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OZET

Findik kurdu (Balaninus nucum L., Coleoptera, Curculionidae)
diinyada ve Tiirkiye'de findiga 6nemli Ol¢iide zarar veren bir bocektir.
Tiirkive'de her yil yaklasik %30-40 oraninda ekonomik zarar
olusturmaktadir. Findik kurduna kars: etkin bir biyolojik miicadele ajani
gelistirmek amaciyla diizenlenen bu calismada bu bdcegin biyolojisinin
aydinlatilmasi, mikrobiyal florasinin belirlenmesi ve ayrica, gerek yeni
izole edilen bakterilerin ve gerekse literatliirde mevcut olan biyolojik
materyallerin bdcek iizerindeki zararli etkilerinin arastirilmasi
amaclanmaktadir.

Bu amagla, 1995-1996 yillarinda Trabzon yd&resinden toplanan
ergin ve larvalar laboratuvarda incelenmistir. Bocegin biyolojik
ozellikleri, mikrobiyal floras: ve cesitli biyolojik materyallerin bu b6cege
kars1 olan insektisid etkileri test edilmistir.

Sonug olarak, digi ve erkek bocegin kanat uzunluklar: (10+0.8 mm
ve 9.5+0.3 mm), hortum uzunluklarnn (6+0.4 mm ve 3.8+0.2 mm),
cinsiyet orant (1/1), yumurta boyutlar1 (0.795+0.14 mm ve 0.525+0.11
mm), larval donemlere ait bag kapsiil genislikleri (512.5+15 pm, 800+8
pum, 1005+10 pgm ve 1295+6 um), ergin ve larva bagina diisen toplam
bakteri sayisi (1.41x1011 bakteri/ergin ve 1.8x10° bakteri/larva) tespit
edildi. Larvalardan izole edilen 5 bakteriyal izolatin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal karakterleri belirlendi. Bu 6zelliklerine gore
bakterilerin Bacillus sp., Escherichia sp., Micrococcus sp., Serratia sp. ve
Pseudomonas sp. cinslerine ait olduklart tespit edildi. Ayrica bu
izolatlardan olan Serratia sp.'nin B. nucum larvalan iizerinde 3 giinliik
siirede %100'liik bir 6liim meydana getirdigi belirlendi. Diger yandan
insektisidal etkileri test edilen bazi materyallerin findik kurdunu sldiiriicii
etkilere sahip olduklar1 bulundu. 3 giinliik siirede B. nucum iizerinde
tespit edilen insektisidal etkiler, LANPV %90 , BTS-1 %90, PHE4-ADR
%66, PHE4-AR %60, PHE4-AD %60, PHE4-A %56, AcNPV %60 ve
HD-1 %70'dir.

Anahtar Kelimeler: Findik Kurdu, Balaninus nucum,
Bakteriyal Flora, Biyolojik Kontrol
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SUMMARY

Investigation of Biology, Bacterial Flora and Biological
Control Agents of Hazelnut Beetle (Balaninus nucum L.)

Hazelnut beetle (Balaninus nucum L., Coleoptera, Curculionidae) is
the most effective damager of hazelnut fruits in all over the world and in
Turkey. It causes approximately 30-40% of economical damage per year in
Turkey. Investigation of the biology and microbial flora of larvae and
adults of B. nucum. were purposed in this study. Also, insecticidal
activities of bacteria isolated from B. nucum and various effective
biological agents recorded in the literature were tested against B. nucum.

For this purpose, we studied the larvae and adults collected from the
vicinity of Trabzon in laboratory in 1995-1996. The biological features
and bacterial flora of this insect were investigated. Also, insecticide effects
of various biological agents and isolated bacteria against hazelnut beetle
were tested.

As conclusion, we determined the lengths of forewing of adult female
and male (10+0.8 mm and 9.5+0.3 mm), the lengths of rostrum (6+0.4
mm and 3.8+0.2 mm), sexual index (1/1), dimensions of egg (0.795+0.14
x 0.525+0.11 mm), dimension of head capsule of each instars (512.5+15
pm, 8008 pm, 1005+10 pm and 1295+6 pm) and the numbers of total
bacteria in larvae (1.8x10°9 bacteria/larva) and adults (1.41x1011
bacteria/adult). The morphological, physiological and biochemical
characteristics of five isolated bacteria were also identified. According to
determined features, the identified isolates placed into the genera of
Bacillus sp., Escherichia sp., Micrococcus sp., Serratia sp. and
Pseudomonas sp. Among five bacterial isolates, it is determined that
Serratia sp. causes 100% mortality on B. nucum larvae. It is also found
that tested biological agents have mortality effects on B. nucum larvae.
The insecticidal effects determined on B. nucum within three days are
90% with LANPV and BTS-1, 66% with PHE4-ADR, 60% with PHE4-AR,
PHEA-AD, 56% with PHE4-A, 60% with AcNPV and 70% with HD-1.

Key words: Hazelnut Beetle, Balaninus nucum, Bacterial
Flora, Biological Control
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Findik (Corylus sp. L.) Betulaceae familyasi iginde yer alan c¢ali
formunda ¢ok yillik bir bitkidir. Meyvelerl nuks tipindedir. Bu cins
icinde 25'i bulan yabani tiirler Japonya'dan Kuzey Amerika'ya kadar
uzanan 1liman iklim kusagimi ve Kuzey yarim kiireyi kaplamaktadir (1).
Ancak kiiltiir formlarinin kaynagini olusturan en onemli tiirleri, Kuzey
Anadolu daglan ve Kuzey gecit bolgelerinde yogun olarak bulunmaktadir
(2).

Findik, iilkemiz icin en Onemli ihra¢ iiriinlerinden biridir.
Tiirkiye, diinya iizerinde en Onemli findik iireticisi ve ihracatgisy iilke
konumundadir. Diinya findik iiretiminin %70'ni, findik ihracatinin ise
%70-80'ini iilkemiz ger¢eklestirmektedir (3).

Findik kurdu (Balaninus nucum L.) Tiirkiye'nin findik yetistirilen
yorelerinde ve Ozellikle de Dogu Karadeniz Bolgesi'nde yaygin sekilde
bulunur. Kendine yasam yeri olarak orta ve yiiksek kesimlerde, orman
kiyis1 ya da dik yamacgh ve kuzey yonlii bahgeleri secen findik kurdu esas
zararini ekonomik bakimdan en 6nemli olan findik iiriinii ilizerinde
yapmaktadir (4).

Bilindigi gibi, giiniimiizde yapilan tarimsal ¢aligmalarda baglica
amac, dekara diisen iiriin miktarini1 artirmaktir. Insan niifusunun her yil
hizla arttifini1 gz Oniine alirsak, liretimin en azindan bu artig1 kargilamasi
gerekmektedir. Findik iireten iilkeler arasinda iiretim ve ihracat
bakimindan 6n siralarda yer almamiza ragmen, birim alandan alinan iiriin
bakimindan diger iilkelerden geride bulunmaktayiz. Bu durumun en
onemli sebeplerinden biri findik bitkisinin ¢ok sayida zararlisinin olmasi
ve bu zararlilarla gerektigi gibi miicadele edilemeyisidir. Bu zararlilarin
en Onemlisi de findik kurdu (Balaninus nucum)'dur. Bu konuyla ilgili
olarak literatiirde sadece findik kurdunun zarari ve biyolojisi ile ilgili
calismalara rastlanilmigtir. Ulkemizde ilk olarak findik kurdunun
biyolojisi Ural (4) tarafindan arastirilmustir. Ancak, yapilan bu ¢aligmada
bdcegin gesitli biyolojik donemlerine ait bazi bilgiler mevcut degildir.
Ornegin; yumurta boyutlari, yumurtamin fotografi, ergin bocekleri



ayirmadaki en 6nemli faktor olan hortum uzunluklari, kanat uzunluklar,
larval donemleri belirlemede kullanilan bag kapsiil genislikleri, v.s.
Diinyada findik kurdu ile ilgili ¢alismalar daha eskilere dayanmaktadir.
Fransa'da 1949 yilinda Martin (5), B. nucum lizerine cesitli aragtirmalar
yapmugtir. Bu aragtirmada sicaklik ve nem gibi fiziksel faktérlerin B.
nucum larvalan iizerindeki etkilerine bakilmis ve DDT ile yapilan
ilaclama zamanlar1 hakkinda cesitli tespitler gergeklestirilmigtir. Daha
sonraki yillarda 6zellikle 1987 ve sonrasinda Barrios ve arkadaglari (6)
B. nucum'a karsi cesitli kimyasallarin etkilerini arastirmiglardir.
Ozellikle acephate (%75), promecarb (%50) ve mecarbam (%50)'in
biiyiik oranda etkili oldugunu bulmusglardir. Maesu ve arkadaglart (7)
benzer bir caligmay1 1988'de yapmuslardir. Rusya'da yine ayni yil
Tabamaishvili (8) findik kurdunun kontrolii iizerine bir aragtirma
gerceklestirmigtir. Bu aragtirmada, o bdlgede %70 zarar olugturan B.
nucum lizerinde denenen DPVP (dichlorvos)'nin %50, actellic
(pirimiphos-methyl)'in %50 ve phosalone'nin ise %35 &lim meydana
getirdi8i tespit edilmistir. Polonya'da yapilan bir aragtirmada findigin
findik kurduna karg1 direncliligi ile ilgili ¢esitli tespitler yapilmgtir (9).
Aragtirmada 10-19 yas arasindaki findik agacglarinda yapilan
incelemelerde findik kurduna kars1 direngli 6 grup tespit edilmistir.

Su ana kadar yapilan ¢aligmalardan da anlasildig: gibi ¢aligmalarin
cogunlukla kimyasal miicadele ile ilgili oldugu B. nucum'un bakteriyal
florasi ve ona karg1 kullanilabilecek bir biyolojik ajamin aragtiriimasina
yonelik hicbir ¢alismanin bulunmadigi belirlenmigtir.

Eski yillara oranla giiniimiizde yogunlugu 6nemli Slgiide azalmis
olan findik kurdu, halen findigin ana zararlisidir. Bilindigi gibi, tiim
bitki zararlilarina karg1 oldugu gibi findik kurduna karsida miicadele,
kimyasallarla yapilmaktadir. Kullanilan kimyasallarin sadece zararl:
boceklere degil, ayn1 zamanda zararsiz hatta faydali bécekleri ve diger
canlilar1 da etkiledigi herkes tarafindan ¢ok iyi bilinmektedir.
Insektisidlerin etkiledigi canli gruplarini kisaca bitkiler, hayvanlar ve
insanlar olarak gruplandirmak miimkiindiir. Kimyasallarin tiim kotii
etkileri goz Oniine alindifinda biyolojik miicadele bir kurtulug yolu
olarak goriilmektedir.

Zararli bir tiir ile biyolojik miicadele yapilabilmenin Gnemli
basamaklarindan biri zararli bocegin biyolojisinin ¢ok iyi bilinmesidir.
Uygulanacak olan biyolojik materyalin hangi donemlerde ve nasil



verilmesi gerektiginin belirlenmesi i¢in bu olduk¢a Snemlidir. Ikinci
basamak ise biyolojik miicadelede kullanilacak ajanin tespit edilmesidir.
Boyle bir ajani tespit edebilmek ig¢in mevcut biyolojik ajanlarin
insektisidal etkilerinin test edilmesi ve zararli bocekte muhtemel hastalik
olusturabilen yeni bir patojenin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu bilgiler 1s18inda caligmadaki amacimiz, iilkemiz ekonomisinde
biiyiikk bir yere sahip olan findik {iriinii iizerinde ¢ok biiyiik zarar
olusturan findik kurdu (Balaninus nucum)'nun zarari1 ve biyolojisi ile
ilgili bilgileri tam olarak elde edebilmek, bakteriyal florasini belirlemek,
floranin kantitatif analizini yapmak ve zararliya karsi biyolojik
miicadelede kullanilabilecek ajanlari aragtirmaktir. B. nucum'un
bakteriyal florasinin belirlenmesi ve bir biyolojik ajanin tespit
edilmesiyle bu konudaki literatiir bilgilerine yeni katkilar saglanacaktir.

1.2. Findik ve Ulke Ekonomimizdeki Yeri

Findik iilkemizin cesitli y6relerinde ve 6zellikle Dogu Karadeniz
Bolgesi'nde yaygin olarak yetigtirilen bir tiriindiir. 1990 yili rakamlarina
gore iilkemizde halen toplam 282.288.105 adet findik ocag
bulunmaktadir (10). Buna kargilik yillik iiretim 375.000 ton
diizeyindedir. Yaklagik 450.000 aile bu tarimla ugragmaktadir. Diinya
findik iiretiminde ve ihracatinda 6nemli bir yeri bulunan Tiirkiye'nin bir
diger 6nemli avantaji da findik yetigtiren iilkeler i¢cinde en erken hasat
yapan iilke olmasidir. 1978-1987 yillan arasinda diinya findik iiretiminin
yaklagik %69'unu Tiirkiye karsilamigtir. Findik tarimi cumhuriyetimizin
50. yilma kadar, Tiirkiye'nin doviz gelirlerinin ortalama 1/6'n1 saglarmug
ve bugiin de, 500 milyon dolar sinirini zorlamakta ve tiim ihrag
lirlinlerimiz arasinda 6. sirada yer almaktadir. Karadeniz bolgesinde
yaklagik 1.5 milyon insan bu tarimla gegimini saglamaktadir. Findigin
bolge'ye getirdigi yillik gelirin parasal kargiligi, 1986 yili iiriin ve
fiyatlariyla 300 milyon dolan agmaktadir.



1.3. Findik Zararhlar

Bugiine kadar tespit edilmig olan 15 adet findik zararlist mevcuttur
(11). Bu zararlilar Cizelge 1'de gosterilmistir.

Cizelge 1. Tespit edilmis findik zararlilart ve ait olduklarn
gruplar

Zararlilar Gruplar

Findik kozalak akari  (Eriophyes avellanae NL.)  Acarina

Findik kurdu (Balaninus nucum L.) Coleoptera
Mayis bocegi (Melolontha melolontha 1..)  Coleoptera
Dalkiran (Xyleborus dispar Fabr.) Coleoptera
Kizilagag bocegi (Agelastica alni L.) Coleoptera
Uckurutan (Obera lincaris 1.) Coleoptera
Findik yaprak deleni  (Anoplus roboris Suft.) Coleoptera
Findik gal sinegi (Mikomyia coryli Kieffer.) Diptera

Findik kokarcasi (Palamena prasina 1..) Hemiptera

Kahverengi kosniller  (Parthenobcanium corni Bouche)
(Parthenobcanium rufulum Ckell.)

Homoptera
Findik virgiil kab. biti (Lepidosaphes ulmi 1..) Homoptera
Findik yaprak biti (Mizocallis coryli G.) Homoptera
Findik filiz giivesi (Gypsonoma dealbana Frohl.) Lepidoptera
Kir tirtila (Lymantria dispar 1..) Lepidoptera

Amerikan beyaz kele. (Hyphantria cunea Drury.)  Lepidoptera

1.4. Zararhh Boceklerin Ekonomik Etkileri

Kiiciik yaratiklar olmalarina rafmen, iireme enerjileri fevkalade
biiyiik olan bocekler, insan ekonomi ve yasantisina girmig hayvanlar
aleminin sayica en zengin ve Onemli varliklarindan biridir. Béceklerin
ekonomik etkileri bitkiler, depolanmig mamiiller, insanlar ve hayvanlar
lizerinde olmak iizere farkl: sekillerde olur.

Boceklerin bitkiler iizerindeki etkileri cesitli yollarla meydana
gelmektedir. Bocekler besinlerini c¢esitli gekillerde alirlar. Bunun en
basit, fakat 6nemli olam, bitkinin dig ve i¢ kissmlarini yani meyva,



siirgiin, yaprak, dal, kok ve odun kistmlarini yemek seklinde olanidir.
Bitkiler incelenecek olursa bdcek zarari sonucu olusan bircok belirtiye
rastlamak miimkiindiir. Ornegin; renk degisikligi, baz1 kisimlarin
yenmesi, dokularda galeri, gal ve siskinliklerin olmasi, re¢ine sizintilar
v.s. Bitkilerde meydana gelen bu zararlar, onlarin meyva hasilatinin
azalmasina, gelisememesine, deforme olmasina ve nihayet Glmelerine
sebep olur.

Yapilan aragtirmalar tannm ve hayvancilikta en zararli hayvanlar
olan boceklerin, bitkilerde yillik iiriiniin %10'u gibi biiyiik bir oranda
zarar olusturduklarim1 ortaya koymaktadir. Bu oran tropik bolgelerde
%20'yve yiikselmektedir. Ornek olarak, 1960'l1 yillarda Asya ve Afrika'da
Sudan c¢ekirgesi olarak bilinen Schistocerca gregaria ile Locusta
migratoria gosterilebilir (12). Bu cekirgeler, bir km2'ye 120.000.000
(200 ton) adet diisecek sekilde, gog¢ yollart iizerinde 100'lerce km2'lik
alanda bitki Ortiisiiniin yenebilecek tiim kisimlarini yemiglerdir. 1916
yilinda iilkemizde cekirgelerin, bilhassa, Fas cekirgesi (Dociostaurus
maroccanus)'nin Bat1 Anadolu'da yaptig1 tahribat neticesinde 200.000 ton
hububat ve 15.000 ton bakliyat yok olmugtur (13). Zarar o zamanki
sartlarda 100 milyon mark olarak hesaplanmustir.

Boceklerin yalniz ziraat iiriinlerinde her yil yaptiklari zarar
Ingiltere'de 30, Kanada'da 25 ve Avustralya'da 20 milyon Sterlin olarak
hesaplanmistir (13).

Bdoceklerin bitkilerde yaptiklari ¢ok 6nemli bir zarar da, bitkilerin
hastalanmalarina sebep olmalandir. Bugiin hemen hemen 200'den fazla
hastaligin bocekler tarafindan nakledildigi bilinmektedir (13).

1.5. Findik Zararlilar1 ve Ekonomik Etkileri

Findik Kurdu: Beslenme ve yumurta birakma yolu ile meyvelerde
zararli olan findik kurdu findigin meyve kabugunu hortumunun ucunda
bulunan digleriyle kemirerek deler ve bocek kabuk icinde yumusak etli
kisimla beslenir. Bir bocek beslenme yolu ile yaklagik 80 meyveye, bir
disi bocekte yumurta birakmak yolu ile yaklasik 40 meyveye zarar verir.
Buradan bir ¢ift erginin ortalama 200 meyveye zarar verdigi anlagilir.
Basit bir hesapla 200 dane findifin yaklasik 0.5 kg oldugu kabul
edildiginde, zararin boyutlar1 daha iyi anlagilabilir. 25 ocaktan meydana
gelen yaklagik 0.5 dekarlik bir alandan 10 ¢ift boctk bulunabilecegi



dikkate alimirsa, bu sayidaki bocegin 2000 adet findik danesine zarar
verdigi, yani bununda yaklagik 5 kg findik ettigi, bu durumunda biiyiik
bir ekonomik kayiba yol actigt goriilmektedir (11, 13, 14).

Findik Kozalak Akari: Saglam siirgiin ve meyva gozlerine girerek
onlarin siskinlegip kozalak seklini almalarina sebep olur. En ¢ok siirgiin
ucundan kozalak olugur. Az oranda erkek organlar da zarar goriirler.
Genel olarak ii¢ siirgiinden biri meyve siirgiiniidiir. Siirgiin ya da meyve
verecek bu gdzlerin zarar gormesiyle bitkide gelisme engellenir ve verim
azalir. Dogrudan verimi etkilemesi nedeniyle, ekonomik olarak findigin
en onemli zararlilarindan biridir (11, 13, 14).

Findik Filiz Giivesi Larvalarin yaprak, piis ve gozlerdeki
zararindan bagka, 6zellikle yeni siirgiinlerin 6ziine girerek yaptigi
kurumalar bazi yillarda ¢ok 6nemli boyutlara ulagmustir (11, 13, 14).

Kahverengi Kosniller: Yaprak ve siirgiinlerde 6z suyu emerek
zarar verirler. Zarar sonucu bitki zayiflar, verim diiser ve bitkilerde
kurumalar goriiliir (11, 13, 14).

Mayis Bocegi: Dogu Karadeniz Bolgesi'nde yaygin olarak bulunan
bScegin erginleri yaprak ve ciceklerde, larvalari ise sagak ve kalin
koklerde zararli olurlar. Bir ¢ok bah¢cede Snemli derecede kurumalara
neden olan bdcegin zaran bazi yerlerde %50'lere ulagir (11, 13, 14).

Virgiil Kabuklu Biti: Ergin ve larvalar bitkinin 6z suyunu emerek
zayiflamasina, verimin azalmasina ve yogun bulagmalarda findik dal ve
ocaklarinin kurumalarina neden olurlar (11, 13, 14).

Dalkiran: Dogu Karadeniz Bolgesi findik bahgelerinde yaygin
olarak bulunur. Ergin disiler, findik dallarinda galeriler agarak dallarda
zayiflamaya, kirtimaya ve kurumalara neden olurlar. Ozellikle bakimsiz
bahgelerde ¢ok 6nemli zarar olugtururlar (11, 13, 14).

Kir Tiltlr Findik bahgelerinde az zarar olusturur. Daha ¢ok
meyve ve orman agaclarinda zararli olurlar. Ancak salginlan sirasinda
findik yapraklarini yiyerek onemli zararlar olusturdugu bilinir (11, 13,
14).

Findik Kokarcasr: Erginler ve nimfler meyvelerde emme yaparlar.
Boylece sar1 karamuk, burugsuk ve sekilsiz i¢, lekeli i¢ seklinde zarar
olustururlar (11, 13, 14).

Kizilagac Bocegi: Larvalar ve erginler yaprakta zarar olustururlar.
'Ekonomik acgidan zararlari fazla 6nemli degildir (11, 13, 14).




Gal Sinegi: Cok yogun olarak bulundugu zaman zarar1 6nemli
diizeylere ulagir. Larvalar, yaprakta damarlar boyunca, meyvede ise
zuluf iizerinde galler olusturur (11, 13, 14).

Uckurutan: Larvalar findik siirgiinlerinin icinde galeriler acarak
kurumalara neden olurlar. Findik disinda ceviz, giirgen, kizilagag ve
karaagacta da zararl olurlar (11, 13, 14).

Yaprak Delen: Ozellikle tomurcuklarla beslenirler. Yumurta
koydugu damarlar kurur ve kinilir. Larvalar da galeri acarak biiyiik
zarara sebep olurlar (11, 13, 14).

Yaprak Biti: Tomurcuk ve yapraklarda emme yaparlar. Geligen
yapraklarin emilen kisimlan yirtilarak delikler olusur (11, 13, 14).

Amerikan Beyaz Kelebegi: Larvalar yaprag: hafifce kivirarak ince
ag ipleriyle kapatirlar. Sonra diger yapraklar aglarla birlestirerek
topluca beslenirler. Ozellikle yapragin alt ve iist epidermisini yerler ve
yapragin sadece damarlar1 kalir. Agaglarda tiim yapraklar1 ve meyveleri
yiyerek cok biiyiik ekonomik zarar olugtururlar (11, 13, 14).

1.6. Zararh Bocekler ile Miicadele

Zararlilar ile miicadele, ¢cogu kitle iiremesi yapan veya yapma
yeteneginde olan bécek populasyonlarinin sayisinin artmasini engellemek
icin gergeklestirilen miicadele olarak tanimlanabilir. Zararlilar ile
miicadele cesitli sekillerde olmaktadir.

Dogal Miicadele (Cevre Direnci): Insan oglunun herhangi bir
yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bécek populasyonlarinin kontrol
altinda tutulmasi olayidir. Cevre direncinin bir sonucu olarak boceklerin
onemli bir kismu ya ¢cogalmadan ya da ¢ogaldiktan sonra &liir (15, 16).

Yasal Miicadele: Yasal yollardan yararlanilarak zararlilarin
yayilmalarini 6nlemektir. Ornegin, karantina, ambargo, muayene veya
sertifika uygulamak gibi (15, 16).

Mekanik Miicadele: Bocekleri toplamak, pusuya diigiirmek, yem
tuzaklart kurmak, feromonlar1 kullanmak, tuzak odunlar hazirlamak
veya gida degistirimi yapmak suretiyle ger¢eklestirilir (15, 16).

Fiziksel Miicadele: Boceklerin yakilmasi, sicaktan ve nemden
yararlanilarak bdceklerin oOldiiriilmesi, elektrik veya radyoaktivite
kullanarak boceklerin kisirlagtirilmasi iglemlerini icerir (15, 16).




Kiiltiirel Miicadele: Toprak bakimi, islenmesi ve giibrelenmesi,
yabanci ot ve artiklarin temizlenmesi ve bitki nébetlegmesi gibi toprakla
ilgili yapilmasi gereken igleri kapsar (15, 16).

Kimyasal Miicadele: Bilindigi gibi, 100'lerce sentetik organik toz
(kuru) veya sulu halde pestisidlerin kullanilmasi suretiyle yapilan
miicadeledir (15, 16).

Biyolojik Miicadele: Bocek populasyonlarini dolayisiyla bocek
zararinl azaltmak i¢in canli organizmalardan yararlanilarak yapilan
miicadele biyolojik miicadele olarak bilinmektedir (15, 16).

1.7. Findik Zararlilar1 ile Miicadele Yontemleri

Miicadelenin esas amaci meyvelerin zararlilardan korunmasidir.
Cogu zararlilara kars1 oldugu gibi findik zararlilarina kargida esas olarak
kimyasal miicadele yapilmaktadir (17). Findik zararlilarina kars:
kullamlan bazi kimyasallar Cizelge 2'de gosterilmektedir.



Cizelge 2. Findik zararlilarina karg: kullanilan gesitli

kimyasallara ait bazi 6rnekler

Etkili Madde Formulasyonu  Dozu
Adi ve Orani Dekara
Diazinon 200 g/l EC 300 ml
Azinphos methyl 200 g/1 EC 300 ml
Malathion 200 g/l EC 700 ml
Triflumuron % 25 WP 60 g
Omethoate 500 g/l SL 150 ml
Carbaryl % 85 WP 150 g
Endosiilfan 360 g/l EC 300 ml
Methiocarb % 2 Toz 3kg
Promecarb % 50 WP 100-150 gr
Chlorpyrifos % 25 WP 15¢g
Dioxacarb % 50 WP 100 g
Carbosulfan 250 g/l EC 125 ml

EC: Suda homojen dagilan siv1 formiilasyonlar,

WP: Islanabilir toz formiilasyonlar,

SL: Suda ¢oziinen konsantre formiilasyonlar

1.7.1. Findik Kurdu ile Yapilan Kimyasal Miicadele

Ozellikle findik kurdu icin yapilan kimyasal miicadele 6ncesi bir
Onsayim yapilmasi gerekir (18). Bunun i¢in 3x3.5 m'lik beyaz bir &rtii
en uygunudur. Sayimda 10-30 ocakta darbe yapilmalidir. Sakin yagissiz
giinlerde sabah erken ve aksam lizeri yapilmasi daha uygun olan sayimda
10 ocaktan 2'den fazla ergin diiserse ilaglama yapilmasi gerekir. Ilaclama
bahgelerdeki hakim cesidin meyveleri 3-4 mm irilige geldigi zaman
(yaklagik Nisan sonunda) yapilmalidir. {laglamadan sonra 7-10 giin icinde
bir kontrol sayimi daha yapilmalidir. Eger ayni sayida bécek diiserse

tekrar ilaclama yapilmalidir.
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Cizelge 3. Findik kurduna kars: kullanilan kimyasallar

Etkili Madde Formulasyonu  Dozu
Adi ve Oranm Dekara
Chlorpyrifos ethyl % 2 Toz 70 g
Carbaryl % 85 WP 150 g
Carbaryl % 5 Toz 3 kg
Methiocarb % 2 Toz 3kg
Methiocarb % 50 WP 150 g
Dioxacarbe % 50 WP 100 g
Dioxacarbe % 3 Toz 3 kg
Promecarb % 50 WP 100-150 gr
Promecarb % 5 Toz 3kg
Furathiocarb % 5 EC 100 ml
Carbosulfan 250 g/l EC 125 ml
Carbosulfan 480 g/ EC 60 ml
Carbosulfan % 2 Toz 3 kg

EC: Suda homojen dagilan sivi formiilasyonlar,
WP: Islanabilir toz formiilasyonlar

1.8. Kimyasal Miicadele Yonteminin Ekonomik ve
Cevresel KEtkileri

1.8.1. Bitkiler Uzerine Olan Etkileri

Insektisidler genellikle bitkilerin yaprak ve yeni siirgiinlerinde
yanma denilen bir takim lekeler ile renk degisimlerinin meydana
gelmesine ve kurumalarina yol ag¢maktadirlar. Bazen kullanilan
insektisidlerden biri bitkiler iizerinde zararli olmazken iki preparat aym
anda uygulandiginda ¢ok tehlikeli olabilmektedir. Ozellikle dinitro
bilegikleri ile yapilan ilaclamalarda bitkiler ¢ok etkilenmektedirler (19).
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1.8.2. Hayvanlar ve Insanlar Uzerine Olan Etkileri

Kullanmilan insektisidler belirli dozlarda hayvanlar ve insanlar
lizerinde zararli etkiler yaparlar. Tehlikeye en ¢ok maruz kalan kisiler
ilac1 kullanan veya bu isle mesgul olan kisilerdir. [la¢ uygulanan alanda
kisa bir siire sonra hayvan otlatilirsa, zehir hayvanin biinyesine tasinir.
Ayrica arazideki ila¢ hemen pesi sira yagan bir yagmurla derelere ve
oradanda denizlere taginir. Burada baliklarin yapisina giren kimyasallar
beslenme yolu ile insanlara kadar ulasir. Onemli diger bir konuda ilacl
meyve ve sebzelerin ¢ok 1yi temizlenmeden yenmemesidir.

Insanlar ve hayvanlar iizerinde en etkili bilegikler, bagta arsenik
olmak iizere fosfor asidi ester preparatlari, DDT ve toxaphen gibi klorlu
hidrokarbonlardir. Bu bilegikler 6zellikle insanda, beyin, karaciger,
bobrek ve yag dokusunda birikerek 6nemli hasarlara yol acar (16).

1.8.3. Kimyasallarin Neden Oldugu Biyolojik Birikim

Bazi Kkirleticilerin hava, su ve toprakta diigilk miktarlarda
bulunsalar bile, besin zincirlerinin birbirini izleyen halkalarindaki
tiiketicilerde giderek artan yogunluklarda bulunmasi olayina "biyolojik
birikim" denir.

Biyolojik olarak biriktirilen maddelerin baslicalari, DDT ve
polikloriirlii bifeniller gibi sentetik organik kimyasallar, bazi1 radyoaktif
maddeler ve bazi agir metallerdir. DDT ve tiirevleri olan klorlu
hidrokarbonlar cinsinden tarim ilaglarinin 6nemi ekosistemlerde ¢ok uzun
slire kalma ve yayilabilme 6zelliklerinden gelir.

Biyolojik birikimin etkilerinin degigik organizmalarda ve
durumlarda farkli bicimlerde ortaya ¢ikt1§1 anlagilmaktadir. Bu tiir
maddelerin insan dokularinda da biriktigi gozlenmekte, bu da insan
sagli1 acisindan kugku yaratmaktadir. Ornegin, yapilan galigmalarla
yiiksek polikloriirlii bifenil oranlan ile karaciger kanseri arasinda iligki
oldugu tespit edilmigtir (20). Aym gekilde findik kurdu i¢in arazilere
uygulanan ilaclarin hepsinin iceriginde DDT ve tiirevleri mevcuttur. Bu
maddelerin findik bahgelerinde ¢ok yaygin gekilde kullanildigi géz oniine
alinirsa nasil bir tehlikeyle karsi karsiya kalindii daha iyi anlagilmug
olur.



12

1.9. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadelede ilk kayitlar, M. S. 900-1200 yillan arasinda
rapor edilmigtir (21). Gecgmisi ¢ok eskilere dayanan miicadele de ilk
olarak amfibiler, kuglar ve memeliler kullamlmugtir. Son yillarda ise bu
canlilarin yerini 6zellikle nematodlar, bakteriler ve viriisler almistir.

Zararli bdceklerle miicadele amaciyla kullanilan organizmalar
biiyiik cesitlilik gosterir. Bunlar; nematodlar, oriimcekler, akarlar,
hidralar, planaria'lar, baliklar, amfibiler, kuslar, memeliler, funguslar,
protozoalar, bakteriler ve viriislerdir (15, 16, 21, 22, 23).

Kullanilan organizmalara 6rmek vermek gerekirse, nematodlardan
glinlimiizde halen daha Neoplectana corpocapsae nematodu ile
Achromobacter nematophilus bakterisinden hazirlanan preparat Biotrol
adi altinda ticari olarak iiretilip Chilo sp., Sesamia sp. (Lepidoptera) ve
patates bocegine (Leptinotarsa decemliniata) karsi kullamilmaktadir (16).
Akarlar dan ozellikle Phytoseiulus persimilis, Avrupa iilkeleri, ABD ve
Rusya'da seralarda kirmiz: Sriimceklere kars: etkili sonu¢ vermektedir
(22). Baliklardan Gambusia affinis sivrisinek larvalarina karsi, Bufo
marinus'da seker kamus1 zararlis1 Strategus sp'ye karsi kullanilmaktadir.
Kuglardan 6zellikle si8ircik, leylek, agackakan ve iskete'den
yararlanilmaktadir. Memelilerden kirpi, yarasa, porsuk ve kostebek gibi
hayvanlardan faydalanilmaktadir. Bakterilerden o6zellikle Bacillus
thuringiensis ve B. papilliae kullanilmaktadir. B. thuringiensis daha gok
zararl1 lepidopter larvalarina karsi kullanilmakla birlikte, son yillarda
cesitli suglarin farkli bécek gruplan iizerinde etkili olduklari bulunmugtur
(23). Mantarlardan 6zellikle Boverin ticari adiyla iiretilen Beauveria
bassiana, lepidopter ve coleopterlere karsi etkilidir. Viriislerden ticari
olarak hazirlanan preparatlar ozellikle lepidopter ve hymenopterlere
karg1 uygulanmaktadir. Viriislerin son yillarda coleopterlere de etkili
olduklar1 bulunmustur (15, 16).

1.9.1. Tiirkiye'de ve Diinyada Etkili ve Giincel Olarak
Kullanilan Biyolojik Miicadele Ornekleri

Tiirkiye'de su anda biyolojik miicadele ajani olarak kullanilan en
onemli ve giincel 6rnek Bacillus thuringiensis'dir.  Ozellikle bu
bakteriden hazirlanan preparatlar bag, meyve ve narenciye zararlilarina
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karsi kullanilmaktadir ve bir ¢cok firma B. thuringiensis igeren ¢ok cesitli
ilaglar gelistirmigtir. B. thuringiensis'in kullanildig1 zararlilar Cizelge
4'de 6zetlenmektedir (17).

Cizelge 4. Tiirkiye'de B. thuringiensis'in uygulandigi zararlilar

Zararlilar Gruplar
Lahana yaprak giivesi (Plutella xylostella 1..) Lepidoptera
Alun kelebek (Euproctis chrysorrhoae L.) Lepidoptera
Salkim giivesi (Lobesia botrana Schiff.) Lepidoptera
Amerikan beyaz kele. (Hyphantria cunea Drury) Lepidoptera
Elma ag kurdu (Yponomeuta malinellus Zell.)Lepidoptera
Yiiziik kelebegi (Malacosoma neustria L.) Lepidoptera
Harnup giivesi (Ectomyelois ceratonia Zell.) Lepidoptera
Kir tirtili (Lymantria dispar L.) Lepidoptera
Limon ¢icek giivesi (Prays citriiMill.) Lepidoptera

Diinyadaki uygulamalarda ise B. thuringiensis ve B. papilliae
bakterileri kullanilmaktadir. Son yillarda lepidopter ve dipterler
iizerinde etkili olan B. thuringiensis'in coleopterler iizerinde de etkili
oldugu bulunmugtur. Ozellikle B. thuringiensis var. israelensis sivrisinek
ve karasinek, B. thuringiensis var. sphaericus sivrisinek, B. thuringiensis
var. sandiago patates bdcegi larvalarnna karsi kullamlmaktadir (15, 16).

Bakteriler disinda giincel olarak o6zellikle viriislerde
kullanilmaktadir. Son yillardaki ¢aligmalar ile daha ¢ok lepidoptera ve
hymenoptera gruplan iizerinde etkili olan viriislerin coleoptera grubu
lizerinde de etkili oldugu bulunmugtur. Bocek kontrolii i¢in kullanilan
virlisler Baculoviridae, Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae,
Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthamyxoviridae ve Iridoviridae
familyalarina aittir (24). Bunlardan Baculoviridae familyas: iiyeleri
sadece arthropodlarda enfeksiyon olugturmalarindan dolayi, omurgalilar
ve diger gruplarda enfeksiyon olugturanlara oranla daha avantajlidir
(24). Viriisler, bdcek ve akarlarin toplam 400'e yakin tiiriinden izole
edilmiglerdir. Son yillarda bazi bocek viriisleri bitkiler ve orman
zararhilarina kargl miicadelede kullanilmaktadir. Amerika Birlesik
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Devletleri'nde en az 3 tiir baculovirus arazide kullanilmak iizere ticari
olarak iiretilmektedir (15). Uretilen tiim viriislerin teshisi, aktivitesi,
memelilere kargi toksisitesi ve patojenitesi aragtirilmaktadir. Cizelge 5'de
kullanilan baculovirus ornekleri goriilmektedir.

Cizelge 5. Cesitli baculoviriislerin etkili oldugu konaklar ve
kullanim bolgeleri

Konukc¢u Uygulama Alam Viriis Gruplan

Coleoptera

Scarabaeidae

Oryctes rhinoceros

(Hindistan ceviz agac1 boc.) Pasifik Nuklear
Polyhedrosis Viriis
(NPV)

Hymenoptera

Diprionidae

Gilpinia hercyniae.

(Avrupa ladini testere arisi) Avrupa, NPV

Kuzey Amerika

Lepidoptera

Tortricidae

Argyrotaenia velutinana Kuzey Amerika Granulosis Viriis
(GV)

Choristoneura fumiferana " NPV, GV,
Sitoplazmik Viriis
(CPV)

Heliothis zea

(Amerikan yesil kurdu) Kuzey ve Giiney NPV

Amerika
Phthorimaea operculella Pasifik, Kuzey GV
(Patates kurdu) Amerika

Boceklere kargi miicadele de diger bir Onemli nokta ise
rekombinant DNA teknolojisi tekniklerini kullanarak cesitli genlerin
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bitkilere aktariimasi olayidir ki boyle bitkiler "transgenik bitkiler' olarak
adlandirilir.

Bu teknoloji ile elde edilmig bazi bitkiler Cizelge 6'da
gosterilmektedir (15).

Cizelge 6. B. thuringiensis'in bazi genlerinin aktarilmasi ile elde
edilmig transgenik bitkiler

Aktarilan

Genler Bitki Kontrol Edilen Bocekler

crylA (b) Tiitiin Manduca sexta

crylA (a) Tiitiin Heliothis virescens

crylA (c) Domates  Keiferia lycopersicella
Heliothis zea

crylA (b) Pamuk Trichoplusia ni

crylA (c) Pamuk Spodoptera exigua

crylA (b) Patates Phtorimaea operculella

cryllIA Patates Leptinotarsa decemlineata

1.10. Biceklerde Rastlanilan Hastahk Olusturabilen
Ajanlar

Her gecen giin kimyasallarin  kotii etkilerinin daha iyi
anlagilmasiyla birlikte bir biyolojik ajan tespit edebilmek i¢in yapilan
arastirmalarin bocek patojenlerinin belirlenmesi iizerinde oldukca
yogunluk kazandig: goriiliir.

Boceklerde muhtemelen bulunabilen ajanlar sunlardir:

Viriisler: Viriislerin mevcudiyetinde hiicrelerdeki bozulma ve
parcalanma cok net olarak goriiliir, 6zelliklede hipodermis tabakasinda
kristal benzeri viriis inkliizyon yapilar1 bdcegin viicut sivisinda
mevcuttur. Polyhedra olarak bilinen polihedral inkliizyonlar, 0.5-1.5 ym
boyundadirlar. Oval inkliizyonlar ise graniil olarak adlandinlir ve
yaklagik 0.5 pm g¢apindadirlir. Ozellikle malpigi tiipiindeki organik
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olmayan kristallerin polyhedralarla olan benzerligine her zaman dikkat
edilmelidir. Polyhedralar1 gérebilmek i¢in esas olarak trakeal matriks,
hemositler ve hipodermisin incelenmesi gerekir (25). 1983'de Mitchell
ve arkadaglar1 (26) kiiciikk misir sap1 kurdundan (Elasmopalpus
lignosellus) bir Entomopoxviriis izole etmisler ve bu viriisiin
karakterizasyonunu yapmuslardir. 1989'da Triggiani (27 ortrix
viridana L. populasyonundan bir nuclear polyhedrozis viriis teghisi
gerceklestirmistir. 1994'de Vargas-Osuna ve ark. (28) Ocnogyna
baetica'dan yeni bir baculoviriis izole etmis ve tanimlamiglardir. 1995'de
Liao ve ark. (29) Culicoides oxystoma'dan bir akabane viriis izolasyonu
ve karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bunlara ilave olarak su ana
kadar pek cok bdcek viriisii izole edilmigtir (15, 16, 24).

Riketsialar: Kiiciik, sik sik polimorfizim gosteren yaklasik 0.5 pm
capli cubuk geklinde mikroorganizmalardir. Bd&ceklerin viicut sivisinda
bulunurlar (25).

Bakteriler: Boceklerde bulunan en karigik patojen gruplarindandir.
Bakteriler bocegin normal florasinda bulunur, bazilarida boceklerde
cesitli hastaliklara sebep olurlar. Ozellikle spor olusturan bakteri
infeksiyonlar1 bocekler i¢in oldiiriiciidiir (25). 1972'de Lipa ve Wiland
(30) birkac Lepidoptera larvasindan 11 tiir bakteri (Alcaligenes recti,
Bacillus thuringiensis, Brevibacterium maris, Aerobacter cloaceae,
Aerobacter sp., Escherichia coli, Escherichia freundii, Escherichia sp.,
Serratia marcescens, Micrococcus luteus ve Pseudomonas flourescens)
izolasyonu ve karakterizasyonu yapmuslardir.

Mantarlar: Kisa ve uzun hifler halinde hemolenf icinde
goriilebilirler. Enfeksiyonda hifler zamanla kiitikiilay1 saracagindan
tespiti diger gruplara gore daha kolay olmaktadir (25). 1971 yilinda
Agrotis c-nigrum L., A. exclamationis L. ve A. segetum Schiff. 'dan 7
tiir mantar izole ve karakterize edilmistir (31).

Protozoalar: Mikroskop altinda tiikriik bezi, bagirsak epiteli ve
diger organlarda kiiciik veya biiyiik siyah noktalar halinde goriiliirler.
Amoeba ve gregarinlerin vejetatif safhalar1 bagirsak ve dokularda
incelenip goriilebilir. mikrosporlarin boyu birbirinden oldukca farklilik
gosterir.  Omegin; 3-6 ym, 10-20 pm, 30-60 pm gibi (25). 1991'de
Lipa ve Hokkanen (32) Meligethes aeneus F. (Coleoptera)'dan bir
haplosporodian ve birde mikrosporodian izole ve teshis etmiglerdir.
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Nematodlar: Olii béceklerde gelismesinin gesitli safhalarinda olan
cok sayida nematod belirlenebilir. B&cegin 6liimiinden sonra nematodlar
bécegi parcalayarak dig ortama cikarlar (25).

Keneler: Ozellikle bécegin viicut kisimlarindan, trakelerde ve
kiitikula iizerinde bulunurlar. Buralarda tiim gelisim safhalarim gérrhek
miimkiindiir (25).

1.11. Zararh Boceklerin Bakteriyal Florasi

Su ana kadar yapilan caligmalarla boceklerden izole edilebilen
bakteriyal tiirler genel olarak 8 cinste toplamir.

Pseudomonas: Diiz veya hafifce kivrik olan ¢ubuk seklindeki
hiicreler 0.5-1.0x1.5-5.0 pm boyutlara sahiptir. Bircok tiir karbon-
kayna8i olarak poly-B8-hydroxybutyrati kullanir. Gram (-) olan
hiicreler spor olusturmaz. Cogu tiirler biiyiime faktor ihtiyaci
gostermezler. Dogada yaygin sekilde bulunan tiirlerden bazilari insan,
hayvan va bitkiler icin patojenik olabilirler. Patojenik tiirler bocek
bagirsaginda enfeksiyon olustururlar (33).

Bacillus: Cubuk seklinde ve diiz olan hiicrelerin boyutlar1 0.5-
2.5x1.2-6 pm'dir. Hiicreler sik sik ciftler ve zincirler halinde
bulunurlar. Hiicre uglan yuvarlak veya koseli olabilir. Gram (+) olan
hiicreler hareketlidir ve endospor olustururlar. Cins igerisinde aerobik
ve fakiiltatif anaerobik tiirler bulunur. Bu cinse dahil birkag tiir
omurgalilar ve omurgasizlar i¢in patojeniktir. Patojenik tiirler 6zellikle
spor ve parasporal kristaller olusturan tiirlerdir. Bu tiirler iirettikleri
kristaller ile bocekler iizerinde Oldiiriicii etkiye sahiptirler (34, 35).

Micrococcus: Hiicreler kiiresel, 0.5-2.0 pm capinda, genellikle
ikili, dortli ve diizensiz gruplar halinde bulunurlar. Hareketsiz olan
hiicreler gram (+)'dir. Hiicreler spor olugturmazlar. Cogu tiirler
karotinoid pigmenti iiretirler. Tiim tiirler %5 NaCl ihtiva eden
ortamlarda biiyiiyebilir. Optimum biiyiime sicakliklar1 25-37°C derece
arasinda degigir. Baz tiirler firsat¢1 patojendirler (36).

Serratia: Basil hiicreler 0.5-0.8 pm ¢apinda, 0.9-2.0 ym
uzunlugundadir. Gram (-) ve hareketli olan tiirler fakiiltatif
anaerob'durlar. En iyi 30-37°C arasinda biiyiirler. D-Glukoz ve
diger karbohidratlar tiirler tarafindan asid iiretimi ile katabolize edilir.
Bazi tiirler patojendirler (30, 35, 37).



18

Escherichia: Hiicreler basil, 1.1-1.5x2.0-6.0 ym boyutlarinda,
genellikle tek ve ciftler halinde bulunurlar. Fakiiltatif anaerobik olan
hiicrelerin bazilar1 hareketli bazilan ise hareketsizdir. Bu cinse dahil
bazi tiirler firsat¢i patojen olarak bilinir (37).

Alcaligenes: Bu cins basil, kokko basil ve kokkus tiirler icerir.
Hiicre boyutlar1 0.5-1.0x0.5-2.6 ym'dir. Hiicreler genenllikle tek tek
bulunur. Gram (-) olan hiicreler hareketlidirler. Optimum sicaklig1 20-
37°C'dir. Genellikle toprak ve suda yaygin olarak bulunurlar. Tiim cins
bireyleri zorunlu aerobiktirler (33).

Brevibacterium: Hiicreler biiyiik kokkus ve kokkoid uglarla
sonuclanan kisa basillerdir. 0.6-1.0 pm capindaki hiicrelerin boylari
degiskendir. Hiicreler hareketsiz, gram (+), aerobik ve sporsuzdur.
Optimum biiyiime sicakliklar1 20-30°C veya suglara bagh olarak 37°C
olabilir (38).

Aerobacter: Hiicreler kisa basil formundadir. Hareketli ve gram
(-) olan hiicreler agar iizerinde beyaz koloniler olusturur. Pigment
iiretimi meydana gelmez. Optimum biiyiime sicakliklar1 20-30°C'dir
(38).

1.12. Bakteriyal Izolatlarin Identifikasyonlar:
1.12.1. Niimerik Taksonomi

Morfoloji: Bakterilerin tiir tayinlerinde ilk olarak ortaya
¢ikarilmas1 gereken oOzellik, hiicre seklidir. Hiicre geklinin ortaya
¢ikarilmas: i¢in basit boyama yapilir ve mikroskop altinda incelenerek
hiicre sekli ortaya ¢ikanlir (39).

Boyama: Bakteriyolojide kullanilan en ©nemli ayirt edici
boyamalardan birisi, gram boyamadir. Bu boyamanin sonucuna gore,
hiicre duvarimin 6zelligine bagh olarak bakteri hiicreleri gram pozitif ve
gram negatif olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Ayrica degisken
ozellik gosteren veya reaksiyon vermeyen organizmalar da bu boyama
neticesinde belirlenirler. Bu &zellik, mikroorganizmalarin
siniflandinlmasinda kullanilan ¢ok énemli ve gerekli olan bir 6zelliktir
(34).

Diger bir 6nemli boyama tiirii spor boyamadir. Bir grup bakteri,
kargilagtif1 uygun olmayan sartlarda hayatini devam ettirebilmek icin
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endospor olarak adlandinlan, dayanikli, dinlenme formu olan yapilar
olugturmaktadir. Endosporlar, bakteri hiicresi icerisinde meydana gelen,
1siya karsi oldukg¢a direngli ve kaynama ile dahi kolaylikla 6lmeyen
dayanikli yapilardir. Bir bakterinin endospor olusturup olusturmadiginin
bilinmesi ve endosporun pozisyonu taksonomik olarak onemlidir.
Endospor, hiicrenin merkezinde ise merkezi endospor, ucunda kutba
yakin ise terminal endospor ve uglarla merkez arasinda ise subterminal
esdospor olarak adlandinlir (34).

Cogu prokaryotik hiicreler yiizeylerinde siimiiksii veya sakiz gibi
yapiskan maddeler meydana getirirler. Bu yapigskan maddeler,
ekstrasellular polisakkaritten olugsmaktadir. Meydana gelen bu yapilara
"kapsiil" veya "yapigkan tabaka" denilmesine ragmen, daha genel bir
terim olarak bunlara "glikokaliks" adi verilmektedir. Glikokaliks
tabakasi, bakterilerde bircok fonksiyonu yerine getirmektedir. Bakterinin
disindaki bu polisakkarit tabaka, patojenik mikroorganizmalarin
konaklarina tutunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bilindigi gibi
kapsiile sahip olmayan mikroorganizmalarin patojenite meydana getirmek
icin konak hiicreye girip, hastalik olusturmalar1 zordur. Ayrica
polisakkarit tabakasi bir miktar suyu da baglayabildiginden, glikokaliks
tabakasinin kurumaya diren¢ saglanmasinda da o6nemli oldugu
bilinmektedir (54).

Biiyiime: Bakterilerin inokiile edildikleri besiyeri (gerek kati ve
gerekse sivi ama, Ozellikle kati besiyeri)'de olusturdugu koloni
morfolojisi, pigment olusumu ve iireme siiresi gibi karakterler (34).

Fizyoloji: Bakterilerin siniflandirilmasinda, biiyiidiikleri ve
yasadiklar1 ortamin pH'1, tuzlulugu, sicakligi ve oksijen miktar: gibi
kriterler kullanilan 6zelliklerden bazilaridir.

Sicaklik, hiicresel enzimler iizerinde etkili olarak, kimyasal
reaksiyonlarin hizint etkilemektedir. Genellikle, biitiin hiicre tiplerinde
enzimatik aktivitelerin meydana geldifi optimum sicaklik 20-40°C
civarindadir. Diisiik sicakliklar, enzim aktivitesini yavaglatir ya da inhibe
eder, bu miinasebetle hiicre metabolizmasi da yavaglar ya da durur. Buna
bagli olarak, hiicre biiyiimesi yavaglar ya da inhibe olur. Yiiksek
sicakliklar pihtilasmaya sebep oldugundan, 1siya dayaniksiz olan enzimler,
doniigiimsiiz olarak denatiire olurlar (40). Enzim aktivitesini etkileyen
diger bir faktor de pH'dir. Hiicrelerin genellikle yasayabildikleri
optimum pH, nétral pH olan 7'dir. pH'da meydana gelen artig ve diisiigler
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hiicresel enzimlerin bozulmasina neden olur. Bu yiizden, biiyiime hiz1 ve
hayat etkilenmig olur (34).

Cogu hiicrelerin hayatlarin1 devam ettirebilmeleri icin, gerekli olan
gaz atmosferik oksijendir. Mikroorganizmalar atmosferik oksijen
ihtiyaclarina gore aeroblar, mikroaerofiller, tamamen anaeroblar,
aerotolerant anaeroblar ve fakiiltatif anaeroblar olarak
gruplandiriimaktadirlar. Oksijenin varliinda solunum i¢in gerekli olan
enzimlerden mahrum olan anaerobik bakteriler anaerobik sartlarda
solunum olayim1 meydana getirmektedir (34).

Biyokimya: Biyokimyasal katalizorler olarak bilinen enzimler,
hem hiicre icinde hem de hiicre disindaki olaylan katalizleyerek
biyokimyasal aktiviteleri meydana getirmektedirler (34).

Biiyiik molekiiler agirlifa sahip olan maddeler hiicre zarindan
gecemezler, bundan dolayi, bu maddeler (polisakkaridler, lipidler,
proteinler) daha kiiciik molekiiler agirlifa sahip olan maddelere
doniigmelidirler. Ancak, bu durumda hiicre zarindan gegebilirler. Bu
biiyiik molekiiler agirliga sahip olan maddeleri pargalayan enzimler,
hidrolitik enzimler olarak adlandirilmaktadirlar. Hiicre diginda gorev
yapan enzimler nigastanin, lipidlerin, kazeinin ve jelatinin hidrolizinden
sorumlu olan enzimlerdir. Bu enzimler tarafindan hidrolize edilen biiyiik
molekiiller, hiicre i¢cine alinabilirler (34).

Enzimler yardimi ile meydana gelen degisim, hiicrenin yagamasi ve
fonksiyonu igin gereklidir ve hiicresel metabolizmanin temelidir.
Meydana gelen bu metabolik islemler sonucunda, metabolik iiriinler
olusur ve bundan sonra gevreye verilir. Olusan bu son iiriinlerin
anlagilmasi, sadece 6zel enzim sistemlerinin aydinlatilmas: i¢in degil, aym
zamanda mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda ve teghisinde de
kullamlmaktadir (34).

Cogu mikroorganizmalar, kendileri igin gerekli olan enerjiyi,
karbohidratlar gibi substratlarin biyooksidasyonunu gergeklestiren
enzimler yardimuyla elde ederler. Karbohidrat fermentasyonu sonucunda,
organik asitler (laktik, formik veya asetik asit), bunun yaninda hidrojen
ve karbondioksit gibi gazlar meydana getirirler (34). Karbohidrat
fermentasyonu testleri ile, meydana gelen bu son iiriinler kullanilarak bir
organizmanin herhangi bir karbohidrat: fermente edip etmedikleri
anlasilir (40).
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Voges-Proskauer testi yardimiyla, bazi organizmalarin glukoz
metabolizmasi sonucunda olugan organik asitlerden, asetilmetilkarbinol
gibi notral son iiriinleri veya asidik olmayan son iiriinleri iiretebilme
kabiliyetleri ortaya cikarilir (40).

Bazi mikroorganizmalar, fermente edebilecekleri glukoz veya
laktoz mevcut olmadiginda, enerji elde etmek icin, karbon kaynag: olarak
sitrat veya propionati kullanmaktadir. Sitrat'a etki eden enzim, sitraz
enzimidir ve reaksiyon sonucunda oksaloasetik asit ve asetat meydana
gelir. Degisen pH nedeniyle ortamdaki indikatoriin rengi degigir (34).
Mikroorganizmalarin sitrat ve propionati kullanip kullanmadiklar, sitrat
ve propionati kullanim testleri ile ortaya ¢ikanlir (40).

Bazi aerobik ve fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalarin nitrati
indirgemesi molekiiler oksijen olmadiinda yani anaerobik sartlar altinda
meydana gelir. Bu organizmalarda anaerobik solunum, bir oksidatif
siirectir ve boylece hiicre nitrat (NO3) veya siilfat (§O4) gibi substratlar1
oksijen saglamak maksadiyla kullanirlar. Buradan elde edilen oksijen
enerji tagimimi esnasinda hidrojen tutucu olarak is goriir ve olay nitrat
rediiktaz adi verilen bir enzim tarafindan katalizlenir. Bakterilerin nitrati
nitrit veya amonyaga indirgeyip indirgemedigi, nitrat1 indirgeme testi ile
ortaya cikarilmaktadir (40).

Aerobik solunum esnasinda mikroorganizmalar hidrojen peroksit
veya bazi durumlarda da agir1 derecede toksik olan siiper oksitleri
meydana getirmektedirler. Eger bu iiriinler enzimatik olarak ortadan
kaldirilmazlarsa organizmanin Sliimiine neden olurlar. Katalaz veya
peroksidaz adi verilen enzimleri iiretebilen organizmalar, bu enzimler
yardimuyla hidrojen peroksiti ortadan kaldirirlar. Organizmalarin katalaz
enzimini iiretip liretmedikleri, katalaz testi ile ortaya cikarilir (40).

Oksidaz enzimi, aerobik solunum sirasinda elektron taginiminin
diizenlenmesinde hayati bir rol oynamaktadir. Sitokrom oksidaz,
molekiiler oksijenle (O2) indirgenmis olan sitokromun oksidasyonunu
katalizler. Bakterilerin oksidaz enzimi iiretip iliretmedikleri, oksidaz testi
ile ortaya cikarilmaktadir (34).
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1.12.2. Genetik Homoloji

DNA'daki benzerligin organizmalar arasinda arastirilmasi ve buna
bagli olarak organizmalarin gruplandirilmasidir. Bu organizmalarin
ayinimi: DNA'daki benzerlikler, DNA'daki baz sirasinin tayini veya DNA
hibridizasyonu yontemi yardimu ile olur. Protein profilleri veya amino
asit sirasinin tayini de sistematikte 6nemli dl¢iide kullanilmaktadir.

Tiir tayininde genel kanaat, birbirleriyle iligkili olan
organizmalarin benzer veya aymi tiir hiicresel proteinlere sahip
olduklanidir. Iki yonlii elektroforetik ve izoelektrik nokta prosediirleri
(41) hiicre ekstraktindan yiizlerce proteini ayirabilme yetenegindedir.

Tek yonli poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) hiicresel
proteinlerin ayrilmasinda kullanilan diger bir yontemdir. Bu yontemle
Ornekten otuza yakin bant elde edilebilir ve karsilagtirmasi yapilabilir.

1.12.3. Diger Metodlar

Ribozom Analizi: Ribozomlar protein sentezinin gerceklestigi
yapilardir. Ribozomlardaki RNA'lar farkli sekildedirler. 16S rRNA
linitesi organizmalarin siniflandirilmasinda kullanilir. Bu 16S rRNA
organizmalan orjinleri bakimindan siniflandirmaya yarar (42).

Immiinolojik Reaksiyonlar: Mikroorganizmalarin yiizeyinde
bulunan yapilarin taninmasinda kullanilir. Bunda c¢esitli antikorlar
kullanilir. Bu antikorlar monoklonal ve poliklonal antikorlardir. Bu iste
genellikle monoklonal antikorlar kullanilir. Bunlar hiicre yiizeyinde
bulunan &zel proteinlere baglamirlar. Aym antikor ile boyanan proteini
ihtiva eden organizmalar bir grupta incelenir.

Faj Tiplendirilmesi: Bakterinin ekildigi kiiltiir kabina konak
spektrumu bilinen fajdan damlatilir. Eger damla etrafinda bakteriyal
biiyiime olmazsa bu bakteri, fajin bilinen konaklar: arasina yerlestirilir.
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1.13. Cahsmanin Amaci

Bu caligmadaki amag, iilke ekonomisinde ¢ok biiyiik bir Sneme
sahip findik iriiniine biiyiik kayiplar verdiren findik kurdu @Balaninus
nucum)'nun biyolojik miicadele agisindan 6nemli olan biyolojisi ile ilgili
bilgileri tam olarak elde edebilmek, findik kurdunun bakteriyal florasim
belirlemek, floradaki bakterilerin kantitatif analizini yapmak ve zararliya
kars1 etkin bir gekilde kullanilabilecek biyolojik ajanlan aragtirmaktir.

Arastirma sonucunda bdyle bir biyolojik ajanin tespiti, Tiirkiye'de
kaliteli findik veriminin artmasin saglayacagindan iilkeye ekonomik
acidan 6nemli katkilar saglayacaktir. Ayrica cevre kirlenmesine sebep
olan cesitli kimyasal ilaglarin zararli etkileri ortadan kaldirlacak ve bu
konudaki literatiir bilgilerine katkilar saglanacaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Ergin ve Larvalarin Temini

Aragtirmanin ana materyalini, Trabzon yoresi sahil kesiminden
1995-1996 yillan icerisinde toplanan B. nucum larva ve erginleri teskil
etmisgtir.

~ Erginler belirlenen alanlardan Nisan aymin bagindan itibaren her
hafta diizenli bir sekilde Haziran ayina kadar toplandi. Toplama islemi
sabah ve aksam serin saatlerde yapildi. B&cekler 3 x 3.5 m ebadindaki bir
bez lizerine darbeleme usulii ile topland: (43). Yakalanan bdcekler kapag:
hava almak i¢in delinmis olan uygun sigeler ile laboratuvara getirildi.
Hazirlamig oldugumuz kaplara (12 cm ¢apli) yerlestirilen erginlerin bir
grubu findidin taze yaprak, siirgiin ve meyveleri gibi dogal besinlerden
hazirlanmig bir besinle beslenirken, ayrica findik digindaki meyvelere
zarar verip vermediklerini anlayabilmek igin difer bir grup da, elma,
armut, déngel ve erik gibi gesitli meyvelerle beslendi. Besinler 2-3
giinde bir degistirilerek, bozulmalan 6nlendi.

Larvalar ise Haziran ayimn ortalarindan itibaren araziden yarali
findiklarin toplanip laboratuvara getirilmesi geklinde temin edildi.
Kirnlan findiklardan dikkatlice c¢ikartilan larvalar 6zel kaplar icerisinde
findik meyvesi ve taze siirgiinlerden hazirlanmig besin ile beslendi ve
uzun siire yagatilmaya calisildi.

Temin edilen ergin ve larvalar daha sonra biyoloji, bakteriyal flora
ve bioassay ¢aligmalarinda kullanildi.

2.2. Calhismada Kullanilan Besiyeri ve Kimyasallar
2.2.1. Besiyeriler

Anaerobik agar, fenilalanin agar, indol besiyeri, karbohidrat
fermentasyonu besiyeri, lizozimli nutrient broth, nigasta agar, nitrat
broth, nutrient agar, nutrient broth, nutrient jelatin, sitrat ve
propionat kullanim besiyerleri, tirozin agar, iire hidrolizi besiyeri ve
Voges-Proskauer broth. .
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2.2.2. Kimyasallar

Akrilamid, amonyum asetat, amonyum oksalat, amonyum persiilfat,
aseton, bakteriolojik agar, bis-akrilamid, bovine serum albumin (BSA),
brom fenol blue, coomassie brilliant blue-G 250, coomassie brilliant
blue-R 250, demir siilfat, diamonyum hidrojen fosfat, dimetil -
naftolamin, etilen diamintetraasetik asit (EDTA), gliserol, glisin, glukoz,
fenol red, jelatin, kristal viyole, L-arginin, L-tirozin, magnezyum siilfat,
malagit yesili, metanol, nisasta, p-dimetil amino benzaldehit, pepton,
potasyum asetat, potasyum kloriir, safranin, sodyum dodesil stilfat (SDS),
sodyum kloriir, sodyum propionat, siilfonilik asit, tannic asid, tris bazi,
trisodyum sitrat, lire ve yeast ekstrakt.

2.2.3. Ayrraclar

Aseton alkol, demir kloriir soliisyonu, jelatin hidrolizi ayiraci,
indol ayiraci, iyot ¢ozeltisi, katalaz ayiraci, kristal viyole boyasi, nitrit
ayiract ve Voges-Proskauer ayiraci.

2.3. Findik Kurdunun Biyolejisinin Aragtirilmasi

Ciftlesebilmek i¢in iyi bir beslenmeye ihtiyac gésteren boceklerin
Haziran ayiyla birlikte koyduklann yumurtalar findiklardan dikkatlice
ctkartildi ve kulucka doneminden baglayarak her giin takip edilip,
gelisim siirecine bagli olarak bdcegin hayati incelendi ve Prior marka
stereo mikroskop ile fotograflandi.

Larval donemleri belirlenen boceklerin, digi erkek ayiriminda
o6nemli olan hortum (rostrum) uzunluklarinin yanisira, kanat uzunlugu,
viicut uzunlugu, yumurta boy ve en ortalamalan ile bocegin cinsiyet
oram tespit edildi.

2.4. Findik Kurdunun Bakteriyal Florasimin Aragtirilmas:
2.4.1. Bakteriyal Floranin Kantitatif Analizi

Denemede kullanilan ergin ve larvalar once 10 dakika %70'lik etil
alkolde ylizey sterilizasyonu igin bekletildi. Sonra 5 ml steril PBS
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(pH:7.4) i¢inde ezilen numunelerden elde edilen siispansiyon steril 2 kath
tiilbentten 2 kez gecirildi (35). Siispansiyon daha sonra tiip seyreltme
metoduna gére 10-8'e kadar seyreltildi (44). Seyreltiklerin herbirinden
niitrient agar'a 100'er ul yayma ekim yapildi. Daha sonra petriler
30°C'de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon neticesinde 25-250
arasi koloni olugan petrilerde sayim yapilarak larva ve erginlerin toplam
bakteri sayilan belirlendi.

2.4.2. Bakteriyal izolatlarm Hazirlanmas:

Bakteriyal flora tayini i¢in toplanan larva ve erginler ayn ayn
kaplarda saklandi. Her bir denemede 2'ger adet ergin ve S'er adet larva
olmak iizere numuneler ilk 6nce 10 dakika %70k etil alkolde yiizey
sterilizasyonu i¢in bekletildi. Sonra 5 ml steril PBS (pH:7.4) icinde
ezilen numunelerden elde edilen siispansiyon steril 2 kath tiilbentten 2 kez
gecirildi (35). Siispansiyon daha sonra tiip seyreltme metoduna gore
10-8'¢ kadar seyreltildi (44). Seyreltiklerin herbirinden zenginlestirme
kiiltiirii yapildiktan sonra hem niitrient agar'a hem de anaerobik agar'a
100'er pl yayma ekim yapildi. Caligmada genel besiyeri olarak niitrient
broth ve niitrient agar besiyerleri kullanildi. Daha sonra petriler 30°C'de
24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda mevcut olan farkl:
bakteriler koloni 6zelliklerine gore alinarak ¢izgi ekim yontemi ile saf
kiiltiirleri elde edildi. Izolatlardan morfolojik ve Kkiiltiirel karakterleri
kabaca ayni olanlar inceleme dig1 birakilarak iclerinden farkli 6zelliklere
sahip olan 5 izolat diger testlere tabi tutulmak iizere alindi. izolatlarn tiir
tayinlerinin yapilmasi i¢in Bergey's Manual of Systematic Bacteriology 1
(33) ve 2'den (34) faydalanilarak hazirlanan teghis besiyerleri kullanildi.

2.4.3. Bakteriyal izolatlarm Boyama ve Morfolojik
Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.4.3.1. Basit Boyama

Elde edilen izolatlarin hiicre gekillerinin belirlenmesi amaciyla ilk
olarak basit boyamalar yapildi. Bu amagla, lam lizerine yayilan bakteri
kiiltiirleri acik havada kurutulduktan sonra alevden gecirilmek suretiyle
tespit edildiler. Tespit igleminden sonra lam lizerine kristal viyole boya
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soliisyonu ilave edildi, 3-4 dakika beklendikten sonra, dH,O ile yikand: ve
kuruduktan sonra mikroskop altinda incelendi (39).

2.4.3.2. Gram Boyama

Gram boyama, bakterinin hiicre duvarimn igerigi hakkinda bilgi
veren bir boyama tiiriidiir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin
hiicre duvarindaki peptidoglukon tabakasi incedir. Gram pozitif olarak
boyanan bakterilerde ise bu tabaka daha kalindir. Gram boyama su gekilde
yapildi: Geng (24 saatlikten az) bakteri kiiltiirlerinden bir miktar alinarak
lam iizerine yayildi. Agik havada kurumas: beklendikten sonra alevden
gecirilerek tespit edildi. 10 saniye kristal viyole ile muamele edildikten
sonra lugolle yikandi ve 10 saniye lugolle muamele edildi. Aseton-alkolle
renk giderildikten sonra 10 saniye safraninle muamele edildi, dH>O ile
yikandiktan sonra acik havada kurutularak mikroskop altinda incelemeye
alind1 ve mor renkli olarak boyanan bakterilerin gram pozitif, pembe
renkli olarak boyanan bakterilerin ise gram negatif olduguna karar verildi
(40).

2.4.3.3. Spor Boyama

Endosporlar, bazi bakterilerin uygun olmayan hayat sartlarinda
olusturduklan, dis etkiye karsi dayamikli olan yapilardir. Izolatlarin
endospor olusturup olusturmadifi ve endosporun hiicre igerisindeki
pozisyonunun belirlenmesi amaciyle genellikle yagh kiiltiirler (48-72 saat)
kullanilds. Kiiltiirler lam iizerine yayildiktan ve agik havada kurutulduktan
sonra alevden gecirilerek tespit edildi. Ardindan kaynar su buharn iizerine
alinan lam {izerine malagit. yesili ilave edildi ve 5 dakika bdylece
boyanmas: beklendikten sonra, dH>O ile yikandi. Uzerine safranin boyasi
ilave edildi ve 30-60 saniye boyandiktan sonra dH,O ile yikandi, agik
havada kurutularak mikroskop altinda incelendi. Pembe renkli hiicreler
icerisinde yesil renkli sporlarin olup olmadig: aragtirild: (40).

2.4.3.4. Kapsiil Boyama

Kapsiil hiicre tarafindan salgilanan ve hiicre duvarini saran,
hiicrenin digindaki jelatinimsi bir tabakadir. Izolatlarin kapsiil yapisina
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sahip olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi igin 6ncelikle herbir izolattan
24-48 saatlik kiiltiirler yapildi. Yapilan bu kiiltiirlerden bir 6ze¢ yardimiyla
temiz bir lam iizerine yayma preperat hazirlandi. A¢ik havada kurumas:
beklendikten sonra iizerine kristal viyole boyasi ilave edildi ve 5-7 dakika
beklendi. Daha sonra boya %20'lik CuSOy ile yikandi. A¢ik havada
kurumas beklendikten sonra mikroskop altinda incelendi. Mavi renkli
bir sahada mor-eflatun renkli boyanmg hiicrelerin etrafinda boyanmamug
seffaf bir bolgenin olmasi kapsiil oldugunu gosterir (40).

2.4.3.5. Hareket Testleri

Izolatlarin hareketli olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmas: icin
"lam lamel arasi preparasyon” teknigi kullamldi (40). Bu teknikle
izolatlarin hareketli olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmas: igin
hazirlanan kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alindi ve temiz bir lam iizerine
konulup iizerine lamel kapatildi. Yapilan bu preparat mikroskopta
incelendi ve izolatlarin hareketli olup olmadiklarina karar verildi.

2.4.4. Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal
Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.4.4.1. Bakteriyal izolatlarin Biiyiime Sicakhiklarinm
Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin maksimum ve minimum biiyiime
sicakliklarinin belirlenmesi i¢in bakteriler nutrient agar slantlan iizerine
ekildiler. 30°C ve yukansindaki sicakliklar igin 1 giin, 20-25°C arasindaki
sicakbiklar igin 2 giin ve 20°C'nin altindaki sicakliklar igin ise 3 giin
etilvde inkiibe edilerek maksimum ve minimum biiyiime sicakliklar
ortaya cikarildi (34).

Izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarimn belirlenmesi amaciyle
nutrient broth iginde yapilan gece kiiltiirlerinden ODggo=0.1 olacak
sekilde yeniden nutrient broth'a ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 20,
25, 30, 35, ve 40°C'de belli bir siire sallayicida sallanarak biiyiitiildiiler.
Yapilan bu kiiltiirlerden saat bagi Srnekler alinarak spektrofotometrede
ODgpo'de absorbans degerleri Olgiilerek bakterilerin optimum olarak
biiyiidiigii sicakliklar ortaya ¢ikarildi (40).
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2.4.4.2. Bakteriyal izolatlarin Biiyiiyebildigi pH
Araliklarinin ve Optimum pH'larimin
Belirlenmesi

Izolatlarn biiyiiyebildigi pH araligmn belirlenmesi igin izolatlar
degisik pH degerlerine (5, 5.5, 6, 7, 8, 9, 9.5 ve 10) sahip nutrient
broth'a inokiile edildi ve optimum biiyiime sicakliklarinda ii¢ giin inkiibe
edildi. Inkiibasyon neticesinde iireme olup olmadif1 spektrofotometrede
(ODspp'de) Slgiimler yapilarak ortaya ¢ikarildi. Bdylece izolatlarin
maksimum ve minimum olarak biiyiiyebildigi pH degerleri ortaya
cikanld:.

[zolatlarin hangi pH degerinde optimum olarak biiyiidiigiiniin
ortaya ¢ikarilmasi igin izolatlarin bilyiiyebildigi pH degerine sahip olan
nutrient broth besiyerlerine ODgpo=0.1 olacak gekilde gece
kiiltiirlerinden asilama yapildi ve birer saat araliklarla
spektrofotometrede OSl¢iimler yapilarak hangi pH degerinde optimum
olarak bilyiidiigii ortaya cikanldi (40).

2.4.4.3. Bakteriyal Izolatlarin NaCl ihtiyaclarmm
Belirlenmesi

Izolatlarin NaCl ihtiyaclarinin belirlenmesi amaciyla %1, 2, 5, 7,
12 ve 20 oraninda NaCl ihtiva eden nutrient broth besiyerleri hazirlandi.
Bunun 4 mililitresine herbir izolattan ekim yapildi. 1 ve 3 giin 30°C'de
etiivde inkiibasyondan sonra hangi oranda tuz ihtiva eden besiyerde iireme
olmus ise o orandaki tuzda izolatlarin iireyebildigi sonucuna vanld: (34).

2.4.4.4. Bakteriyal i_zolatlarm Lizozimde Biiyiime
Ozelliklerinin Belirlenmesi

[zolatlarn lizozimde biiyiiyiip biiylimediginin belirlenmesi amaciyla
10 mg/ml oraminda (10.000 iinite) lizozim ihtiva eden nutrient broth
besiyeri hazirlandi. Bu besiyeriye herbir izolattan ekim yapildi. Yedi ve
ondort giin 30°C'de inkiibasyondan sonra iiremenin olup olmadigina
bakild: (34).
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2.4.4.5. Bakteriyal izolatlarin Atmeosferik Oksijen
Ihtiyaclarinin Belirlenmesi

izolatlarin atmosferik oksijen ihtiya¢larimn belirlenmesi amaciyle
hazirlanan "brain heart infuzyon agar" besiyeri deney tiiplerine dagitilda,
steril edildikten sonra 50°C'ye kadar sogutuldu, tiiplere herbir izolattan
ekim yapild1 ve gevirilerek kangtirildiktan sonra hemen soguk suya
daldirilarak donmasi saglandi. 30°C'de bir gece inkiibe edildikten sonra,
tiip icerisinde iiredikleri bolgeye bakilarak, izolatlanin oksijen ihtiyaglari
hakkinda karar verildi. Mikroorganizmalar atmosferik oksijen
ihtiyaclarina gére besiyerinin en iist yiizeyinde biiyiiyenler aeroblar, iist
tabakanin hemen alt kisminda biiyiiyenler mikroaerofilikler, tamamen dip
kisimda biiyliyenler anaeroblar ve hem dip hemde iist kisimda
biiyilyebilenler fakiiltatif anaeroblar olmak iizere ayrldilar (40).
Ayrica izolatlarin aerobik olarak m: yoksa tamamen anaerobik
solunum yaparak mu yagadiklarinin ortaya cikarilmasi i¢in deneylerde
6zel olarak hazirlanan anaerobik agar besiyeri kullanildi (34).

2.4.4.6. Nigsasta Hidrolizi Testi

Nigasta, glukoz monomerlerinin glikozidik baglarla birbirlerine
baglanarak olugturdugu yiiksek molekiiler agirlifa sahip bir molekiildiir.
Bu molekiiliin yikimindan sorumlu olan enzim, "amilaz"dir. Izolatlarin
nisagtay: hidroliz edip etmediklerinin test edilmesi i¢in hazirlanan nigasta
agar petrilerine, izolatlar ¢izgi halinde ekildiler. 2 giin 30°C'deki
etiivierde inkiibasyondan sonra petrideki bakterilerin iizerine liigol ilave
edildi. Koyu kahve rengin olugumu nigastanin hidroliz oldugunu, mavi
rengin olugumu ise nisastanm hidroliz olmadigim gésterdi (39).

2.4.4.7. Jelatin Hidrolizi Testi

Jelatin, zorunlu aminoasitlerden biri olan triptofan: ihtiva etmeyen
eksik bir proteindir ve kollajenin pargalanmas: ile olugmaktadir. Jelatini
parcalayan enzim jelatinaz olarak adlandirilmaktadir. Jelatinin izolatlar
tarafindan hidrolize edilip edilmediginin ortaya gikarilmasi amaciyla
hazirlanan nutrient jelatin besiyeri, steril deney tiiplerine dokdildii.
[zolatlardan herbiri, bu deney tiiplerine ekildikten sonra, 30°C'de 3 giin
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inkiibe edildi. Inkiibe edilen tiipler, ligiincii giiniin sonunda inkiibe
edildikleri etiivden alindilar ve 20°C'ye ayarlanmis olan yeni bir etiive
aktarildilar. Burada 4 saat inkiibe edildikten sonra besiyerinin sivi1 yada
kat1 oluguna gore testin pozitif veya negatif oldufuna karar verildi.
20°C'de besiyerinin sivi olmamas: bakterinin jelatini parcalamadifini
gostermektedir (39).

2.4.4.8. Karbohidrat Fermentasyonu Testleri

Cogu mikroorganizmalar, hayatlarin1 devam ettirebilmeleri igin
gerekli olan enerjiyi gesitli karbohidratlar1 da icine alan substratlarin
biyooksidasyonunu meydana getiren enzimatik reaksiyonlardan
saglamaktadirlar. izolatlarin bazi karbohidratlar1 fermente edip
etmediklerinin ortaya g¢ikariimasi amaciyla karbohidrat fermentasyon
besiyerleri. yapildi. Bu besiyerlere izolat tarafindan kullanilip
kullanilmadig: Sgrenilmek istenen karbohidratlar ve pH indikatdrii
olarakta bir boya ilave edildi. Hazirlanan karbohidrat fermentasyon
besiyerine herbir izolat ekildi. iki giin uygun sicaklifa ayarlanms etiivde
inkiibe edildikten sonra, besiyerinde meydana gelen koyu pembe renkten
sar1 renge renk degisiklifi organizmalanin kullanilan gekeri fermente
ettidini, herhangi bir degisikliin olmamas: ise gekerin organizma
tarafindan karbohidrat kayna$ olarak kullamlmadifim gostermektedir.
Ayrica tiip icindeki besiyerinde meydana gelen kabarmalar ve ¢atlamalar
organizmanin bu sekerden gaz olusturdugunu gostermektedir (34).

2.4.4.9. Voges-Proskauer Testi

Voges-Proskauer testi, baz1 organizmalarin, glukoz metabolizmasi
sonucu meydana gelen asetil metilkarbinol gibi, asidik olmayan veya
nétral son iiriinleri iiretebilme kabiliyetinin ortaya gikarilmasi igin
yapilmaktadir. Bu testin gergeklestirilmesi amaciyla Voges-Proskauer
broth besiyeri hazirlandi. Bu besiyerinin 4 mililitresine herbir izolattan
ekim yapildiktan sonra, 30°C'de 1 giin etiivde inkiibe edildi. Bir giinden
sonra Kiiltiirlerin iizerine Voges-Proskauer ayiraci ilave edildi. Tamamen
kangtinldiktan sonra oda sicaklifinda 1 saat bekletildi. Sonugta kiiltiir
yiizeyinde kirmiz: rengin olusup olugmadifina bakilarak testin sonucu
hakkinda karar verildi. Kirmiz1 rengin olugmasi, glukoz metabolizmasi
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sonucunda olugan organik asitlerden, asetil metilkarbinol gibi notral son
iirlinleri veya asidik olmayan son iiriinleri organizmanin iiretebildigini ve
dolayisiyla testin pozitif oldugunu ortaya ¢ikarir (40).

2.4.4.10. Sitrat ve Propionat1 Kullanim Testi

Mikroorganizmalar ortamda fermente edebilecekleri glukoz veya
laktozu bulamadikiarinda gerekli olan enerjiyi saglamak ic¢in ortamda
bulunan sitrat veya propionat: kullanmaktadir. izolatlarn bu molekiilleri
kullanip kullanmadifmin ortaya ¢ikarilmas: amaciyla sitrat ve propionat
kullanim besiyerleri hazirlandi. Hazirlanan bu besiyerlere herbir
izolattan ekim yapildiktan sonra, 30°C'de inkiibe edildi, 1 ve 2 giin sonra
yapilan incelemeler sonucunda besiyerinde iireme ve renk degisikligi olup
olmadigina bakilarak efer mavi renge bir donii§ varsa organizmalarin
sitrat ve propionat: karbon kaynai olarak kullandifina karar verildi
(34).

2.4.4.11. Nitrati indirgeme Testi

Izolatlarin nitrat: indirgeyip indirgemediginin ortaya ¢ikarilmasi
icin nitrat broth besiyeri hazirland1 ve bu besiyerinin 4 mililitresine
inkiibasyon yapilarak kiiltiirler 48 saat 30°C'de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra kiiltiirler iizerine 5 damla soliisyon A (Siilfolinik
asit) ve 5 damla soliisyon B (Dimetil-a-naftil amid) ilave edilip, tiipler
calkalandi. 30 saniye igerisinde kirmuzi-pembe renk olugmasi pozitif
sonugtur ve ortamda nitritin mevcut oldugunu gosterir. Eger kirmuiz
renk olusmazsa, ¢ok az ¢inko tozu ilave edilir. Bunun neticesinde kirmizi
renk olusursa sonu¢ negatiftir. Eger renk degisimi olmazsa, nitratin
indirgenmesi i¢in yine pozitif sonuctur (39).

2.4.4.12. Katalaz Testi

Mikroorganizmalar aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit
(H202) ve bazi durumlarda ise tamamen toksik olan siiperoksitleri
iiretmektedirler. Organizmalar, olugan bu iiriinlerin kétii etkisinden bu
maddeleri katalaz ve peroksidaz adi verilen enzimler yardimiyla yikarak
kurtulmaya ¢aligirlar. Izolatlarin katalaz enzimini olusturup
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olusturmadifinin ortaya cikarilmasiigin triptik soy agar besiyeri
hazirlandi. Izolatlar bu besiyerine inokiile edildikten sonra 24-48 saat
30°C'ye ayarlanmug etiivde inkiibe edildiler. Inkiibasyondan sonra iizerine
%10'luk H2On ¢ozeltisi ilave edildi ve olusan gaz kabarciklarma goére
testin pozitif olduguna karar verilir (34).

2.4.4.13. Oksidaz Testi

Oksidaz testi ¢izgi ekim metoduna (39) gére yapildi. Bu testin
yapilabilmesi amaciyla triptik soy agar besiyeri hazirlandi. Izolatlar bu
besiyerine ekildi. 30°C'de 24-48 saat bekletildikten sonra iizerine oksidaz
testi ayiraci ilave edildi, olugan siyah renge gore testin pozitif olduguna
karar verildi.

2.4.4.14. Arginin Hidrolizi

Bu iglem Thornley (34) metoduna goére yapildi. Caligmada bu
metot ile ayni kigi tarafindan tavsiye edilen besiyeri kullamldi.
Thornley'in besiyerisi 5 ml'lik vidal1 kapakh sigelerde 3 ml olacak gekilde
boliindii. Otoklavlandiktan sonra sigeler delinerek inokiilasyon yapildi ve
erimig parafin ile kapatildi. Anaerobik sartlarda, arjininden amonyum
olusumu 2 giinde indikator rengin degismesiyle belirlendi. Pembe-
kirmiz1 olan besiyeri renginin sar1 renge doniigmesi pozitif olarak kabul
edildi.

2.4.4.15. Tween 80 Hidrolizi

Tween 80 hidrolizi Sierra (34)'ya gére yapildi. Izolatlar, tween 80
ihtiva eden besiyerinin bulundugu petrilere ¢izgi ekim yontemiyle ekildi
ve 30 C'de inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen kolonilerin etrafinda giinliik
olarak, c¢oziinmeyen kalsiyum sabunlan olugumu takip edildi. Bu
yapilarin 10 giin i¢inde olugmadigi durumda koloniler kazinarak,
altlaninda ¢okelek olusumu arandi.
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2.4.5. Bakteriyal izolatlarin Molekiiler Ozelliklerinin
Belirlenmesi

2.4.5.1. Bakteriyal izolatlarin Toplam Protein
Profillerinin Belirlenmesi

Izolatlarin ihtiva ettikleri proteinlerin profilini ¢ikarmak igin, elde
edilen herbir izolattan 10 mililitrelik gece Kkiiltiirleri hazirlandi.
Hiicreler, 14.000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Cokelek, 50 mM
Tris-HCI (pH 7.4) ve %10 Sukroz'dan olusan TS (Tris-Sukroz)'de
coziildii. -194°C'de 1 dakika bekletildikten sonra oda sicaklifina alind1 ve
bu iglem iki kez tekrarlandi. Oda sicaklifinda ¢Oziindiikten sonra
hacminin 1/20'si kadar 10 mg/ml'lik lizozim ilave edildi. Hiicre
siispansiyonu 35 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra, 30 dakika,
16.000xg'de santrifiij edildi. Protein oziitiinii ihtiva eden sivi kisim,
-20°C'de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

2.4.5.1.1. Protein Konsantrasyon Tayini

Protein konsantrasyonu, Bradford metodu (45) ile tayin edildi.
Protein konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak 595 nm dalga boyunda
alinan degerlere gore hesaplandi. Once, spektrofotometre coomassie
brilliant blue-G250 (CBB-250) ve 0.15 M'ik NaCl'den olugan ¢ozelti
(kor) ile sifirlandi. Numuneler Slgiim i¢in hazirlandiktan sonra iyice
kangtinld: ve 2 ile 60 dakika arasinda deferleri okundu. Standart
konsantrasyon egrisi, farkli miktarda bovine serum albumin (BSA) igeren
numunelerin Slgiilmesiyle elde edildi. Konsantrasyonu bilinmeyen
niimunelerin konsantrasyonu, konsantrasyonu bilinenlerin verdigi
absorbans degerinin, standart egrisi {izerine ¢akigtirilmasi ile bulundu.
Bulunan bu deferlerden faydalanilarak numunelerdeki protein
konsantrasyonlan hesaplandi.

2.4.5.1.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Miktarlan tayin edilmig olan 5 adet izolatin (1, 2, 3, 4, 5) protein

oziitlerinden uygun miktarlarda (50 mg) alindi. Bu éziitlere egit miktarda
2x muamele tamponu (0.15 M Tris-HC! pH 6.8, %4 SDS, %20 Gliserol,
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%6 P-merkaptoetanol) ilave edildikten sonra, numuneler 65°C'de 90
saniye bekletildi, Laemmli (46) tarafindan tanimlanan %12'lik sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklendi ve 0.75 mm
kalinligindaki herbir jel i¢in 15 mA akim uygulanarak ayirma islemi
gerceklestirildi.

Yiiriitme iglemi tamamlandiktan sonra, jel coomassie brilliant blue
(%0.125 coomassie brilliant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit)
boyasi ile 24 saat boyandi. Yikama-l soliisyonunda (%50 metanol, %10
asetik asit)l saat bekletildikten sonra Yikama-II soliisyonuna (%7 asetik
asit, %5 metanol) aktanldi. En iyi jeller secilerek iki selofan yaprak
arasina alindi ve 80°C'de 2 saat vakumlu jel kurutucuda kurutularak,
daimi olarak saklanabilecek hale getirildi.

2.4.5.2. Bakteriyal izolatlarin Plazmid iceriklerinin
Belirlenmesi

Izolatlarin plazmid igerikleri Voskuil ve Chambliss'in (47)
geligtirdigi metoda gore yapildi. 5-10 ml olarak herbir bakteriden
hazirlanan gece kiiltiirleri 10.000 rpm'de 5 dakika santrifuj edildi.
Siipernatant kismu atildi ve ¢okelek 200 m! SET tamponunda (%25
sakkaroz, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) vortekslenerek
¢oziildii. Kullanilan SET tamponunun 1ml'sine 5 mg lizozim ilave edildi
(5 mg/ml). Daha sonra, karnigim mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve
37°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Bunun tizerine 350 ml yeni hazirlanmig
sodyum hidroksit-sodyum dodesil siilfat soliisyonundan (0.2 N NaOH, %1
SDS) ilave edildi. Siispansiyon geffaf bir durum alincaya kadar ters diiz
¢evrildi ve bu geffaf siispansiyona 350 ml sofuk 3 M K+-5 M asetat
soliisyonundan ilave edildi. Siispansiyon, 16.000 rpm'de 5 dakika santrifuj
edildi. Siipernatant kismu yeni bir mikrosantrifuj tiipiine aktarildi ve
alinan bu sivi kisma, 650 ml sofuk fenol:kloroform:isoamilalkol
(25:24:1) kangimindan ilave edildi. Bir dakika vortekslenerek karigtirildi.
Karigim daha sonra 5 dakika mikrosantrifijjde santrifiij edildi. Ust faz
alind1 ve buna 620 ml soguk kloroform:isoamilalkol karigimindan ilave
edildi. Otuz saniye vortekslenerek kangtirldiktan, sonra karigim
mikrosantrifiijde 3 dakika santrifiij edildi. 550 ml'lik iist faz pipetérle
alinip yeni bir tiipe aktanldiktan sonra, buna egit miktarda soguk (-20°C)
isopropanol ilave edildi. Karigim ters diiz ¢evrilerek tamamen
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kangtinldiktan sonra, 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant kismu dokiildii
ve isopropanol agik havada ucurulduktan sonra ¢okelek kismu %70'lik
etanol ilave edilerek 2 dakika santrifiijlendi, kalan etanol agik havada
ucurulduktan sonra 50 ml ddH,O'da ¢oziildii.

Yapilan plazmid DNA's: izolasyonu galigmasi sonucunda, plazmid
DNA'larimin izole edilip edilmediginin ortaya ¢ikariimas: icin 0.5 mg/ml
etidium bromiir iceren %0.7'lik agaroz jel hazirlandi. 5u1 DNA
soliisyonu, 1 ul 10x yiiriitme boyasi ve 4 pl ddH,O veya TE (Tris-
EDTA) tamponu ilavesi ile hazirlanan karigim agaroz jel iizerinde
olusturulan herbir kuyucuga yiiklenerek 100 voltluk elektrik alanda,
fragment agirhklar belli olan bir gahit DNA ile yiiriitiildiiler. Yiiriitme
neticesinde, plazmid DNA'larinin var olup olmadiklan ve molekiiliir
agirhiklan tespit edildi.

2.4.6. Findik Kurduna Karsi Biyolojik Materyallerin
Insektisidal Etkilerinin Test Edilmesi

Ilk olarak insektisidal etkileri test edilecek olan biyolojik
materyallerin ve teste tabi tutulacak olan B. nucum larvalarinin
hazirlanmas: gerekmektedir.

2.4.6.1. Insektisidal Aktiviteleri Test Edilecek
Numunelerin Hazirlanisi

Hem B. nucum'dan izole edilen 5 bakteriyal izolat hem de
literatiirde mevcut olan cesitli biyolojik materyaller agagida belirtilen
sekillerde hazirlandilar.

2.4.6.1.1. Fimdik Kurdundan Elde Edilen Bakteriyal
Izolatlarin Bioassay i¢in Hazirlanmas:

Deneyde kullamilan tiim izolatlar 10 ml niitrient broth besiyerinde 1
gece 30 C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon neticesinde birkag kez konsantre
edilerek yogunlugu ODgoo'de 1.89'a (1.8x10° bakteri/ml) ayarland:.
Sonra 3.000xg'de 10 dakika santrifiij edilen hiicrelerin olugturduklar
pellet 5 ml steril PBS'de ¢oziildii (48). Bu gekilde 1 ml'de 1.8x10°
bakteri olmasi saglandi.
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2.4.6.1.2. Bacillus thuringiensis'e Ait crylIV Genlerini
Tastyan Rekombinant Escherichia coli
Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Deneyde kullamlan rekombinant bakteriler igin E. coli IM101 sugu
kontrol olarak kullanildi. Bacillus thuringiensis’in cryIlVA (pHE4-A),
cryIVA ve crylVD (pHEA-AD), crylIVA ve 20-kDa-protein (pHE4-AR)
ve crylVA, crylVD ve 20-kDa-protein (pHE4-ADR) genlerinin her birini
iceren plazmidlerle transform olmus Escherichia coli hiicreleri ve E. coli
JM101 susu 10 ml niitrient broth besiyerinde 1 gece 37 C'de inkiibe
edildi. Inkiibasyon neticesinde yogunlugu ODgoo'de 1.89'a ayarlandi.
Sonra 2000xg'de 10 dakika santrifiij edilen hiicrelerin olugturduklar:
pellet 5 ml steril PBS'de ¢6ziildii (48). Sonu¢ konsantrasyonu 1.8x10°9
bakteri/ml'dir.

2.4.6.1.3. Autographa californica Nuclear Polyhedrozis
Virus'iin (AcNPV) Hazirlanmas:

Daimi hiicre kiiltiirlerinden olan Sf-IPLB-21 (Spodoptera
Jrugiperda, Sf, 49) hiicre susu, Autographa californica nuclear
polyhedrozis virus (AcNPV) ile enfekte olmug Sf hiicreleri i¢in kontrol
olarak kullamldi. Hiicreler %10 fetal bovine serum (FBS) katkihi
TNMFH (50) besiyerinde, 28 C'de biiyiitiiliip 5 giin araliklarla, 1:5
oraninda subkiiltiir edildi. 5 giinliik inkiibasyon neticesinde iki flask
birbirine karigtirilarak hemositometre ile sayist belirlenen 3x107/ml
hiicre 2000xg'de 10 dakika santrifiij edilerek olusan pellet 5 ml steril
PBS'de ¢oziildii.

Enfeksiyonda kullanilan AcNPV stoklari in vitro olarak duyarli Sf
hiicrelerinde iiretildi. Enfeksiyondan 4-5 giin sonra besiyeri-hiicre
siispansiyonu alinip hiicre kalintilarinin ve polyhedral inkliizyon
yapilarinin ayrilmasi i¢in 2000xg'de 10 dakika santrifiij edildi. Ust
sividaki viriislerin konsantrasyonu "doku kiiltiirii enfektif doz 50
(TCID50)" deneyi kullanilarak belirlendi (51).

Bu stok viriisten (2x107 p.f.u/ml) 1500 p1-(3x107 p.f.u/ml)lik viriis
stispansiyonu kullanilarak sayis1 hemosimetre ile belirlenen 3x107/ml Sf
hiicresi enfekte edildi (M.O.L=1). Enfeksiyondan 3 giin sonra (PIB'ler
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gorillmeye bagladiktan sonra) hiicreler 2000xg'de 10 dakika
santrifiijlenerek ¢Sktiiriildii ve pellet 5 ml steril PBS i¢inde ¢oziildii.

2.4.6.1.4. Lymantria dispar Nuclear Polyhedrozis
Virus'iin (LANPV) Hazirlanmas:

LdANPV viriisii stok olarak toprak ig¢inde saklanmaktadir. 2 gr
toprak 5 ml steril PBS icinde ¢oziilerek numune hazirlandi.

2.4.6.1.5. Bacillus thuringiensis'in Cesitli Suslarma Ait
Toksinlerin Hazirlanmasi

B. thuringiensis'e ait toksinler HD-1 ve BTS-1 suglarindan izole
edilmistir. Bunlardan 0.0005 g (100 pg/ml) alinip 5 ml PBS'de
coziildiiler.

2.4.6.2. Biyolojik Materyallerin Findik Kurduna Karsi
Insektisidal Etkilerinin Test Edilmesi

Elde edilen larvalar bir siire 26+2°C'de ve %60 nem'deki iklim
dolabinda bekletildi. Ilk olarak, findigin taze yaprak, siirgiin ve
meyvelerinden egit oranlarda kullanilarak bir besin hazirlandi. Daha
sonra hazirlanan besinden 80 mm'lik cam kaplara 10'ar gr koyuldu. Bu
kaplar 6zellikle mantar kontaminasyonuna karg: steril edildi. Fosfat
tampon solusyonunda (PBS) hazirlanmig tiim Grneklerden 1'er ml steril
siringalar ile besinlerin iistiine iyice yayildi. Her bir numune i¢in 4.
instar 10'ar adet larva kullanildi. Sonra kaplar deney igin 26+2°C'de ve
%60 nem'deki bir iklim dolabina 12:12 isik periyodunda birakild:.
Larvalarin 6liim oram giinliik olarak kontrol edildi ve &lii larvalar
kaplardan uzaklagtinilarak kaydedildi (30). Tiim denemeler ii¢ tekerriirlii
olarak yapildi.



3. BULGULAR

Bu caligmada, findik kurdu @Balaninus nucum)nun biyolojisi,
bakteriyal florasinin tayini, floranin kantitatif analizi, elde edilen
bakteriyal izolatlarin herhangi birinin findik kurdu i¢in patojenik olup
olmadifimn aragtiriimasi ve literatiirde var olan bazi biyolojik ajanlarin
insektisidal etkilerinin aragtirilmas: yapilmugtir.

Temin edilen larva ve erginlerin hayatlar1 incelenip, fotograflar
¢ekildi. Bakteri izolasyonlari, elde edilen siispansiyonun seyreltilip
zenginlegtirme Kkiiltiirleri yapilmak suretiyle gerceklestirildi. Caligmada,
bakteriyal izolatlarin tiir tayinlerinin yapilmasi i¢in ¢esitli morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testler uygulandi. Patojenik bir
izolatin olup olmadifinin belirlenebilmesi igin ise 2 tekrarli bioassay
¢aligmalar1 yapildi. Ayrica literatiirde var olan 8 farkli biyolojik
materyalin findik kurdu iizerinde Oldiiriicii etkisinin olup olmadig
aragtirildi.

3.1. Findik Kurdu (Balaninus nucum)'mun Biyolojisi

B. nucum erginlerinin genelde gri renkli, bazen de sarims: veya
acik kahverengi renkte oldugu goézlendi. Bu renk farkinin beslenmeden
kaynaklandi: tespit edildi. Laboratuvar gartlarinda findik ile beslenen
erginlerin gri renkte oldugu, armut, dongel, erik ile besleninlerin ise
sarimsi-agik kahverengi renkte oldugu goriildii. Stereo mikroskopla
yapilan gozlemlerde sirt ve bacaklarin trigya'larla dolu oldugu, hortum
ve bacaklarin ise kahverengi renkte oldugu belirlendi. Kafanin koni
bi¢iminde, antenlerin dirsekli ve topuzlu, viicudun ise yumurta bigiminde
oldugu tespit edildi. Ergin bir diginin viicut boyu (hortum harig)
ortalamasi 7+0.8* mm, hortum uzunlugu ortalamas: 6+0.4 mm, ergin bir
erkefin viicut boyu (hortum hari¢) ortalamasi 6+0.4 mm, hortum
uzunluBu ortalamas: ise 3.8+0.2 mm olarak belirlendi (Sekil 1A).

* Standart Sapma



Ik ergin ¢ikigimin sicakliga bagli olarak Mart aymm ortalarindan
itibaren bagladig1 ve Mayis ayinin baglarinda zirveye ulagdif: gézlendi.
Yaklagik iki doniimliik araziden toplanan erginlerin iki generasyonunun
saymm neticesinde erkek ve digi bireylerin miktar: sirasiyle 210/202 ve
330/324 adet olarak belirlendi. Buna gére cinsiyet oram 1/1 olarak tespit
edildi. Yapilan Sl¢iimlerle digi kanat uzunlugu ortalamasinin 10+0.8 mm,
erkek kanat uzunlugu ortalamasinin ise 9.5+0.3 mm oldugu belirlendi.

Haziran'a kadar iyi bir gekilde beslenen b&ceklerin, bu donemden
sonra ciftlesip yumurtlamaya bagladiklari gozlendi. Frginlerin 16 C'nin
altinda fazla aktif olamadiklan i¢in, ayni ocakta beslenmek zorunda
kaldiklar1 ve sicaklifin 16C'nin iistiine cikmasiyla birlikte uzak
mesafelere ugmaya basladiklar: belirlendi. Yumurta birakmaya baglayan
erginlerin ge¢ olgunlasan findik meyvelerinin oldugu ocaklara gegtikleri
tespit edildi.

Haziran bagindan itibaren yapilan arazi ve laboratuvar
¢aligmalarinda elde edilen yumurtalar fotograflandi ve oOl¢iimleri yapildi.
Bdcek hem yumurtlayip, hem de bu arada ciftlegmektedir. Déllenmis
yumurtalar1 yumurtladik¢a, yumurta kanalina yeni yumurtalarin
(ortalama 5-6) doldugu belirlendi. Yumurtalar oval, oldukca seffaf inci
seklindedirler. Yapilan diseksiyon calismalarinda ciftlegsme sonras:
yumurtlamak iizere olan bir digi bdcegin yumurta koyma borusunda
ortalama 5-6 yumurta sayild:i (Sekil 1B). Yumurtalarin boy ve en
ortalamalan sirasiyla 0.795+0.14 mm ve 0.525+0.11 mm'dir ($ekil 1C).
Sekil 1D'de findik icinde orjinal haliyle bir yumurta goriilmektedir.
Yapilan gozlemlerde, yumurtlama olgunlufuna ulagmig diginin 6nce
hortumu vasitasiyla findik Oziine zarar vermeyecek sekilde, kabugun
ylizeyinde yaklagik 4-5 mm uzunlugunda bir oyuk actif: ve daha sonra da
yumurta koyma borusunu bu oyuga sokarak her olgun ve saglam findik
bagina tek bir yumurta olmak iizere yumurtladi1 gézlendi. Bu iglemin 4-
5 dakika kadar siirdiifii ve son olarak da yumurtay: hem kétii gevre
sartlarina karg:1 korumak hemde findik iginin zarar gérmesini de
engellemek amaciyla kapattifi belirlendi. Bu iglemden sonra, digi
bocegin, hemen vakit kaybetmeden giftlesip bir bagka findifa yumurta
koydugu ve bu olayin, bir diginin ortalama 40-45 yumurta koymasina
kadar devam ettigi gozlendi.
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Sekil 1. Findik kurdu (Balaninus nucum)'nun; A) Erkek ve disi
ergin bdcegin goriintimii (15 x), B) Yumurta koyma
borusu i¢indeki yumurtalar: (15 x), C) Findiktan
cikartilmig bir yumurtasinin goriintimii (100 x),

D) Findik icindeki bir yumurtasinin goriiniimii (50 x)
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Yumurtanin 8 giinliik bir kulugcka ddneminden sonra acildif1 ve
larvanin 5-7 giin sonra meyve icine girerek findik igiyle beslenmeye
bagladig: tespit edildi. Geng larvalarin bag harig, seffaf goriintiglii oldugu
gozlendi.

Yapilan gozlemlerde larvalarin 4 doneme sahip oldugu belirlendi.
Bu donemler bag kapsiil geniglikleri &lgiilerek bulundu. Bag kapsiil
genislikleri sirasiyla 512.5+15, 80048, 100510 ve 1295+6 pm'dir (Sekil
2A). Sekil 2B'de findik iginde beslenen 3. donemde bir larva
goriilmektedir.

Yaklagik 29-30 giin beslenen larvanin kabukta bir delik (1.5-2 mm
capinda) acarak findiktan ¢iktifi ve topraga girdigi gozlendi (Sekil 2C).
Findikta 4 donem gegiren larvanin, olgun halde kigi toprakta bir yuva
icinde gecirdifi belirlendi.

Findiktan ¢ikan larvalarin kig1 gecirmek iizere toprafa girmeleri
hazirlanan toprak dolu saksilara larvalarin girigi ile tespit edildi ve
larvalarin topragin yapisina bagli olmak iizere gesitli derinliklere
indikleri gozlendi. Toplandiklar1 alandan alinan toprak Srneklerinde
ortalama 25 cm'ye kadar indikleri belirlenen larvalarin toprak icinde kisi
gecirdikleri yuva fotografland: (Sekil 3A).

Yapilan ¢aligmalarda, embriyo geligimini tamamlayarak
yumurtalardan ¢ikan 1-2 giinliik larvalarin, gozle zor farkedilecek kadar
kiiciik oldugu ve viicut renginin beyaz, bag kisminin ise kahverengi
oldugu, zamana bagh olarak larvalarin tombullagip renklerinin beyazdan
giderek acik sarimsi bir renge doniistiigii gozlendi.

Beslenme ve yumurta birakma yolu ile meyvelerde zararli olan
ergin bocegin, findik meyve kabugunu, hortumunun ucundaki diglerle
kemirerek deldigi ve kabuk icindeki etli kisimla beslendigi gozlendi.
Normal irilife ulagip kabuk sertlesinceye kadar bocek zararmin olugtufu
meyvelerde, meyve iginin bozularak sart bir renk aldifr tespit edildi.
Sonunda bu renk, kabuk iizerinde de belirmeye bagladi. Beslenemeyen
meyve kabu@u iizerinde "sarikaramuk" olarak bilinen zarar geklinin
olustugu belirlendi (Sekil 3B). Meyve normal irilife erigtikten sonra
zarar gordiigiinde iginin karardi§i, kabukta olusan catlaklardan digar
sizan siyah bir sivimn, zuluf (kogan) ve kabugu kirlettigi gézlendi (Sekil
3C). Bu zarar sekline de "karakaramuk" denilmektedir.
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Sekil 2. Findik kurdu (Balaninus nucum)nun; A) Dért
instarinin genel goriiniimii (Sirasiyla 1, 2, 3 ve 4. instar,
15 x), B) Findik i¢inde beslenmekte olan 3. instar bir
larvasi (15 x), C) Dort instarlik geligimini tamamlayan
olgun larvamn topraga girmek i¢in findik meyvasinda
actigs delik (15 x)
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Sekil 3. Findik kurdu (Balaninus nucum)'nun; A) Larvanmn
toprakta ki1 gecirdigi yuva, B) Sankaramuk adi verilen
zarar gekli, C) Karakaramuk adi verilen zarar gekli
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3.2. Fmdik Kurdunun Bakteriyal Florasi

3.2.1. Ergin ve Larvalarmm Bakteriyal Florasinin
Kantitatif Analizi

inkiibasyon neticesinde 25-250 arasi koloni olugan petrilerde sayim
yapilarak larva ve erginlerin toplam bakteri sayilan belirlendi. Ergin ve
larvalarin birey bagina diigen toplam bakteri sayisi (1.41x1011
bakteri/ergin ve 1.8x10° bakteri/larva) tespit edildi. :

3.2.2. Bakteriyal izolatlarin Elde Edilmesi

Inkiibasyon sonucunda mevcut olan farkli bakteriler koloni
Ozelliklerine gore alinarak c¢izgi ekim yontemi ile saf kiiltiirleri elde
edildi. Toplam 15 izolattan morfolojik ve kiiltiirel karakterleri aym
olanlar inceleme dis: birakilarak iclerinden farkl: 6zelliklere sahip olan 5
izolat difer testlere tabi tutulmak ilizere alindi ve 1'den 5'e kadar
numaralanan bu izolatlarin gesitli fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
karakterleri belirlendi.

3.2.3. Bakteriyal izolatlarin Morfolojik ve Biiyiime
Ozellikleri

Izolatlarin gesitli morfolojik ve biiylime &zellikleri Cizelge 7'de
goriilmektedir.

Basit boyamalar neticesinde 3 numaral: izolat hari¢ digerlerinin
basil morfolojisine sahip, tek veya uzun zincirler olugturan basiller
olduklan goriildii. Gram boyamalar: sonucunda ise izolatlardan, 1 ve 3
numaral1 izolatlarin mor renge boyanmalan dolayisi ile gram olumiu
(Gram +), 2, 4 ve 5 numarali izolatlarin ise pembe renge
boyanmalarindan dolay1 gram olumsuz (Gram -) oldukiar1 belirlendi.
Spor boyamalar neticesinde, sadece 1 nolu izolatin endospora sahip
oldugu gozlendi (Sekil 4). Bu gozlemde safraninle boyanan hiicrelerin
pembe, malagit yesili ile boyanan sporlarn ise yesil renkte olduklari
goriildi. Sporlarin terminal spor (hiicrenin bir kenarina yaslanmig)
olduklar1 gozlendi. Yapilan kapsiil boyama neticesinde de yine sadece 1
nolu izolatin, CuSO4'in gevreyi maviye kristal viyoleninde hiicreyi mor
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renge boyamas: neticesinde boyanmamug, seffaf bir bolge olarak goriilen
kapsiil yapisina sahip oldugu, diger izolatlarin bSyle bir yapiya sahip
olmadiklan goriildii (Sekil 5). Hareket testi sonucunda izolatlardan
sadece 3 nolu olaninin hareketsiz olduu, diger tiim izolatlarn ise hareket
edebilme 6zelligine sahip oldugu goriildii.

Izolatlarin atmosferik oksijene olan ihtiyaglan incelendiginde, 1, 2,
4 ve 5 numaral1 izolatlarin hepsinin anaerobik sartlarda iireyebildikleri,
3 numaral izolatin ise anaerobik gartlarda iireyemedigi gézlendi.

Cizelge 7. Balaninus nucum'dan elde edilen bakteriyal izolatlarin

morfolojik ve bilyiime ozellikleri

Izolat No 1 2 3 4 5
Petrideki Krem, Krem, San, Kirmuzi, |Krem,
koloni rengi |sacakh, |diizgiin, {papatya, |diizgiin, |dalgal,
ve goriiniisii | yuvarlak |yuvarlak |yuvarlak | yuvarlak | yuvarlak
Izolatlarin Fakiiltatif | Fakiiltatif { Aerobik | Fakiiltatif | Fakiiltatif
O ihtiyaglar1 |anaerobik | anaerobik anaerobik |anaerobik
Gram boyama + - + - -
Kapsiil boyamal + - - - -
Spor boyama + - - - -
Spor sekli Elipsoid ND ND ND ND
Spor formu Terminal ND ND ND ND
Izolatin ND ND 0.9-1.2 ND ND
Capt (gm)

Izolatin 4-6 1.3-3.2 ND 1-1.5 24
Boyu (m)

Izolatin 0.8-1 0.5-1 ND 0.6-0.8 0.6-1.1
Eni (zm)

Hareket + 4 - + +

ND: Belirlenmedi




j
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Sekil 5. 1 numaral izolatin olugturdugu kapsiiliin gériiniimii

3.2.4. Bakteriyal izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

Izolatlarin fizyolojik ozellikleri Cizelge 8'de goriilmektedir.
Mikroorganizmalarin biiyiimesi iizerine etkili faktdrlerden olan sicaklik,
pH, NaCl'e kars1 tolerans ve atmosferik oksijen ihtiyaglan gibi fiziksel
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etkilerin aragtirilmasi amaciyla testler yapildi. Yapilan testler sonucunda
tiim izolatlarin optimum olarak 30°C'de biiyiiyebildigi belirlendi.

Cizelge 8. Balaninus nucum'dan elde edilen bakteriyal
izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

Izolat No 1 2 3 4 5
%1 NaCl'de biiy. + + 1 + + +
%2 NaCl'de biiy. + + + + +
%5 NaCl'de biiy. + + + + +
%7 Na(Cl'de biiy. - + + - +
%12 NaCl'de biiyl ND + + - | ND
%20 NaCl'de biiy{ ND | ND + ND | ND
Lizozimde biiy. + + - + +
28°C'de biiy. + + + + +
30°C'de biiy. + + + + +
37°C'de biiy. + + + iz +
pH>7 MVRP + ND}| ND| ND| ND
broth'ta biiy.

pH<6 MVRP W | ND| ND| ND!| ND
broth'ta biiy.

Optimum pH. 6-8 | 6-8 7-8 89| 7-8
Optimum 1s1 'C) ] 30 | 30 30 301 30
+4°C'de biiy. ND | + ND + | ND
+41°C'de biiy. ND - ND - | ND
Anaerobik biiy. + + + +

W: Zayif biiyiime; ND: Behrlenmedl

Cizelge 8'den de goriildiidii gibi, 1 ve 2 numaral: izolatlar optimum
olarak pH 6-8 aras1 olan besiyerlerde biiyiiyebilirken, 3 ve 5 numarali
izolatlar 7-8 aras1 pH'l1 besiyerlerde ve 4 numarali izolat ise 8-9 arasi
pH'l1 besiyerde optimum olarak biiyiiyebilmektedirler.

Izolatlarin belli oranlarda NaCl iceren besiyerlerinde biiyiiyebilme
ozelliklerinin, yani NaCl'e kars: tolerans sinirinin aragtinimasi sonucunda
1 ve 4 nolu izolatlarin %7'ye kadar NaCl'e tolerans gosterdigi, 2
numaral: izolatin %11'e kadar NaCl igeren besiyerlerde iireyebildigi, 3
numaral: izolatin %20'ye kadar tolerans gosterdifi ve 5 numarali izolatin
ise %8'e kadar toleransli oldufu gézlendi.
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Izolatlarin 10 mg/ml lizozim ihtiva eden besiyerdeki iireme Szelligi
incelendi ve sonugta sadece 3 numarali izolatin bu besiyeride
iireyemedigi, 1, 2, 4 ve 5 numaral: izolatlarin ise biiyliyebildifi gtzlendi.

3.2.5. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarin biyokimyasal o6zellikleri Cizelge 9'da goriilmektedir.
Bakteri tiir tayininde kullanilan kriterlerden birisi de bazi organik
maddeleri hidroliz etme &zellikleridir. Cizelge 9'dan da goriildiigii gibi
yapilan testler sonucunda 1, 2, 3 ve 4 numarali izolatlar jelatini hidroliz
ederken 5 numarali izolatin jelatini hidroliz etmedifi gézlendi. Nisastay:
ve iireyi sadece 1 nolu izolat hidroliz ederken diger tiim izolatlarin bu iki
maddeyi hidroliz etmedikleri belirlendi.

Izolatlarin baz1 enzim ve kimyasal maddeleri iiretip iiretmedikleri
incelendi. Burada da goriildiigii gibi, 1, 2, 3, 4 ve 5 numaral1 izolatlarin
hepsinin katalaz enzimini {irettikleri, oksidaz enzimini ise 5 numaral:
izolatin digindaki tiim izolatlarin iirettifi ortaya ¢ikarldi.

Izolatlardan 1, 3 ve 5 numarali izolatlarin hicbirisinin sitrati
kullanmadiBi, 1 ve 4 numarali izolatlarin ise propionati kullanmadig,
propionat1 sadece 2 numaral: izolatin kullandigi, nitrat1 ise 3 numarali
izolatin digindaki tiim izolatlarin indirgeme ozelligine sahip oldugu
gozlendi.

Bakterilerin karbohidratlar fermente etme ozellikleri de test edildi.
Yapilan deneyler sonucunda 1, 2, 4 ve 5 numarali izolatlarin hepsinin
glukozu ve mannozu, 2 ve 5 numaral izolatlarin arabinozu, 2, 4 ve 5
numaral: izolatlarin ksilozu fermente ettikleri, 5 numarah izolat harig
tiim izolatlar sukrozu fermente ederken, 1, 2 ve 4 numaral: izolatlarin
esculini fermente eftikleri tesbit edildi.
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Cizelge 9. Balaninus nucum'dan elde edilen bakteriyal
izolatlarin bazi biyokimyasal 6zellikleri

Izolat No 1 2 3 4 5
Nitrat ind. testi + + - 1. + +
Katalaz testi + + + + +
Nisasta testi + - - - -
Oksidaz testi + + + + -
Jelatin hidrolizi + + + + -
Ure hidrolizi + - - - -
Sitrat kullanim - + - + -
Propionat kul. - + ND - ND
Indol testi - - - - +
Metil red testi - - - - +
| Voges pro. testi + + - + -
L-Arginin kul. + + + + -
Tween 80 hid. W + - + -
Tirozinaz iiretimi - ND ND{ ND|] ND
Fenil Alanin hid.| - ND - ND +
D-Glukoz fer. + + - + +
L-Arabinoz fer. - 1 + - - +
D-Ksiloz fer. - + - + +
D-Mannoz fer. + + W+ + +
Sukroz fer. W+ + + + -
Esculin fer. + + - o b,

W: Zayif biiyiime; ND: Belirlenmedi

3.2.6. Bakteriyal izolatlarm Molekiiler Ozellikleri
3.2.6.1. Bakteriyal izolatlarin Toplam Protein Profili

Elde edilen 5 izolattan izole edilen ¢oziinebilir proteinler, her
kuyuya 50 ug olacak sekilde %12 SDS-PAGE jeline yiiklendi. 15 mA'lik
elektrik akiminda proteinlerin yiiriitiilmesi sonucunda Sekil 6'da da
goriildiigii gibi izolatlarin tamamen farkli protein bantlarina sahip
olduklan goriildii. 1, 3 ve 5 nolu izolatlar birbirlerinden yaklasik
%90-100'lik oranda farkli protein bantlarina sahipken, 2 ve 4 nolu
izolatlarin protein bantlannin yaklagtk %80 oraninda bir fark gosterdigi
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belirlendi. Ayni zamanda 2 ve 4 nolu izolatlarin diger izolatlarla yine
yaklagik %90-100'ik bir oranda farkli bantlara sahip oldugu gézlendi.

~=66.000
| ~=45.000

Sekil 6. B. nucum' dan elde edilen izolatlarin toplam proteinlerinin
%12'lik SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile belirlenmesi.
Rakamlar izolat numaralarini, S ise agirlig1 bilinen protein
standartlarini1 gostermektedir
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3.2.6.2. Bakteriyal izolatlarin Plazmid Icerikleri

Plazmid DNA's1 izolasyonu sonucunda sadece 1 nolu izolatin bir
plazmide sahip oldugu Sekil 7'de gOsterilmektedir. Bu plazmidin Kpnl
restriiksiyon enzimi ile kesildigi zaman yaklagik 340, 370, 480 ve 500
bp.'lik 4 bant ve EcoRlI restriiksiyon enzimi ile kesildiginde ise 220, 242,
320, 390 ve 400 bp.'lik 5 banttan olustugu tespit edildi.

SO1 bp.
+04 bp.
331 bp.
247 bo,
190 bp.

14 by

111 bp.
67 bp. /

Sekil 7. lizolatlarin plazmid iceriklerinin %0.7'lik agaroz jeldeki
goriintiileri. Rakamlar; izolat numaralarini, S;
molekiiler agirliklar bilinen standart DNA
fragmentlerini gostermektedir. Not: Her bir izolat i¢in
ilk siitun Kpnl ikinci siitun ise EcoRI restriiksiyon
enzimi ile kesimi neticesinde olugan bantlari
gostermektedir

3.3. Bakteriyal Izolatlarin insektisidal Etkilerinin
Belirlenmesi

(Calismada denenen izolatlarnin B. nucum larvalan iizerindeki etkisi
Cizelge 10 ve Sekil 8'de gosterilmistir.
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Cizelge 10. Elde edilen izolatlarin findik kurdu larvalan
iizerinde olugturduklan 6liim oranlan

Numuneler I.giin Il.giin IIl.giin | Toplam
Kontrol (PBS) - - - -
1 nolu izoiat - 5 40 45
2 nolu izolat - - 20 20
3 nolu izolat - - 30 30
4 nolu izolat - 40 60 100
5 nolu izolat 25 25

NOT: Cizelgedeki degerler 2 deneyin ortalamalan alinarak

hesaplanmustir
100 -
4 B 1. izolast
90 - B 2 ot
1 Bl 2. izolat
N B 4. izolat
., 70 - O s.izolat
g )
‘5 60 -
[ b m
O 50 A b
E o
O

fzolatlar

Sekil 8. Denenen bakteriyal izolatlarin B. nucum larvalari
tizerinde olusturdugu &liim oranlan

Iki tekerriirlii olarak yapilan bioassay denemelerinde larvalar 7 giin
boyunca takip edildi. Denemelerimizde esas oliim 3 giinliik siirede
meydana geldigi i¢in hesaplamalarda bu siire dikkate alindi. Sonugta, 4
nolu izolatin B. nucum populasyonu iizerinde 3 giinliik siirede %100'liik
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bir 6liim meydana getirdigi tespit edildi. Ayni siirede 1 nolu izolatimizin
%45, 2 nolu izolatin %20, 3 nolu izolatin %30 ve 5 nolu izolatin ise %25
oraninda bir 6lim olugturdugu belirlendi. %1001k bir 6liim oram
olusturan 4 nolu izolatin 3 giinliik siirede normalde beyaz-krem renkli
olan larvanin rengini kendi rengi olan kirmiziya doniigtiirdiigii g6zlendi.
Sekil 9'da enfekte olmamug larva ile 4 nolu bakteriyal izolat ile enfekte
olmus larva arasindaki bu renk farki agik bir gekilde goriilmektedir.

Sekil 9. Normal larva ve 4 numarali bakteriyal izolat ile enfekte
olmus larvanin goriiniigleri (Oklar enfekte olmug
larvalar1 gostermektedir)

3.4. Cesitli Biyolojik Ajanlarin Insektisidal Etkilerinin
Belirlenmesi

Caligmada denenen ajanlarin B. nucum larvalan iizerindeki etkisi
Cizelge 11 ve Sekil 10'da gosterilmigtir.

Yedi giinliik 3 tekrarli denemelerde esas oliim ilk ii¢ giinde
meydana geldigi i¢in hesaplamalarda bu ii¢ giin dikkate alind:.
Kontrollerde ise 10-12 giine kadar larvalar saglikli bir sekilde
hayatlarin1 devam ettirdiler.
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Tiim denemelerde en etkili numuneler olan BTS-1 toksini ve
LANPV viriisii larvalar iizerinde 3 giinliik siirede %90'lik bir &liim
olusturdu. PHE4-A, PHE4-AD, PHE4-AR, PHE4-ADR, AcNPV ve HD-1
degisik oranlarda etkili oldular (Cizelge 11). Transform olmus E. coli'ler
sahip olduklart B. thuringiensis genleriyle iligkili olarak strastyla PHE4-A
%56, PHEA-AD %60, PHE4-AR %60 ve PHE4-ADR %66 oraninda etki
gosterdi. HD1 toksini %70'lik bir etki gosterirken AcNPV ise %60'lik bir
etki gosterdi.

Kontrol olarak kullanilan PBS, E. coli JM10] ve Sf arasinda en
fazla olim orant %30 ile E. coli JMI0I'de olurken, PBS ve Sf
kontrolerinde %10'luk bir 6liim meydana geldi. Hi¢bir numunenin
uygulanmadi$ sadece besinin konuldugu kaplarda ise %3.3'tiik bir 6liim
meydana geldigi tespit edildi.

Cizelge 11. B. nucum larvalan iizerinde denenen numunelerin
olugturduklar: 6liim oranlann (Kontrol gruplarinda
meydana gelen 6liim oranlan agagidaki oranlardan

cikartilmugtir)

Numuneler Lgiin | Ilgiin Ill.giin Toplam
HD-1 - 40 30 70
BTS-1 - 70 20 90
PHE4-A 10 36 10 56
PHE4-AD - 56 4 60
PHE4-AR 3.3 50 6.6 59.9
PHE4-ADR - 50 16 66
AcNPV - 10 50 60
LANPV - 30 60 950
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100 ~

] & £ B H1
S0 A B BTSi
1 PHE4~ &
80 1 PHE4-AD
20 - O pPHE4-AR
% } B PHE4-ADR
'§ 60 £1 aAchpPy
b i LdMPY
O 50 -
£ ol
O -
30 -
20 -
10 4
0

Izolatlar

" Sekil 10. Denenen ajanlanin B. nucum larvalan iizerinde
olugturdugu oliim oranlan



4. TARTISMA

Son yillarda, zararlilar ile genig capta yapilan kimyasal
miicadelenin bir sonucu olarak ¢evrenin asin1 gekilde kirlenmesi ve hatta
insanlara kadar ulagmasi, aragtirmalan biyolojik ajanlanin geligtirilmesi
konusuna itmistir. Ozellikle 1950'i yillardan sonra tiim diinyada
biyolojik ajanlarin gelistirilmesi ¢ok biiyitk iz kazanmigtir (52).

Aragtirmann ilk kismim olusturan B. nucum'un biyolojisi ile ilgili
daha 6nce Tiirkiye'de ve Avrupa'da gesitli caligmalar yiiriitiilmiigtiir (4,
6, 8). Su ana kadar yapilan ¢aligmalarda bdcegin yumurtasimin resmi,
yumurta boyutlari, larva bag kapsiil ¢aplari, kanat uzunluklari, hortum
uzunluklar1 gibi veriler yer almamaktadir. Ural (4) 1957'de yaptigi
cesitli caligmalarda bdcedin 4 larval doneme sahip oldugunu belirtmistir,
fakat bu dénemlerin birbirlerinden nasil ayirt edilebilecegi hakkinda
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bu caligmada ise bocegin dort
larval doneme sahip oldufu larvalarin bas kapsiil ¢aplan Slgiilerek tespit
edildi (53) ve her larval donem i¢in uygun degerler bulundu. Buna gére
B. nucum larvalarinin 1. instarimin bag kapsiil ¢cap:1 512.5+15 pgm, 2.
instarinin 800+£8 um, 3. instarinin 1005+10 pm ve 4. instarinin 1295+6
pm olarak belirlendi.

Findik kurdunun ergin disi ve erkek bireyleri morfolojik olarak
hortum uzunluklarinin ve viicut uzunluklarinin farkli olmasi ile ayirt
edilir. Digiler erkeklerden daha uzun bif hortuma sahip olmakla birlikte,
aym1 zamanda hortum uzunlugu viicut uzunlufuna da ¢ok yakindir.
Ayrica erkek bocegin hortumu daha kisa ve digininki kadar kivrik
degildir. _

Ergin bireyler arasindaki renk farkinin beslenmeden
kaynaklandigi, laboratuvar sartlarinda elma ve armutla beslenen
erginlerin kirli sann ve acik kahverengi, findikla beslenenlerin ise gri
renkte olduklan belirlendi.

Kis1 toprakta gegirerek Mart ortalarinda ¢ikmaya baglayan bécegin
sayisinin kigin soguk ve karli gegmesinden dolay: arttifi samlmaktadir.
Topraktan ciktiktan sonra Haziran'a kadar beslenen boceklerin bu aydan
itibaren yumurtlamaya bagladi$ belirlendi. Bocegin, yumurta birakirken
findik danesinin kalitesini oldukga titizlikle se¢tifi gozlendi.



58

Laboratuvarda 3-4 giinliik kurumamig, fakat kocani (zuluf) hafifce
burugsmusg findiklara bdcegin yumurta birakmadii tespit edildi.
Yumurtanin findik icerisindeki kulugka déneminden sonra, yumurtadan
cikan larvalann tiim larval donemler siiresince boy uzunluklan harig,
morfolojik olarak herhangi bir ayirt edici Ozelliklerinin olmadid:
belirlendi. Yani 4 dénem boyunca da larvanin tamamen beyaz-sarimsi
renkte oldugu goézlendi.

Caligmamin ikinci kismini olusturan B. nucum'un bakteriyal
florasinin belirlenmesi ile ilgili literatiirde herhangi bir caligmaya
rastlamlmamugtir.

Bakteriyal floranin belirlenmesindeki tiir tayinlerinde biiyiime
ozellikleri ve morfolojik o©zelliklerine bakilarak elimine edilen
izolatlardan segilen 5 izolat fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testler
sonucunda farkli birer cinse dahil edildiler.

Izolatlardan biri fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testlerin
yanisira gram (+), endosporlu, fakiiltatif anaerobik, basil ve hareketli
oldugundan Bacillus cinsine; ikincisi gram (-), sporsuz, "Pseudomonas
Isolation Agar" (PIA)'da biiyiidiigii, aerobik, basil ve hareketli oldugu
icin Pseudomonas cinsine (bu cins icinde fakiiltatif anaerobik tiirlerin
mevcut oldugu bilinmektedir); liciinciisii gram (+), sporsuz, aerobik,
kok, hareketsiz ve sar1 pigment lirettii igin Micrococcus cinsine;
dordiinciisii gram (-), sporsuz, fakiiltatif anaerobik, basil, hareketli ve
kirmiz1 pigment iirettigi icin Serrafia cinsine ve sonuncusu ise gram (-),
sporsuz, fakiiltatif anaerobik, basil ve hareketli oldugundan Escherichia
cinsine dahil edildiler.

Yapilan biiyiime, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testleri
desteklemek amaciyla bu ¢aligmada elde edilen izolatlarin icerdigi total
proteinlerin profili ¢ikarildi. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) sonucunda, izolatlarin protein profilleri
incelendiinde, izolatlar arasindaki fark protein bantlarinda da
goriilmektedir. Cato ve ark. (54) tarafindan 70 adet Clostridium tiiriiniin
suglan arasinda suda ¢oziinebilir proteinlerinin elektroforetik olarak
kargilagtirilmasin1 baz alan bir aragtirma yapilmig ve aragtirmanin
sonucunda %80 DNA-DNA homolojisi gosteren suglarin aym tip protein
bantlarina, %70 DNA-DNA homolojisi olan suglarin protein bantlarinda
ise kiiciik farkliliklarin oldufu ortaya cikarilirken farkli tiirlerin
birbirinden farkli protein bantlarina sahip olduklari g6riilmiigtiir. Bu
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calismada 1, 3 ve 5 nolu izolatlarin yaklasik %90-100'liik oranda farkl
protein bantlarnna sahip oldugu, 2 ve 4 nolu izolatlarn ise yaklagik %80
oranda farkli protein bantlarina sahip oldufu tespit edildi. Aym
zamanda 2 ve 4 nolu izolatlar difer izolatlarla kargilagtinildifinda yine
yaklagik %90-100'liik bir oranda farkli protein bantlarina sahip olduklan
gézlendi. Izolatlarin hepsi farkli protein profillerine sahip olduklarindan
DNA-DNA homolojilerinin %70'den az olduklari samilmaktadir. Bu
yiizden, bu izolatlarin farkl: tiirler olduklan diigiiniilmektedir.

Bakteriyal flora ¢aligmasinda oldugu gibi, B. nucum'a karg1 bir
biyolojik ajanin tespiti konusunda da literatiirde herhangi bir bilgi
bulunamamustir. Ancak diger zararlilara kars: yapilan ¢aligmalarla ilgili
pekcok bilgi literatiirde mevcuttur. 1985'de Mitchell ve ark. (55)
Hemileuca maria adl1 giiveden izole ettikleri bir nuclear polyhedrozis
virus'iin yine aym larva lizerindeki patojenitesine bakmiglar ve viriisiin
Oldiiriicti bir etkiye sahip oldugunu belirlemiglerdir. Aym: sekilde bu
calismada denenen Autographa californica nuclear polyhedrozis virus'iin
(AcNPV) B. nucum larvalan lizerinde %60'hik bir 6liim etkisi gosterdigi
tespit edildi. Martens ve ark.'nin (49) 1990 yilinda yaptiklar1 bir
¢aigmada AcNPV'nin rekombinant bir susuyla (B. thuringiensis'e ait
crylA (b) genini ihtiva eden fragmenti iceren sug) enfekte ettikleri
Spodoptera frugiperda hiicrelerini Pierris brassicae larvalan iizerinde
denemeleri sonucu rekombinant viriisiin iirettigi toksin maddenin etkili
oldugunu bulmuglardir. Yine bu ¢aligmada cesitli biyolojik ajanlarin B.
nucum lizerindeki etkilerinin belirlenmesinde en etkili numuneler olan
BTS-1 toksini ve Lymantria dispar nuclear polyhedrozis virus'ii larvalar
lizerinde 3 giinliik slirede %90'lik bir 6liim olugturdu. Lipa ve ark. (56)
Ocnogyna baetica'dan izole ettikleri Entomopoxvirus B'nin O. baetica
larvalar1 iizerinde %95, Agrotis segetum iizerinde %10, Spodoptera
littoralis iizerinde ise %15'lik bir 6liim olusturdufunu tespit etmigler.
Boucias ve ark. (57) bir Iridoviriis'iin Scapteriscus vicinus (Giiney
Amerika dana burnu) nimfleri lizerinde yaklasik %50'den daha ¢ok
enfeksiyon olusturdugunu bulmuglar. Mitchell ve Smith (58) yaptiklari
bir ¢calismada bir Entomopoxviriis'iin Elasmopalpus lignosellus'un (kiigiik
musir sapi kurdu) tiim donem larvalan iizerinde deigen oranlarda etkili
oldufunu bulmuglardir. Moar ve ark. (59) yaptiklari bir ¢aligmada
Elasmopalpus lignosellus'un (kiigiik musir sap1 kurdu) larvalan iizerinde
B. thuringiensis HD-1 sugundan izole edilmig HD-1 toksininin 4.83
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mg/100 g'min %50'lik bir 6liim olugturdugunu tespit etmiglerdir. Bu
caligmada ise ayni toksinin (100 ug/ml) B. nucum larvalan iizerinde
%70'lik bir etkisi belirlendi. Bu sonuglardan, farkl: tiirlerin bu toksin'e
karg: farkli oranlarda direnclilik gosterdikleri anlagilmaktadir.

Eitan Ben-Dov ve ark.min (48) sivrisinek larvalar iizerinde
yaptiklar ¢aligmada, B. thuringiensis'e ait baz1 genleri tagiyan E. coli
hiicrelerinin ihtiva ettikleri gene gore farkli oranlarda 6liime sebep
olduklan tespit edilmigtir.  Bacillus thuringiensis’e ait crylIVA genine
sahip plazmid (pHE4-A), cryIVA ve crylVD genlerine sahip plazmid
(pHE4-AD), cryIVA geni ve 20-kDa-proteine sahip plazmid (pHE4-AR)
ve crylVA, cryIVD genlerine ve 20-kDa-proteine sahip plazmid (pHE4-
ADR) ile transform olmug Escherichia coli hiicrelerinin sirasiyla %55,
95, 50 ve 90 oranlarinda 6liim meydana getirdiklerini tespit etmigler.
Buna gore, bizim sonuclarimizin (PHE4-A %56, PHEA-AD %60, PHE4-
AR %60 ve PHE4-ADR) farkl: olmasinin sebebi, su ana kadar yapilan
gozlemlere gore (60) gesitli Bacillus suglaninin degisik bocek tiirlerindeki
etkilerinin farklihifindan kaynaklanmaktadir.

Elde edilen bakteriyal izolatlarin denenmesinde ise, bir hafta takip
edilen deney siiresi sonunda B. nucum i¢in patojenik olan Serratia sp.'nin
B. nucum larvalan iizerinde %100'liikk bir 6liim meydana getirdigi
gozlendi. Sekil 10'da da goriildiigii gibi normalde beyaz-krem renkli
olan larva enfeksiyon sonucunda bakterinin kendi rengi olan kirmizi
renge doniigmektedir. Bu, izolatin larvalar iizerinde ¢ok afir bir
enfeksiyon olusturdugunu géstermektedir. B. nucum lizerinde %100'1iik
insektisidal etkiye sahip olan bu izolatin yapilan testler sonucunda S.
marcescens oldugu belirlendi. Denemede difer 1, 2, 3 ve 5 nolu
izolatlarin ise sirasiyla %45, 20, 30 ve 25 oranlarinda B. nucum
larvalan iizerinde &ldiiriicii etkiye sahip olduklar: belirlendi. Lipa ve
Wiland (30) benzer bir ¢alismada, Serratia marcescens'in dogal bir
formunun Agrotis sp. iizerinde %100'liik bir 6liim meydana getirdigini
tespit etmiglerdir.

Caligma sonunda &zellikle 3 giinliikk siirede B. nucum
populasyonunda %100'lik bir 6liim orani1 olusturan Serratia
marcescens'in gelecek icin bir biyolojik miicadele ajami olarak
geligtirilebilecek ve findik iiriinii iizerinde biiyiik zarar olusturan B.
nucum'a karg: kullanilabilecek olmas: ekonomik agidan biiyiik katkilar
saflayacaktir.
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Ayrica tiim bakteriyal izolatlar i¢inde sadece Bacillus sp.'nin bir
plazmide sahip oldugu belirlendi. Ileriki galigmalarda, B. nucum
larvalar1 iizerinde Bacillus sp.'nin olusturdugu %45'lik etkinin
plazmidden kaynaklanip kaynaklanmadifinin aragtirilmasi ve efer
kaynaklaniyorsa plazmidin karakterizasyonu planlanmaktadir.

Yapilan literatiir taramalarina gére, daha 6nce B. nucum lizerinde
sadece biyolojisi ve gesitli kimyasallarin etkilerinin aragtinlmasi ile ilgili
bazi caligmalar mevcuttur. Diger yandan, detayli olarak bécegin
biyolojisinin, bakteriyal florasmnin ve gesitli biyolojik ajanlarin B. nucum
larvalar1 tizerindeki etkilerinin caligilmamig olmasi nedeniyle mevcut
caligma, gerek findik kurdunun biyolojisinin aydinlatilmasi agisindan
gerekse bu bécefe karsi bir biyolojik miicadele ajani gelistirilmesi
bakimindan biiyiik 6nem arzetmektedir.



5. SONUCLAR

1) Sonug olarak bu caligmada, findik kurdu (Balaninus nucum)'nun
biyolojisi ile ilgili yumurta boyutlar1 (0.795+£0.14 mm ve 0.525+0.11
mm), hortum vzunluklan (disi, 6+£0.4 mm ve erkek, 3.8+0.2 mm), larva
bag kapsiil geniglikleri (512.5+15 pm, 800+£8 pm, 1005+10 pm ve
129546 um), kanat uzunluklar (disi, 10+0.8 mm ve erkek, 9.5+0.3 mm),
cinsiyet oram1 (1/1) gibi literatiirde mevcut olmayan bilgiler ve
sarikaramuk ve karakaramuk olarak adlandirilan zarar tespit edildi.

2) Yapilan kantitatif sayim sonucunda ergin ve larvalarin birey
bagina diisen toplam bakteri sayist (1.41x1011 bakteri/ergin ve 1.8x109
bakteri/larva) belirlendi.

3) Siispansiyondan, zenginlegtirme kiiltiirleri yapilarak elde edilen
bakterilerden, birbirlerinden farkli olduklar1 gozlenen 5 izolat tespit
edildi ve bunmlar teghis testlerine tabi tutuldu. Yapilan morfolojik,
boyama, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testler sonucunda
izolatlarin Bacillus, Pseudomonas, Micrococcus, Serratia ve Escherichia
cinslerine ait tiirler olduklarn ortaya ¢ikarildi.

4) Yapilan testler sonucunda 4 nolu izolatin Serratia marcescens
oldugu ve bu izolatin bicassay caligmalarinda 3 giin igerisinde findik
kurdu populasyonunda %100'liik 6liime sebep oldugu belirlendi.

5) B. nucum iizerinde denenen biyolojik ajanlardan en yiiksek
etkiyi BTS1 toksini ve LANPV viriisiiniin %90'Iik bir oranla olugturdugu
belirlendi. PHEA4A-A'nin %56, PHE4-AD'nin %60, PHE4-AR'nin %60,
PHE4-ADR'nin %66, HD1 toksininin %70, AcNPV'nin ise %60k bir
etki gOsterdidi tespit edildi.



6. ONERILER

Aragtirma sonucunda findik kurdu (B. nucum)'ndan izole edilen
Serratia marcescens'in B. nucum larvalan iizerinde 3 giinliik siirede
%100'liik bir ©liime sebep oldugunun bulunmasi, tiim diinyanin
zararlilara karg1 biyolojik miicadele ajanlarinin bulunup gelistirilmesine
calisilan zamanda, yani giiniimiizde, ¢ok biiyiikk 6nem arzetmektedir. Bu
noktada 6nemli olan bulunan bu ajanin geligtirilip bir biyolojik miicadele
ajani olarak kullanilabilmesini saglamaktir.

Ileride yapilacak caligmalar ile iilke ekonomimizde 6nemli bir yere
sahip olan findik iiriinii iizerinde biiyiik zarar veren findik kurdu i¢in bir
biyolojik ajan gelistirilmesi miimkiin olacaktir. Bu g¢aligmalarda patojenik
etkiye sahip Serratia marcescens'in protein fraksiyonlanmasi yapilarak
hangi proteininin toksisite olugturdugunun bulunmasi ve daha ileride bu
proteini olugturan genin belirlenmesi ve karakterizasyonu
amaclanmaktadir.

Ayrnica Bacillus sp.'nin sahip oldugu plazmidin karakterizasyonu ve
bakteriyal izolatin B. nucum iizerindeki etkisinin bu plazmide bagli olup
olmadiginin aragtinlmasi amaglanmaktadir.

Aym zamanda, yapilan bu caligmanin, sonuglari ve kullanilan
metodlan acisindan ileride yapilmas: diigiiniilen buna benzer ¢aligmalara
i1k tutacag kanaatindeyim.
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8. EKLER

8.1. Besiyerlerinin Hazirlanis:

Anaerobik Agar: 20g trypticase, 10g glukoz, 5g sodyum kloriir,
15g agar, 2g sodyum thioglycolate, 1g sodyum formaldehit sulfoksilat
1000ml deiyonize suda (ddH>O) ¢oziildii, pH"1 7.2'ye ayarlandi ve
otoklavlanarak steril edildi.

Fenilalanin Agar: 3g yeast extract, 2g DL-fenilalanin, 1g disodyum
hidrojen fosfat, 5g sodyum kloriir, 12g agar 1000ml ddH,O'da ¢éziildii,
pH'1 7.3'e ayarland1 ve otoklavlanarak steril edildi.

Indol Uretimi Besiveri: Indol iiretiminin test edilmesi icin %1'lik
tryptone broth veya %1'lik tripticase broth kullanildi. Besiyeri
hazirlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

Karbohidrat Fermentasyonu Besiveri: Bu besiyerinin hazirlanmasi
i¢in ilk olarak temel besiyeri hazirlandi. 1g diamonyum hidrojen fosfat,
0.2g potasyum kloriir, 0.2g magnezyum siilfat, 0.2g yeast ekstract, 15g
agar 1000ml ddH,O'da ¢oziildii, pH'1 7.0'a ayarlanmadan énce %0.04
(w/v) oraminda hazirlanan bromcresol purple solusyonundan 15ml ilave
edildi, otoklavlanarak steril edildi.

Daha sonra fermentasyon 6zelliklerine bakilacak olan gekerler
hazirlandi. Oncelikle herbir besiyerinin hazirlanacag: test tuplerl
otoklavla steril edildi, %10 oranindaki karbohidrat soliisyonlar: ise
filtreden gegirilmek suretiyle steril edildi. 50°C'ye kadar sogutulan steril
temel besiyerine %0.5 oraninda olacak sekilde karbohidrat
soliisyonundan ilave edildi, besiyerleri slant olarak kullanildi.

Lizozimli Nutrient Broth: Mililitresinde 10.000 iinite lizozim ihtiva
eden bir soliisyon hazirland: ve 0.45 pm gdzenek bilyiikliigiine sahip
filtreden gegirilmek suretiyle steril edildi. Daha sonra 1ml'lik steril
lizozim soliisyonu 99ml stcnl nutrient brothla kangtirilarak besiyeri
hazirlanmmg oldu.

Nisasta Agar: 1g patates nigastast 10ml soguk ddH,O'da ¢oziildii ve
100ml nutrient agarla kanigtinildi, otoklavlanarak steril edildi.

Nitrat Broth: 5g pepton, 3g beef extract, 1g potasyum nitrat,
1000ml ddH,O'da ¢oziildii, pH 7.0'a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Nutrient Agar: 5g pepton, 3g beef extract, 15g agar 1000ml
ddH,0'da ¢oziildii. Otoklavlanarak steril edildi. Caligmada, ayrica ticari
olarak satilan nutrient agarda kullamldi.
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Nutrient Broth: 3g beef extract, 5g pepton 1000ml deiyonize suda
(ddH,0) ¢oziildii ve pH'1 6.8'¢ ayarlanarak kullamldi. Otoklavda 121°C
'de 20 dakika bekletilerek steril edildi. Ayrica, ¢aligmada ticari olarak
satilan nutrient broth'ta kullanildi.

Nutrient Jelatin: Ticari olarak satilan nutrient jelatinden 120g
1000ml ddH,O'da ¢oziildii, pH't 7.0'a ayarlandi ve boylece kullamld:.
Bundan farkli olarak ayni amag igcin %0.4 oraninda gelatin ihtiva eden
nutrient agar kullanilarakta bu amag icin kullanilmaktadir.

Sitrat ve Propionat Kullamm Besiyerleri: 1g trisodyum sitrat 2H,0O
(veya 2g sodyum propionat), 1.2g magnezyum sulfat 7H,O, 0.5g
diamonyum hidrojen fosfat, 1g potasyum kloriir, 40ml eser element
soliisyonu, 15g agar, 920ml ddH;O ve 20ml %0.04'liik fenol red
soliisyonu karigtirildi, otoklavlanarak steril edilmeden 6nce pH"1 6.8'e
ayarlandi. Eser element soliisyonu g§dyle hazirlandi: 50mg
ctilendiamintetraasetat, 200mg FeSO4.7H,0, 10mg ZnSO4 3mg
MnCl,4H,0, 30mg H3BO;, 20mg CoCl».6H,0, 1mg CuCl,.2H,0, 2mg
NiCL.6H,0, 3mg NaMoO42H,O, 1000 ml ddH,O'da ¢oziilerek
hazirlandi.

Tirozin Agar: 0.5g L-tirozin, 10ml ddH;O'da ¢oziiliip
otoklavlanarak steril edildikten sonra aseptik sartlar altinda 100ml steril
nutrient agarla kangtinlarak petrilere dokiiliip kullanildi.

Ure Hidrolizi Besiveri: 0.1g yeast extract, 9.1g potasyum fosfat
monobazik, 9.5g potasyum fosfat dibazik, 0.2g iire ve 0.001g fenol red
kanigtmina 117ml ddH20 ilave edildi. pH'1 6.8'e ayarlandiktan sonra
0.45pum gozenek bilyiikliigiine sahip steril filtreden gecirilmek suretiyle
steril edildi.

Voges-Proskover Broth: 7g pepton, 5g glukoz, 5g sodyum kloriir,
1000ml ddH,0'da ¢oziildii, pH'1 6.5'e ayarlandi, otoklavlanarak steril
edildi.

8.2. Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlams:

Aseton Alkol: 250ml %95'lik etanol ve 250ml saf aseton
kanigtinntarak hazirlandi. '

Demir Kloriir Soliisyonu: Bu ayira¢ fenilalanin deaminasyonunun
belirlenmesi amactyla kullamildi. Ayirag %101uk demir kloriir (FeCl)
¢Ozeltisinden ibarettir.

Iyot Cozeltisi: 1g iyot 2g potasyum iyodiir, 60ml %5'lik sodyum
bikarbonat (NaHCO3), 240ml distile H;O ile kangtirilarak hazirland:.

Indol Ayiraci: 5g p-dimetilaminobenzaldehit, 75ml izoamil alkol ve
25ml hidroklorik asit (HCl) kangtirilarak yapild:.

Katalaz Ayiraci: Ayirag olarak %10'luk hidrojen peroksit (H>O-)
cozeltisi kullanildu.
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Kristal Viyole Boyasi: Bu boya iki ayr soliisyon halinde hazirlanip
ardindan ikisi birbirine kanstirildi. A) 1g kristal viyole,10ml etanol,
90ml distile su ile kangtinnidi. B) 4g amonyum oksalat ve 400ml dH,O
kanistinnldi. Bu her iki soliisyon hazirlandiktan sonra ikisi birbirine
kanigtinlarak kullanild:.

Nitrit Ayiraci: Bu ayirag ortamdaki nitratin nitrite indirgenip
indirgenmediginin ortaya ¢ikarilmasi igin kullamldi. Bu amacla iki ayn
ayira¢ kullanildi. Ayiracglardan birincisi 1IN hidroklorik asid
soliisyonudur. Kullanilan diger ayirag ise su sekilde hazirlandi. A) 8g
sulfonilik asit, SN asetik asit 1000ml distile suda ¢6ziildii. B) 6ml dimetil
a-naftolamin, 5N asetik asit 1000ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Safranin: 2.5g safranin O, 100ml %95'lik etanol ve 500ml dH,O
karistirllarak hazirlandi.

Spor Boyasi: 5g malasit yesili 100ml dH,O'da ¢oziildii, siizgeg
kagidi yardimiyla siiziilerek kullamldi.

Voges-Proskover Ayiraci: %40'hik sodyum hidroksit (NaOH)
¢Ozeltisinin 3 mililitresine 0.5-1mg keratin ilave edilerek hazirlandi.



9. OZGECMIS

1971 yilinda Trabzon'da dogdu. Ilk, orta ve lise &grenimini
Trabzon'da tamamladiktan sonra 1990-1991 &gretim yilinda K.T.U. Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde Lisans 6grenimine basladi. 1994
yilinda bu bdliimden biyolog iinvan: ile mezun oldu. Aymi yil Fen
Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine
baglad: ve su anda Biyoloji Anabilim Dalinda Aragtirma Gérevlisi olarak
caligmaktadir.



