ANKARA ZIRAI MUCADELE ENSTITUSU CALISMALARINDAN

ASPERGILLUS FLAVUS LINK. MANTARININ CUOL CEKiR-

GESI (Schistocereca gregaria Forsk.ynin MUHTELIF BlYO.

LOJIK DEVRELERINDEK]I HASTALIK SIMPTOMU VE PATOJENITEST
UZERINDE CALISMALAR

Siilleyman BALAMIR Osman KARAHAN

Enstitiimfiiziin ¢ekirge l&boratuvarmdaki deneme kafeslerinde yetistiril-
mekte olam €8l Cekirgelerinin Nymph ve Erginlerinin mormal heslenme ve
yvasama sartlarinda zaman zaman, devamli bir surette Olditkleri miisahade
edilmistir,

Olum sehebini tetkik etmek gayesi ile, hastalanmis ve yeni 6lmiis olan
- cekirgeler, laboratuvarda miisahade altina alinmslardir. Bu galismalar me-
yaninda, ¢esitli bdceklerde, dliime sebep olan paraziter amiller hakkinda
yvazilmis muhtelif literatiir de etiid edilmis ve bu konu fiizerinde yapilacak
calismalarda faydalr olacag amaci dle, miithim gdrilenlerin Ozeti agafiya
cikanlimagtir,

LITERATUR OZETI

Avrupa’da, iki mantar nevi Aspergillus flavus Link ve Peri-
cystis Apis Maassen, kdhil arlarin ve larvalarinm hastalik sebebi ola-
rak tamman Amillerdir. A, Flavus, faaliyette olan kihil arya hiicum
eder. Bu umumiyetle P. Apis’den daha biiyiikk bir ekonomik Onemi
olarak miitalda edilir. P. Apis vyalniz erkek arya hiicum eder. A.
Flavus’la enfekte olmus larva hastalifr «Stein brute olarak taninir. A.
Apis’den sirayet eden hastalifa ise «Kalk bruty denir.

Bir cok yazar parazit mantarin, arlara enfekte olmasmin, sporlarin
mideye girmesi yoluyla olduBunda hemfikirdir. Enfeksiyonu takiben, man.
tar beslenme borusunda gelismeye baslar. Buradan viicut bosluguna ve bil-
tiin dokulara yayilir. Sonra viicul disinda (mantarnn tirline gére, yesil, sar,
siyah ve difer renklerde) gelisme gdsterir. Itk cikista, kiigiik kiimeler halin-
de beyaz basciklar tesekkiil eder, Bocegin dllimiinden sonra, bhocek §liisi
ve mantarmn gelismesi eskidikce, mantarm viicut diginda gelismis kiif taba-
kasimin rengide degigebilir. Enfekte olanlar, hareketsiz ve zayif bir hale
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ditserler. Ol oluncaya kadar bu zayiflama durumu artar. Enfekte olanlar,
bazl hallerde ugarlar ve ugus esnasinda dirslip odliirler.

Amerika’da, A. flavus, larva ve kahil amnlara, diSer mantarlardan
daha fazla hilcum eder. A, flavusun Amerika'da 56 nevi bicege hiicum etti-
g1 de rapor cdilmistir.

A. flavus, gecici bir toksik madde meydana getirdigini géstermis-
tir. Anlar lizerinde oldiirticily, zehirleyici bir tesir yvapar (1928 Taumanoff,
1830 Burnside). Taumanoff (1931) mantarm patojenik tesirlerinin toksik
faalivetlerine bagh oldufuna inamr. (Steinhaus E.A. 4).

Aspergillus cimsi, ¢ok fazla miktarda nevi thiiva eder. Hemen
hepsi saprofit olup, genel olarak genis bir cografi yayilis gosterirler. Cok
degisik bitkiler lizerinde gelisirler. Bir kag fakiltatif parazit kabiliyetine
maliktir. Insan ve hayvanlar igin patojen olanlarn, doku iltihaplanmalar
ve trahe tikanmalarina sebep olduklam gérilmistir. Umumiystle kuslarmn
nefes yollarinda hastalik yapan A. fumigatus Fres. gibi.

Aspergilluslar spor renklerine gore, su sekilde gruplandirilmislardir:

a) Sporlarl siyah olanlar: (Tip: A. niger)

b) Sar:, toprak rengimsi sari yahut kahve renkli olanlar: (Tip: A,

ochraceus Wil, A. tamarii Kita, A. wentii Wehm),

c) Bari-yesil olanlar: Tip: A. flavus Lk, A. Oryzae (Ahlburg)

Cohn),
d) Yesil olanlar: (Tip: A. glaucus de By.).

Bazl ekstrem sartlarda, Aspergilluslar bdcek parazitidirler. Ye-
Fistirme yapilan cekirgelerde, sik six rastlanmmstir, (A. flavus LK)
Lepesme’e giire % 55 rutubet ve 18°C. asagl 1silarda mantann sporlar gim-
lenir. A. parasiticus = sinonim A. flavus, Pseundococus
iizerinde miusahade edilmistir. (Roger L. 2)

Aspergillus nevilerinin simiflandiriimas: ¢ok gliotlir. 1926 da Thom
ve Church agafidaki gruplandimmay: yapnuslardir :

a) A. fumigatus, ) A. glaucus, ¢) A. Nidulans,
d) A. Niger, e) A. flavus-Oryzae, f) A. clavatus, g)
A. ochraceus, h) A, wentii, 1) A. flavipes, j) versi-
color.

A, glaucus, A. flavus, A. Oryzae ve A. wentii miis
terek olarak Pekan cevizlerinde, Brezilya kestanesinde zarar yaparlar,

A. fumigatus, A. flavas, A. niger ve A. nidulans
insanda kulak mycosen hastaligina sebep olurlar.

Waksman ve Bugie (1943) A. flavus'dan o6ldiricil hassaya malik
iki substrat elde etmislendir. (1) Aspergillic acide’in gram negatif
ve gram pozitif bakterilere karsi akiif (6ldiricil) tesiri vardir. (2) Flavicin
gram megatif bakierilere karsy axtiftir,

Yuill (1928) A. flavus, alkol iginde alkolik fermentasyonu yapmaya
muktedir olduguna isarel etmistir. (Wolf F. 5).

Aspergillus flavus Link, (= Sny. A. humus Abboit).
Czapek’s vasatinda, koloniler baslangigcta bir kag havad liflerin geligme-
siyle top top yumusak tiiylii bir sekilde gelisme gGstermekte ve vasat eski-
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dikce genis bir sekilde biitn satha yayilmaktadir. Konidial sahalarin rengi
deniz tasa sarismdan, actk sam yesil ile limoni yesil ve muhabbet gicegi
yesili arasinda renklesme gostermektedir. Bunun aksine agar renksiz veya
giideri saris1 yahut deve tilyll sarwsa bir renk alir. Konidi tagiyicilar: 400-700
veya 1000 mikron uszunlukta 5-15 capta olup, yukariya dogru genigliyerek
viikselmektedir., Konidiler hemen hemen kiirevi bir sekilde olup, renksiz
halden, sari yesil arasinda bir renkte géritliirler. Hemen pilrdzsiiz olup,
ekseriya 2x3, 3x4, 4x5 mikron veya 5x6 mikron anrasmdadirlar. Sclerofia
once beyaz, sonra kahve rengi sert hiicrell nesic halinde olur. Cleistothecia
bulunamamigtir.

Kanada, Cin, Misir, Ingiltere, Hindistan, Birlesik Amerika’da, Kalifor-
nia, Kolorado, Havai, Ohia, Luizyana, New-Jersey, Portoriko, Teksas, Utah
topraklarinda vardir. (Gilman J.C. I).

A. flavus - Oryzae grubu: IK tirl, ekseriya literatiirde A.
flavus Lk ve A. Oryzae (Ahlburg) Cohn. olarakk gecmekie olup,
birincisinin rengi sar yesilden koyu yesile, ikincisininki ise san renkte iken
zamanla sar1 kahve rengine doner. Muhtelif tiirleri arasinda yapilan tebkik-
lerde, aralarnda birbhirinden tefrik edecek kesin belirtiler bulmaya imkan
vermemis, biitiin bu gruptakiler A. flavus Oryzae adi altinda foplan-
migtir. Mantar siiratle bllydr, bazan mutlak surette top fop yumusak thy
gibi kabarik bir durum arzederler. Bazende birbirine irtibati olan bir yatak
sekli teskil edip, buradan konidi tasiyucilanni cikanrlar. Saplari uzundur,
ekseriya 8-15 mikron captadirlar. Konidi tasiyici baslann hacmen gok biliyiik
olup, bir veya iki takum A. tamarii de oldugu gibi Sterigmat tasirlar. Spor-
lan kiire seklinde, daha ziyade 3,5x5 mikron ¢apinda, bazan bunlardan daha
bilyiik te olabilirler ve cok serttirler. Barm nevilerinde kahve renginde
Sclerotileri belimmektedirler.

Bu Aspergillus grubunun aldka verici bri hususiyeti «Kojik acide»
ismi ile hilinen hir maddeyi istihsal etmekde ki aktiviteleridir. Bu madde
ilk defa 1902 de Saito tarafindan A. Oryzae'mun toz haline getirilmis misel-
vumundan elde edildi. 1924 de Yabuta tarafindan kesfedildi. Yabuta, bunun
nebati karbonu ihtiva eden yegine madde glikozla sentetik bir vasatta gelis-
tirerek elde edilebilecegini gbsterdi. Takriben formiiliin{in 5hydroxy-2-hyd-
roxymethyl-y-pyron oldugunu isbat etfi. Raistrick ve birlikte c¢alistif kim-
seler 1923 de Kojik acide’ini, Onceki bildirilenlerden aym olarak, bunlarin
calismalammin bir takim Aspergilli nevilerinin, Czapek’s mahliliinde gelis-
tirildigi zaman Kojik acide'i istihsal edildigmi ve bltiin kiiltlirlerin A.
flavus, A. Oryzae ve A. tamarii (Birkinshaw et al 1931) ta-
rafindan temsil edilen seriye dahil olanlarimi gdstermek bakimindan blyitk
déneme haiz olduklarin: da kesfettiler. Kojik acide suda erir, Demir Chloride’-
le cok koyu ve karakteristik kan renginde bhir renk wverir ve bu reaksiyon
bu grubun tiirlerinin tamnmasinda faal bir teghis vagifesini gériir. Bu tec-
ritbeyi yapmanin en basit yolu; nebati sivi bir vasatta 2 ile 4 haffa bek-
letildikten sonra, mahliill sliziiliir ve igine bir kac damla % 10°luk Demir
Chloride damlatilir. (Smith G. ve H. Raistriack).
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MATERIYAL VE METOD
e g .

Deoneme mafeslerinde, parazit mantarla enfeiste olmus ve hareket edemi-
yecek halde hastalif1 ilerlemis ve yeni 0lmiis olan gekirgeler, 1&bovatuvarda
her biri ayr ayr petri kufularma alindilar. Kapaklarinin icerisine kurutma
kagidi konduktan sonra, agwzlar: kapatildt ve iizerlerl k&gitla sanldiktan
sonra miigahadeye bimakildilar. Bunlarm her giin kontrollann yapilarak,
hastalik &mili mantarin cekirge vilcudunun disina ilk yerlert ve gelisme
safhalarindaki morfolojik gdriintsler ile kUf tabakasimn rengl not edildi.
Ayni zamanda geng ve yashi kilflerden miiteaddit preparatlar hazirlanarak,
mikroskopta tetkik edildi, gerek mantarm ¢ekirge viicudunun dismdaki ge-
lisme durumu ve gerekse mikroskopta tipik gériilen durumiar fotografla
teshit edilmistir.

Hazirlanan preparatlardan, mantarin konidi tasiyicl, bas ve konidi ¢ap-
larn da #lgiddii.

Taksonomik ¢alismalar :

Aspergillus 4{irlerinin teshisinde, muhtelif tirler igin tipix kolond
rengi tesekkiil eden Czapek’s vasati kullanildi. Parazit tarafindan 6ldiiriil-
miis cekirge vilcudunun dismda yeni gelismekte olan mantar igne ucu ile
almp, petri kutulannda Crzapek’s vasatina verildi. Burada ¢ok gabuk ve
kuvvetli bir gelisme gOsteren mantarin her giin konfrollarn yaplarak, va-
satta muhtelif gelisme safhalarindaki koloni rengi not edildi.

Crzapek’s vasatinda, parazit mantarin gelisme safhalarinda gésterdigi
koloni renkleri Aspergillus flavus Link. tiiril icin tipik olarak
tezahlir etmistir.

Seftaldi usaresi, tillbentten sliziilldd ve erlen mayer kaplarinda sferlize
edildikten sonra, buna parazit mantar asilandi. Bu vasatta mantar gok
seri ve kuvvetli bir gelisme gdsterdi ve iki giin igerisinde gida vasatinin
vizeyini tamamen kapladi. Ayrica gida vasatr dgerisinde ise, siinger sek-
linde venksiz miselyum demetleri seklinde gelisme gosterdi. Baslangigta
koyu san renkte olan seftali usaresi, zamanla, agik, seffaf bir renk aldi

Mantarin asilanmasimmdan, 19 glin sonra, bu usareden bir miktari til-
bentten siiziilmek suretivle beherglas kabina alind: ve buna, % 10 nisbefin-
de suda eritilmis Demir klorid'den pipetle damlafilmak suretiyle yapilan
kontrolda, Aspergillus flavus Link fiirlintin teshisi igin karakte-
ristik olan koyu kan rengi tesekkiil etmek suretiyle miisbet reaksiyon verdi.

Mantarn patojenitesini tetkik etmek amaci ile, sihhathh cekirgeler {ize-
rinde reizolasyon denemesi yapilmistir. Bu maksatla, 10 adet sihhath ge-
kirge, daha Once 6lmiis ve lzerinde parazit mantar gelismis olan bir adet
cekirge ile birlikte tel kafese konduktan sonra ayr! bir yerde miisahadeye
alindi. Deneme siiresince, hakim ve vemleme isi muntazam olarak yapild:.

Hastahfin Simptornu @

Cekirge yetistirne kafeslerinde, vparazit mantarla (Aspergillus
flavus Link.) enfekte olmus ve hareket edemiyecek durumda hastalifl

ilerlemis olan gekirgelerle yeni §lmiis olanlari, laboratuvarda ayri ayr petri
kutularma konduktan sonra, kapaklarm kapatilmis kégmlara sarilarak midi-
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$ahadeye alndilar. 24-72 saal igerisinde bu -Qelﬁ"rgelerin viieut aksami digin-
da mantarin geligtigi gériildii.

Enfekte olmus cekingelerin, haraketlerinde afirlasma ve zayiflama hali
giinden giine artmaktadir. Zamanla tamamen hareketsiz hale gelmekte ve
hunu Slim taxdp etmektedir. Enfekte olmus ¢ekirgelerin 3 ile 8 giin sonra
oldiikleri tesbhbit eddldi.

Enfekte olmug c¢ekirgelerin, bas, gtgls ve kann kugmmiarnda, Once
hafif pembemsi bir renk meydana gelmekte, hastaligfin son safhasmna dogru
ise, viicudun bu kisimlar: siyahumsi - mor bir renk almaktadair.

Olmilg gekirgelerde, mantarin ilk olarak vilcut disindaki gelismesi;
torax’da ayaklarmn cikis yarlerinde, kanatlarin torax’a baglandigl yerlerde,
basin arka kismu e proncium arasinda olmaktadir.

Mantarin, ¢ekirgenin vicudunun disinda ilk gelismesi, ¢ok kiiglik kiime-
ler halinde, soluk beyaz bir durumda gOrilmektedir. Bu zamanda dikkatle
tetkik edilirse komidi tasiyicilariun tesekxilll miinferit halde gozle dahi
gorilmektedir. Kisa zamanda seri ve kuvvetli bir sekilde geligsen Kkiif'iin
rengi Once beyaz, sonra acilk sarrdan kitkiirt sarisi rengine dénmekte ve
nihayet tipik Xina yesili veya Okse otu yesili rengini almaktadir. Bu zaman-
da mantar ¢ekirge viicudunun her tarafimu sarmaktadir (Sekil: 1,2.3).

Sekil : 1
Sihhatli bir Col Cekirgesi disisinin (Schistocerea gregaria Forsk)
yandan giriiniisii.
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Gerek #lmiis gekirgelerden ve gerekse Czapek’s vasatinda iiretilen para-
zit mantarin muhtelif gelisme devrelerinde preperatlar alinip mikroskopta
tetkike tabi tutulmustur. Bu tetkiklerde, mantarm misel ve misel yataklari,
yveni tesekkiil etmexte olan ve tam tesekldll etmis konidi basiyrcilarin, Koni-
dilerin, bas ve bunlardaki sterigmatlarn tipik hususiyetleri bariz olarak
miisahade edilmistir. Konidi tasiyicilam bdlmesiz olup, basla birlesme nok-
talaria kadar tedrici olarak kalhnlagsmaktadir. VYine konidi tasiyict cidar
oldukca kalmdir. Cok acitk pembe ile agik yesilims! bir remkte, nebatiden
ziyade hayvani bir doku godrliniisi hissini vermektedir. Konidi tesekxiil eden
baglardaki sterigmatlar muntazam olarak siralanmis olup, tam besekkiil
durumda olan bas kesit olarak bir daire seklinde, hacim olarak ta hemen
hemen kiirevi bir sekildedir,

Konidi tasiyicilarin ¢ap:r vasati 15,3x17,0 mikxron olarak bulunmustur,
(Olgiler, tasiyicr sapin basla birlestigi yerden yapilmigtir.) Bas caplari :
asgari 52,7x51,0, azami 212,5x187,0, vasati 120,7x140,4 mikron olarak bulunh-
du. Konidi gaplari: vasati 3,6x4,2 mikron olarak bulundu. '

Konidiler, parlak yesilimsi sari renicte ve kiirevi sekildedirler. Bun-
larin mikrofoto ile tesbit edilmis durumlar Sekil: 4 ve 5 de gdsterilmistir.

Sekil : 4
Aspergillus flavus’un Czapek’s vasatinda gelistirilmis tipik konidi
tasiyicilan 1963 Ankara (orig.).

Olmiis cekirgeden izole edilen parazit mantar, ayrica 4 petri kutusunda
hazirlanmis bulunan Czapek’'s vasatina asilandi. Bu vasatta, 6nece ¢ok kiiclik
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Sekil : 5
Aspergillus flavus’un yeni tesekkiill halinde olan ve tam t:szkkiil
etmis konidi tasiyicilarn 1963 Ankara (orig.).

kiimeler halinde, seffaf beyazims: zayif bir gelisme basladi. Asilanmadan
24 saab sonra vasatin yizeyinde, tipik k{kiirt sarisi renginde kuvvetli bir
kiif gelismesi gorildii. 3 giin sonra ise, kina yegili veya &lkse otu yesili ren-
gindeki kiif tabakasi, petri kutularindaki gida vasati yizeyini tamamen
kapladi. Czapek’s vasatinda Aspergillus flavus Lk. igin verilen
tipik renk terohilr etmistir. Czapek’'s vasalinda iiretilmis Aspergillus
flavas Sekil: 6'da gdsterilmisiir.

Reizolasyon Denermesi :

16 adet sihhath cekirge alindi, bunlar daha Snce &lmils ve parazit man-
tar (Aspergillus flavus Lk.) gelismis oian 1 adet gekirge ile bir.
likte yetistirme kafesins kenduktan sonra ayr: bir yerde miisahadeye alin-
dilar. Deneme milddet] igerisinde, bakim ve beslenme igsine hususiyle itina
edilmistir.

Deneme baglangicindan itibaren, 6 gln sonra 1 cekirgenin &1diigi ve
5 cekirgenin de enfekte oldugu miisahade edildi. 9 glin sonra, 6 gekirgenin
0ldiigii ve 4 cekirgenin de enfekie oldugu tesbit edildi. 16 giin sonra ise,
denemeye alinan 10 adst ¢ekirgenin hepsinin 6lditkleri ve ayr: ayr petri
kutularinda miisahadeye alinan bu gekirgeler iizerinde de aym parazit man-
tarn  gelistigi tesbit edildi.
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Hastaltktan 6lme milsahade edildigi zaman halen 100 adet civarnda
ergin haldeki gekirge mevcudundan 27 adedi yetistirme kafeslerinde ve 10
adedi de deneme kafesinde olmak {izere 37 adet cekirge parazit mantar
tarafindan Oldiirilmiistiir.

Sekil : 6
Czepek’s vasatmda iiretilmis bulunan A. flavus’un
bir petri’'de goriiniisii.

OZET

Ankara, Zirai Micadele Enstitiisiiniin Cekirge Laboratuvarinda, Cekirge .

vetistirme kafeslerinde biyolojileri takip edilmekte olan muhtelif devredeki
Cil Cekirgelerinin {Schisfocerca gregaria Forsk) devaml ola-
rak Olduxleri milsahade edilmistir. Bunun iizerine, durumdan siiphe edile-
rek, hareket edemiyecek derecede hastah§l ilerlemis ve yeni &lmiils olan
cekirgeler laboratuvarda miisahade altina alinmistir. Her birisi ayri ayr:
steril patri kutularina alinan ¢ekxirgelerin, 1-2 glin icerisinde {izerlerinde
mantar kiifiniin gelistidl gdrilmiis ve mikroskop ile yapilan tetkikler so-
nunda, bu mantarin Aspergiillus flavus Lk oldugu teshit edil-
mistir.

Aspergillus cinsinin tir leshisinde, morfolojik tetkiklerde mik-
roskop ¢alismalarn yapilmistir, Czapek’'s vasatinda gdsterdikleri zarakteristik
koloni renkleri lizerindeki gahgmalar neticesinde, bu wvasaita Aspergillus
flavus Lk. tiirlin{i temsil eden tipik renk tezahUrii tesekkiil etmistir.

Bunlardan gayri, steril Seftalh usaresinde gelistirilen mantar bu vasatta
19 giin bekletildikten sonra, bu usareden bir miktari, tilbentien sitziderek
beherglas’a almmig, buna % 10 nisbetinde, suda eritilmis Demir Klorid
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damilatilmak suretiyle yapilan test'de Aspergilius flavus igin ka-
rakteristik olan koyu kan rengi reaksiyonu tesekkiil etmistir.
, Parazit mantarin, patojenitesini tekik etmek amaer ile; 10 adet
sthhatlh 6l Cekirges] iizerinde hastalik amili inkisaf etmis 1 adet cekirge
ile birlikte ayrm bir kafeste denemeye alinmistir,

Deneme baglangicindan 16 gin sonra, deneme kafesinde bulunan 10
adet ¢ekirgenin de ayni parazit manfar (Aspergillus flavus Lk.)
tarafindan 6ldirildilgii tesbit edilmistir.

SUMMARY

As we were following the biology of the various stages of the Desert
Loeust (Schistocerca gregaria Forsk) in the breeding cages in
the locust laboratory condition of the Plant Protection Imstitute of Ankara,
it has been .observed that locusts were continuously dying. Then we have
been put some sick and newly death locust under observation. Each locust
has been taken one by one in sterilized petri dishes. After 2472 hours a kind
of fungus has been appear on the body of the locust.

'When we searched this fungus umder microscope Aspergillus
flavus Lk has been established.

' To do determination the species of Aspergillus it has been done
some microscopic reaserch. According to the result of the study in the
Crzapek’s medium which has been shown characteristic colony colour, it
has been formed the typical colour which represent the species of Asper-
gillus flavus Lz

In addition to these, above mentioned fungus has been discoversd in
the: sterilize peach juice and guarded about 19 days, after then a little
amount of peach juice strained from a gauze and taken in a glass cup,
after then 14 % Iron chloride has been drop in this glass cup. According
to this test it has been appeard red colour which characteristic for Asper-
gillus flavus. In order to do an investigation pathogenity of parasite
fungus, 10 hezlty locusts and ome, fungus infected locust has been pul in
a cage. During in the 16 days all locust were death, and according to this
test it has been established that 10 locust died by the same parasite fungus
(Agpergillus flavits LK).
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