.................coooo i e e S 21
2.2. Makroskobik Olarak Virus Infeksiyonunun Belirlenmesi.................ooe. 21

I



2.3. Mikroskobik Olarak Virus Infeksiyonunun Belirlenmesi..............ccccccooceeerrenrerennnnnen, 24

2.3.1. Ik Mikroskobu ile Yapilan Caligmalar...............ocoocveinvnnninccce oo 24
2.3.1.1. Pochil’in Metodu ile Polihedralarin Boyanmast.............c.ccooveeniernnciivnininncennenne, 25
2.3.1.2. Shvetsova’nin Metodu ile Polihedralarin Boyanmasi..............ccoco.coooveereiennne. 25
2.3.1.3. Buffalo Black 12B ile Polihedralarin Boyanmasi............ccocceveereiinicirenenceenene, 25
2.3.1.4. Giemsa Boyas: ile Polihedralarin Boyanmasi............ccccoeviiiiiiiiiiiniceiesee e, 25
2.3.2. Malacosoma neustria niikleopolihedrovirus (ManeMNPV)’unun Morfolojik
Ozelliklerinin Belirlenmesi...........c.ooovvveveveeceieereree e e eeeanes 26
2.3.3. Elektron Mikroskobu ile Yapilan Caligmalar...........c.ccoconeeniioiniiiniiccceen, 26
2.3.3.1. Malacosoma neustria niikleopolihedrovirus’a ait PIB’lerin
Taramali Elektron Mikroskobu ile Incelenmesi...............ccocoooiiiiiiiinn, 27
2.3.3.2. Malacosoma neustria nikleopolihedroviris’e ait PIB’lerin
Transmisyon Elektron Mikroskobu ile Incelenmesi...........ccocooiiiiinn 27
2.4. Molekiiler Yontemler ile ManeMNPV’niin Belirlenmesi.............ccoooviviiinnnnnan, 27
2.4.1. Infekte Olmug Béceklerden Polihedral Inkliizyon Yapilaninin (PIB)
SaflagtrImasi.......cviiii et e nes 28
2.4.2. Virionlarin Elde EdIMesi......c....covvrieiiicinireriimeeciteee ettt s e 28
2.4.3. Viral DNA'N EIde BAHMESI...............cooovorreroereseeeeesiesesesenseeenessesesssssnsssseessssesroes 28
2.4.4. DNA-DNA Hibridizasyon ile NPV’lerin Belirflenmesi. ..., 29
2.4.4.1. Hibridizasyonda Kullamlacak Problann Elde Edilmesi............c..cococcocinininincnce. 29
2.4.4.2. Problann ISaretlenmesi........ ........coooveiioioieiiee et e s e 29
2.4.4.3. Hibridizasyon YOMEM........ coc.ooiiiiiiiiiiiiiiniiciniciecs et e 30
2.4.5. Viral DNA'lanin Restriksiyon Endoniikleaz Analizi................coccoocninnin, 30
2.4.5.1. DNA Fragmentlerinin Agaroz Jel Elektroforezi.............cccooocoeeincnincniinnccnencnns 30
2.4.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile NPV’lerin Belirlenmesi............................. 31
2.4.7. ManeMNPYV Virusuna Ait Polihedrin Geninin Sekans Analizi................................ 31
2.5. ManeMNPV nin Infeksiyon Ozelliginin Belirlenmesi.................ccccooooeiiieeneeenno, 32
2.6. ManeMNPV’nin Histopatolojisinin Incelenmesi.......................c..c.co.. L..32
2.7. ManeMNPV’nin Konak Hassasiyetinin Belirlenmesi......................c. 32
2.8. ManeMNPV nin Optimum Infeksiyon Sicakliginmn Belirlenmesi.............................. 33
2.9. ManeMNPV’nin Vertikal Infekstyonunun Belirlenmesi.......................................... 33
2.10. ManeMNPV’nin Horizontal infeksiyonunun Belirlenmesi............................ 34
3.BULGULAR. ..ottt 35

v



3.1. Malacosoma neustria’ da Viral infeksiyonun Belirlenmesi........................... e 35

3.1.1. Viral Infeksiyonun Makroskobik GOTGREMEL. .............ocvevrerrererriinreriesesieisennn 35
3.1.2. Viral Infeksiyonun Mikroskobik Olarak Belirlenmesi..............cocovorvevvvevinrrinnans, 36
3.1.2.1. Istk Mikroskobu ile Viral Infeksiyonun Belirlenmesi.............ccccoovveverevereieiecnnnnnnes 36
3.1.2.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile ManeMNPV nin incelenmesi............ 39
3.1.2.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile ManeMNPV’nin Incelenmesi...... 39
3.2. Molekiiler Yontemler ile ManeMNPV ’niin Belirlenmesi..............cccccococnirnicennee, 41
3.2.1. DNA-DNA Hibridizasyon ile NPV’lerin Belirlenmesi...........c..ccccoeeriiiniiinnreennnn, 41
3.2.2. Viral DNA’lanin Restriksiyon Endoniikleaz Analizi................cccoocooieveiiieniiinnnne, 42
3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile NPV’lerin Belirlenmesi............................ 46
3.2.4. ManeMNPYV Virusuna Ait Polihedrin Geninin Sekanst.............cccccoovevevniniinenn, 46
3.3. ManeMNPV’niin Morfolojik Ozellikleri.................cccoooovevicremeieieceeeeee . 47
3.4. ManeMNPV’ nUN TASIMIML ........ooooviiiiiiiiiiiiiee e sectereeree e eeteeenaeseareesbeeeeaesssassenens 48
3.4.1. ManeMNPV’nin Vertikal InfeKSiyonu.............c...ccoerueveirereriririnnieeeses e 48
3.4.2. Malacosoma neustria Populasyonda ManeMNPV’nin Horizontal Infeksiyonu....... 49
3.5. ManeMNPV nin Infeksiyon OzelliJi...............c.cccoovoereiereriieceiereeece e 51
3.6. ManeMNPV’nin Histopatolofisi...........ceeerviiieinineirrieierieieteere e cee st e enas 51
3.7. ManeMNPV’nin Konak Hassasiyeti............cccoeieoiiiiiriiieiniienir e 53
3.8. ManeMNPV’nin Optimum Infeksiyon S1caklift................c.oooeiiivviieiioeiieceeren. 54
4 ARDELEME ...........ooooioieieeeeeeeeee et sesae b ess e ens s ena st sea s s sea b srsssenns 56
S.SONUGLAR . .......ooootiiiieeeet ettt a e ettt aetest s bntas s ens e seseae 64
6. ONERILER........ ..coiiiiiitieiitieetes ettt coetaessteesisanes ooetetressas ceesessrersisssasesisese s 65
T KAYNAKLAR ... ... oottt eies cereenese et stens weseasetess ceessetessassseessensss 66
OZGECMIS ...ttt e seess s 73



OZET

Malacosoma neustria (Lepidoptera;, Lasiocampidae) onemli tanmsal zararhilardan
biridir. Bu zararh ile miicadelede kullanmilan kimyasal insektisitlerin gevre tizerinde zararlt
etkileri bulunmaktadir. Kimyasal ilaglann yan etkilerinin kegfedilmesi, bilim adamlanm
daha etkili ve daha giivenli bir miicadele yontemi gelistirmeye sevk etmistir. Bu tezde,
Malacosoma neustria’da patojenik olan bir virusun morfolojik, ultrastriktiirel, molekiiler
karakterizasyonu ve biyolojik miicadelede kullamlmak {izere konak hassasiyeti ve tagmimi
caligilda.

Viral infeksiyon Giimiigshane-Kése yoresinden toplanan M. neustria larvalarinda
tespit edildi. Yapilan morfolojik, ultrastriiktiirel, ve molekiiler ¢aligmalar sonucunda tespit
edilen virusun Baculoviridae familyasindan bir niikleopolihedrovirus oldugu belirlendi.
Virusa ait PIB yapilanmn 1,6440,52 um ¢apinda oldugu belirlendi. Polihedralarin enine
kesitinde her bir virionun 1 ile 18 adet arasinda degigen sayilarda niikleokapsid igerdigi
g6zlendi. Bu niikleokapsidlerin 240 x 35 nm boyutlannda oldugu tespit edildi. Virus
DNA'simn EcoRl, BamHI ve Hindll restriksiyon enzim analizleri, bu galigmada tespit
edilen virusun daha 6nce izole edilen ManeMNPV’lerden farkh bir restriksiyon enzim
profiline sahip oldugunu ortaya ¢ikardi. Polihedrin geni sekans analizleri sonucunda diger
ManeMNPV orijinli polihedrin genleriyle 6nemli farkhhiklarin oldugu belirlendi. Virusun
infeksiyon 6zelligini belirlemek i¢in yapilan ¢aliymalar birinci ve ikinci instar M. neustria
larvalan (izerinde virusun oldukga etkili oldugunu gosterdi. Konak spektrumunu
belirlemek i¢in virus Gypsonoma dealbana, Cydia pomonella (Lep; Tortriciidae), Euproctis
chrysorrhoea  (Lep; Lymantriidae), Pieris brassicae (Lep; Pieridae), Yponomeuta
malinellus (Lep; Yponomeutidae) ve Hyphantria cunea (Lep; Arctiidae) larvalanna karsi
test edildi. Elde edilen sonuglar bu virusun konak spektrumunun ¢ok dar oldugunu
gosterdi. Horizontal infeksiyonun yiksek oranda gergeklestigi tespit edildi. Yapilan
caligmalar bu izolatin M. neustria ile biyolojik micadelede etkili bir ajan olarak
kullamlabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Malacosoma neustria, Nikleopolihedrovirus, Biyolojik Miicadele,
Baculovirus
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SUMMARY

Isclation and Characterization of Virus from Malacosoma neustria (Lepidoptera:
Lasiocampidae) and Its Potential Use in Microbial Control

Malacosoma neustria (Lepidoptera, Lasiocampidae) is one of the important
agricultural pests. Chemical pesticides utilized to control this pest have hazardous effect on
the environment. Recent concern on the hazardous effect of chemical pesticides in the
environment made scientists consider finding more effective and safer control agents. In
this study, morphological, ultrastructural and molecular characterization, transmission and
host spectrum of a viral pathogen of M. reustria were carried out for biological control.

Viral infection was only observed in the populations of Malacosoma neustria
collected in Giimiighane. Morphological, ultrastructural and molecular studies showed that
the virus is a nucleopoyhedrovirus. The dimension of polyhedra was 1.6440.52 pm. In
cross-section of polyhedrae it was visible that virions contain 1 to 18 nucleocapsids per
virion. The average size of particles was 240 x 35 nm. Restriction endonuclease analysis of
the viral DNA by EcoRl, BamHI and Hindlll enzymes and sequence analysis of polyhedrin
gene showed that there is significant differences between this isolate and earlier isolates.
The biossays carried out to determine the infectivity of the virus showed that it is very
effective on the first-second instar larvae of M. neustria. On the other hand, to detect host
specificity, the isolated virus was tested against Gypsonoma dealbana, Cydia pomonelia
(Lep; Tortriciidae), Euproctis chrysorrhoea (Lep; Lymantriidae), Pieris brassicae (Lep;
Pieridae), Yponomeuta malinellus (Lep; Yponomeutidae) and Hyphantria cunea (Lep;
Arctiidae). This result indicated the host spectrum of MnNPV is narrow. Horizontal
transmission of ManeMNPYV is very high. The result of our study show that Turkish isolate
of Malacosoma neustria nucleopolyhedrovirus is very promissive for biological control of

M. neustria.

Key Words: Malacosoma neustria, Nucleopolyhedrovirus, Biological Control, Baculovirus
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Yiiziik kelebegi (Malacosoma neustria Lep; Lasiocampidae) Lepidoptera takimina
ait olup, iilkemizde 6nemli tarimsal zararlilardan biridir. Ulkemizin hemen her yerinde
bulunan bu bdcek bir gok meyve ve findik bahgelerinde taze siirgiin ve yaprak iizerinde
gesitli zararlar yaparak yilhk verimi 6nemli derecede azaltmaktadir (Tarim ve K&y Isleri
Bakanhigi 1992; Tuncer, Ecevit, 1997). )

Ulkemizde bu zararh ile miicadele tamamen kimyasal ilaglar kullamlarak
yapilmaktadir. Kimyasal ilaglar kullamlirken, bunlarin bir g¢ok yan etkileri ortaya
¢ikmaktadir. Bir ¢ok ySnden bazi canli gruplan ciddi zararlar gérmektedirler (Peter,
1984). Zirai miicadele ilaglarindan bugiin igin vazgegilememesinin nedeni, bu ilaglara
alternatif bir miicadele ySnteminin tam anlamiyla gelistirilememesidir (Demirbag, Beldiiz,
1997). Kimyasal miicadelenin digindaki miicadele metotlarimin  yeteri kadar
gelistirilememesinden ve gelistirilen metotlarin zararl, pahah ve ilkel olmasindan dolay:
zirai miicadele ilaglar1 uygulanmasinin daha uzun yillar devam edecegi diistiniilmektedir.
Bununla birlikte, tlim diinyada kimyasal ilaglarin yerini gelecekte biyolojik kontrol olarak
bilinen bir yéntemin alacag kaginilmaz olmustur.

Biyolojik kontrol, zararli béceklerin yapmus oldugu zararlan en aza indirmek igin bu
béceklerin tabii diismanlarim kullanma olarak tanimlanabilir. Tabii diisman terimi,
parazitler ve predatorlerle birlikte hastalik olusturan organizmalari da kapsar. Ancak,
hastalik yapan organizmalarin kullanimi, genellikle mikrobiyal kontrol olarak adlandirilir
(Peter, 1984). Biyolojik kontroliin biiyiik bir avantaji kimyasal kontrol yontemleriyle
baglantili birgok problemi ortadan kaldirmasidir. Bu nedenle biyolojik kontrol, kimyasal
ilaglarla karsilastinldiginda ekolojik dengeyi bozmayan alternatif bir miicadele yontemidir
(Yaman, Demirbag, 1998).

Biyolojik kontrolde kullanilacak ajanlarin bir gogu dogadaki hastalikli bsceklerden
izole edilir (Yaman, 1998). Dogada béceklerin hastalanmasina neden olan ve sonra onlari
6ldiiren, orijini bakteri, virus, protozoa, mantar ve nematod olan pek gok mikroorganizma

mevcuttur (Lipa, 1975; Weiser, 1969; Deacon, 1983; Payne, 1988, Yaman vd., 1999,



Yaman vd., 2001, Yaman vd., 2002). Bunlardan viruslar zararli lizerinde en etkili ve
gevreye en duyarll olmalari bakimindan gelecek igin biiyilk umutlar vaadetmektedir.
Cigneyici a1z pargalarina sahip bdcekler, 6zellikle yaprak yiyenler, virus infeksiyonlarina
daha hassastir (Weiser, 1969). Bu hususta yaprak yiyen Lepidoptera tirtirlanyla
Hymenoptera’nin yalanct tirtirlari gok zarar goriirler. Bécek viruslarinin biiyiik bir kismi
Lepidoptera (% 83) ilyelerinde etkilidir. Bu viruslar genellikle 2-3 yilda bir meydana ¢ikan
epidemilerde gogalarak bir ¢ok larvayr §ldiiriir ve bSylece bdcek afetini ortadan kaldirirlar.

Bocek viruslarinin Lepidoptera iiyeleri iizerinde yiiksek infeksiyon g@stermesi ve
cevreye karsit duyarli olmasi bilim adamlarim viruslarin biyolojik miicadele ajami olarak
kullammina y6neltmis ve bu konuda bir ¢ok iilkede oldukga basarili ¢aligmalar yapilmustir
(Adams, 1991). Bu ¢alismalar sonucunda gevreye duyarli ve oldukca yiiksek Sliim oram
saglayan bir ¢ok virus gelistirilerek ticari olarak satiga sunulmustur (Cunningham, 1998;
Yaman vd., 2001).

Tim diinyada bGcek viruslarimin tabiattan izole edilmesine ve etkili bir biyolojik
kontrol ajami olarak kullammina y6nelik galigmalar hizla ilerlerken, iilkemizde bu konu
tizerindeki galigmalar yok denecek kadar azdir. Ayrica bécek viruslarina karsi ¢ok hassas
olan ve bir ¢ok virusu populasyonlarinda dogal olarak bulunduran Lepidoptera takimina ait
bocekler iilkemizde gesitli tamm {iriinleri iizerinde biiyiik ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu zararlilar {izerinde patojen viruslarin aragtirilmasina ve etkili bir biyolojik
miicadele ajam olarak kullamimina y6nelik ¢aligmalar kaginilmaz olmustur.

Bu nedenlerden dolayr bu doktora tezinde Lepidoptera grubuna ait olan ve 6nemli
bir tanmsal zararli olarak kabul edilen ytizik kelebegi (Malacosoma neustria Lep;
Lasiocampidae) ile miicadelede kimyasallarin kullammini azaltacak, ekonbmik, cevreye
daha duyarli ve daha etkili viral kontrol ajanlarinin arastirilmasi, dogadan izolasyonu ve

gelistirilmesi amaglanmigtir.
1.2. Malacosoma neustria (Lepidoptera:Lasiocampidae)

1.2.1. Tanim ve Yasayisi

Ortalama 35-40 mm agikhiginda olan disi kelebeklerin iist kanatlan figgen seklinde ve

siitlii kahverenginde olup ortasinda hafif meyilli kizil kahverenginde bir serit vardir (Sekil
1, A).



Sekil 1. Malacosoma neusiria’ya ait digi (A) ve erkek (B) kelebekler

Erkek kelebekier 28-30 mm kanat agikhfinda deve tiyl renginde olup, 6n kanatlan
iki kizil kahverengi cizgi enine kat eder (Sekil 1, B).

Yumurtalar kirli beyaz renkli tek kokli dis bigiminde olup, ince dallara ve birbirine
siyah renkli bir madde ile yzik bigiminde yapistinhir (Sekil 2).

Sekil 2. Malacosoma neustria’ya ait yumurtalar

Kigt yumurta halinde gegirir. Nisan ay ortalanna dogru tirtll gikaglan baglar, Tirnllar
gikiglanindan itibaren af orerler ve bu aglanm geceleri ve koti havalarda bannak olarak
kullanurlar ($ekil 3, A). [k donemlerinde topluca bulunan tirtillar Gginct donemlerinden
itibaren dagilirlar ve bundan sonraki donemlerde yapraklan oburca yiyerek beslenirler.
Olgun trtillar 55-60 mm boyunda, bag mavi, viicudu sirtta beyaz, yanlara dogru kiremit
rengi, siyah, sanms: ve mavi olmak izere yol yol renkli ve seyrek kallidir ($ekil 3, B).



Sekil 3. Malacosoma neustria’va ait geng (A) ve olgun (B) larvalar

Beg gomlek degiistirdikten sonra olgunlufia erigen tirtillar mayisin ikinci veya Giglinci
haflasindan itibaren agaglann dal ve yapraklarmda ordilkleri gevsek kozalaklar icersinde
pupa olurlar. Pupalar, 18-23 mm boyunda ve beyaz ipek gibi ipliklerden 6rilmig mekik
seklindeki kozalar igindedir (Sekil 4).

Sekil 4. Malacosoma neustria’ya ait pupa

Pupalardan 2-3 hafta sonra genellikle Haziramn fginct ve dérdincti haftasindan
itibaren ergin gikigi baglar. Digi kelebekler giftlesmelerini takiben, yumurtalanm agaglann
genellikle bir yillik ince dallanna yizik bigiminde dizerler ve bunlan, kuruyunca sertlesen
bir madde ile birbirlerine ve dala yapigtnriar. Bir disi 200- 300 yumurta birakir. Yilda bir

dol verir.




1.2.2. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayihist

Yiiziik kelebegi tirtillan agaglarin 6nce tomurcuklanni, daha sonra da yapraklanm
yiyerek zararl olurlar. Salgin willarinda agaci tamamen yapraksiz birakirlar. Ulkemizin

hemen her yerinde bulunurlar.

1.2.3. Dogal Diismanlar ve Mevcut Miicadele Yintemleri

Ulkemizde M. neustria ile miicadele zarar yaptiz: dénemlerde cogunlukla kimyasal
ilaglar kullamlarak yapilmaktadir. Carbaryl, Malathion, Phosalone, Fenthion, Trichlorphon
gibi kimyasal ilaglar yaygin olarak kullanilan ilaglardir. )

Bununla birlikte bu zararlimn bir ¢ok dogal diigmam vardir. Bu nedenle biyolojik
miicadelesi miimkiindiir (Jankevica vd., 1997). Dogal diismanlar arasinda en baskin grubu
parazitoidler olusturmaktadir. Bu bécegin 20°den fazla yumurta, larva ve pupa parazitoidi
bulunmaktadir. Ulkemizde yumurta parazitoidlerin bu zararli tizerinde yaygin ve etkili
olduklan ve % 55’in iizerinde parazitlenmeye neden olduklan tespit edilmistir (Tanm ve
Kéyisleri Bakanligi, 1995).

Ulkemizde bu zararlinin mikrobiyal patojenlerine yonelik bir galigma Yaman vd.
(2002) tarafindan yapildi. Bu ¢alismada bu zararlidan 5 farkh bakteni izole edildi ve bu
bakteriler morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal dzelliklerine gire Bacillus thuringiensis,
Pseudomonas sp., Proteus mirabilis, Staphylococcus sp. ve Pseudomonas chlororaphis
olarak tammlandi. izole edilen bu bakteriler iginde B. thuringiensis, P. mirabilis and P.
chlororaphis’in bu zararl iizerinde kaydedeger bir infeksiyon gésterdigi tespit edildi.

1.3. Zararh Biceklerle Miicadele Yéntemleri

Zararhlann bitkilerde yaptiklan gesitli zararlann, gerek dogal kuvvetler (dogal
miicadele) gerekse insan yardimiyla (uygulamali miicadele) 6nlenmesine veya hi¢ olmazsa
azaltilmasimna ySnelik ySntem ve harcanan ¢abalara zararhlarla miicadele denir. Yapilan
miicadele yontemlerini gesitli gruplara ayirmak miimkiindiir (Canakgioglu, 1983).

Dogal miicadele: Dogal kuvvetlerin béceklere olan etkilerinden yararlamlarak

zararhnin dldiiriilmesi.



Yasal miicadele: Yasal yollardan yararlamlarak zararhlarin yayilmasim 6nleme.
ﬁ'megin. karantina, ambargo, muayene vb.

Mekanik miicadele: Zararl bécekleri toplama, tuzakla yakalama, bocekli materyalleri
yok etmek.

Fiziksel miicadele: Yakmak ve sicaktan, radyoaktiviteden ve elektrikten
faydalanmak.

Kiiltiirel miicadele: Bu zararlimn zarar yaptigi agag¢lann kangikhigin ve kapalihgini
diizenlemek, megcere kurmak ve yetistirme ile kesim tekniine uymak, toprak bakimu,
dayamkh tiirler yetistirmek, gida kaynaklanm degistirmek.

Biyolojik miicadele: Zararli bicegi yok etmek igin ¢esitli etken gruplanndan
(mikroorganizma, bécek yiyen vertebrata, predatér Arthropoda, parazit bécekler) ve
genetik yontemlerden yararlanmak.

Kimyasal miicadele: Tozlasma, piiskiirtme, sisleme, fumigasyon, sterilizasyon,
zehirli yemler kullanmak vb.

Entegre miicadele: Cevre ve orman sahibi igin uzun vadede en az masrafla en iyi
faydalan saglayabilecek olan ve populasyon dinamigine dayanan yontemlere énem
verilerek, miicadele yontemlerinin kombine edilmesi sonucu yarar elde etmektir.

Bu miicadele y&ntemlerinden {ilkemizde en yaygin olarak kullamilam kimyasal
miicadeledir. Kimyasal ilaglar kullamlirken, bunlann bir gok yan etkileri ortaya

gtkmaktadir, Bir gok yonden bazi canli gruplan ciddi zararlar gormektedirler.

1.3.1. Kimyasal Miicadele ve Yan Etkileri

Zararl ile miicadelede yaygin olarak kullamilan insektisidler bitkilerde ve gevrede
bulunan canhlar {izerinde bir ¢ok zararh etkiler meydana getirmektedirler. Insektisidlerin
zararlarini bdcekler, insanlar ve gevre fizerine olan etkileri olarak baslica tig baslik altinda

toplayabiliriz.



1.3.1.1. insektisitlerin Bicekler Uzerine Etkileri

Insektisidlerin bécekler iizerine etkileri bdceklerin uygulanan kimyasala karst
mukavemet kazanmasi ve faydal bceklere zarar vermesi seklinde olur.

Insektisitler her ne kadar zararli bcekleri yok etmek igin kullanilsalar da, her zaman
zararli béceklere karsi tam bir etki saglayamazlar. Ciinkil zamanla insektisitlerin ilk tathik
edildikleri zamanki etkili dozlarnindan daha az etkilenebilen irklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
olaya biceklerin mukavemeti adi verilmektedir. Bicekler belli bagh insektisid stmiflanmin
hepsine direng gelistirmislerdir. Ekolojik ve evrimsel apidan bakildifinda bu sagirtici
degildir. Baceklerdeki direng mekanizmalan, (1) genetik faktérler, (2) fizyolojik haller,
(3) biyokimyasal mekanizmalar, (4) direng mekanizmalanmn kombinasyonu ve (5)
davransla ilgili mekanizmalar olmak fizere 5 grupta toplanmaktadir, Ilag baskisi altinda
yetisen generasyonlarda tabii se¢im hassas olan fertlerin ortadan kalkmasina ve devamli
mukavim fertlerin ortaya ¢tkmasmna sebep olur. Dolayisiyla bu yeni fertlere karsi kullanilan
insektisidler daha gok gevredeki yararh canlilan ve insanlan etkilemektedir (Ecevit, 1988).

Insektisitlerin etki tarz1 bakimindan zararh ve faydali bécekler arasinda bir farklihg
yoktur. Fakat etkileri bakimindan farkhhklar vardir. Faydali bicekler olarak kabul edilen
predattr ve parazitler insektisitlerden daha fazla etkilenmektedirler (Ecevit, 1988). Ne
yazik ki parazit ve predatirlerdeki mukavemetin olusumu, zararh bdceklerdeki kadar
¢abuk olmamaktadir. Bunun sonucu olarak, zararli populasyonlan iizerinde dengeleyici
olan parazit ve predatérler ortadan kalkmakta ve zararhlar daha gabuk yayilmaktadir.

Ayrica insektisitlerin kullanildif alanlarda doZal olarak yasayan polinatér canlilarda
yok oldugu igin, bu alandaki zirai iiriinlerde tozlasma orami a azalmaktr, Bunun
sonucunda bityiik verim diistikliigil ortaya gikmaktadir.

1.3.1.2. insektisitlerin insanlar Uzerine Etkileri

Insektisitler dogrudan dogruya ve dolayh olarak insan saghgm etkilemektedirler
(Ecevit, 1988). Bu etki akut ve kronik toksisite olarak iki grup altinda toplanabilir.

Akut toksisite veya akut zehirlenmeler, ilaglardan olan ani zehirlemeleri ortaya
gikarmaktadir. Bu ise su yollarla ortaya ¢ikmaktadir. ilacin imali esnasinda galiganlar
ilaglardan zehirlenebilirler. Ayrica, ilaglarin taginmasi, kullamilmas: esnasinda ihmalkarlik

gasterilmesiyle zehirlenmeler ortaya gikabilir (Ecevit, 1988).



Her ne kadar ilaglanin prospektiislerinde hasattan ne kadar dnce kullamlmasi
gerektifi yazih ise de, bu siire beklenilse bile bir miktar ilag ve aynsma iiriinleri geride
kalmaktadir. Buna ilacin kalintis1 denilmektedir. flag kalintilan dolayli veya direkt olarak
meydana gelebilirler. Bu kalintilan igeren bitkilerle beslenen insanlar ilaglan viicutlarinda
depolarlar. ABD’de 216 degisik gida maddesi dmegi incelenmis ve DDT ve ayrnisma
iiriinlerinin &meklerde % olarak bulunusunun fazla oldugu tespit edildigi gibi, bunlarin
kalinti miktarlarimin da fazla oldufu tespit edilmistir (Ecevit, 1988).

Akut toksisite, zirali miicadele ilaglanmn fazla miktarda ahnmasiyla olan zehirlenme
olarak ortaya gikmaktadir. Fakat, kronik toksisite olarak adlandinilan 6ldiiriicti dozlarin
¢ok altndaki dozlann kahntilanindan biitiin insanlar nasibini almakta ve yavas yavasg
zehirlenmektedir. Bu diisiik dozlann gelecek kugaklarda neler meydana getirecegini de
simdiden tahmin etmek zordur. Ayrica bu ilaglarin insanlarin sinir sistemindeki enzimler
iizerinde etkili olusu énemlerini daha da arttirmaktadir. Bugiin ézellikle fazla miktarlarda
kullamilan klorlandinlmis hidrokarbonlarn insan ve hayvanlann beyin, karaciger, bobrek
ve yag dokulannda toplanarak toksik etkide bulundugu bilinmektedir (Ecevit, 1988).

1.3.1.3. Insektisitlerin Cevreye Olan Etkileri

Insektisitler kullamldiklan gevrede bulunan bir ¢ok yabani hayvam degisik oranlarda
etkilemektedir. Agaclardaki bazi zararlilanin miicadelesinde kullanilan DDT'nin toprakta
birikme yaptifa ve bunun sigircik ve béceklerle beslenen kuglann populasyonunu azalttig
tespit edilmistir (Ecevit, 1988).

Insektisidlerin gesitli hayvanlar ve bu meyan da kuglar ve baliklar tizerine olan
etkileri gogunlukla ilag anldiktan sonra olur. Zehirli sahalarda hayvanlann otlatilmasiyla
otlarla birlikte zehir hayvanlara gegmektedir. Arazide tatbik edilen ilaglar yagmurlarla
yikanarak derelere, oradan da deniz ve géllere tasimir. Bu yolla da baliklar etkilenir. Bu
baliklari, ilaglanmis meyve ve sebzeleri yiyen insanlar dolayli olarak insektisidleri
viicuduna almus olurlar,

Insektisidlerin kullamldiZi gevredeki bal anlan da en fazla etkilenen canllar
arasindadir. Bal anlan bal, an siitii ve balmumu gibi iiriinleri olusturmalannin yanisira
bitkilerin tozlasmasini da saglamaktadirlar. Insektisidlerin etkileriyle 6len arlar bu faydal
gorevlerini yerine getiremezler. Bunun sonucunda da biiyitk verim diigiikliigii olmaktadir
(Ecevit, 1988).



Insektisidler kullanildiklari alandaki bitkilerin ¢imlenmesi, vejetasyonu ve iiremesi
lizerinde de olumsuz etkiler yaparlar. Bazen bitkilerin belirli doku kisimlarinda, 6zellikle
yaprak ve siirgiinlerinde yanma denilen bir takim lekeler ile renk degismelerinin meydana
gelmesine sebep olurlar. Hatta bazen tiim bitkilerin 6ldiigii goriilir. Insektisidlerin yan
etkilerinden dolayl, kimyasal miicadelenin giiniimiizde miimkiin oldugunca kisitlanmas: ve

bunun yerini biyolojik miicadelenin almas: gerekmektedir.

1.3.2. Bivolojik Miicadele

Biyolojik miicadele biyolojik kontrol olarak da adlandinlir. Biyolojik kontrol, zararl
béceklerin yapmis oldugu zararlan en aza indirmek igin bu béceklerin tabii diismanlarim
kullanma olarak tammlanabilir. Tabii diisman terimi, parazitler ve predatdrlerle birlikte
hastalik olusturan mikroorganizmalan da kapsamaktadir (Poinar, 1978; Peter, 1984).

Son yllarda yeniden giincellik kazanan biyolojik miicadelenin bazi parlak baganlara
ragmen heniiz yeterince yayginlasmadigim, bazi baganlarimin ise pek duyulmadigim
agtklamak yerinde olur.

Insanoglunun dogusundan gok once, bécekler diger canli organizmalar ile etkilesim
igerisinde idi, ve dolayisiyla Entomofag’hfin ilk boceklerin ortaya ¢ikisi ile dogdugu
stylenebilir.

Biyolojik miicadele ile ilgili yazili belgelere bir giz atarsak Aristo ve Pliniy'nin
eserlerinde ilk bocek patolojisi kavramlarina rastlamaktayiz. Aristo, “Historia Animalium”
adll eserinde, Galleria mellonella’'mn peteklerdeki zaranm agiklamis ve kovanlarda
hastalik meydana getirdigini ifade etmis keza, balanlannda gériilen diger bir hastaligm
belirtilerini de tammlamistir.

Canlilanin miicadele amaciyla kullamilmasina ait ilk bilgimiz, M.S. 900 wilinda
yayinlanan bir Cin kitabinda agiklandiina gére Cinli turunggil yetistiricilerinin
bahgelerinde aver kanncalan kullandiklan ve bunlarin pazarlarda satildifidir.

Uzun willar sonra, Avrupa'da bdcekler ile ilgili degerli gdzlemler gérillmeye
baglanmigtir. Bu galismalar giiniimiize kadar biiyiik bir gelisme géstererek ilerlemistir.
Galigmalar agirliklt olarak béceklerde hastalik yapan mikroorganizmalarn izolasyonu ve
biyolojik miicadelede kullammina ynelmistir.

Ancak, hastalik yapan mikroorganizmalann kullammu, genellikle mikrobiyal kontrol

olarak adlandiniimaktadir. Viruslar, bakteriler, protozoalar, mantarlar ve nematodlar




mikrobiyal kontrol igindeki temel mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar iginde

viruslar en etkili ve glivenli mikrobiyal ajanlardan biridir.

1.3.2.1. Biyolojik Miicadelede Viruslarin Kullanim

Virus hastaliklan hakkindaki ilk bilgiler 1889 yilinda Avrupa'da Lymantria monacha
(L) (Lepidoptera, Lymantriidae) Wipfel hastahgmin bulunmasi iizerine yapilan
¢ahgmalarla baglamistir. Daha sonra 1907'de, aymi tip bir hastalik Amerika Birlesik
Devletleri'nin New England eyaletinde Lymantria dispar L. (Lepidoptera, Lymantriidae)
populasyonu iizerinde miisahade edilmigtir. Olen larvalarin solgun bir gériiniimde olmas:
nedeniyle buna "solgun hastalifi" adi verilmistir. -

Solgun hastahg, alinan gida ile bdcek viicuduna ulasir. Virus vilcuda verlegince
genellikle kan hiicrelerini ve bazi dokulan 6ldiiriir. Hasta larva 6nce uyusuk bir durum alir
ve sonra yemesine son verir. Olmeden énce, agacin tepesine tirmanir ve arka bacaklarina
asth olarak &liir. Dokulan koyulagir, aynigir ve viicutlan sivi haline geger. Nihayet, kiigiik
pargalara aynlir ve agacta kurur,

Viruslann  zararli  boceklerle miicadelede  kullanilmasi, Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1976 wihna kadar denemeler seklinde olmustur. Sonra Cevre Koruma
Dairesi Orgyvia pseudotsugata (McDunn) (Lepidoptera, Lymantriidae) larvalarina karsi
Baculovirus cinsinin bir nukleopolihedrovirus (NPV)'unu kullanma iznini aldi. Béylece bu
virus hakkindaki uygulama yéntemleri, ¢evre ve insan saghfimn korunmasi, kalintt miktan
gibi hususlar fizerinde yogfun galismalar baglamig bulunmaktadir. NPV ile Lymantria
dispar'a karsi miicadele etmek igin 1978'de izin alinmugtir.

Bécek viruslarnin etkinligi, hasta tirtillanin ezilmesi ile hazirlanan siispansiyonun
zararhya piiskiirtiilmesi ile yapilan laboratuar calismalart ya da saha denemeleri
seklindedir. Omegin; Amerika Birlesik Devletlerinde yoncalarda zararh olan Colias sp
(Lep) adli tirtillara kargi, polihedrovirus hastalig: etkisiyle 6lmiis tirtillar ezerek hazirlanan
siispansiyon  piiskiirtillerek  biyolojik  miicadele  yiiriitiilmektedir.  Ancak bu
siispansiyonlarda polihedroviruslanin bazilan ticari bir preparat olarak bazi ilkelerde
kullamm halindedir (Cunningham, 1998; Lipa, 1998). Mesela; Amerika Birlesik
Devletleri'nde "Polyvirocide” adi ile virus preparatlan satisa sunulmustur. Fakat gogunun
konukguya &zellesme gosterdigi bu entomopatojen viruslanin gevredeki durumu ve

meydana getirebilecegi yan etkileri heniiz tam olarak belirlenmemis olmasi nedeniyle,




daha fazla galigmalara gerek duyulmaktadir. Viruslar, genellikle mekanik olarak bir
konukgudan digerine yumurta koymak suretiyle nakledilirler. Cigneyici afiz pargalarina
sahip bocekler ozellikle yaprak yiyenler, virus infeksiyonlarina daha hassastirlar. Bu
hususta yaprak yiyen Lepidoptera tutillariyla Hymenoptera'min yalanc tirtillan fazla zarar
goriirler. Bu viruslar genellikle 2-3 yilda bir meydana ¢ikan epidemilerde goZalarak bir ¢ok
larvayr 6ldiiriir ve bdylece bécek afetini ortadan kaldinirlar, Bir ¢ok virusun béceklerin
hastalanmasina neden olarak bdcek afetlerini kontrol ettikleri bilinmektedir (Steinhaus,
1956). Giiniimiizde yaklagik 500 arthropod tiiriinden 450°den fazla virus tamimlanarak
simiflandinlmigtir. Viruslar birgok bécek takimlanyla baglantihdir. Bununla birlikte biiyitk
bir kismi Lepidoptera (% 83), Hymenoptera (% 10) ve Diptera (% 4) takimlannda
bulunmaktadir.

Tiim bécek virusu familyalan ve kaydedildigi konaklar Tablo 1°de gésterilmektedir.

Tablo 1. Bécek virusu familyalan ve kaydedildigi konaklan

Virus familyast Kaydedildigi konak takimlan Genel konak safhasi
Baculoviridae: NPV ve GV Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Larva, bazen pupa veya
Lepidoptera, Neuroptera, Siphonaptera, ergin

Thysanura, Trchoptera
Reoviridae: CPV Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera

Entomopoxviridae: EPV

Larva, pupa ve ergin
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Larva, pupa ve ergin

Lepidoptera, Orthopiera

Iridoviridae: TV

Ascoviridae

Bimaviridae

Caliciviridae
Nodaviridae
Parvoviridae: DNV

Picomaviridae

Polydnaviridae
Rhabdoviridae
Tetraviridae
Oryctes virus

Hemen hemen tiim bijcekler ve diger
omurgasiz familyalan

Lepidoptera (sadece Noctuidae familyasi)
Diptera (Sadece Drosophila cinsinde
kaydedilmig)

Lepidoptera (sadece Noctuidae familyasi)

Diptera, Coleoptera, Lepidoptera

Diptera, Blattoidae, Lepidoptera, Odonata,

Orthoptera

Diptera, Lepidoptera, Orthoptera ve genig
bécek familyalan

Parazitik Hymenoptera

Diptera

Lepidoptera

Coleoptera

Larva

Larva

Ergin

Larva
Larva ve ergin

Larva, pupa ve ergin

Larva ergin

Ergin
Ergin
Larva

Larva ve ergin
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Bocek viruslan viral replikasyon alanlar, niikleik asitlerinin agirhg, sekil, simetri,
hastahk semptomlan, kimyasallara duyarlilik ve seroloji gibi birgok kriterler géz oniine
alinarak alt1 grupta toplanmistir. Bunlar nukleopolihedrozis, graniilozis, sitoplazmik
polihedrozis, entomopox, iridescent ve densonukleozis viruslaridir. Drosophila CO, virusu
de bunlara dahil edilmigtir. Simflandinlan viruslann biiyilk bir kismi  Baculoviridae,
Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthamyxoviridae
ve Iridoviridae familyalarina aittir.

Bunlardan Baculoviridae familyas1 {liyeleri sadece artropodlarda infeksiyon
olusturmalarindan dolay, diger viruslara oranla daha avantajlidirlar (Huber, 1986; Gréner,
1986; Demirbag vd., 1998). Bu nedenle bu tez siiresinde bu familya temel olarak
alinmugtir.

Baculoviridae: Baculoviruslar ¢ubuk sekilli, ¢ift zincir DNA igeren zarfli viruslardir.
Virionlar: Polihedra olarak adlandirilan bir protein matriks i¢inde gémiiliidiirler.

Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Neuroptera, Siphonaptera,
Thysanura ve Trchoptera {liyelerinin ¢ogunlukla larva, bazen pupa veya ergin
safhalarindan kaydedilmigtir.

Baculoviridae familyas1 A, B ve C olmak iizere ii¢ altgruptan olusur (Bilimoria,
1991; Adams, McClintock, 1991; Couch, 1991; Tanada, Hess, 1991; Huger, Krieg, 1991).
A alt grubunda single (tek) nukleokapsidli NPV (SNPV) ve multi (¢ok) nukleokapsidli
(MNPV) olmak tizere iki tip virus vardir (Sekil 5).

SNPV viruslarina &rnek olarak Bombyx mori nuklear polihedrozis virusu (BmSNPV)
verilebilir. Bu tip viruslar her bir zarfli virion iginde tek bir nukleokapsid igerirler.

MNPV viruslarina Autographa californica nukleopolihedrovirusu (AcMNPV) ek
verilebilir. Bu tip viruslar her bir zarfli virion iginde birden g¢ok degisik sayida
nukleokapsidleri igerirler.

Niikleopolihedroviruslar (NPV) en iyi bilinen viruslar olup tamimlanmis artropod
viruslarinin % 41’ini teskil etmektedirler. Zararli béceklerin kontroliinde pratik kullamim
agisindan biiyiik dneme sahip olan bu viruslar konak hiicre ¢ekirdeginde gelisirler. Infekte
edilmis ¢ekirdekler &nemli bir sekilde genisler (Lipa, 1975). 230-420 nm uzunlugunda
olan virionlar 0.2-15 pum ¢apindaki polihedral inkliizyon yapilan iginde gruplar halinde ya
da tek olarak bulunurlar (Cunningham, 1988; Demirbag, Beldiiz, 1997).

NPV orjinine bakmaksizin biitiin bécek hiicrelerini infekte eder ve Sliime neden olur

(Coppel, Mertins, 1977). Hastalanan larva nce uyusuk bir hal alir ve sonra yemesine son
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verir. Olmeden &nce agacin tepesine tirmamrr ve arka bacaklarina asili olarak 6liir.
Dokular1 koyulasir, aynisir ve viicutlar: siv1 haline geger (Coppel, Mertins, 1977).

B altgrubuna ait olan Graniilozis Viruslar (GV) de zararhh bdceklerin kontroliinde
biiyiik bir 6neme sahiptir. Konak b&cegin yag dokusu, trakeal veya epidermal hiicrelerinin
sitoplazmasinda ya da gekirdeginde gelisen bu viruslarin virionlarn kapsiil olarak
tammlanan kii¢iik inkliizyon yapilan iginde tek olarak (nadiren ¢ift) bulunurlar ($ekil 5).
DNA igeren ¢ubuk sekilli virionlar NPV virionlarina benzer. Cogunlukla oval gekilli
inkliizyon yapilari 200x400 nm boyutlarindadir.

C altgrubu baculoviruslarin zarf icermeyen grubudur.

Vivion
Nukleoka psid  Zarf
—_—
DNA-Protein Koru  Kapsid

COO00C0

Viron

inklitzsron yapis:

Sekil 5. Baculoviridae familyasina ait alt gruplar ve yapilan

Reoviridae: Biyolojik miicadelede pratik kullanim agisindan &nemli olan diger bir
grup olarak kabul edilen sitoplazmik polihedrozis viruslar1 (CPV) konak bécekte sadece
ortabagirsak epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda gelisirler (Burges, Hussey, 1971). Diptera,
Hymenoptera, Lepidoptera iiyelerinin larva, pupa ve ergin sathalarindan kaydedilmisgtir.

Cift zincir RNA igeren 60 nm ¢apindaki kiiresel virionlar 0.5-15 um capindaki
polihedral inkliizyon yapilan iginde tek olarak bulunurlar (Cunningham, 1988). CPV ile
gergeklesmis bir infeksiyon her zaman 6liimle sonuglanmaz. Ancak, b6yle durumlarda

larval bilylime yavaglar, ergin émrii azalir.
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Entomopoxvirinae: ~ Poxviridae  familyasiuin  bir alt familyas1 olan
Entomopoxvirinae'ye ait olan Entomopoxviruslar béceklerle smirh bir poxvirus alt
grubundan olusur (Matthews, 1982). Bu alt familya giincel olarak 3 genus ile ifade
edilmektedir. Bunlar, temel olarak Coleoptera'yr infekte eden Genus A (Melolontha
melolontha tip tiirii); Lepidoptere ve Orthoptera'y: infekte eden Genus B (4dmsacta moorei
tip tiirii) ve Diptera'y1 infekte eden Genus C (Chironomus luridus tip tiirii)'dir (Goodwin
vd., 1991). Son zamanlarda kesfedilmis olan entomopox viruslar (EPV) konak b&cegin
yag dokusu hiicrelerinin sitoplazmasinda, bazen de hemositlerde gogalirlar. Yag
dokusundaki hiicre boliinmesi artar (Lipa, 1975). Cift zincir DNA igeren virionlar ovalimsi
kiip seklinde olup 250x300x200 nm boyutlarindadir. 2-8 pm uzunlugunda diizensiz sekilli
ve daha kii¢iik mil geklinde olmak iizere iki farkl inkliizyon yapilari olustururlar (Coppel,
Mertins, 1977).

Iridoviridae: Zarfs1z iridescent viruslar (IV)’in ilk ¢ogalma alanlari konak bocegin
yag dokusu hiicrelerinin sitoplazmasidir. Infekte ettikleri konak bocegin kuru agirhginn
% 25°ni teskil edecek kadar ¢ok miktarda gogalabilirler. Canli b6cek iginde kendiliginden
kristallesen viruslar karakteristik bir parlaklik olustururlar. Olii bécek iridesent (mavi-
yesil) renkte goriiniir. Bununla birlikte Aedes taeniorhynchus sivrisinek iridescent virusu
turuncu ile kahverengi iridesent renklerini olusturur. En az 32 tip IV hacim ve serolojik
iligkilerine dayanarak tammlanmistir. Hemen hemen tiim bdcekler ve diger omurgasiz
familyalarinda infeksiyon olustururlar.

Ascoviridae: ~ Zarfsiz gift zincir DNA viruslarimin aligilmamig bir grubu olan bu
grup infekte edilmis hiicre ¢ekirdegi bozuldugunda olugturulan virion ile dolu vesikiiliere
dayanilarak isimlendirilmektedir. Virionlar kompleks bir yapi ile genis bir hacime sahiptir
(130x 400 nm). Bunlar sadece Lepidoptera’mn Noctuidae familyasindan izole edilmis olup
bu familyaya ait tiirlerin larvalarinda kronik hastalik olustururlar (Matthews, 1982).
Hastaligin gelisimi boyunca ¢ok sayida virion igeren vesikiiller (>10%ml) hemolenfte
birikir. Zarfli ve kompleks simetrili olan bu viruslar yaklagik 170 kb agirliginda linear, ¢ift
zincir DNA'ya sahiptir. (Federici vd., 1991). Patolojisi genis olarak aragtirilmamigtir.

Birnaviridae: Bimaviridae Uluslararasi Virus Taksonomi Komitesi (ICTV)
tarafindan son zamanlarda kurulmus olan yeni bir familyadir. Bu familya Diptera’da
Culicoides sp.'den izole edilmis olan Drosophila X virusu ile simgelenir (Bonami, Adams,
1991). Virionlar 7 nm x 62 nm ebatlarinda olup ikosahedral gekillidir. Cift zincir RNA’ya

sahip zarfsiz viruslardir.
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Caliciviridae: 1k olarak portakal kurdu Amyelois transitella’dan izole edilmistir. Tek
zincir RNA igerirler. Virionlar calici viruslarn tipik 6zelligi olan karakteristik kiibe benzer
morfolojiye sahiptir. Partikiiller 28 nm c¢apindadir. Biyolojisi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir.

Nodaviridae:  Nodaviruslar yaklasik 29 nm ¢apindaki virionlar ile tek zincir RNA
ierirler. Iki RNA segmentine sahiptirler. Bunlar hakkinda daha ayrintil: bilgi Japonya’da
sivrisineklerden izole edilen Nodamura virusten elde edilmigtir. Nodaviruslar morfolojik
olarak Picorna viruslar andirirlar. Bu yiizden elektron mikroskobu ile ayrilmalarn zordur.

Parvoviridae: Bu familya 19-24 nm oranlarindaki virionlar i¢ine paketlenmis tek
zincir DNA viruslanndan olusur. Tipik cinsi Densovirus olup Densonucleosis virus
(DNV)’e genel ismini verir. Virion morfolojisine ve infeksiyon semptomlarina dayanilarak
bu familya Tip 1 (Siddetli infeksiyon, bagirsak disindaki tiim dokularin infeksiyonu ile
hizli 6liim) ve Tip 2 (Kronik infeksiyon ve sadece bagirsagin infeksiyonu ile nispeten
yavag 6liim) olmak iizere ikiye ayrilir.

Picornaviridae: Tek zincir RNA viruslanindan olan bu grup 22-30 nm g¢apinda
kiiresel virus partikiillerine sahiptir. Bu familyanin en iyi tamimlanmus ii¢ iiyesi cireir
bdcegi virusu, Drosophila C ve Gonometa virusudiir. Yeterli elektron mikroskobu
¢aligmalar: yoktur. En temel ayirt edici 6zelligi asite karst dayanikliligs ile biitiinlestirilmis
ii¢ bitytik ve iki kiigiik polipeptidlerin varligidir.

Polidnaviridae: Polidnaviridae, parazitik Hymenoptera’mn baz1 tiirlerinin
ovaryumlarinda replike olan belirli viruslart igeren bir familyadir (Brown, 1986). Bu
familyamn temel 6zelligl isminede yansidig: gibi, stiper helikal ¢ift zincir DNA varligidir.
Oval virus partikiiller 150x 350 nm biiyiikliigiindedir.

Rhabdoviridae: Tek zincir RNA virusu olan bu familyanin en iyi ¢alisilmus iiyesi
Drosophila Sigma virusudiir. Bu virus gubuk sekilli 75 x 200 nm ebatlarinda virus
partikiillerine sahiptir.

Tetraviridae: Tetraviridae 35-38 nm ¢aplarinda ikosahedral virionlara sahip tek zincir
RNA iceren familyadir. En iyi tammlanmis olami Nudaurelia § virusudiir. Bu virus
Nudaurelia cytherea capensis (Lepidoptera, Saturniidae)’den izole edilmistir.

Diger zarfsiz viruslar: Diger tek zincir familyalant Togaviridae (60-65 nm ¢apinda
virionlara sahip), Flaviviridae (35-45 nm ¢apinda) ve Bunyaviridae (90-100 nm
capinda)’dir.

Cigneyici afiz pargalarina sahip bdcekler, 6zellikle yaprak yiyenler, virus
infeksiyonlarina daha hassastirlar (Weiser, 1969). Bu hususta yaprak yiyen Lepidoptera
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tirtillartyla Hymenoptera’nin yalanci tirtillan ¢ok zarar gériirler. Bu viruslar genellikle 2-3
yilda bir meydana ¢ikan epidemilerde ¢ogalarak bir ¢ok larvayr Sldiiriir ve bdylece bécek
afetini ortadan kaldirirlar. Viruslarla biyolojik miicadele yapmak i¢in genellikle hastaligin
etkisiyle 6lmiis tirtillar kullanilir. Bu tirtillarin ezilmesiyle hazirlanan siispansiyon epidemi
alanina piiskiirtiiliir. Virus ile infekte olmug bocekte bozulma ve hiicre dagilmas: 6zellikle
hipodermiste kolaylikla gériilebilir (Lipa, 1975).

1.3.3. Baculoviruslarin Biyolojisi

Baculoviruslar, 25 x 250 nm biiyiikliikte olup 90-200 kilo baz ¢ifti (kbp), yuvarlak-
kapali, ¢ift zincir, stipersarmal DNA ihtiva ederler. Virus DNA's1 hiicre zan benzeri ve
karmagik bir yapiya sahip olan bir zarf tarafindan ¢evrili nukleokapsid igerisine
paketlenmigtir.

Intrasellular viruslar, polihedra veya granula olarak isimlendirilen proteinsi
inklizyon yapilar igerisine gomiiliirler. Baculovirus familyasi, inkliizyon yapilarin
sekillerine gore Nukleopolihedrovirus ve Granulosis virus olmak iizere iki alt cinse ayrilir.
Bu gruplandirma morfolojik, serolojik ve genetik bilgilere dayanarak yapilmaktadir.

Autographa californica nukleopolihedrovirusu (AcNPV), yonca tirtili bdceginden ilk
olarak izole edilmis, niikleer polihedrozis cinsine ait olan ve en ¢ok ¢alisilan &rnek bir
baculovirus tipidir. Bu ylizden baculovirus biyolojisi hakkindaki genel bilgiler, AcNPV ile
sinirlandinimigtir. Nukleopolihedroviruslar1 (NPV) en iyi bilinen viruslar olup tanimlanmig
arthropod  viruslarinin ~ %41'ini  tegkil etmektedir. Niikleopolihedrovirus, 1-18
nukleokapsidin bir zarf igerisine gémiilmesiyle olugur. Daha sonra bu zarfa sahip viruslar
(virionlar), polihedrin (28 kDa) olarak adlandirilan tek bir proteinden olusmus polihedral
inkliizyon yap: (PIB) adindaki kristal benzeri cisimler igerisine gémiiliirler.

AcNPV’nun replikasyonu infekte edilen hiicrelerin gekirdeklerinde olur. Bu islem iki
safhada cereyan eder. Birinci safthada, ¢ekirdek igerisinde nukleokapsidler olugur. Silindir
seklindeki nukleokapsitler, kapsit denilen tlip benzeri yap: igersinde DNA'y1 igerir ve
tiiplerin iki ucunda faban ve kapak denilen yapilar bulunur. Olusan nukleokapsitler daha
sonra niikleus kanallarindan gecerek sitoplazmaya ulagir ve sonra tomurcuklanma
yontemiyle hiicre zanindan zarf kazanarak hiicreden aynlirlar. Bu zarfli viruslar
(ekstracellular viruslar, BV) hiicre kiiltiiriinde, hiicreler arasinda in vitro olarak infeksiyon

yapma 6zelligine sahip, gomak seklinde virus formlaridir.
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Ikinci safhada ise, niikleus igerisinde iiretilen nukleokapsidlerin bir kismi de novo
yontemiyle zarf kazandiktan sonra, kilip seklindeki protein yapilar igerisine gomiilerek
PIB'leri olustururlar. AcNPV'ye ait PIB'lerin biiyiikliikleri 0,5-1,5 um arasindadir. Genel
pargalanim protein matriks ve zarfin olusturdugu PIB'ler, tabiatta virus infeksiyonunun
larvadan larvaya taginmasinda rol oynayan virus pargaciklaridir. Bunlar ir vitro infeksiyon
icin gerekli degildir. NPV orjinine bakmaksizin biitlin b6cek hiicrelerini infekte eder ve
6liime neden olur.

AcNPV’nun yapisal 6zellikleri ayrintili olarak incelenmistir. DNA'sinin molekiiler
agirligt tespit edilmis ve fiziki haritasi ¢ikartilmistir. Ayrica, toplam genomuna ait niikleik
asit sirast tayin edilmis, bircok gene tekabiil eden DNA zincirleri belirlenerek pek gok
genin fonksiyonu aydinlatilmistir. i

Tabiatta, inkliizyon yapilar besinle birlikte larva tarafindan alimir. Orta baZirsakta
inkliizyon yapilar ¢&ziiliir ve bu yapilar igerisinde bulunan virus pargaciklar1 orta bagirsak
liimenine salinir. Virus pargaciklari daha sonra 6zel bir reseptdr tarafindan taninma
neticesinde membran flizyonu yéntemiyle orta bagirsagin tek tabakal silindirik hiicrelerine
gecer. Sitoplazmaya gegen nukleokapsidler, sitoplazinada bulunan F-aktin fiberleri
vasitasiyla sitoplazmadan replikasyon bolgesi olan niikleusa gegerler. Niikleusta virus
DNA's1 kapsid ortiiden aynlir. Bu islem biiyiik ihtimalle DNA molekiillerine tutulu olan
arginin bakimmdan zengin bir protein olan bazik proteininin fosforilasyonu neticesinde
gerceklesir. Niikleusta, viral DNA replikasyonu ve transkripsiyon iglemleri gerceklesir.

Replikasyonun baglamasindan sonra (infeksiyondan 8 saat sonra) nukleokapsid ingasi
olusur. Bu islem, yavru viruslarin, infekte olmus orta bagirsak hiicrelerinin bazal
kismindan hemolenf igerisine salinmasiyla sonuglanir. Bu ekstrasellular virus pargaciklari,
daha sonra reseptér bagimli endositozis yoluyla, hemositler, bag dokusu hiicreleri, yag
dokusu, trakeal elementler, kas hiicreleri ve Malpighi tiipleri gibi hemolenfe doniik olan
hiicreleri infekte ederler. Yeni infekte olan hiicrelerde, virus pargaciklann endozomlar
igerisine gegerler. Endozom igindeki diisiik pH, ECV zarfinda mevcut olan glikoprotein
gp64'i harekete gegirirr Bu glikoprotein membran flizyonunu katalizleyerek
nukleokapsitlerin sitoplazmaya gegisini saglar. Bundan sonra salinan nukleokapsitler, yeni
bir replikasyon islemini baslatirlar.

Replikasyon isleminin ikinci basamaginda (infeksiyonlari 12 saat sonra) virus
pargaciklan artik hemolenf igerisine salinmaz, bunun yerine pirimer ve sekonder olarak
infekte olmug hiicrelerin niikleuslarinda yeni yapilan polihedralar igerisine gémiiliirler.

Sonug olarak, larva polihedra ile dolar, virus tarafindan sentezlenen kitinaz ve katepsinaz
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etkilerine yenik diigen larva 6liir, béylece gok sayida polihedra (10%-10° / larva) gevreye
salinmis olur.

Granulozis viruslar de zararli bdceklerin kontroliinde biiyiik bir éneme sahiptir.
Konagin yag dokusu, trakeal veya epidermal hiicrelerinin sitoplazmasinda ya da
niikleusunda gelisen bu viruslar 200 x 400 nm boyutlarinda oval sekilli inkliizyon yapilari,

icinde genelde tek nadiren de ¢ift olarak bulunurlar.

1.3.4. Baculoviruslarin Biyoteknolojik Onemi

1.3.4.1. Baculoviruslarin Zirai Miicadelede Kullaniom

Kimyasal pestisidlerin olumsuz etkileri, predator, parazitler ve patojenler gibi
biyolojik olarak giivenilir alternatiflerin aragtinlmasina sebep olmustur. Bu gruplar
icerisinde bulunan organizma veya biyolojik miicadele ajanlari, zararli bdceklerin
¢ogalmalarii engelleyebildiklerinden zirai miicadelede bunlardan istifade edilmektedir.
Bunlar arasindan Baculoviruslar etkili, giivenli ve segici bir biyolojik kontrol ajamidir
(Cunningham, 1995; Miller, 1997; Moscardi, 1999). Kimyasal insektisidlerin aksine
faydali organizmalara ve ¢evreye zarar vermezler.

Parazit ve predatorler viruslart farkli bolgelere tasiyarak infeksiyonun farkh
populasyonlara ulasmasim saglarlar. Farkli bélgelerdeki bocek larvalar viruslara karsi ayni
hassasiyete sahiptir. Diisiik dozla infekte olmus ergin disi bdcekler viruslan yumurtalar
vasttasiyla gelecek generasyona tagir. Genel olarak viruslar bagirsakta ¢ogaldigi igin viral
infeksiyon, toplu haldeki larval populasyon iginde hizlica yayilabilir. Ayrica agaglann iist
dallaninda infekte olmus larva kadavralarimin par¢alanmasiyla dafilan viruslar alt
dallardaki diger kolonileri kolaylikla infekte edebilmektedir (Yaman vd., 2001).

Zararli bocekler ile miicadelede yaygin olarak kullanilan kimyasal insektisidlerin
¢evreye yapmus olduklan yan etkilerden kurtulmak ve gelecegimizi giivence altina almak
i¢gin biyolojik miicadele yonteminin gelistirilmesi kagimlmaz olmustur. Biyolojik
miicadelede kullanilan ajanlardan viruslar zararhilarin dogal diismanlan olup ¢ogunlukla
sadece o zararh lizerinde etkiye sahiptir. Bécek viruslanin izole edilip gelistirilerek zararh
bocekler ile miicadelede kullanilmasi gelecek nesilleri tehdit eden kimyasallarin

kullanimini azaltacaktir.
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Baculoviruslar, ¢ok spesifik olmalarindan ve bitki ile omurgalilart infekte
etmediklerinden dolay: son zamanlarda zararli b6ceklerin kontrolii i¢in viruslar arasinda en
gok tercih edilenidir. §imdiye kadar, baculoviruslare karsi herhangi bir direnglilige
rastlanilmamistir ve molekiiler genetigi detayh bir sekilde g¢alisilmigtir. Ayrica, bu
caligmalar baculoviruslann genomlarimin degistirilmesine imkan vermis, yabanci gen
eksprasyonu i¢in kullanilmasina ve insektisidal 6zelliklerin gelistirilmesine yol agmagtir.

Tabiatta baculoviruslar, duyarli bocek populasyonlarinin azalmasina sebep olur. Bu
ilk olarak 1911'de Reiff tarafindan aga¢ giivesi hastalifinin (bir baculovirus infeksiyonu),
bir kontrol mekanizmas1 olarak kullanilabilecegini tavsiye etmesiyle baslamigtir. Bu
6zellik geligtirilerek, baculoviruslar tabii zararli bécek kontrol ajami olarak kabul edildiler
ve glinlimiizde bunlar zararh bdceklere kargi kullanilmaktadirlar. Bu amagla iiretilmis ve

ticari olarak satisa sunulmus bir ¢ok baculovirus orjinli iiriin mevcuttur.

1.3.4.2. Baculoviruslarin Ekspresyon Vektorii Olarak Biyoteknolojide Kullanimm

Tibbi, endiistriyel ve zirai agidan Genemli olan gesitli viral, bakteriyal, bitkisel ve
hayvansal proteinlerin, degisik ozelliklerdeki ekspresyon vektorleri aracihifn ile
sentezlenmeleri biyoteknolojide biiyiik Gneme sahiptir.

Baculoviruslar, molekiiler biyoloji ¢alismalarinda iyi bir model olmalar, zirai
miicadelede zararh boceklere kars: kullanilmalan ve son zamanlarda DNA’larindan énemli
proteinlerin {iretilmesinde ekspresyon vektérii olarak yararlanilmalarindan dolay:
biyoteknolojide yeni bir dénem baglatmistir (Demirbag vd., 1998). ilag, toksin ve besin
maddesi gibi ¢esitli tirlinleri kodlayan ilgili yabanci genler, 6zellikle hiicre kiiltiiriinde
baculoviruslerin replikasyonu i¢in zorunlu olmayan viral genler yerine klonlanarak,
oldukca fazla miktarda tiretilmektedirler.

Diger vektdrlere gore baculovirus ekspresyon vektSr sisteminin sahip oldugu
iistiinliikler ve avantajlar, bunlar1 biyoteknolojinin 6nemli bir ¢alisgma sahasi haline
getirmistir. Pek ¢ok bilim adamui tarafindan halen devam ettirilmekte olan, baculoviruslarin
daha etkili bir ekspresyon vektdrii haline getirilme ve virus replikasyonunun molekiiler
mekanizmalarinin anlagilmasi ¢aligmalar, bunlarin gelecekte biyoteknolojinin daha &nemli

bir materyali olmalarina yardimci olacaktir.
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1.5. Tezin Amaci

Bu doktora tezinde Lepidoptera grubuna ait olan ve 6nemli bir tarimsal zararli olarak
kabul edilen yliziik kelebegi (Malacosoma neustria Lep; Lasiocampidae) ile miicadelede
kimyasallarin kullammim azaltacak, ekonomik, ¢evreye daha duyarli ve daha etkili viral
kontrol ajanlarimi gelistirmek amaciyla bu zararhda dogal olarak hastalik olugturan
viruslarin tespiti, dogadan izolasyonu, farkli mikroskobik metotlar ve molekiiler teknikler
ile tanimlanmasi1 ve tanimlanan viral patojenlerin biyolojik miicadele ajam olarak

gelistirilmesi amaglanmigtir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Tez siiresince c¢ahisilacak en Onemli materyallerden biri viral infeksiyonlarin
aragtinlacagi M. neustria larvalanidir. Bu nedenle bu bécegin salgin yaptigi dénemlerde
toplanmasina biiyiikk 6zen gosterilmistir. Toplanan larvalar iizerinde, tez ¢aligmasinda
ihtiya¢ duyulan virusun bulunmasi, izole edilmesi, morfolojik ve molekiiler 6zelliklerinin
belirlenmesi ve belirlenen virusun biyolojik 6zelliklerinin aydinlatilmasi amaciyla gesitli

deneyler yapilmigtir.

2.1. Boceklerin Toplanmasi

Doktora tezinin ¢alisilmas1 boyunca ihtiyag duyulan M. neustria larvalar, Samsun,
Ordu, Trabzon ve Giimiishane illerinde bulunan findik ve meyve bahgelerinde 1999-2002
yillar1 Nisan-Haziran aylan arasinda toplandi. Larvalarin toplanmasi siiresince agagidaki
y6ntemler izlendi.

Béceklerin toplandigi konak bitkiler ve bélge tanimlandi. Arazi ¢aligmalar sirasinda
bulunan infekte oldugu tahmin edilen larvalar tek tek steril pensler ile Ependof tiiplerine
aktanildi. Tespit edilen infekte olmus larval sivilar steril su ve pipet yardimiyla bulundugu
yiizeyden alinarak steril tiiplere konuldu. Infekte olmus larva, larval kalinti ya da
siispansiyonun direkt giines 1s1fina maruz kalmamasmna dikkat edildi. Istenmeyen
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla, her yeni bolge ya da numune igin bir ¢ift steril pens
kullanuldi. Larvalarin toplanmasi siiresince konak, toplanan bolge, tarih ve toplama
esnasinda dikkat ¢eken diger bulgu ve ozelliklerin o esnada diizenli olarak yazilmasina
6zen gosterildi. Toplama islemi bittiginde numuneler vakit kaybedilmeden laboratuara

getirildi.

2.2. Makroskobik Olarak Virus Infeksiyonunun Belirlenmesi

Saglikh boceklerin sahip oldugu hayat evresi, hayat evresinin siiresi, viicut hacmi,
davrams, goriiniim gibi kriterler makroskopik incelemede hastalik tipinin belirlenmesinde

biiylik kolayliklar saglamaktadir.
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Tablo 2. Bdcek viruslarinin teghisi igin kontrol listesi

Kriter Kayit Dikkat edilecek temel nokta
Numunenin hayat Larvalar i¢in instar ideal hayat Bir ¢ok infeksiyon larval
evresi evresidir safthada gerceklesmeye
egilimlidir. Fakat pupa, ergin
ve nadir olarak yumurta
safhasida dikkate alinmalidur.
Hacim Viicut uzunlugu, agirligs, bas Bu, esit olgtilere sahip saglikli

Hayat evrelerinin
siiresi

Davranis

Goriliniim

kapstil genigligi

Normal gelisimine oranla bilinen
her hayat safthasindaki zamana
dikkat edilir.

Genel hareket, beslenme
aktivitesi

Viicut rengine veya herhangi bir
goriinen orgamna 6zellikle
bagirsak, yag dokusu kas ve
hipodermise dikkat edilir.

bireye oranla anormallikleri
belirler.

Bazi virus gruplar, 6zellikle
CPV’ler ve EPV’ler uzun
gelisim siiresine sahip hayat
evrelerini azaltirlar.

Normal saglikli bireyin
davranmig1 hakkinda iyi bir
bilgi varsa, gegerli bir 6zellik
olabilir. Artmig aktivite veya
asin bozulma bu 6zelligin
derecisini belirler.

Konak canlilardaki viruslarin
kiitle halindeki gelisimi, deri
rengini degistirmeden Once i¢
organlarda genel renklerin
degisimine neden olur. Baz
durumlarda bagrsak rengini
degistirir.

Bu nedenle Tablo 2’de 6zetlenen kriterler saglikli ve hastalikli béceklerde

kargilastinilarak temelde hangi tip hastalik oldugu tanimlanmaya ¢aligildi.

Belirlenen hastaliklardan viral hastalik tipleri gogu zaman dis semptomlar ile kolayca

teshis edilebilir. Bu nedenle infekte olmug b&cegin sahip oldugu semptomlar temelde hangi

tip viral infeksiyon oldufunu belirlememizde biiyiik kolaylik sagladifindan oldukca

onemlidir. Bu amagla $ekil 6’de sematize edilen dis semptomlar kullanilarak giiphe

duyulan viral infeksiyonlar teshis edildi.



Viicudun beyazlagmasi

23

Eksternal semptomlar

Iridesent mavisi, yesili
veya moru

Organlarin ¢o
. tkgilenmis gogu \ Iridescent virusler
) Kolay kirilabilir Sadece bagirsak
Agik mavxden}?e.ya‘za hipodermis, yukar infekte olmus
lfad.ar renk degisimi, uzun dogru larval hareket,
omur + nispeten hizh 6liim /
Sarn veya beyaz - Uzun gelisim
Entomopoxvirus NPV, GV bagrsak, hizls §liim evresi, kiigiik
¢ pupa ve ergin
Sawflies NPV’si CpPV
Mat san renkli bagirsak, Cok fazla zarar g6rmiis .
bozulmus viicut bagirsak, azalmg viicut CO, duyarliligs
+ agirhign + +
Densonucleosis virus Picornavirns Drosophila
(DNYV), Parvoviridae Sigma virusii,
Rhadoviridae
Erginlerde etkili kronik Orj.zctes.sg larva ve
. . erginlerinin bagirsak
infeksiyon . .
infeksiyonu

Calicivirusler

'

Oryctes virusii

Sekil 6. Eksternal semptomlara bagh olarak temel virus gruplarinin tamimlanma semasi



24

Makroskopik incelemeler sonucunda herhangi bir viral hastalik semptomu gdsteren
larvalar sivi azot igine ya da kuru buz kangimmna daldinlarak dondurma yéntemiyle
Oldiriildii. Viral infeksiyon semptomlari g@stermeyen saglikli goriinen larvalar,
laboratuarda diizenli bir sekilde taze besinler ile pupa oluncaya kadar beslenerek,
laboratuar sartlarinda da dogal infeksiyonun gerceklesmesi saglandi. Infekte olmus biitiin
numuneler miimkiin olduunca zaman kaybetmeden +4 ya da -20°C’de muhafaza edildi.

Yukarida verilen Tablo 2 ve $ekil 6°deki bilgiler kullamlarak bu tez siiresince
toplanan M. neustria larvalaninda viral bir infeksiyon tespit edildi. Bu nedenle bundan

sonraki metotlar bu infeksiyonun tanimlanmasina ydnelik olarak uygulandi.

2.3. Mikroskobik Olarak Virus Infeksiyonunun Belirlenmesi

Tespit edilen viral infeksiyonun histopatolojisini, morfolojik ve anatomik
6zelliklerini belirlemek i¢in bir seri 15tk mikroskobu ve elektron mikroskobu (SEM ve

TEM) calismalar: yapildi.

2.3.1. Isikk Mikroskobu ile Yapilan Calismalar

Infekte olmus larvalardan direkt hazirlanan doku preperatlari 400x ve 1000x
biiytitmelerde 151k mikroskobu (Olympus BH-2) ile incelenerek infeksiyonun hangi
dokularda gergeklestigi belirlendi.

Cesitli hastalik tipleri, farkh inkliizyon yapilarinin varhigy ile karakterize edilir
(Burges, Hussey, 1971). Ozellikle malpigi tiipleri gibi bcek dokularinda organik olmayan
kristallerin var oldugu unutulmamalidir. Organik olmayan bu kristaller ¢ogu zaman virus
inkltizyonlarinin sekil ve hacimlerine benzerler. Bu tez siiresince virus inkliizyon yapilarini
inorganik kristallerden ayirmak igin, degisik boyama metodlan kullanildi. Bu metotlar ile
ManeMNPV’nun olusturmus oldugu PIB’ler belirlendi ve morfolojik 6zellikleri ¢aligildi.
Asagida kullanilan bu metodlar sirasiyla agiklanmaktadir.
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2.3.1.1. Pochil’in Metodu ile Polihedralarin Boyanmasi

Bu boyama igin viral infeksiyon varlig: tespit edilen b6cek dokularindan hazirlanan
yayma preperat alev {izerinde 10-12 sn % 1’lik Brillant yesili veya malasit yesili solusyonu
dékiilerek boyandi. Suyla g¢alkalandiktan sonra 1sitilarak 3 dakika % 1’lik pikrik asit
solusyonuyla boyand:1 (Lipa, 1975). Isik mikroskobunda 1000x biiyiitmede yegilimsi-sar1
renkli polihedralar gozlendi.

2.3.1.2. Shvetsova’nin Metodu ile Polihedralarin Boyanmasi

Bu y6ntemde agik havada kurutulmus yayma preperat % 70’lik etilalkol ve % 40’hk
formaldehit (9 ml alkol + 1 ml formaldehit) karigimu ile 10 dakika fikse edildi. Kurutma
kagidiyla kurutulduktan sonra %1°lik NaOH soliisyonu ile 1 dakika 1slatildi. Suyla
¢alkalandiktan sonra % 5°lik eozin soliisyonu ya da % 0.2 alkol soliisyonu ile 3 dakika
boyand:. Isik mikroskobunda polihedralar koyu diger hiicre kisimlart agik renkli goriildii
(Burges, Hussey, 1971).

2.3.1.3. Buffalo Black 12B ile Polihedralarin Boyanmas:

Buffalo Black 12B Naftalin Black 12B, Amido Schwartz veya Acid Black 1 olarakta
bilinir. Bu boya su sekilde uygulandi. Boyanacak preperat agik havada kurutuldu. Buffalo
Black soliisyonu 40-45 °C’ye kadar bir 1sitic1 lizerinde boya kabinda 1sitildi. Preperat
Buffalo Black soliisyonu i¢ine daldirarak 5 dk. bekletildikten sonra 10 sn musluk suyu
altinda tutuldu. Preperat kurutulduktan sonra inkliizyon yapilarmi belirlemek igin

immersiyon yag1 altinda incelendi (Hunter-Fujita vd., 1998).

2.3.1.4. Giemsa Boyas ile Polihedralarin Boyanmasi

Giemsa boyas! niiklear ve sitoplazmik hiicresel ayrintilan net olarak ayirabilen farkl:
bir boyadir. Bu yiizden degisik virus gruplarinin replikasyon alanlarinin teghisinde
yardimeidir. Bu boya su sekilde uygulandi. Agik havada kurutulmus preperat” Giemsa
fiksatifi igine daldirarak 2 dk bekletildi. Akan musluk suyunda 10 sn ¢alkalandi. 6.9 pH’ta
0.02 M fosfat tampon i¢indeki %10’luk Giemsa boyasinda 45 dk boyandi. 10 sn musluk
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suyunda calkalandi. Preperatin ¢ok kirmz gorindiigi durumlarda 0.02 M tampon igine
daldirarak kirmuzi renk kayboluncaya kadar bekletildi. Daha sonra tekrar musluk suyunda
calkalandiktan sonra preperat agik havada kurutuldu ve immersiyon yagi kullanarak
incelendi (Hunter-Fujita vd., 1998).

Istkk mikroskobu igin mevcut bir ¢ok boya iginde baghca iki metot virus teghisinde
Ozelliklede inkliizyon yapilan (IB) olusturan viruslarin teshisine yardim¢i olmak amaciyla
yaygin olarak kullamlmaktadir. Buffalo Black 12 B ve Giemsa boyasit Kompleks fiksasyon
ve yontemlerin kullamlmasina gerek kalmadan hizh teshiste ve kullammda basitge
uygulanr.

Buffalo Black 12 B proteini koyu mavi bir renge boyar. Bu yilzden proteinlerin farkli
zeminlerden ayrilmasim saglayan 6nemli pozitif bir boyadir. Cok sayidaki zarfli viruslar
i¢in olan Giemsa boyast zemini mavi yada kirmizi ile boyarken IB’leri boyamayan negatif
bir boyadr.

2.3.2. Malacosoma neustria niikleopolihedrovirus (ManeMNPV)’un Morfolojik
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Temel bocek viruslanmn morfolojik ozelliklerinin  ¢ahgiimasinda itk basamak
inklizyon yapilan olusturup olusturmadiklan ve olusturulan inkliizyon yapilarinin
boyutlarinin 8lgiilmesini igermektedir.

Bu amagla ilk olarak ManeMNPV virusunun olusturdugu ve PIB olarak adlandinlan
inklizyon yapilan olgildid. Bunun igin 151k mikroskobu altinda farkhi dokularda tesadiifi
olarak segilen 50 PIB’nin ¢apr mikrometre takimi kullamlarak 6lgildii. Bu 6lgiimlerin
ortalamas: hesaplanarak ¢ogunlugun hangi araliklar arasinda toplandig belirlendi.

2.3.3. Elektron Mikroskobu ile Yapilan Cahgmalar

Elektron mikroskobu c¢aligmalant viruslarnin gerek dis yiizeyinin, gerekse i¢
yapilarinin incelenmesinde biiyik 6nem arzetmekte olup, viruslann aydinlatlmasinda g¢ok
degerli veriler saglamaktadir. Bu nedenle bu tez iginde, izole edilen ManeMNPV’nun
taramah elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
kullamlarak ayrmtih yapisi gahigilmagtir.,



27

2.3.3.1. ManeMNPV’ye Ait PIB’lerin Taramah Elektron Mikroskobu ile
incelenmesi

ManeMNPV virusuna ait Polihedral Inklizyon Yapilan (PIB’ler) izole edildikten
sonra i¢ farkh konsantrasyonda seyreltii hazirlandi. Hazirlanan her bir seyreltikten
lameller Gizerine ince smearler hazirlandi, agik havada kurutuldu. Her bir numune metanol
icinde 2 dk fikse edildikten sonra tekrar agik havada kurutuldu. Lameller iizerine alman
kagitk parcalar SEM caligmalarinda kullamilan stamplar izerine PIB igeren yiizey iiste
gelecek gekilde yapishinldi. 100 nm kalmhginda altin ile kaplandiktan sonra SEM
mikroskobu (JSM 6400) ile incelenerek PIB morfolojisi belirlendi ve fotograflan gekildi.

2.3.3.2. ManeMNPV’ye Ait PIB’lerin Transmisyon Mikroskobu ile incelenmesi

Bu caligmada tespit edilen NPV’unun SNPV’'mi yoksa MNPV’mi oldugunu
belirlemek ve sahip oldugu virionlarin morfolojik 6zelliklerini tespit etmek igin bir seri
TEM mikroskobu caligmalan yapildi.

Bu amagla infekte olmus larval doku % 2,5°luk glutaraldehitte 5 saat oda
sicakhfinda fikse edildi. Kakodilat tamponu ile yikandiktan sonra, %2’lik OsO;’de 2 saat
postfiksasyona tabii tutuldu. % 30°dan saf alkole uzanan etanol serilerinden gegirilerek
dehidrasyona tabii tutuldu. Dehidrasyondan sonra numune epoxy resin’e gémiilerek ¢ok
ince kesitler alindi ve bu kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile boyandi (Keddie,
Erlandson, 1995, Radek, Fabel, 2000). Kesitler Philips JM 208 marka elektron

mikroskobunda incelendi.
2.4. Molekiiler Yontemler ile ManeMNPV’niin Belirlenmesi

Viral infeksiyon varligimn tam dogru tespiti ve tespit edilen virusun karakterizasyonu
molekiler teknikler kullamlarakda yapiimaktadir. Bu teknikler igin oOncelikle PIB’ler
saflagtinldiktan sonra virionlar elde edildi ve bu viruse ait DNA izole edildi. Bu islemler
asagida agiklandifa gibi gergeklestirildi.
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2.4.1. infekte Olmuy Bbceklerden Polibedral inkliizyon Yapilanmn (PIB)
Saflagtinlmas:

Agr infeksiyon gésteren bir larva Eppendorf tiipt: iginde 0,5 ml STE-C (10 mM Tris-
HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA; 50 mM NaCL; 10 mM Cysteine) tamponu ile ezildi. Elde
edilen larval siispansiyona 1 mg/ml SDS ve 0,066 mg/ml DNaz igeren STE-C’den 1 ml
eklendikten sonra 20 dk sallayicida, oda sicakhiginda bekletildi. 1000 rpm’de 2 dk santrifij
edilerek bocek dokulan ¢okeltildi ve PIB igeren iist sivi yeni tiipe aktarildr (Levin vd.,
1997).

Pellet 500 pl % 0,1’lik SDS ile kangtirildi ve yeniden 1.000 rpm’de santriifiij
edilerek bocek dokulanna kansan PIB’lerin siipernatanta gegmesi saglandi1 ve siipernatant
bir onceki stipernatanta eklendi. Siipemnatant 6000 rpm’de 15 sn santrifiij edilerek daha
hafif bocek dokulan goktirildii ve elde edilen supernatant yeni tiipe aktarilarak 12.000
rpm’de 1 dk santrifiyj edilerek PIB’ler ¢oktirildii Stpernatant alindikdan sonra yeniden
12.000 rpm’de 1 dk santrifyj edilerek kalan PIB’ler ¢okturildii ve bir dnceki PIB igeren
pellete eklendi.

Elde edilen pellet 750 pl suda ¢ozildi ve 12.000 rpm’de 1 dk santrifiyj edildi. Dipteki
gri renkli PIB tabakasmnun istiindeki siyah ince bocek dokularmt igeren tabaka siipernatant
ile birlikte nazik¢e alind1 (Kelly vd., 1989). PIB.iceren pellet 150 ul % 0.1°lik SDS ile
¢ozilerek ~20°de muhafaza edildi (Strokovskaya vd.,1996).

2.4.2. Virionlarm Elde Edilmesi

Elde edilen 150 ul’lik PIB soliisyonuna 30 pl 0.5 M EDTA ve 3 pl proteinaz K ilave
edilerek 37°C’de 1,5 saat sabit sallamada bekletildi. 17 pul 1 M Na;CO; ilave edilip
37°C°de 20 dk bekletilerek polihedralardan virionlarin sahnmasi saglandi. Coziilmemis
polihedralar 5.000 rpm’de 5 dk. santrifiyj edilerek ¢oktiraldi. Virion igeren siipernatant
bagka bir tiipe aktanld.

2.4.3. Viral DNA’nm Elde Edilmesi

Elde edilen viral partikiiller 10 mM Tris-HC1 (pH 7.5), 1 mM EDTA iginde
¢ozildiikten sonra viral DNA’nin salinmasi igin 37°C’de 1 saat 1/20 hacim proteinaz K
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(20mg/ml) ve 1/10 hacim %10’luk SDS ile muamele edildi. Viral DNA bir
fenol:kloroform (1:1), bir fenol:kloroform:izomilalkol (25:24:1) ve bir kloroform:izomil
alkol (24:1) ekstraksiyonunun takip ettigi, 1 dakikalik, 13.000 rpm’deki ii¢ ekstraksiyon
ile saflastinldi (Ward vd., 1987; Kondo vd., 1994; Lewin vd., 1997).

2.4.4. DNA-DNA Hibridizasyonu ile NPV’lerin Belirlenmesi
2.4.4.1. Hibridizasyonda Kullamlacak Problarin Elde Edilmesi

Hibridizasyon deneyi ig¢in AcNPV’nun polihedrin genine 6zgii isaretli problar
_kullamldi. Bu problar, Autographa californica NPV’ niin polihedrin geninin bir boliimii,
Acp2F; 5°-TAG GTG TAC GAC AAC AAG T-3’ ve Acp2R; 5°-TTG TAG AAG TTC
TCC CAG AT-3’ primerleri kullamlarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile gogaltildi.

PCR reaksiyonun gergeklestirilmesi igin, 33.5 pl steril su, 5 pl 10xPCR tamponu, 3
pl 25 mM MgCly, 2.5 pl 2 mM dort farkli ANTP, 0.5 pl primer 1(20 uM), 0.5 pl primer 2
(20 uM), 0.4 pl Tag DNA polimeraz (10 iinite/ml) ve 3 pg kalip DNA kullamldi. Bunun
i¢in hazirlanan reaksiyon karisimindan her bir numune i¢in 45 pl alinarak, 0.5 ml’lik steril
mikrosantrifiij tliplerine konuldu ve kalip DNA kontrol hari¢ her bir tiipe ilave edildi
(Moraes, Maruniak, 1997). Daha sonra her bir numune, baslangi¢ denatiirasyonu igin
94°C’de 2 dakika tutulduktan sonra 94 °C’de 1 dakika, 60°C’de 1 dakika, 72°C’de 2
dakika seklinde 40 kez dongii saglandiktan sonra 72°C’de 6 dakika tutularak PCR
reaksiyonu durduruldu. Her PCR iiriintinden 12 - pl kullamlarak tirtinler %1°lik agaroz
jelde yiiriitiildiikten sonra jelden kesilerek alindi.

Fragmentin jelden temizlenmesi Ultrafree-DA (Millipore) tiipleri kullamlarak
gerceklestirildi. Jelden kesilen DNA fragmenti tiiplerin filtre ihtiva eden iist kismina
yerlestirilerek kapak kapatildi. 5.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Tiipiin iistiindeki
filtre kismu gikartilds, altta toplanan stvi -20 °C’de muhafaza edildi.

2.4.4.2. Problarn Isaretlenmesi

Elde edilen PCR firiinlerinden 4 pl alinarak 12 pl dH,O eklendi. 10 dk kaynayan su
i¢inde bekletildi. Hemen buz lizerine alimip kanstirildiktan sonra 4 pl Dig-High Prime
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(Vial 1, Roche Diagnostics GmbH)’den ilave edildi ve santrifiij edildi. 37°C’de 16 saat

inkiibasyondan sonra 65°C’de 10 dk bekletilerek reaksiyon durduruldu. Kullamlincaya
kadar —20’de muhafaza edildi.

2.4.4.3. Hibridizasyon Yontemi

Hibridizasyon prosediirii Ward vd.,(1987) tarafindan agiklanan metod modifiye
edilerek gergeklestirildi. ManeMNPV’ye ait viral DNA’dan 3 pg nitroseluloz membrana
gegirildi. Pozitif kontrol olarak AcNPV DNA’s1, negatif kontrol olarakta infekte olmamus,
saglikli b6cek homojenatindan slot-blot cihazi (Hoefer Scientific Ins:cruments, San
Francisco) yardimiyla membrana uygulandi. Oda sicakliginda 30 dk kurutulduktan sonra,
numuneler 5 dk UV 15181 ile muamele edilerek membrana baglandi. Prehibridizasyon
oncesi membran 2 x SSC, % 1’lik SDS igerisinde 65°C’de 30 dk iki kez yikandi.
Prehibridizasyon ve hibridizasyon Roche Diagnostics GmbH (DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit I) tarafindan tavsiye edilen prosediire gore

gergeklestirildi.

2.4.5. Viral DNA’larin Restriksiyon Endoniikleaz Analizi

Saflagtirilan viral DNA restriksiiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek
karsilasgtinldi. Bunun i¢in viral DNA 6 saat 37°C’de 5 iinite restriksiyon enzim/1 mg DNA
ile kesildi. Her bir restriksiyon enzimi (BamHI, EcoRI ve Hind III) tavsiye edilen uygun
tampon kullamlarak DNA ile inkiibe edildi (Harvey, Tanada, 1985).

2.4.5.1. DNA Fragmentlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

DNA fragmentleri % 0.8’lik agaroz jel kullanilarak 22 V’ta 16 saat’lik bir siirede
ayrildi. DNA fragmentlerinin molekiiler aguligi restriksiyon enzimleri.ile kesilmis A
DNA’sinin fragmentleri ile kargilastinlarak hesapland: (Allway, Payne, 1983).
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2.4.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile NPV’lerin Belirlenmesi

PCR ile NPV’lerin hizli ve dogru tespiti son zamanlarda en ¢ok kullamilan bir
metottur. Birgok NPV virusu PCR ile tespit edilmis ve bu viruslara ait polihedrin genine
Ozgl primerler belirlenmistir. Bu ¢alismada da ManeMNPYV virusu PCR ile belirlenmigtir.
PCR ile virus varlig: belirlenirken, her bir virus igin muhtemel kontaminasyonlar: 6nlemek
i¢in ayn bir PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Her reaksiyon igin, kalip DNA harig¢ biitiin
PCR elemanlarinin bulundugu negatif kontrol kullamldi (Moraes, Maruniak, 1997). PCR

reaksiyonu i¢in su primerler kullamildi.

R- 5' TTG TAA(G) AAG TTC(T) TCC CAG-3'
F- 5' TAT GTT TAT GAT AAT AAA-3'

PCR reaksiyonun gergeklestirilmesi igin, 33.6 pl steril su, 5 pul 10xPCR tamponu, 3
pl 25 mM MgCly, 2.5 pl 2 mM dNTPs, .5 pl primer 1(20 uM), 0.5 pl primer 2 (20 uM),
0.4 pl Tag polimeraz (10 iinite/ml) ve 3 pg ManeMNPV DNA’s1 kullamildi. Bunun igin
hazirlanan reaksiyon kansimindan her bir numune igin 45 pl alinarak, 0.5 ml’lik steril
mikrosantriflyj tiiplerine konuldu ve kalip DNA kontrol harig her bir tiipe ilave edildi. Daha
sonra her bir numune, baslangig denatiirasyonu igin 94°C’de 2 dakika tutulduktan sonra
94 °C’de 1 dakika, 60°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika seklinde 40 kez dongii
saglandiktan sonra 72°C’de 6 dakika tutularak PCR reaksiyonu durduruldu. Her PCR

tirtintinden 12 pl kullanilarak tirtinler agaroz jelde gosterildi.

2.4.7. ManeMNPV’na Ait Polihedrin Geninin Sekans Analizi

PCR firiinleri pDrive Cloning Vector (Quiagen, Hilden, Germany) olarak bilinen bir
klonlama vektoriine aktanldi. E. coli (DH5 susu) hiicreleri standart metodlar kullanilarak
elektrotransformasyon igin kullamldi. Transform olmus hiicreler 100 pg/ml Ampicillin
iceren LB ortamina ekildi ve 37 °C'de bilyiitiildii. Pozitif klonlar1 segmek igin standart T7
ve SP6 primerleri kullanilarak PCR yapildi. Plasmid DNA bakterilerden “The Nucleo Spin
Plasmid Kit (Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Germany)” kullanilarak izole edildi. Her iki
zincirin DNA-sekans: analizi T7 ve SP6 primerleri kullamlarak MWG  (Ebersberg,
Germany) ile gergeklestirildi.
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2.5. ManeMNPV’nun infeksiyon Ozelliginin Belirlenmesi

ManeMNPV’nun infeksiyon 6zelligini belirlemek igin bu virusa ait PIB yapilar
hemositometre ile sayilarak konsantrasyonlari 1x10® PIB/ml olacak sekilde ayarlandi
(Stairs, 1964). Bu konsantrasyondaki PIB soliisyonu taze yapraklara siiriildiikten sonra
yapraklar agik havada kurutuldu. 25 adet birinci instar M. neustria larvasin igeren her bir
deney grubu bu yapraklar ile pupa oluncaya kadar beslendi. Kontrol grubu virus ile
muamele edilmemis yapraklar ile beslendi (Ziemnicka, 1981). Her iki deney grubunun
besinleri glinlik olarak taze besinler ile degistirildi. Olen larvalar hemen alimp
diseksiyonlar yapilarak mikroskop altinda &liim nedenleri belirlendi ve §liim oram giinliik
olarak kaydedilerek deney sonucunda oranlar asagida belirtilen Abbott (1925) formiilii ile

hesapland.

Abbott formiilii : 100 x (Test grubundaki &liim yiizdesi — Kontrol grubundaki 6liim

ylizdesi) / (%100 - Kontrol grubundaki 6liim ylizdesi)

Bu deneyler farkli zamanlarda iki kez tekrarlanarak iki deneyin ortalamasi sonug
olarak alindi.

2.6. ManeMNPV’nun Histopatolojisinin Incelenmesi

Larvalarin diseksiyonu stiresince ManeMNPV’nun hangi dokulari infekte ettigi
aragtinldi. Bu amagla fizyolojik su i¢inde diseksiyonu yapilan larvalarin farkli dokulan
mikroskop altinda incelenerek infeksiyonun hangi dokularda gerceklestigi belirlendi.

Tespit edilen infekte olmus dokulann fotograflan ¢ekildi.
2.7. ManeMNPV’nun Konak Hassasiyetinin Belirlenmesi

Baculoviruslar ¢ogu zaman dar bir konak spektrumuna sahiptirler. Bu nedenle tespit
edilen bir baculovirusun konak spektrumu olduk¢a onem kazanmaktadir. ManeMNPV
virusunun konak spektrumunu belirlemek i¢in Gypsonoma dealbana (Lep;Tortriciidae),

Cydia pomonella (Lep; Tortriciidae), Euproctis chrysorrhoea (Lep; Lymantriidae), Pieris
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brassicae (Lep; Pieridae), Yponomeuta malinellus (Lep; Yponomeutidae) ve Hyphantria
cunea (Lep; Arctidae) larvalan kullamldi. infeksiyon testlerinde 1x 10® PIB/ml oraninda
ManeMNPV kullamldi. Her bocege ait 25 adet larva ManeMNPV’ye ait PIB’ler ile
bulastinlmis yapraklar ile beslendi. Kontrol grubu virus ile muamele edilmemis yapraklar
ile beslendi. Her iki deney grubunun besinleri giinliik olarak taze besinler ile degistirildi.
Olen larvalar hemen ahimip diseksiyonlan1 yapilarak mikroskop altinda 6liim nedenleri
belirlendi ve 6lim orami giinlitk olarak kaydedilerek deney sonucunda oranlar Abbott
formiilii ile hesapland1 (Abbott, 1925). Bu deneyler farkli zamanlarda iki kez tekrarlanarak

iki deneyin ortalamasi sonug olarak alindi.
2.8. ManeMNPV’nun Optimum Infeksiyon Sicakhgmin Belirlenmesi

Literatiirde farkli NPV’lerin bdcekleri farkli sicakliklarda infekte ettikleri tespit
edilmistir. NPV’lerinin béceklerde geligimi sicakliga baghdir. Yiiksek sicaklik hastalifin
diisiik sicakliklardakinden daha hizli gelismesini saglar (Krieg, 1955; 1968). Bu nedenle
ManeMNPV’nun optimum infeksiyon sicakligimi belirlemek igin aymi dozda virus
konsantrasyonu ayn: instar larvalara ii¢ farkhi grupta uyguland: (Ziemnicka, 1981). Bu
gruplar 20°C, 25°C ve 30°C’de beslenerek infeksiyonun gergeklesmesi saglandi. Her
sicaklikta gerceklesen oOliimler giinliik olarak kaydedilerek deney sonucunda oranlar
Abbott formiilii (Abbott, 1925) ile hesaplandi. Bu deneyler farkli zamanlarda ii¢ kez

tekrarlanarak ii¢ deneyin ortalamasi sonug olarak alindi.
2.9. ManeMNPV’nun Vertikal infeksiyonunun Belirlenmesi

Bécek viruslarimin yagmur vasitasiyla yapraklardan ya d:.:1 6li larvalardan topraga
gestikleri bilinmektedir (Mohamed vd., 1982). Toz, riizgar ve yagmur muhtemelen
NPV'yi topraktan yaprak ylizeylerine tagir (Olofson, 1988a; Entwistle vd., 1983). Ayrica
agaclann iist dallarinda infekte olmus larva kadavralarinin pargalanmasiyla dagilan PIB'ler
alt dallardaki diger kolonileri kolaylikla infekte edebilmektedir (Cunningham ve Entwistle,
1981). Diistik dozla infekte olmus disi NPV'yi yumurtalar vasitasiyla gelecek generasyona
tasiyabilmektedir. Boyle disi bireyler yumurtlama esnasinda yumurta yiizeylerini NPV’ler
ile kontamine ederek tasimmda rol oynarlar. Viruslar konak generasyonlar: arasinda ya da
yillarca toprakta infeksiyon &zelliklerini koruyabilirler (Olofson, 1988b; Olofson, 1988c;

Weseloh, Andreadis,1986).
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Malacosoma neustria kisa bir larval periyoda sahiptir. Bu nedenle ManeMNPV’nun
bu kisa periyotta taginimi ve yeni generasyona aktarimi olduk¢a 6nem arz etmektedir.
ManeMNPV’nun tasimmminda diisiik dozda infekte olmus disilerin biiyiik rol oynadidi
diisiintilmektedir. ManeMNPV’nun tasimminda disi bireylerin roliinii belirlemek igin
larvalar yumurtadan ¢ikmadan 6nce Mayis aymin ilk haftasinda disi bireylerin biraktigt
yumurta kiimeleri toplanarak laboratuara getirildi. D6rt yumurta kiimesi ¢alismada
kullaildi. Her yumurta kiimesi ikiye béliinerek, yumurtalarin yarisinin yiizeyleri ince bir
firga yardimiyla sterilize edildi ve Mayisin ikinci haftasiyla birlikte yiizey sterilizasyonu
uygulanmis ve uygulanmamis yumurtalardan ¢ikmaya baglayan larvalar ince uglu igne
yardimiyla nazikge ayr1 ayn alinarak besleme kaplarina konuldu. Her iki gruba ait larvalar
daha dnceden alinmig ve UV ile muamele edilmis taze yapraklar ile 21 giin siire ile

beslendi. Her iki gruptaki 6liim oranlan giinliik olarak kaydedildi.

2.10. ManeMNPV’nun Horizontal infeksiyonunun Belirlenmesi

NPV’ler bagirsakta replike oldugu igin viral infeksiyon, toplu haldeki larval
populasyon i¢inde hizlica yayilabilir. Baculoviruslarin tagimm ve populasyon igindeki
diger bireylere ulasarak onlarda infeksiyon olusturmalari, bu viruslarin biyolojik
miicadelede kullanimi agisindan biiyilk 6nem arz etmektedir. ManeMNPV’de horizontal
infeksiyonu belirlemek i¢in ii¢ deney grubu olusturuldu. Birinci grupta 50 larva
ManeMNPYV ile infekte edildi. Bu grup pozitif kontrol olarak kullanild1. Ikinci grupta énce
50 larva ManeMNPV ile muamele edilmis yapraklar ile beslendikten 7 giin sonra bu gruba
onceden ManeMNPYV ile muamele edilmemis yapraklar ile beslenmemis 50 saglikli larva
eklendi ve olusan yeni grup ManeMNPV ile muamele edilmemis taze yapraklar ile
beslendi. Ugiincil grupta ise saghkli 50 larva virus ile muamele edilmemis taze yapraklar
ile beslendi. Bu grupta negatif kontrol olarak kullanildi. Her {i¢ grupta gerceklesen &liimler

giinliik olarak kaydedilerek deney sonucunda oranlar Abbott formiilii ile hesaplandi.



3. BULGULAR

3.1. Malacosoma neustria’da Viral Infeksiyonun Belirlenmesi

1998-2002 yillan arasinda galigilan bu doktora tezinde, Lepidoptera grubuna ait olan
ve 6nemli bir tanimsal zararli olarak kabul edilen yiiziik kelebegi (Malacosoma neustria
Lep; Lasiocampidae)'nde hastalik olusturan viral patojenler ve bunlarin biyolojik
miicadele ajami olarak kullanilma potansiyeli arastirilmistir. Tez siiresince yapilan
caligmalar sonucunda, Samsun, Ordu, Trabzon ve Giimiishane illerinden temin edilen
bdcege ait numunelerden sadece Giimiishane (Kose) yoresinden toplanan larvalarda
Baculoviridae familyasina ait bir nukleopolihedrovirusu (NPV) tespit edildi.

Arazi galigmalan sirasinda tespit edilen virus infeksiyonu Mayis son giinleri ve

Haziranin ilk giinlerinde larvalarin gikisiyla birlikte her y1l gézlendi.

3.1.1. Viral infeksiyonun Makroskobik Goriiniimii

Virus varlign ilk olarak infekte olmus taze bécek dokularinin dogrudan
incelenmesiyle tespit edildi. Arazi ¢aligmalaninda bazi larvalanin 6nce uyusuk bir hal
aldiklari, hareketlerinin yavagladiklari, yemelerine son verdikleri, 6lmeden 6nce aZacin
tepesine tirmandiklan ve arka bacaklarindan asili olarak &ldiikleri ve 6len larvalarin
viicutlarinin s1v1 hale gectigi gézlendi (Sekil 7).

Gozlenen genel hastabk semptomlan Malacosoma neustria larvalarinda
Baculoviridae familyasina ait olan bir NPV infeksiyonu oldugunu gésterdi. Virus ile
infekte olan M. neustria larvalan tipik NPV infeksiyonuna ait hastalik semptomlarim
gosterdi.

Arazi c¢alismalan sirasinda viral enfeksiyonun larval koloniler i¢inde oldukga
yogun oldugu, bir larvadan digerine kolaylikla bulagabildigi gézlendi. Cogu zaman
infeksiyonun tespit edildigi larva gruplarinda hemen hemen tiim grup iiyelerinde goriildiigii

tespit edildi.
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Sekil 7. Nukleopolihedrovirus ile infekte olmus Malacosoma neustria larvasi
3.1.2. Viral infeksiyonun Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

3.1.2.1. Isik Mikroskobu ile Viral infeksiyonun Belirlenmesi

Laboratuara getirilen ve makroskopik incelemeler sonucunda viral hastalik
varligindan siiphe edilen larvalarin mikroskopik inceleme sonuglar asagida verilmistir.

Isik mikroskobu ¢alismalan direkt dokunun incelenmesi ve farkli boyama metodlan
ile virus inkliizyon yapilarinin boyanarak belirlenmesi seklinde olmak iizere iki gekilde
gergeklestirildi. Dogrudan taze dokularin incelenmesi ¢aligmalarinda, infekte olmus
dokulardaki ¢ekirdek ve sitoplazma incelenen normal dokular ile karsilastirilarak net bir
sekilde aywt edildi. Taze preperatlardaki doku hiicrelerinde ayrintimin kaybolmasi,
ozellikle c¢ekirdegin dafilmasi, gekirdek ya da sitoplazmada sik materyalin goriiniimii
infeksiyonu ve virojenik bir gelisgimi gosterdi. Infeksiyonun g¢ok ilerledigi durumlarda

NPVr’ye ait PIB yapilar siispansiyon halinde kolaylikla g6zlenebildi (Sekil 8).
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Sekil 8. NPV ile infekte olmus larval dokudan direkt olarak
hazirlanmig preparatta PIB yapilar (Barlar: 10 pm)

Cesitli hastalik tipleri, farkli inkliizyon yapilanimin varligi ile karakterize edilir.
Ozellikle malpigi tiipleri gibi bécek dokularinda organik olmayan kristaller mevcuttur.
Organik olmayan bu kristaller ¢ogu zaman virus inkliizyonlarimin sekil ve hacimlerine
benzerler. Virus inkliizyon yapilarimi inorganik kristallerden ayirmak ve bunlan tespit
etmek i¢in, degisik boyama metodlar: kullanildi. Boyama metodlartylada infekte edilmis
hiicrelerin ayrintilar: ayirt edilebildi.

Pochil’in boyama metodu kullanilmasi sonucunda ManeMNPV’ye ait olan Polihedral
Inkliizyon Yapilari (PIB) agik yesilimsi-sar renkli olarak goriildiiler (Sekil 9A).

Shvetsova’min yéntemi ile agik havada kurutulmus yayma preperatin boyanmasi
sonucunda 151k mikroskobunda polihedralar pembe renkli diger hiicre kisimlar agik renkli
goriildii (Sekil 9 B).

Buffalo Black 12B Naftalin Black 12B, Amido Schwartz veya Acid Black 1 olarakta
bilinir. Bu boyama sonucunda 151k mikroskobunda polihedralar siyah renkli olarak gériildii
(Sekil 9 C).



38

Giemsa boyas: nitklear ve stoplazmik hiicresel aynntilan net olarak ayirabilen farkh
bir boyadir. Bu yiizden degisik virus gruplanmin replikasyon alanlarimn teghisinde
yardimeidir. Bu boyama sonucunda PIB’ler renksiz, diger yapilar koyu mavi renkli
gorinda (Sekil 9 D),

Sekil 9. Farkh boyama metotlanyla tespit edilmig PIB yapilan. A) Pochil’in metodu ile
boyannu§ acik yesil renkli PIB’ler, B) Shvetsova'mn yontemi ile boyanmug
pembe renkli PIB’ler, C) Buffalo Black 12B ile boyanmus siyah renkli PIB’ler,
D) Giemsa boyama neticesinde gekirdek iginde renksiz PIB’ler (Barlar: 5 pm)

Tespit edilen wviral ajamn nikleopolihedrovirus’mu  yoksa sitoplazmik
polihedrovirus’mu  oldugunu belirlemek igin yapilan diferansivel giemsa boyama
metodunda tespit edilen viral ajanlar giemsa zonunda renksiz, pikrik asit-giemsa zonunda
renksiz yada san ve buffalo black zonunda siyah boyandi.
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3.1.2.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile ManeMNPV’nun incelenmesi

SEM mikroskobu ¢ahgmalarinda ManeMNPV'ye ait polihedralarin  genellikle
vuvarlak, diizensiz, gok kenarhi bir gekile sahip olduklan tespit edildi (Sekil 10 A, B).
Polihedra gruplan iginde ¢ofiu zaman normalden ¢ok daha fazla biyik yada gok daha
kigiik polihedral yapilar tespit edildi.

Sekil 10. ManeMNPV’ye ait PIB’lerin SEM Mikroskobunda gorinimit
(Bar. A, 10 pum; B, 1 pm)

3.1.2.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile ManeMNPV’'nun
incelenmesi |

Baculoviruslardan nukleopolihedroviruslar sahip olduklan her bir virionun igerdigi
nukleokapsid sayisina dayamilarak iki temel gruba aynihirlar.

Tespit edilen NPV'nun her bir virionunun igerdifi nukleokapsid sayisimin bir ya da
birden ¢ok oldufunu belirlemek i¢in yapilan elektron mikroskobu gahsmalannda izole
edilen virusa ait her bir virionun $ekil 12 ve 13°de gorildogiu gibi birden ¢ok
nukleokapsite sahip oldugu ve ortalama 300 nm uzunlugunda oldugu tespit edildi (Sekil
11). Her virionda 2 ila 18 adet arasinda nukleokapsid gézlendi. Bu nukleokapsidlerin 240 x
35 nm boyutlannda oldugu belirlendi (Sekil 12 ve 13).

Elde edilen sonuglar literatiirdeki mevcut virion Olgilerivle kargilagtinldi.



Sekil 11, ManeMNPV ye ait PIB'lerin TEM 'deki enine kesiti
(Bar: 0.5um)

Sekil 12. ManeMNPV ye ait bir virionun TEM'deki boyuna kesiti
V: Virion, Z: Zarf, N: Nukleokapsid (Bar: 300 nm)
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Sekil 13. ManeMNPV "ye ait bir virionun TEM'deki enine kesiti;
Z: Zarf, N: Nukelokapsid (Bar: 300 nm)

3.2, Molekiiler Yontemler ile ManeMNPV niin Belirlenmesi

3.2.1. DNA-DNA Hibridizasyon ile NPV lerin Belirlenmesi

Tespit edilen virusun Baculoviridae familyasindan NPV grubuna ait bir virus
oldugunu kamtlamak igin bu gruptan detayli calisilmus bir virus olan AcMNPV virusundan
elde edilmis problar kullamlarak yapilan hibridizasyon sonucunda AcMNPV (pozitif
kontrol) ve ManeMNPV'de hibridizasyon olurken saghkl bécek homojenatinda (negatif
kontrol) higbir hibridizasyon olmadi.

Hibridizasyon sonuglan Sekil 14’te gdsterilmektedir,




Sekil 14. ManeMNPV'nun DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile
belirlenmesi; 1-AcMNPV  (Pozitif Kontrol), 2-
ManeMNPV (Infekte olmus M. neustria larvalanindan
izole edilmis), 3-Saghkli larva homojenat (Negatil
Kontrol), 4- Bog gozciik (Negatif Kontrol)

3.2.2. Viral DNA’nin Restriksiyon Endoniikleaz Analizi

Restriksiyon endoniikleaz analizi baculoviruslarin karsilasurilmasinda giiniimiizde
engok kullamlan molekiiler metotlardan biridir. Farkl: iilkelerde tespit edilen viral suslarin
kargilastinlmalarinda kullamildiklan gibi, aym iilke igersinde farkh bélgelerden izole edilen
farkh suslarin karsilastinlmalarinda da kullanihilirlar.

Ug farkli enzim kullamlarak gergeklestirilen ManeMNPV genomunun  restriksiyon
endoniikleaz analizi her bir enzim igin farkli sayida ve biiviikliikte EcoRI, BamHI ve
HindlIl fragmentlerini olusturdu. REN analizleri sonucunda 12 kb iizerinde Hindlll igin
bir fragment olugurken, EcoRT enzimi igin iki ve BamHI enzimi i¢in ise 3 fragmentin
olustugu tespit edildi.

Bu fragmentlerin kullamilan enzimlere gore dizilisleri Sekil 15, 16 ve 17'de
verilmektedir.
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Sekil 15. EcoR 1ile kesilmis ManeMNPV DNA'sinin
agaroz jel elektroforezi. A: Molekiiler isaret
(1 kb plus DNA isaret, 0.8 ng/Géz, Gibeo),
B: EcoR | ile kesilmis ManeMNPV DNA’s:
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Sekil 16. BamHI ile kesilmis ManeMNPV DNA'sinin
agaroz jel elektroforezi. A: Molekiiler isaret (1
kb plus DNA igaret, 0.8 pg/Goéz, Gibeo), B:
BamH | fragmentleri, C: X DNA/Hind 111 igareti
(Gibceo, 0.8 png/Goz)
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Sekil 17. Hind 11 ile kesilmis ManeMNPV DNA'sinin agaroz

jel elektroforezi. A: Hind I fragmentleri, B: &

DNA/Hind 1T igareti (0.8 pg/Géz, Gibeo), C:

Molekiiler igaret (1 kb plus DNA isaret, 0.8 ng/Goz,
Gibco)
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3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ManeMNPV nun Belirlenmesi

ManeMNPVye ait polihedrin geni PCR ile gogaltilarak agaroz jelde gésterildi (Sekil
18). PCR sonucunda polihedrin geni igin beklenen yaklasik 600 bp'lik bir fragment elde

edildi.

Sekil 18. PCR ile cogaltilmuis ManeMNPV'ye ait
polihedrin geni

3.2.4. ManeMNPV'na Ait Polihedrin Geninin Sekans:

PCR ydntemiyle ¢goZaltilan ManeMNPV Tiirk izolatinin polihedrin geninin sekansi

asagidaki gibi tespit edildi

TATGTTTATG ATAATAAATA TTACAAAAAC CTCGGACATG TGATCAAAAA
CGCCAAGCGC AAGAAGAATG CCGCCGAGCA CGAGCTAGAA GAGCGCAACC
TGGACCCCCT TGACAAGTAC TTAGTGGCCG AAGATCCTTT CTTGGGACCT
GGCAAAAACC AAAAACTCAC ATTGTTCAAG GAAATTCGTA ATGTCAAACC
GGACACGATG AAACTCATCG TAAACTGGAG CGGCAAAGAG TTTCTGCGTG
AAACTTGGAC CCGTTTCATG GAAGACAGCT TCCCCATTGT CAACGACCAG
GAAATAATGG ACGTGTTTCT AGTGGTCAAC ATGCGCCCAA CGAAACCGAA
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CCGTTGTTTC AGATTITTTGG CTCAACACGC GTTACGGTGT GACTCTGACT
ATGTTCCGCA CGAGGTGATC AGGATTGTGG AACCTTCGTA CGTAGGTAGC
AACAACGAGT ACCGCATCAG TTTGGGCAAA CGATACAACG GATGCCCAGT
TATGAACTTG CATTCAGAGT ACACCAATTC CTTTGAAGAT TTCATCAACC
GAGTGATCTG GGAAAACTT

Belirlenen bu polihedrin geni baz sirasi gen bankasinda meveut diger NPV
polihedrin genleriyle karsilagtinldi. Bu karstlastirma sonucunda bu genin, bu virusun
Letonya izolat ile %499, Ukrayna izolati ile ise de %98 oraninda bir benzerlik gésterdigi
belirlendi. ManeMNPV geni Lasiocampidae familyasindan sonra en gok benzerligi
sirastyla Noctuidae ve Lymantriidae familyasimn iiyelerinde infeksiyon gisteren NPV

viruslanyla benzerlik géstermektedir.

3.3. ManeMNPV’nun Morfolojik Ozellikleri

Elde edilen viral ajana ait PIB yapilann dis morfolojilerinin belirlenmesi icin  SEM
gahigmalart yapildi. Bu calismalar sonucunda PIB’lerin ¢ok kenarli, bazen diizensiz
yuvarlak yapih olduklan belirlendi.

Istk mikroskobu altunda farkh dokularda tesadiifi olarak segilen 50 PIB’nin ¢ap
dleiildii. Bu élglimler sonucunda PIB’lerin 0,76-3,85um arah@inda, ortalama 1,6440,52 pm
¢apinda oldugu belirlendi (Sekil 19). PIB’lerin % 56’smun 1,1-22 pm arah&inda
yogunlastid tespit edildi.
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Sekil 19. ManeMNPV PIB yapilarinin gaplarinim dagilim

3.4. ManeMNPV nun Tasimmu

3.4.1. ManeMNPV’nun Vertikal infeksiyonu

ManeMNPV'nun tasimminda  disi  bireylerin roliinii  belirlemek igin yapilan
¢alismalar sonucunda formaldehit ile muamele edilmemis yumurtalardan ¢ikan 152
larvalardan 67'sinde (% 44) NPV infeksiyonu gdzlenirken, formaldehit ile muamele
edilmis yumurtalardan ¢ikan 126 larvadan 5 tanesinde (% 4) NPV infeksiyonu gériildi
(Sekil 20).

Bu sonu¢g ManeMNPV'nun tagmminda disi bireyin biiyiikk rol oynadifim

gostermektedir.
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Sekil 20. ManeMNPV "niin digi bireyler tarafindan yeni generasyona aktarnim
A; formaldehit uygulanms. B; formaldehit uygulanmamig

3.4.2. Malacosoma neustria Populasyonunda ManeMNPV’nun Horizontal
infeksiyonu

Horizontal infeksiyonu belirlemek igin yapilan laboratuar c¢ahgmalarinda, deney
grubuna ilave edilen saglikli larvalardan kontrol gruplanna gore 28 tane daha fazla larvada
viral enfeksiyon tespit edildi.

Deney siiresince larvalar arasmda horizontal infeksiyonun hizla arthi ve infeksivon
oraninin larva sayisiyla dogru orantih olarak degigtigi gozlendi.

Horizontal infeksiyon deneyi ve sonuglan Sekil 21 de gosterilmektedir.
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3.5. ManeMNPV nun infeksiyon Ozelligi

ManeMNPV nun infeksiyon vetenegini belirlemek igin 1x10% PIB/m! oramnda virus
konsantrasyonu birinci instar M. neustria larvalanna uygulandi. Bu dozaj larvalar tizerinde
% 98'lik bir 6lim oram sagladi. Buna ilave olarak ManeMNPV'nun farkh
konsantrasyonlan uygulanarak &liim oranlan belirlendi. Larval &liim en erken 5. giinde
baglarken, 7. giinde bitti. Infeksiyonun giinlere gore gelisimi ve orami Tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. ManeMNPV 'nun infeksiyon dzelligi

Uygulanan Enfeksiyon Oliim orani
dozaj siires (giin) (%)
1x10° PIB/ml 1 -
2 &
3 -
4 .
5 32
6 60
7 6
8 F
9 =
10 -
11 -
12 -
13 -
14 -
Toplam 14 98

3.6. ManeMNPV nun Histopatolojisi

Larvalanin diseksiyonu siiresince ManeMNPV’nun hangi dokulari infekte ettigi
aragtinldi. Gozlemler sonucunda trake, hipodermis, hemosit ve yag dokulan en ¢ok
infeksiyonun gézlendigi dokular oldu. Sekil 22 ve 23’de sirasiyla trake sisteminde ve
hemosit hiicresinde infeksiyon oldugu goriilmektedir. Infekte olmus hiicrelerin oldukca

genisledigi, hemosit hiicresinde gekirdegin 20 p'a kadar genisledigi gorillmektedir,




Sekil 22. NPV ile infekte olmus trake dokusu; oklar ManeMNPV 'na ait
PIB gruplarim gésteriyor. (Bar: 20 pm)




Diger yandan bazi infekte olmusg larvalarin pupa safhasinda gelisimlerini tam olarak

tamamlayamadiklan tespit edildi (Sekil 24).

Sekil 24, Saglikli ve diisiik dozda infekte olmus larvalara ait pupalar.
Viral enfeksiyonun pupalar iizerindeki etkisi
A: Saghkh pupa, B: Diisiik dozda infekte olmus pupa

3.7. ManeMNPV'nun Konak Hassasiyeti

ManeMNPV’'nun konak spektrumunu belirlemek i¢in Gypsonoma dealbana, Cydia
pomonella (Lep; Tortriciidae), Euproctis chrysorrhoea  (Lep; Lymantriidae), Pieris
brassicae (Lep; Pieridae), Hyphantria cunea (Lep; Arctiidae) ve Yponomeuta malinellus
(Lep; Yponomeutidae) larvalart kullamildi. Infeksiyon testlerinde 1x 10° PIB/m! oraninda

ManeMNPV  kullamldi. Yapilan testler sonunda ManeMNPV higbir bécek iizerinde

infeksiyon gostermedi (Tablo 4).
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Tablo 4. ManeMNPV 'nun konak hassasiyeti

Test edilen bicek Larva Virus dozaji Oliim nedeni ve oram
savist (Polihedra/ml)
Virus Diger

Lasiocampidae

Malacosoma neustria 25 1x10° 98 0
Lymantriidae

Euproctis chrysorrhoea 25 1x10* 0 0
Tortricidae

Gypsonoma dealbana 25 1x10° 0 8

Cydia pomonella 25 1x 10 ] 0
Pieridae

Pieris brassicae 25 1x10° 0 20
Yponomeutidae

Yponomeuta malinellus 25 1x 10° 0 0
Arctiidae

Hyvphantria cunea 25 1 x 10 0 0

3.8. ManeMNPV nun Optimum infeksiyon Sicakhi

ManeMNPV'nun en yiiksek infeksiyon gosterdigi optimum sicakhg belirlemek igin
yapilan ¢alismalann sonuglar Tablo 5'de gdsterilmektedir. Cahismalar sonucunda
ManeMNPV'nun optimum infeksiyon sicakhi@ 25°C olarak tespit edildi. Gerek dogal
populasyon iginde gerekse deneysel olarak infekte olmng larvalar arasinda yapilan
gizlemlerde infekte olmug larvalarda viicut sivilasmanin en izl 20-25° C arasinda oldugu
25" C fizerinde sivilagmanin vavas oldugu ancak dliimlerin yine yiiksek oranda oldugu
gizlendi. Sicakh@m artigiyla birlikte sivilasmanin azalmasiyla kutikiilamn bozulmadig) ig

dokularin infeksiyonuyla larval 6liimiin gergeklestiai belirlendi.
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Tablo 5. ManeMNPV'nun farkh sicakhklardaki infeksiyon oram

Uygulanan sicakhk (°C) Oliim oram (%)
Virusile Diger nedenlerile

20 63,3 33

25 93,3 33

30 833 6,7




4. iIRDELEME

1998-2002 willan arasinda gahsilan bu doktora tezinde, Lepidoptera grubuna ait olan
ve dnemli bir tanmsal zararh olarak kabul edilen viizitk kelebe@i (Malacosoma neustria
Lep; Lasiocampidae)'nde hastalik olusturan viral patojenler ve bunlann  biyolojik
miicadele ajam olarak kullanimi  aragtinlmistir.  Yapilan galismalar sonucunda
Giimiishane-Kdse yoresinden toplanan M. neustria larvalannda Baculoviridae
familyasindan bir nucleopolihedrovirus tespit edildi.

Virus varlifn ilk olarak infekte olmus taze bocek dokulanmn dogrudan
incelenmesiyle tespit edildi. Arazi g¢alismalannda bazi larvalanin Snce ﬁyusuk bir hal
aldiklan, yemelerine son verdikleri, 6lmeden once afacin tepesine tirmandiklan ve arka
bacaklanndan asih olarak &ldiikleri ve &8len larvalann  vilcutlannmin sivi hale gegtigi
gozlendi. Bu dig semptomlar bunun tipik bir viral hastabk oldugunu géstermektedir
(Coppel, Mertins, 1977).

infeksiyon varhigindan siiphelenilen dokularin mikroskop altinda saghkli dokular ile
karsilagtiilmasinda, aynntimin kaybolmasi, ézellikle gekirdegin dagilmasi, gekirdek ya da
sitoplazmada sik materyalin gériiniimii, ¢ekirdek ve sitoplazmada yogun gruplasmis
sekillerin olmasi gibi farkli dzellikler tespit edildi. Bu ézellikler infeksiyonu ve virojenik
bir gelisimi ifade eder (Evans, Shapiro, 1997). Infeksiyonun ¢ok fazla ilerlemedigi
hiicrelerde sitoplazmada ve gekirdekte tespit edilen gruplasmis yuvarlak yapilann
infeksiyona neden olan viral ajanin olusturmus olduu inkliizyon yapilar: oldugunu ifade
etmektedir. Viruslann olusturmus oldugu inkliizyon yapilar bazi boyama metotlanyla
kolaylikla tespit edilebilmektedir. Uygulanan boyama metoduna gére inkliizyon yapilan ya
hi¢ boyanmazlar, ya da kullamilan boyamn rengini ahrlar. M. neustria’da infeksiyon
gosteren viral ajanin inkliizyon yapilarini belirlemek igin yapilan boyama metotlarindan
Giemsa metodunda, siiphelenilen inkliizyon yapilar boyanmazken, pikrik asit, eosin ve
naftalaminin kullamldift metotlarda, giiphelenilen inkliizyon yapilar sirasiyla sari-
yesilimsi, agik pembe ve siyah renkli yapilar olarak tespit edildi. Dolayisiyla bu sonuglar
bu inkliizvon yapilarimin viral inkliizyon yapisi oldugunu géstermektedir. Baculoviridae,
Reoviridae ve Poxviridae familyasina ait bécek viruslan inkliizyon yapis: olusturmaktadir.

Bu familyalardan Baculoviridae’ye ait NPV viruslan ile Reoviridae'ye ait CPV

viruslan birbirine benzer inklilzyon yapilari olugturmaktadirlar. Bu iki gruba ait inkliizyon
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yapilan farkhlagtinicr Giemsa boyama metodu kullanilarak ayirt edilebilirler. Bu amagla
uygulanan boyama metodunda inkliizyon yapilarimin boyama metotunda kullamlan Giemsa
zonunda renksiz, pikrik asit-Giemsa zonunda sanms: ve buffalo siyali zonunda siyah
olarak boyanmast ve cekirdek iginde replike olmasi onun bir niikleopolihedrovirusu
oldugunu gistermektedir.

Bécek viruslarinin teshisi ve karakterizasyonunda yalmizea morfolojik zelliklerin
kullanilmas: her zaman yeterli degildir. Bu galigmalarin elektron mikroskobu galismalan
yada molekiiler teknikler ile desteklenmesi gerekir. Bu nedenle tez siiresince tespit edilen
virusun SEM mikroskobu ¢aligmalan da yapildi. Bu galismalar sonucunda Sekil 10'da
goriildiigii gibi tespit edilen virusun inkliizyon yapilan NPV viruslanmn PIB yapilanimn
temel karakteristik dzellii olan gok kenarli, diizensiz gekilli olduklan tespit edildi.

Baculoviridae familyasindan olan NPV viruslari 0.2-15 pm gapindaki polihedral
inkliizyon yapilanna sahiptirler (Cunningham, 1988; Demirbag, Beldiiz, 1997). Her bir
virus tipi kendine Gzgi bir gap genisligine sahiptir. Bu nedenle bu tez siiresince tespit
edilen NPV'nun olusturmug oldugu PIB yapilarindan tesadiif olarak 50 tanesinin élgiilmesi
sonucunda tespit edilen virusun 1,64+0,52 um gapinda PIB yapilarma sahip oldugu tespit
edilmigtir. Bu sonug Tablo 6°da literatiirde belirtilen difer Malacosoma orijinli NPV 'ler ile
kargilagtinlmstir. Literatiirdeki diger ManeMNPV'lere ait PIB yapilaniyla karsilastiriima
yapildiginda bu ¢aligmada tespit edilen ManeMNPV nin Polanya izolatindan (Lipa vd.,
1968) nispeten, ancak Litvanya izolatindan (Jankevica vd., 1998) énemli derecede bilyiik
oldugu Tablo 6'da goriilmektedir.

Tablo 6. Baz1 Malacosoma tiirlerinden izole edilen NPV PIB’lerinin ¢aplan

Tiir Cap Kaynak
M. neustria 0,76-3,85 (1,64+0,52)um Bu gahsmada
M. neustria 1-3,5 pm Lipa, 1968
M. neustria 0,85-1,4 um Jankevica vd., 1998
M. americanum  1,1-1,7 (1,44) um Ackermann, Smirnoff, 1983
M. distria 0,7-1,8 (1,34) um Ackermann, Smirmnoff, 1983
M. distria 0,5-2,5 um Keddie, Erlanson, 1995

M. apicola 0,6-4,5 pm Benz, 1963
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Tespit edilen NPV'nun her bir virionunun igerdigi nukleokapsid sayisinin bir ya da
birden ¢ok oldugunu belirlemek icin yapilan elektron mikroskobu ¢alismalarindan bu
virusun her bir virionunun $ekil 12 ve 13’de goriildiigii gibi 2 ila 18 adet arasinda degisen
oranda nukleckapsid igerdigi belirlenmistir. Bilimoria'ya gdre (1986 ve 1991) sahip
oldugu virionun igerdigi nukleokapsid sayisina dayamlarak bu NPV 'nun bir MNPV (her
virionunda birden gok nukleokapside sahip virus grubu) oldugu anlasiimaktadir.

Literatiirde Malacosoma cinsine ait biceklerden izole edilen meveut MNPV lar ile
bu izolatin morfolojik ve anotomik yapilan karsilastinldiginda (Tablo 6 ve 7), bu izolatin
tespit edilen diger viruslarden daha kiigiik nukleokapsidlere sahip oldugu ve her bir
virionunda literatiirdeki mevcut viruslarden daha fazla sayida nukleokapsid bulundugu
goriilmektedir. Izole edilen virusun bu 6zellikleri onun Malacosoma neustria
Multinukleopolihedrovirusu (ManeMNPV)'niin yeni bir izolati oldugunu géstermektedir.
Bu sonuglardan dolay: bu virus izolati hem yeni bir izolat hem de Tiirkiye'den belirlenen
ilk NPV olmas: nedeniyle ManeMNPV 'nun Tiirk izolati olarak tanimlanmustir.

Tablo 7. Bazi Malacosoma tirlerinden izole edilen NPV nukleokapsidlerinin

biiyiikliikleri
Tiir Nukleokapsid Her viriondaki  Kaynak
biiyiikligi nukleokapsid
sayist
M. neustria 240 x 35 nm 2-18 Bu galismada
M. neustria 310 x 50 nm 3-6 Lipa, 1968
M. neustria 360 x 80 nm 1-11 Jankevica vd., 1998
M. neustria 250 x 25 nm 2-7 Ponsen vd. (1964)
M. neustria 315-324 x 40-46 nm - Bergold (1953)
M. neustria 333x39mm 2 (en fazla) Hukuhara vd. (1966)
testacea
M. apicola 270-370 x 35-4lnm 2 Benz, 1963
M. americanum 316 x 45 nm - Bergold, MacGuan
(1951)
M. distria 315-324 x 40-46 nm - Steinhaus (1969),

Bergold (1953)
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Literatiire  bakildiginda  simdiye kadar vyapilan  ¢ahgmalar  NPV'lerin
karakterizasyonunda yeterli goriildiigi halde bu tezde, yukanda agiklanan morfolojik ve
elektron mikroskobu g¢ahsmalari molekiiler teknikler kullamlarak desteklenmistir. Bu
amagla DNA-DNA hibridizasyon teknigi kullanilarak yapilan ¢alismalarla da tespit edilen
virusun  bir NPV oldugu gésterildi. Bunun igin  Awtographa  californica
nukleopolihedrovirus (AcNPV)'iin polihedrin genine ait problar ile yapilan hibridizasyon
¢ahgmalannda, tespit edilen virustan elde edilen DNA problar ile hibridize oldu. Benzer
sekilde Kukan, Myers (1995) AcNPV’nun polihedrin genini kullanarak Malacosoma
californicum pluviale’den NPV nu belirlemiglerdir. DNA hibridizasyon metotunun etkili
oldugu Ward vd., (1987) tarafindan da belirtilmistir. Bu hibridizasyon sonuglan tespit
edilen virusun NPV oldugunu géstermekte ve énceki morfolojik ¢alismalarda elde edilen
sonuglari desteklemektedir. Ayrica hibridizasyon sonuglanm Kukan, Myers (1995)in
sonuglar ile birlikte Malacosoma cinsi biceklerden elde edilen NPV'lerin AcNPV ile
genomik olarak nispeten yakin oldugunu géstermektedir.

Bu tezde ManeMNPV tespitinde kullamlan bir diger metot ise polimeraz zincir
reaksiyonudur. Sekil 18'de gortildiigii gibi PCR ile ManeMNPV've ait polihedrin geni
kolayhkla gogaltlmistir. PCR ile NPV polihedrin genine spesifik primerler kullamilarak
gok kolay ve hizli virus varh@ tespit edilebilir, Bu metod diger tespit metotlariyla
karsilastinldiginda en hizh ve giivenli tespit yontemi olarak kabul edilmektedir (Woo,
2001). ManeMNPV polihedrin geninin sekans edilmesi sonucu, Tablo 8’de gériildiigii gibi
bu genin bu virusun Letonya izolati ile %99, Ukrayna izolau ile ise de %98 oraninda bir
benzerlik gdsterdigi belirlenmistir. ManeMNPV geni Lasiocampidae familyasindan sonra
en ¢ok benzerligi sirasiyla Noctuidae ve Lymantriidae familyasinin iiyelerinde infeksiyon
gdsteren NPV'ler ile benzerlik gdstermektedir.

Elde edilen ManeMNPV DNA’s: ile ilgih yapilan bir diger ¢alisma viral DNA mn
restriksiyon endoniikleaz analizidir, {lk defa bu tezde ManeMNPV na ait DNA’nin BamHI
profiline ilave olarak EcoRI ve Hindlll profilleri belirlenmistir. Restriksiyon endoniikleaz
analizi aym virusun farkh cofrafik izolatlanmn karsilagtinlmasinda kullanilan énemli bir
tekniktir (Murillo vd., 2001). Kikhno ve Strokovskaya (1997) ManeMNPV ' nun BamHI,
Kpnl and Pstl profillerini belirlemiglerdir. ManeMNPV'nun bu galismada elde edilen
BamHI profili Ukrayna izolatmm BamHI profilinden farklilk gdstermektedir, Ukrayna
izolatinin BamH] profilinde 9.4 kb'nin iizerinde 3 fragment olusurken, Tiirk izolatinda 9.4

kb'nin iizerinde 4 fragment olusmustur. Bu sonuglarda bu tezde tamimlanan virusun
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ManeMNPV'nun yeni bir susu oldugunu gésteren elektron mikroskobu galismalarim

desteklemektedir.

Tablo 8. ManeMNPVye ait polihedrin gen sekansinin gen bankasindaki bazi
diger NPV'ler ile olan benzerligi

Gen Bank.  Bicek Baz
kayit no familyasi benzerligi

Malacosoma neustria NPV (AJ277555) Lasiocampidae  564/569 99
Malacosoma neustria NPV~ (X55638) Lasiocampidae 560/569 98
Malacosoma disstria NPy~ (U61732) Lasiocampidae  521/569 91
Spodoptera littoralis NPV (DO1017)  Noctuidae 301/360 83
Spodoptera exigua NPV (AF169823) Noctuidae 221/254 87
Orgyia pseudotsugata NPV~ (M32433)  [ymantriidae ~ 238/278 85
Orgyia pseudotsugata NPV~ (U75930) Lymantriidae  308/373 82

Virus

Perina nuda NPV (U22824) Lymantriidae ~ 307/373 82
Trichoplusia ni NPV (AF093405) Noctuidae 262/314 83
Mamestra brassicae NPV (M20927)  Noctuidae 286/347 82
Autographa californica NPV (M25054)  Noctuidae 283/344 82

Béeek viruslarinin yafmur vasitasiyla yapraklardan ya da 6lii larvalardan topraga
gectikleri bilinmektedir (Mohamed vd.,1982). Toz, rilzgar ve yagmur muhtemelen NPV'yi
topraktan yaprak yiizeylerine tasir (Olofson, 1988a; Enmtwistle vd., 1983). Parazit ve
predatérler NsNPV'yi farkli bélgelerdeki populasyonlara tagiyarak infeksiyonun farkh
populasyonlara ulasmasim saglarlar, Ayrica agaglann iist dallannda infekte olmug larva
kadavralanimin pargalanmasiyla dagilan PIB ler alt dallardaki diger kolonileri kolaylikla
infekte edebilmektedir (Cunningham, Entwistle, 1981). Diisiik dozla imfekte olmus disi
NPV'yi yumurtalar vasitasiyla gelecek generasyona tastyabilmektedir. Bayle digi bireyler
yumurtlama esnasinda yumurta ylizeylerini NPV'ler ile kontamine ederek taginimda rol
oynarlar. Viruslar konak generasyonlart arasinda yada willarca toprakta infeksiyon
dzelliklerini koruyabilirler (Olofson,1988b; Olofson,1988c; Weseloh, Andreadis, 1986).

Malacosoma neustria kisa bir larval periyoda sahiptir. Bu nedenle ManeMNPV 'nun
bu kisa peryod iginde tasimmi ve yeni generasyona aklanimi oldukga &nem arz etmektedir,

ManeMNPV nun vertikal infeksiyonunda diisiik dozda infekte olmusg disilerin roliiniin
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olup olmadiim belirlemek igin yapilan ¢alismalar, Sekil 20'de goriildiigi gibi
ManeMNPV 'niin tasmmminda diisiik dozda infekte olmus disilerin bityiik rol oynadigini
sistermektedir. Bu yolla NPV gelecek generasyona tasinarak, gelecek generasyondaki
populasyon yogunlugunu da etkilemektedir.

ManeMNPV 'nun horizontal infeksivonunu belirlemek igin yapilan ¢alismalarda da
bu infeksiyonun &nemli derecede populasyon iginde viral infeksiyonun yayilmasinda rol
oynadigini gdstermektedir. Sekil 21'den anlasildig gibi laboratuar sartlamnda yapilan
¢aligmalarda horizontal infeksiyon ile populasyon igindeki viral infeksiyon % 58 daha
fazla artmigtir, Bu sonuglar horizontal infeksiyonun ManeMNPV'nun  biyolojik
miicadelede kullanilmasinda biiyiik rol oynayacafim géstermektedir,

NPV'lerin tasimnu ile ilgili N. sertifer lizerinde yapilan c¢ahsmalar bu tezdeki
sonuglan desteklemektedir. Diisiik dozla infekte olmus disi N. sertifer erginleri NsNPV'yi
yumurtalar vasitasiyla gelecek generasyona tasimaktadir. Viral infeksiyon, populasyon
iginde hizlica yayilabilmektedir (Cunningham, Entwistle, 1981). Aynica ¢am agaglaninin
iist dallannda infekte olmus larva kadavralannin pargalanmasiyla dagilan PIB'ler alt
dallardaki diger kolonileri kolaylikla infekte edebilmektedir. Parazit ve predatérler NPV'yi
farkl blgelerdeki populasyonlara tagtyarak infeksiyonun farkh populasyonlara ulagsmasin
saglarlar (Greathead, 1976).

Ug willik arazi calismalart siiresince, bu tasimm sayesinde M. neustria
populasyonunun ManeMNPV tarafindan baski aluna almdigt ve 6nemli derecede
populasyon yogunlugundaki artiglarin virus tarafindan engellendigi gézlenmistir,

ManeMNPV 'nun infeksiyon szelligini belirlemek igin 1x10* PIB/ml oraninda virus
konsantrasyonu birinci instar M. newstria larvalarina uygulandi. Bu doz laboratuar
kosullarinda birinci instar larvalar tizerinde kayda deger bir 6liim orani (% 98) sagladi.

ManeMNPV'nun  konak spektrumunu belirlemek icin yapilan c¢ahismalarda
ManeMNPV  testlerde  kullamilan  Gypsonoma  dealbana,  Cydia  pomonella
(Lep, Tortriciidae), Euproctis chrysorrhoea (Lep; Lymantriidae), Pieris brassicae (Lep;
Pieridae), Yponomeuta malinellus (Lep; Yponomeutidae) ve Hyphantria cunea (Lep;
Aretiidae) larvalarnindan hig biri iizerinde infeksiyon gostermemisti. Bu sonuglar
ManeMNPV 'nun konak spektrumunun gok dar olduZunu géstermektedir, Literatiirde Benz
(1963) M. neustria larvalanm M. alpicola’dan elde edilen bir NPV ile infekte edememistir.
Stairs (1966) dért Malacosoma tiiriine ait viruslar arasindaki kros infeksiyonlarda kayda

deger farkliliklar gbzledi. Bu bilgilere dayanarak Lipa (1968) Malacosoma viruslarinin
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konak hassasiyetlerinin ¢ahsiimas: gerektidini vurguladi. Diger yandan Lipa vd. (1968)
ManeMNPV uyguladiklari 22 bdcekten sadece liglinde infeksiyon gozleyebildiler. Bu
calismadaki ManeMNPV 'nun konak hassasiyetini belirlemek igin test edilen 5 bécegin
hepsi Lipa vd. (1968) test ettikleri béceklerden farklidir. Dolayisiyla hem Lipa vd. (1968)
tarafindan yapilan galisma hem de bu ¢alisma Malacosoma orijinli viruslann  konak
spektrumunun olduk¢a dar oldufunu géstermektedir, Lipa vd. (1968) M. neustria’yi B.
mori'ye ait NPV ile infekte edemedi. Diger taraftan Hukuhara, Hashimoto (1966) M.
neustria testacea’yi B. mori orijinli iki CPV susu ile infekte etmeyi basardilar. Benzer
sonuglar baska ¢alismalarda da elde edildi (Hukuhara vd., 1966; Mitsuhashi, 1996). Bu
sonuglar muhtemelen NPV'lanmn CPV'dan ¢ok daha fazla konak hassasiyetine sahip
olduklarim gdstermektedir.

ManeMNPV'nun histopatolojisini  ve semptomlanim belirlemek igin  yapilan
¢ahismalarda, ManeMNPV bilinen genel NPV 'lara ait semptomlari gésterirken hemositler,
hipodermis, trakeal matriks, yaZ dokusu ve nadiren de bafirsak epitel hiicreleri
infeksiyonun gerceklestigi dokular oldu. Diprionidae orijinli NPV'lanmin disindaki
NPV'lart igin bagirsak epitelinin infeksiyonu sikhikla kargilasilan bir durum degildir.
Jankevica vd. (1998) ManeMNPV’nun Litvanya izolatim yeni bir sus olarak nitelerken
bagirsak epitelinde gozledikleri béyle bir infeksiyonu yeni sus kriterlerinden biri olarak
kabul etmislerdir. Bu durum bu galismada bulunan NPV igin biiyiik énem arz etmektedir.

ManeMNPV'nun optimum infeksiyon sicakligim belirlemek igin yapilan ¢alismalar
sonucunda ManeMNPV'nun optimum infeksiyon sieakligr 25°C olarak tespit edildi. Gerek
dogal populasyon iginde gerekse deneysel olarak infekte olmus larvalar arasinda yapilan
gizlemlerde infekte olmus larvalarda viicut sivilasmasin en hizhi 20-25" arasinda oldugu
25" fizerinde sivilagmamin yavas oldugu ancak &liimlerin yine yiiksck oranda oldugu
gozlendi. Sicakh@m artisiyla birlikte sivilasmanin azalmasiyla kiitikiilanin bozulmadig i¢
dokulann infeksiyonuyla larval 6liimiin gergeklestigi belirlendi. Benzer bir galismada
Ziemnicka (1981) Stilpnotia salicis nukleopolihedrovirusu (SsNPV) ile en yiiksek
infeksiyonu 30°C de elde etti. Diger taraftan Neodiprion sertifer Nukleopolihedrovirusu ile
%100 mortalite elde etmek igin en uyzun sicakhk 22°C olarak tavsiye edilmektedir
(Cunningham, Entwistle, 1981).

NPV'nin larvalarda geligimi sicakliga baghdir. Yiiksek sicaklik hastah@in diigiik
sicakliklardakinden daha izl gelismesini saglar (Krieg, 1955; 1968). Soguk iklimde NPV

bir kontrol 8l¢iisii olarak kullanildii zaman, bu gergek gdzden kaginlmamalidir. Bununla
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birlikte diigiik sicakhklarda larvalar gelisimlerini tamamlamak igin normalden daha fazla
zamana ihtiyag duyarlar. Bird (1953) soZuk bélgelerde virus ile infekte olmus larvalarda
hastalifin ¢ok yavas gelistigini, fakat larval gelisim perivodunun uzamasindan dolayr bu
larvalann sicak iklimlerdekiler ile aym safhada 6ldiiklerini tespit etmigtir. Twermyr (1969)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, virus ile infekte olmus N. sertifer larvalannin LTs,
degerleri, 12°C'de 19,3; 18°C'de 9,5 ve 24°C’'de 4,6 giin olarak tespit edilmigtir. Bu
sonuglardan da anlagildi21 gibi sicakh@in dilsmesiyle NPV nin aktivitesi yavaslamaktadir.
Ancak aym ¢alismada disiik sicakliktaki kontrol grubundaki ortalama larval gelisim
periyodunun LTsy degerininkinden daha fazla oranda uzadifn tespit edilmistir. Bu da
NPV nin diisiik sicakliklarda bile etkili bir kontrol ajani olabilecegini gostermektedir.
Ulkemizde tnemli bir tarimsal zararh olan M. neustria populasyonunu etkileyen
¢ok az faktér oldugu halde bu zararli nukleopolihedrovirusu ile en kolay kontrol edilebilen
béceklerden biridir. Bu tez siiresince tespit edilen virus etkili, segici ve giivenli bir
biyolojik kontrol ajamdir (Fuxa, 1990; 1991). M. neustria’va kars: yapilan gahsmalarda en
iyi sonuglar NPV viruslan ile elde edilmistir. Tim diinyada aynintuili olarak galisilip,
kullamma sunuldugu halde, tilkemizde zararh bdcekler ile biyolojik miicadelede viruslann
kullanimina yénelik galismalar olduk¢a sinirhidir. Tirkiye literatiiriine balildifinda bu
galisma iilkemizde bdcek viruslari {izerine yapilan ilk ve en aynnuli ¢ahgmadir,
Dolayisiyla bu calisma émek alinarak iilkemizde hem bu zararliya karsi hem de diger
zararhilara kars: viral kontrol ajanlarinin segimi, geligtirilmesi ve kullanim tesvik edilecek,

yeni bicek viruslarmn tespitine yénelik ¢alismalar hiz kazanacaktr,



5. SONUCLAR

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

. Lepidoptera grubuna ait olan yiiziik kelebegi (Malacosoma neustria Lep;
Lasiocampidae) ile milcadelede kullanilmak {izere onlarin doZal ditsmani olan viruslar
araginlmig ve Gilimiishane ydresinden toplanan larvalarda bir viral infeksiyon tespit
edilmistir,

. M. neustria’da tespit edilen virusun morfolojik, ileri anatomik ve molekiiler ¢alismalar
sonucunda Baculoviridae familyasindan olan ve her virionda birden gok nukleokapsid
igeren bir nukleopolihedrovirus (NPV) oldugu tespit edildi ve ManeMNPV olarak
adlandinldi.

. Yapilan elektron mikroskobu ve molekiler ¢ahigmalar bu virusun literatiirde bu
bcekten izole edilmis NPV'lardan farkh ozelliklerde olduSunu géstermektedir. Bu
nedenle bu virus ManeMNPV 'nun yeni bir izolati olarak tamimlandi. Bu virus diinya
literatiirii igin yeni bir izolat, Tiirkiye literatiirii i¢in yeni bir wvirus olarak
kavdedilmistir.

ManeMNPV'nun populasyon igindeki infeksivonunun gok yiiksek oldugu ve yeni
generasyona tasinimimin diisitk dozda viral infeksiyon tasivan disiler ile yiiksek oranda
gergeklestigi tespit edildi.

. Yapilan galismalar sonucunda 1 x 10° PIB/ml konsantrasyonundaki virus dozu ile
biyolojik miicadelede kullamimak iizere yeterli 6lilm oram elde edildi. Bu sonuglar ile
ManeMNPV nun M. neustria ile miicadelede etkili bir sekilde kullanmilabilecegi ortaya
konulmaktadir.

. ManeMNPV'nun konak spektrumunun ¢ok siurh oldugu bulundu. Oyle ki
ManeMNPV test edilen Gypsonoma dealbana, Cydia pomonella (Lep; Tortriciidae),
Euproctis chrysorrhoea  (Lep; Lvmantriidae), Pieris brassicae (Lep; Pieridae),
Yponomeuta malinellus (Lep; Yponomeutidae) ve Hvphantria cunea (Lep; Arctiidae)
larvalan {izerinde higbir infeksiyon gdstermedi.

ManeMNPVu igin optimum infeksiyon sicakhif 25°C’de olarak bulundu.

Bu galismayla tilkemizde ilk defa bir bSeek virusu tespit edilerek tammlanmakia ve

biyolojik miicadele ajam olarak sunulmaktadir,



6. ONERILER

Ulkemizde tarimsal zararlilar ile micadele tamamen kimyasal ilaclar kullanlarak
vapilmaktacdir. Kimyasal ilaglar kullamlirken, bunlann bir ¢ok yan etkileri ortaya
¢tkmaktadir.  Bir ¢ok vonden bazi canli gruplan ciddi zararlar gérmektedirler. Bununla
birlikte biyolojik miicadele kimyasal kontrol yéntemleriyle baglantih birgok problemi
ortadan kaldirmaktadir. Bu nedenle biyolojik kontrol, kimyasal ilaglarla karsilastinldiginda
ekolojik dengeyi bozmayan alternatif bir miicadele yintemidir. Bu tez sonucunda tespit
edilen ManeMNPV Gnemli bir findik ve meyve zararhsi olan M. neustria ile miicadelede
kimyasallara alternatif olarak kullanilmalidir. Bu amagla bu wvirusun kiitle {iretimi
gergeklestirilmeli ve ticari sekli sunulmalidir. Boylece hem bu zararhyla miicadelede
kullanilan kimyasallarin ¢evreye yapnus oldugu olumsuz etkiler ortadan kalkacak hem de
ckonomik agidan daha diigiik maliyet gerektirecektir. Bu virusun konak spektrumu ve etki
orant rekombinant teknikler kullamlarak gelistirilebilir. Bu virits literatiirde meveut diger
viriisler ile karsilagtinlabilir. Virusun genomik kiitiiphanesi olusturularak bivoteknolojide
kullamlma imkanlan artunlabilic. Bu calisma iilkemizde bu alanda yapilan ilk ¢alisma
olmas: nedeniyle, bu alanda ¢ahisacak diger arastirmacilar igin §rnek alinacak temel bir
¢aligma olacakur. Bu calismada sunulan bilgiler kullamlarak diger tarimsal zararhlar ile

miicadelede yeni viral ajanlarin tespiti miimkiin olabilir.
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OZGECMIS

1972 wilinda Samsun’un Carsamba ilgesinde dogdu. flkokulu Beyyenice
Ilkokulu, orta okulu Atatirk Ortaokulu ve lise ogrenimini Carsamba Lisesinde
tamamladiktan sonra 1989-1990 ogretim yilinda Karadeniz Teknik Universitesi, Fatih
Egitim Fakiiltesi, Biyoloji Ogretmenligi Boliminde Lisans 6grenimine bagladi. 4 yil Milli
Egitim Bakanhi'ndan burslu olarak 6grenim gérdigi bu béliimden 1993 vilinda Bivoloji
Ogretmeni unvani ile mezun oldu. Aym vil M.E.B'na bagh olarak 6gretmenlige basladi
1994 yihnda Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitisi'ne bagh olarak
Biyoloji Bolumiinde yiksek lisans egitimine basladi. 1998 yilinda yuksek lisans egitimini
tamamlayarak, aym yil doktora efitimine basladi. M.E.B.'nda 5 w1l d@retmen olarak gérev
yapuktan sonra, 1998 vili sonunda K. T.U. Fen-Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Boliimiine
Aragtirma Gorevlisi olarak atandi. 1999 yilinda M_E.B. tarafindan aglan Yurt Disi Burslan
sinavini kazanarak, Polonya Hikiimeti Aragtirma Bursu'nu almaya hak kazandi. Aym yil
iginde Polonya’min Poznan sehrindeki Bitki Koruma Enstitiisinde, Bivolojik Miicadele ve
Karantina Bolumiinde, bocek patolojisi ve biyolojik miicadele tizerine Prof. Dr. Jerzy I
Lipa ile arastrmalar vaparak bu alanda gerekli denevim ve tecribeleri kazandi 2001
vihnda NATO tarafindan saglanan TUBITAK-NATO-A2 Yurt Digt Arastirma Burslan
Simavim  kazanarak Almanya’'mn  Berlin  gehrinde, Berlin Universitesi, Biyoloji
Ensttiisinde, Prof Dr. Klaus Hausmann ve Dr. Renate Radek ile Elekiron Mikroskobu
kullanimu ve boceklerde patojenik viriis ve protozoalann karakterizasyonlan izerine
¢alismalar vapti. Aym bursun ikinci boélimi ile Almanva'nin Neustadt sehrinde Dr.
Johannes Jehle ile bocek virislerinin molekiler karakterizasyonu tzerine galigmalar yapt
Halen K T.U. Fen-Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Boliminde Arashrma Gorevlisi olarak

galismalanm surdirmektedir.



