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OZET

Euproctis chrysorrhoea L. (altin kelebek, Lepidoptera, Lymantriidac) hem
Tirkiye’de hem de dinyamin diger ilkelerinde 6nemli bir bitki zararhsidir. Simdiye
kadar bu zararli ile miicadele daha gok kimyasal ilaglar ile yapilmigtir. Kimyasal
ilaglarin yan etkilerinin kesfedilmesi, bilim adamlarim daha etkili ve daha giivenli bir
miicadele yontemi gelistirmeye sevk etmistir. Bu ¢alismada, Euproctis chrysorrhoea’ya
kars: etkili bir biyolojik miicadele ajani gelistirilmesi, bakteriyal florasinin belirlenmesi,
patojen varliimn aragtinlmasi ve literatiirde mevcut olan biyolojik ajanlarin bu zararl
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmugtir.

Bu amagla Trabzon ve Gumishane yoresinde toplanmig FEuproctis
chrysorrhoea’mn degisik instarlardaki larvalan incelenmigtir. Bu zararhinin bakteriyal
florasi belirlenmis ve izole edilen bakterilerin ve gesitli biyolojik materyallerin bécek
tizerindeki insektisidal etkileri test edilmisgtir.

Sonug olarak bu bocekten, alti bakteri ve bir nematod izole edildi. izole edilen
bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi. Bu (")zéllikler
g0z oniinde tutularak izole edilen bakteriler Enterobacter, Lactobacillus, Micrococcus
ve Bacillus cinslerine dahil edildi. izole edilen nematodun morfolojik 6zelliklerine
bakilarak ~ Mermithidae familyasina ait oldugu belirlendi. Ayrica Bacillus cinsine
dahil edilen izolatlarin bu zararli iizerinde %45, %25 ve %30’luk bir insektisal etkiye
sahip olduklar tespit edildi. Test edilen biyolojik ajanlarin insektisidal etkileri ise,
LANPV ile %70, AcNPV ile %35, HD-1 ile %55, BTS-1 ile %25, pHE4-A ile %3,
pHE4-AD ile %5, pHE4-AR ile %5 ve pHE4-ADR ile %10 olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler : Euproctis chrysorrhoea, Biyolojik Kontrol, Bakteriyal Flora,
Nematod



SUMMARY

INVESTIGATION BACTERIAL FLORA AND BIOLOGICAL
CONTROL AGENT OF EUPROCTIS CHRYSORRHOE

FEuproctis chrysorrhoea (Browntail moth, Lepidoptera) is common plant pest in
Turkey and in all over the world. Up to now, chemical substances have been utilized to
control these pests. However, recent concern on the hazardous effect of chemical
pesticides in the environment made scientists consider finding more effective and safer
control agents.

In this study, in order to find a more effective and safer pesticide, bacterial flora
of Euproctis chrysorrhoea collected in the vicinity of Trabzon and Giimiighane were
determined, and the insecticidal effects of bacterial isolates and eight various
biological agents on the larvae of E. chrysorrhioea were tested.

As a result, six bacteria and one nematode were isolated. The morphological,
physiological and biochemical characteristics of these bacterial isolates were identified.
According to determined features, the isolates are placed into the genera of
Enterobacter, Lactobacillus, Micrococcus and Bacillus. Determined nematode is placed
into the family Mermithidae. In additional, the insecticidal effects of isolates, placed
into the genus Bacillus are faund as 45%, 25% and 30%. The insecticidal effects of
eight various biological agents tested against E. chrysorrhoea are 70% with Lymantria
dispar nuclear polyhedrosis virus (LANPV), 35% with Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus (AcNPV), 55% with toxin isolated from Harry Dumage (HD-1)
strain of B. thuringiensis , 25% with toxin isolated from tenebrionis (BTS-1) strain of
B. thuringiensis, 5% with Escherichia coli transformed with plasmid containing cry IVA
gene (pHE4-A), 5% with E. coli transformed plasmid containing cry IVA and cry IVD
genes (pHE4-AD), 5% with E. coli transformed plasmid containing cry IVA and 20-
kDa-protein genes (pHE4-AR) and 10% with E. coli transformed plasmid containing
cry IVA, cry 1VD and 20-kDa-protein genes (pHE4-ADR) of Bacillus thuringiensis.

Key Words: Euproctis chrysorrhoea, Biological Control, Bacterial flora, Nematode
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1.GENEL BILGILER
1.1. Giris

Hizla artan diinya niifusunun gida ve giyim ihtiyaglarim Karsilayabilmek igin
birim sahadan fazla verim alma uygulamalarinin baginda bitkilerin zararli boceklerden
korunmas: gelmektedir. Giinimiizde bitkilerin korunmasi daha ¢ok kimyasal ilaglar
kullamlarak yapilmaktadir. Kimyasal ilaglar kullanilirken, bunlarin bir ¢ok yan etkileri
ortaya ¢ikmaktadir. Bir gok yonden bazi canli gruplanna ciddi zararlar vermektedirler.
Zirai micadele ilaglarindan bugin igin vazgegilememesinin nedeni, bu ilaglara
alternatif bir micadele yonteminin tam anlamiyla geligtirilememesidir. Kimyasal
miicadelenin disindaki miicadele metodlaninin yeteri kadar gelistirilememesinden ve
gelistirilen metodlarinzararh,, pahali ve ilkel olmasindan dolayr zirai micadele
ilaglarinin uygulanmasinin daha uzun yillar devam edecegi disilmektedir. Bununia
birlikte, tim diinyada kimyasal ilaglarn yerini gelecekte biyolojik kontrol olarak
bilinen bir yontemin alacag tartigilmaktadr.

Biyolojik kontrol, zararli boceklerin yapmis oldugu zararlan en aza indirmek igin
bu béceklerin tabii diigmanlarini kullanma olarak tamimlanabilir. Tabii diigman terimi,
parazitler ve predatorlerle birlikte hastalik olugturan organizmalan da kapsar. Ancak,
hastalik yapan organizmalarin kullammi, genellikle mikrobiyal kontrol olarak
adlandinlir (1). Zararhlann kontrolii igin mikroorganizmalarin en pratik kullammi
onlarin suni ortamlarda kiltiirlerinin hazirlfanmasini ve daha sonra uygun bir yerde ve
zamanda c¢evreye dengeli "miktarlarda sunulmasmt  igerir. Kullanilan
mikroorganizmalar zararliya 6zgii oldugu igin yalmzca o canliyr etkiler. Biyolojik
kontroliin bityiik bir avantaji kimyasal kontrol yontemleriyle baglantili birgok problemi
ortadan kaldumasidir (2). Bu nedenle biyolojik kontrol, kimyasal ilaglarla
karsilagtiriidiginda ekolojik dengeyi bozmayan alternatif bir miicadele yontemidir.

Boceklerin kontrolii igin mikrobiyal ajanlarin kullamimi ilk olarak 18. ytzyilda
kaydedilmigtir. Metarrhizium anisopliae (Metch.)  seker pancanna zarar veren

Cleonus punctiventus tiiriine karst kullamlmistir (3). Mikrobiyal ajanlarin kullamimi



gok eskiye dayanmasina ragmen, mikrobiyal kontrol ve bocek patolojisi alam tip ve
veteriner hekimlik alami altinda fazla gelismemistir. Avrupa da bir ¢ok arastirmaci
1800’14 yillarin sonlarinda bocek tirlerinin kontrolii igin funguslann kullammim
denemistir (3). Ginimiizde, 1165 mikroorganizma béceklerle baglantili olarak
bulunmustur (3). Her ay yeni organizmalar izole edilmekte ve tammmlanmaktadir.
Bunlarin bir ¢ogu patojendir. Toplam 1165 mikroorganizmamn bakteriler 90 tir ve
varyetesini, viriis ve riketsialar 260 tiiriinii, funguslar 460 tiriind ve nematodlar 100
tirtinii kapsamaktadir (3).

Euproctis chrysorrhoea L. (altin kelebek) ekonomik olarak 6nemli bir zararlidur.
Agaglann yaprak ve gen¢ meyvelerinde oburca beslenerek zarar yapan larvalan
ckonomik olarak bilyiik kayiplara neden olmaktadirlar (4). E. chrysorrhoea ile
micadele giinimiizde kimyasal insektisidler ile yapiimaktadir. Bu insektisidler hem
pahali hemde ekolojik ¢evreyi olumsuz bir sekilde etkilemektedirler (2). Bu zararliyla
miicadelede kullanilan insektisidlerin hepsinin ortak 6zelligi bal anlarini ve bahklan
etkilemeleridir. Ozellikle Karadeniz Bélgesi’nin dnemli gelir kaynaklarimin ancilik ve
balikgihk oldugu distnalirse, bu zararli ile micadelede kullamlan insektisidlerin
bolgeye yapmig oldugu zarar daha iyi anlagilmaktadir.

E. chrysorrhoea ile ¢ok fazla biyolojik miicadele ¢aligmalan yapildigi halde su
ana kadar etkili bir biyolojik ajan gelistirilememigtir. Sadece bir kag bilim adami bu
zararlinin parazitleri ve patojenleri hakkinda g¢alismalar yapmustir. Tiirkiye’de sadece
Compsilura concinnata (Meigen) (Diptera, Tachinidae) parazitoidinin bu zararh
tizerindeki geligimi ve etkinligi ¢aligtlmigtir (5). Diger ilkelerde ise bu zararl Gzerinde
bir mikrosporidianin etkili oldugu tespit edilmistir (6). Fransa’da bu zararhmn
yuvalannda Monodontomerus aereus parazitoidi tespit edilmistir (7). 1ngilterde niikleer
polihedrosis virlisdt (NPV)’niin bu zararli {izerindeki etkisi gahigiimistir (8). Yine
Ingiltere’de bu zararlidan sitoplazmik polihedrozis virisi izole edilmigtir (9).

Kimyasal insektisidlerin yan etkilerinin iﬁce anlagilmasi bilim adamlanni daha
etkili ve daha giivenli bir miicadele ajam bulmaya yoneltmigtir. Tarim sektdriinde
biiylik ekonomik zararlara neden olan E. chrysorrhoea ile micadelede daha etkili ve
daha giivenli bir miicadele ajami-bulmak kaginilmaz olmugtur. Bu sebeple bu ¢aligmada,
E. chrysorrhoea ile miicadelede kullanilmak iizere etkili bir biyolojik ajan gelistirilmesi

ve bu zararlmin meveut parazitleri ve bakteriyal florasinin belirlenmesi amaglanmigtir.



Ayrica, izole edilen bakterilerin ve literatiirde bulunan baz1 biyolojik ajanlarin bu bocek

tizerinde insektisidal etkilerinin test edilmesi amaglanmaktadir.
1.2. Euproctis chrysorrhoea Hakkinda Genel Bilgi

Euproctis chrysorrhoea, Kuzey Afrika’dan baglayip Giiney ve Orta Avrupa,
Ingiltere ve Iskandinavya’nin giiney kiyilarina kadar uzanan hat ile Anadolu, Urallar,
Tirkistan ve Litvanya’y1 igine alan bir bolge ile Uzakdogu’da Japonya’da yaygindir (4).

E. chrysorrhoea’nn Istanbul Belgrat Ormamnda bulundugu ve 1938 ile 1939
yillarinda Kayseri-Pinarbast’da kitle tiremesi yaptigt tespit edilmistir (10). Bu zararh
1949 ve 1950 yillarinda Istanbul civarinda salgin yapmigtir. Orta Anadolu’da, orman ve
meyva agaclarina zarar yaptigi ortaya konulmustur. Ayrica bu bélgeden Akdeniz ve
Ege bolgelerine gegis zonlarinda ¢ok tipik bir mese zararlisidir.

Trakya’min hemen her tarafinda bulunmakta ve dnemli bir béliimiinde de meyva
agaclarinda ciddi zararlara neden olmaktadir. Ege Boélgesi'nde de 34 willik
periyodlarla 6nemli salginlar yapmaktadir. Gumigshane ve Tunceli’de meyva agaglarina
zarar vermektedir (10).

E. chrysorrhoea, bu genis yayihis alam icinde gesitli meyva ve yaprakli orman
agaclarinda, her yil tekrarlanan 6nemli zararlara neden olmaktadir. Polifag olmasina
ragmen ekonomik bakimdan daha ¢ok c¢esitli meyva ve mese agaglarimi zarara
ugratmaktadir. Tirtillan ilk devrelerde gruplar halinde ordikleri aglar igersinde,
sonralan ayn ayn dagilarak damarlar haricinde yapraklan tamamen yiyerek beslenirler.

Yapraklan zarar goren agaglar 6ziimleme yapamadigindan meyvelerini dokerler.
1.2.1. Euproctis chrysorrhoea’nin  Morfolojisi

Ergin: Geligmis kanat agikhi@ 30-35 mm’dir. On ve arka kanatlan beyazdir.
Vicudun sonunda altin sarisi renginde. killann olugturdugu bir demetgik vardir.
Erkeklerin 6n kanatlarimin i¢ agisinda ekseriya siyah lekeler bulunur. Antenleri
disilerde tek tarafli, erkeklerde gift tarafli tarak seklindedir (4). ,

Genis‘ yaprakli odunlu agag¢larin yapraklarna kirli beyaz yumurtalarini birakirlar.
Yumurtalar, abdomenin son kismindaki titylerle karigmug olarak birakilir.



Tirtil:  Kahve renklidir. Sirtlarinda kirmuzi iki ¢izki ile iki sigil bulunur.

Pupa: Pupalasmadan 6nce hepsi bir yana dagilir ve genellikle diger bitkilerin
ustiine ¢ikarlar. Sonugta bir yaprak yumagmn iginde ya da toprak lzerinde pupa
olurlar. Pupalan siyahimtirak esmer renklidir.

Yayihis: Isveg’ten Orta ve Giney Avrupa iizerinden Tiirkiye ye, buradan da
Buhara’ya kadar yayilmigtir. Tirkiyede gok genis yayilima sahiptir.

Zarar yapti1 bitkiler: Mese, elma, armut, findik, erik ve diger meyva agaclarinda
biyiik zararlar yapmaktadir. Turtillan agaglarn yaprak ve ¢igeklerini yer, yapraklan

iskelet haline gevirir.
1.2.2. Euproctis chrysorrhoea’nin Biyolojisi

Uc¢ma zamant Haziran ve Temmuz aylanidir. Esmer sar1 renkteki yumurtalarnim
yigin halinde (200-300 adet) yapraklann alt yiizeyine siralar halinde koyarlar ve
tizerlerini viicudunun sonundaki sar tiiylerle orterler. Yumurtalar birakildiktan 2-3
hafta sonra gikan tirtiflar yakinlanindaki yapraklart yer ve sonra bunlan birbirine érerek
yumruk bayukliginde bir kislama yuvasi hazirlarlar. Kigi tirtil halinde yuvada
gegirdikten sonra ilkbaharda, agaglann yeserdigi swrada disartya cikarlar. Tirtillar
onceleri toplu olarak yasarlar ve daima yuvalarina donerler (4). Sonralan ise etrafa
dagilarak yapraklar arasinda veya toprak iginde yar1 saydam bir koza hazirlayip Mays

sonu ve Haziran ayinda bunun iginde pupa haline gegerler. Basit bir generasyonu vardir
1.3. Zararhlarla Miicadele Yontemleri

Zararhilarin bitkilerde yaptiklan gesitli zararlilarin, gerek dogal kuvvetler (dogal
micadele) gerekse insan yardimiyla (uygulamali micadele) onlenmesine veya hig
olmazsa azaltilmasina y6nelik ydntem ve harcanan ¢abalara zararlilarla micadele denir.
E. chrysorrhoea ile yapilan micadele yontemlerini gesitli  gruplara ayirmak
mimkiindiir.

Dogal miicadele: Dogal kuvvetlerin baoceklere olan etkilerinden yaralanarak

zararlinin §ldiiriilmesi.



Yasal miicadele: Yasal yollardan yararlamlarak zararhilarin yayilmasim 6nleme.
Ornegin, karantina, ambargo, muayene vb.

Mekanik miicadele: Zararlh bocekleri toplama, tuzakla yakalama, bécekli
materyalleri yok etmek.

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

Kiltirel micadele: Bu zararlimn zarar yaptifn agaglann kangikhigimi ve
kapaliligim diizenlemek, mescere kurmak ve yetistirme ile kesim teknifine uymak,
toprak bakimi, dayamikh tiirler yetistirmek, gida kaynaklarim degistirmek.

Biyolojik miicadele: Zararli bocegi yok etmek igin gesitli etken gruplarindan
(mikroorganizma, bécek yiyen vertebratalar, predator arthropodalar, parazit bocekler)
ve genetik yontemlerden yararlanmak.

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

Entegre miicadele: Cevre ve orman sahibi i¢in uzun vadede en az masrafla en iyi
faydalan saglayabilecek olan ve populasyon dinamigfine dayanan yontemlere 6nem

verilerek, miicadele yontemlerinin kombine edilmesi sonucu yarar elde etmektir.

1.4. Kimyasal Miicadele

E. chrysorrhoea ile miicadelede en gok kullanilan miicadele yontemi kimyasal
miucadeledir. Diazinon, malathion ve azinfos en ¢ok kullanilan insektisidlerdir. Ne
yazikki bu insektisidler ekolojik dengeyi asir1 derecede bozmaktadir. Bu insektisidlerin
yan etkileri agafida genel olarak agiklanan benzer etkileri sergilemektedir.

1.4.1. insektisitlerin Yan Etkileri

Bu zararh ile micadelede yaygin olarak kullanilan insektisidler bitkilerde ve
¢evrede bulunan canlilar iizerinde bir gok zararl: etkiler meydana getirmektedirler (2).
Insektisidlerin zararlanm bocekler, insanlar ve gevre iizerine olan etkileri olarak

baslica 1ig baslik altinda toplayabiliriz.



1.4.1.1. insektisitlerin Bocekler Uzerine Etkileri

Insektisidlerin bocekler iizerine etkileri béceklerin uygulanan kimyasala kargt
mukavemet kazanmasi ve faydali béceklere zarar vermesi seklinde olur.

/

1.4.1.1.1. Zararh Boceklerde flaglara Karss Mukavemet

Insektisitler her nekadar zararli bocekleri yok etmek igin kullamulsalarda, her
zaman zararli boceklere karsi tam bir etki saglayamazlar. Ciinkii zamanla insektisitlerin
ilk tatbik edildikleri zamanki etkili dozlanindan daha az etkilenebilen irklar ortaya/
¢ikmaktadir. Bu olaya boceklerin mukavemeti adi verilmektedir. {lag baskis: altinda
yetisen generasyonlarda tabii set;im' hassas olan fertlerin ortadan kalkmasina ve
devamli mukavim fertlerin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Dolayisiyla bu yeni fertlere
karst kullamlan insektisidler daha ¢ok ¢evredeki yararli canlilann ve insanlan
etkilemektedir (2).

Bocekler ile insektisitler arasindaki 6nemli bir iligki de, herhangi bir ilacin baskist
altinda yetigen bir bocek populasyonunda, o bécek populasyonuna tatbik edilmeyen
ilaclara karst1 da bir mukavemet getirebilmesidir. Buna karsit mukavemet adi
verilmektedir. Omegin, paration mukavemeti altinda 41 generasyon yetistirilen
karasineklerde 7 kat paration mukavemeti meydana geldigi gibi 3.000 kat DDT’ye, 70
kat methoxychlor’e ve 120 kat lindane’e karsit mukavemet meydana gelmistir (2).
Ozellikle boceklerde mukavemetin kisa siirede meydana gelisi micadelede kullamlan
kimyasal insektisiti kisa siirede etkisiz duruma getirmektedir. Bunun sonucunda da
daha cok ilag kullanilmasi gerekecektir. Kullanilan agin dozdaki ilaglar zararh iizerinde
etkili olmaktan daha gok g¢evre kirlilii ve yan etkiler meydana getirecektir (2).

1.4.1.1.2. Kimyasal llaglarin Faydah Boceklere Etkileri

Insektisitlerin etki tarzz bakimindan zararli ve faydali bocekler arasinda bir
farklilig1 yoktur. Fakat etkileri bakimindan farkliliklar vardir. Faydali bocekler olarak
kabul edilen predator ve parazitler insektisitlerden daha fazla etkilenmektedirler (2).

Ne yazik ki parazit ve predatdrlerdeki mukavemetin olusumu, zararh béceklerdeki



kadar ¢abuk olmamaktadir. Bunun sonucu olarak, zararli populasyonlan tizerinde
dengeleyici olan parazit ve predatorler ortadan kalkmakta ve zararhilar daha gabuk
yayllmaktadir. Aynica insektisitlerin kullamildi: alanlarda dogal olarak yasayan
polinatdr canlilarda yok oldugu igin, bu alandaki zirai iiriinlerde tozlagma oramda
azalmaktir. Bunun sonucunda bilyiik verim diisikliigi ortaya gikmaktadir.

1.4.1.2. Insektisitlerin insanlar Uzerine Etkileri

Insektisitler dogrudan dogruya ve dolayh olarak insan saghgim etkilemektedirler
(2). Buetki akut ve kronik toksisite olarak iki grup altinda toplanabilir.

Akut toksisite veya akut zehirlenmeler, ilaglardan olan ani zehirlemeleri ortaya
¢ikarmaktadir. Buda su yollarla ortaya g¢ikmaktadir. Ilacin imali esnasinda galisanlar
ilaglardan zehirlenebilirler. Aynica, ilaglarin taginmast, kullamilmasi esnasinda
thmalkarlik gosterilmesiyle zehirlenmeler ortaya ¢ikabilir (2).

Her ne kadar ilaglanin prospektiislerinde hasattan ne kadar nce kullaniimasi
gerektigi yazili isede, bu siire beklenilse bile bir miktar ilag ve ayrigma iiriinleri geride
kalmaktadir. Buna ilacin kahntisi denilmektedir. llag kahintilan dolayh veya direkt
olarak meydana gelebilirler. Bu kalintilant igeren bitkilerle beslenen insanlar ilaglan
vicutlarinda depolarlar. ABD’de 216 degisik gida maddesi 6rnegi incelenmis ve DDT
ve aynigma drimlerinin 6reklerde % olarak bulunusunun fazla oldugu tespit edildigi
gibi, bunlarin kalintt miktarlarininda fazla oldugu tespit edilmigtir (2).

Akut toksisite, zirai miicadele ilaglannin fazla miktarda alinmasiyla olan
zehirlenme olarak ortaya gikmaktadir. Fakat, kronik toksisite olarak adlandinlan
oldiriicti dozlarin ¢ok altindaki dozlarin kalintilanindan biitiin insanlar nasibini almakta
ve yavas yavas zehirlenmektedir. Bu disiik dozlarn gelecek kusaklarda neler meydana
getireceginide simdiden tahmin etmek zordur. Ayrica bu ilaglann insanlarn sinir
sistemindeki enzimler iizerinde etkili olugu 6nemlerini dahada arttirmaktadir. Bugtin
ozellikle fazla miktarlarda kullamlan klorlandirilmis hidrokarbonlarin insan ve
hayvanlanin beyin, karaciger, bobrek ve yag dokularinda toplanarak toksik etkide
bulundugu bilinmektedir (2).



1.4.1.3. Insektisidlerin Cevreye Olan Etkileri

Insektisitler kullamldiklann ¢evrede bulunan bir ¢ok yabani hayvanlan degisik
oranlarda etkilemektedir. Agaglardaki bazi zararhilann miicadelesinde kullamlan
DDT’nin toprakta birikme yaptig1 ve bunun sigircik ve boceklerle beslenen kuslarin
populasyonunu azalttig1 tespit edilmigtir (2).

Insektisidlerin gesitli hayvanlar ve bu meyanda kuslar ve baliklar {izerine olan
etkileri cogunlukla ilag atildiktan sonra olur. Zehirli sahalarda hayvanlann
otlatilmastyla otlarla birlikte zehir hayvanlara gegmektedir. Arazide tatbik edilen ilaglar
yagmurlarla yikanarak derelere, oradan da deniz ve gollere taginir. Bu yollada baliklar
etkilenir. Bu baliklan, ilaglanmis meyve ve sebzeleri yiyen insanlar dolayli olarak
insektisidleri viicuduna almug olurlar.

Insektsidlerin kullamldigy g¢evredeki bal anlanda en fazla etkilenen canlilar
arasindadir. Bal arilan bal, a1 siitii ve balmumu gibi tiriinleri olusturmalannin yanisira
bitkilerin tozlasmasimda saglamaktadirlar. Insektisidlerin etkileriyle 6len arlar bu
faydal gorevlerini yerine getiremezler. Bunun sonucunda da biyik verim disikligi
olmaktadir (2).

Insektisidler kullamildiklan alandaki bitkilerin ¢imlenmesi, vejetasyonu ve
iremesi 1iizerinde de olumsuz etkiler yaparlar. Bazan bitkilerin belirli doku
kisimlaninda, 6zellikle yaprak ve siirgiinlerinde yanma denilen bir takim lekeler ile renk
degismelerinin meydana gelmesine sebep olurlar. Hatta bazan tim bitkilerin 6ldigi
goriliir.

Sekil 1°de gorildugii gibi insektisidlerin yan etkilerinden dolay:r, kimyasal
miicadelenin giinimiizde miimkiin oldugunca kisitlanmasinin ve bunun yerini biyolojik

miicadelenin almasi gerektigine inanilmaktadir.
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1.5. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele biyolojik kontrol olarak da adlandinhr. Biyolojik kontrol,
zararli boceklerin yapmis oldugu zararlan en aza indirmek icin bu boceklerin tabii
digmanlarimm kullanma olarak tanimlanabilir. Tabii diigman terimi, parazitler ve
predatorlerle birlikte hastalik olugturan mikroorganizmalant da kapsamaktadir (1).
Ancak, hastalik yapan mikroorganizmalann kullanimi, genellikle mikrobiyal kontrol
olarak adlandinimaktadir.

1.5.1. Biyolojik Miicadelede Kullanilan Etkili Gruplar

Biyolojik miicadelede kullanilan etkili gruplan predatérler, parazitler ve
mikroorganizmalar olmak iizere 3 ana grup altinda toplamak miimkiindiir.

Zararlt bocek populasyonlarinin ok yiiksek orandaki artiglan ¢ogu zaman yiiksek
mortalite ile kontrol edilebilir (12). Iki ana grup altinda toplanan dogal 6lim faktérleri
vardir. Bunlardan biri, gevrenin fiziksel durumu ile ilgilidir. ikincisi ise diger canh
organizmalarn aktiviteleri ile ilgilidir. Bu canhilar predatér ve parazit canlilar ile
zararh boceklerde hastalik yapan patojen mikroorganizmalardir. Zararh béceklerin

dogal diismanlar olan bu canlilar biiyiik potansiyele sahiptirler.
1.5.1.1. Predatorler

Bocek predatorleri bir besin kaynag olarak zararh bocekleri yakalayan ve yiyen
hayvanlardir.

1.5.1.2. Parazitler

Bocek parazitleri, larvalan boceklerin i¢ kisminda yada dis kisminda beslenen
organizmalardir (1). Baglandiklan bocek konak olarak adlandinlir ve gelisim safhast
boyunca parazit olarak yagayan larvayr besler. Bocek parazitleri kendi gelisimleri
tamamlandifinda her zaman bocegi oldiiriirler (Sekil 2).
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Turkiye’de E. chrysorrhoea yuvalarinda Compsilura concinnata (5), Fransa’da ise
Monodontomerus aereus parazitoidi tespit edilmistir (7). Bocek parazitizmi oldukga
yaygindir ve birgok bécek kendisiyle baglantili bir veya gogunlukla bir kag parazit
tiiriine sahiptir.

Biitiin parazitik bocekler baglandiklan konagin hayat dongisii igindeki safhaya
bagll olarak ozellesmislerdir. Bu yiizden bazilan pupa veya yumurta safhasi ile
simirlanmisken bazilan bireysel larval parazitlerdir. Olgun parazitik béceklere nadir
olarak rastlamlmaktadir. Yumurtalardan bireyin ¢ikmasi bazan konagin hayat dongisit
icinde bir satha olarak devam edebilir, fakat gelisim son sathaya kadar
tamamlanmayabilir. Baz1 parazitler bu ylizden yumurtalarin1 konak bocegin yumurtalar
i¢inde yer alacak sekilde birakirlar. Fakat, bunlar konak larval safhaya ulagincaya kadar
konaga tutunmaziar. Bir ¢ok parazit larvasi konak bécegin viicudu iginde beslenir ve

geligir. Ancak baz tiirlerin larvalan canli disinda beslenirler.
1.5.1.3. Mikroorganizmalar

Dogada boceklerin hastalanmasina neden olan ve sonra onlan 6ldiren, orjini
bakteri, mantar, viriis veya protozoa olan pek ¢ok mikroorganizma mevcuttur.
Bunlann zararl bécekler tizerine kullaniimasi tizerine birgok ilkede genis arastirmalar
ve uygulamalar yapiilmaktadir (12).

Zararhlanin kontroli igin; mikroorganizmalarin en pratik kullantmi, suni
ortamlarda onlann kiiltiirlerini yetistirmek ve daha sonra uygun bir zaman ve yerde
Qevréye genis miktarlarda sunulmasini igerir (3). Su anki uygulamalar sadece suni
ortamlarda biyutiilebilen ve gerektifinde saklamlabilen mikroorganizmalar ile

saglanabilir.
1.5.1.3.1. Bakteriler

Birgok bakteri boceklerde kitle halinde 6lime neden olur (11). Fakat bu
bakterilerin pek ¢ogundan yapay yollarla yararlanmak mimmkiin olmamistir. Bunlardan
yalmz birkac tanesi biyolojik savagta iyi sonuslar vermistir. Boceklerle iliskisi olan
Onemli bakteri gruplan sunlardir: Enterobacteriaceae (Serratia, Esherichia),
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Pseudomonaceae (Pseudomonas), Micrococcaceae (Cesitli tiirler), Bacillaceae
(Bacillus) ve bazi Clostridium tirleri.

Boceklerde 6nemli zarara neden olan bakteriler daha ziyade spor meydana getiren
gruptur (11). Bu tip bakteriler ormanlardaki zararh bocekler tzerinde énemli rol
oynarlar. Bazi mevsimlerde tim konukcularin her ferdini Oldurirler. Yapilan
aragtrmalar sporlanin kurakhga ve yiiksek sicakliga karsi dayanikli oldugunu
gdstermistir. Fakat spor vermeyen bakteriler ekstrem fiziksel kosullara oldukca
hassastir. Bu ¢alismalar sonunda bdceklerle miicadelede spor veren bakterilerden
yararlanilmasi tavsiye edilmigtir (12).

Son yillarda oldukga yiikksek patojenik bakteri olan Bacillus thuringiensis
Berliner thuringiensis’e biyik onem verilmigti. Bunun biyolojik savasta dier
bakterilerden daha fazla timit verici oldugu tespit edilmigtir. Bol miktarda parasporal
kristaller igerir (13). Bu bakterinin sporlanimin piskartildagi bocekler, sporlarin
igindeki zehirli madde (toksin) nedeniyle olirler. Fakat bu basil, bocekler arasinda
bulasict hastalik durumu olusturmaz. Basilin her defasinda yeniden uygulanmasi
gerekir. Bu bakteri ile 6zellikle tirtillara karsit basanh bir sekilde miicadele edilir ve
segici oldugundan yararli bocekleri 6ldiirmez (11). Clostridium cinsi igersinde bilinen
bocek patojenleri sadece bocek bagirsaginda hastalik olustururlar ve asla bécek

hemoseline gegmezler (13).

1.5.1.3.2. Mantarlar

Kolay olarak taninmalan ve tabii olarak dagilmalarindan dolay1 en yaygin bocek
patojenleri olarak kabul edilirler (13). Engok kargilagilan mantarlar Mastigomycotina,
~Ascomycotina ve Deuteromycotina alt béliimlerine aittir. Parazitik form olugturan
birkag Basidiomycotina iyesi nadir olarak bdcekler ile baglantilidir. Mantarlarin
bulagtifn bocekler hastalanarak kisa veya uzun sirre sonra oliirler. Fakat mantarlar,
orman bocekleriyle miicadelede basanili sonug vermezler. Ciinkii asalak mantarlar
ancak oldukc¢a sicak ve nemli ortam sartlarinda bdcek afetlerine karsi etkili olurlar.
Bocek afetleri ise havamin kuru oldugu zamanlarda meydan gelirler (11).
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1.5.1.3.3. Viriisler

Bir ¢ok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak afetleri kontrol ettikleri
bilinmektedir. Bu virtsler Baculoviridae, Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae,
Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthamyxoviridae ve Iridoviridae familyalarna aittir
(14). Bunlardan Baculoviridae familyas: iyeleri sadece arthropodiarda enfeksiyon
olusturmalarindan dolayi, diger viriislere oranla daha avantajhidirlar (15). Virisler,
genellikle mekanik olarak bir konuk¢udan digerine yumurta vasitasiyla nakledilirler.
Cigneyici afiz parcalarina sahip bocekler, 6zellikle yaprak yiyenler, viriis
enfeksiyonlarina daha hassastir (16). Bu hususta yaprak yiyen Lepidoptera tirtirlariyla
Hymenoptera’min yalanci tirtirlart §ok zarar gorirler. Bu virisler genellikle 2-3 yilda
bir meydana ¢ikan epidemilerde gogalarak bir ¢ok larvayr 6ldiiriir ve boylece bocek
afetini ortadan kaldinirlar. Bu zamana kadar yapilan galigmalar sitoplazmik polihedrozis
ve niiklear polihedrozis viriislerinin E. chrysorrhoea’da enfeksiyona sebep olduklarimi
gostermistir (17). Amerika Birlesik Devletleri’nde L. dispar populasyonu iizerinde
virGslarin neden oldugu bir hastalik miisade edilmis (11). Olen larvalarm solgun bir
goriiniimde olmas: sebebiyle buna solgun hastali1 adi verilmigtir.

Solgun hastalig alinan gida ile bécek viicuduna ulagir. Viriis viicuda yerlesince,
genellikle kan hiicrelerini ve bazt doku hiicrelerini 6ldiriir. Hasta larva 6nce uyusuk bir
hal alir ve sonra yemesine son verir. Olmeden 6nce agacin tepesine tirmanir ve arka
bacaklarina asili olarak 6lir. Dokulan koyulagir, ayrisir ve viicutlan siv1 haline geger
(11). Viruslerle biyolojik miicadele yapmak i¢in genellikle hastaligin etkisiyle 6lmiis
tirtillar kullambr. Bu tirtillanin ezilmesiyle hazirlanan siispansiyon epidemi alanima
paskiirtilir (11).

1.5.1.3.4. Protozoalar

Bu grub iginde orman bocekleriyle iligkili 6nemli ttrler bulunmaktadir. E.
chrysorrhoea tzerinde bir mikrosporidiamin etkili oldugu tespit edilmistir (6).
Bunlardan Pristophora schubergi Zwolfer, gesitli boceklerin tirtil, pupa ve erginlerinde
(6megin, L.dispar’n tittillarinda) zarar yapar (11). Hastalanan tirtillarin orta sindirim
borusu siit gibi beyaz bir hal alir. Bu hastalifin ekonomik degeri biiyiiktiir.



15

1.5.1.3.5. Nematodlar

Bazi bocekler omurgalilarin nematod parazitlerinin vektdrleridirler. Nematod
filumunun 5 siiper-familyast bocekler ile iligkilidir (16).

Oxyuroidae siiper-familyas: iiyeleri konagin bafirsaginda gelisir ve gogalirlar.
Orthoptera, Coleoptera ve nadiren Lepidoptera iyeleri genel konaklardir. Parazitik
Tylenchoid nematodlar disi bireyin hemosel iginde yumurta ve juvenil form olugturarak
bocegi istila ederler. Daha sonra juvenil form konaktan ayrilir ve olgunlagir.

Diplogasteridae, Steinernematidae (Stiper-familya Rhabditoidae) ve Mermithidae
(Stper-familya Mermithoidae) familyalan teshislerde sikhikla karsilastlan trleri
igeririler (18). Memithidae familyasina ait olan Hexamermis ablicans Lepidoptera

familyasinda en gok rastlanilan tiirdiir (19).
1.6. Zararh Boceklerde Patojen Mikroorganizma Varh@inin Arastirilmas:
1.6.1. Makroskopik inceleme

Belirli mikroorganizmalar ile enfekte edilmis bocekler mikroskop kullanmaya
gerek kalmadan, kolayca gozlenebilir septomlar gosterirler. Mikrosporidlerle enfekte
edilmig sivrisinek larvalan viicutlarinda siit beyazi lekelere sahiptirler. Nosema
bombycis Nag. ile enfekte olmus ipek bocegi (Bombyx mori ) larvalan siyah lekelere
sahiptir (12). Fungiler ile enfekte edilmis bocekler sik stk fungus renkleriyle kaplanirlar.
Omegin, Metarrhizium anisopliae (Metsch) ile enfekte olmus bocekler yesil renk halini
alirlar. Boyle durumlarda makroskopik g¢aligmalar, bécegin 6liim sebebinin yada

hastalifinin dogru teshisini yapmak igin gerekli bilgiyi vermektedir (12).
1.6.2. Mikroskopik inceleme

Makroskopik  incelemelerin  sonuglandinlmasindan  sonra  mikroskopik
incelemelere baglanir. Eger bir bocek yasiyorsa, 6nce karbondioksit, su, kloroform veya
dier maddelerle anestezi yapilir. Anestezi olmug yada 6lmiis boceklere bir preparasyon

kab iginde muamele edilir (12).
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En basit preperasyon kabi1 yariya kadar parafinle doldurulmus petri kabidir.
Bocek bireysel dokulari kesilmeye imkan saglayacak sekilde parafin iizerine
yerlestirilir. Bagiursak, malpigi tiipleri gibi i¢ organlardan numunelerin hazirlanmasi
binokdler 151k mikroskobu altinda yapilr.

Mikroskop altinda g¢aligilabilen yapilar sunlardir: kutikula, hemositler, yemek
borusu, malpigi tiipleri, yag dokusu, Kkaslar, trakeler, gonadlar, sinir sistemi,
hormonal bezler. Bireysel organ ve dokular incelenirken biitiin infeksiyon belirtileri
gozlenebilir. Bu belirtiler ilk teshisi ve mikroskopik incelemeyi yapmak igin yardimct

olacak sekilde asagida siniflanmistir.

1.6.2.1. Viriisler

Bozulma ve hiicre dagilmas: 6zellikle hipodermiste kolaylikla goriilebilir. Yag
dokularinda kristale benzer inkliizyon yapilarin varh@: viral hastahigin oldugunu
gosterir (12).

Cesitli hastalik tipleri, farkli inkliizyon yapilanmn varhig: ile karakterize edilir.
Polyhedra olarak bilinen polyhedral inkliizyonlar 0.5 ile 15um arasindadir. Graniiller
olarak adlandinlan oval inkliizyonlar yaklagik 0.5um’dir. Ozellikle malpigi tipleri gibi
bocek dokularinda organik olmayan kristallerin var oldugu unutulmamalidir. Organik
olmayan bu kristaller gogu zaman virtis inkliizyonlannin sekil ve hacimlerine benzerler.
Grantllerin ve polihedralarin varlifimn giivenilir bir teshisini yapmak igin hiicre
sitoplazmast igini veya gekirdegi aragtirmak gerekir. Bunun igin en iyi metod trake
stvisinin, hemositlerin yada hipodermislerin incelenmesi metodudur. Enfekte edilmis

gekirdekler 6nemli bir sekilde genisler. Yag dokusundaki hiicre bslinmesi artar (12).

1.6.2.2. Riketsialar

Caplan yaklastk 0.5pm olan kigik, gogunlukla polimorfoz basil formunda
mikroorganizmalar ve kristaller boceklerin yag dokularinda bulunur. Dogru teshis igin

boyama ve 6zel testler gerekir (12).
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1.6.2.3. Nematodlar

Nematodlar béceklerden konagin diseksiyonu boyunca izole edilirler. Eger konak
oli ise, gliserin yada laktofenol iginde diseksiyon daha uygundur. Bir bocekten
nematod izolasyonunda, binokiiler mikroskop kullamilarak parafin dolu bir kap iginde
larvanin diseksiyonu yapilir. Larva iizerine yeterince fizyolojik su konulur. Larva sirt
kismi boyunca kesilir. Malpigi tiipleri, hemosel, bagirsak gibi kisimlar incelenerek
nematod varlifx tespit edilir. Eger bir nematod tespit edilirse, dikkatlice ¢ikartilir ve az
miktarda fizyolojik su ile birlikte lam iizerine aktanilir. Olgiimler yapilir ve degisik

kisimlanimin fotograflan cekilir (20).
1.6.2.4. Bakteriler

Bakterilerin karekteristik ozelliklerini siralamak zordur. Ciinkéi gok sayida
bakteri florasi saglikh boceklerin viicudunda vardir (11). Bakteriler boceklerin
hemolenfinde bulunurlar. Kutikula viriis hastaliklanindaki gibi zedelenmis hasarli
degildir ve esnektir. Spor olusturan bakterilerle infeksiyonda, bocek yapilarindaki
varhiklan onlar igin daima zararh ve olduriicadiir. Spor igeren uzun sekilli bakteriler
gozlenmektedir. Bir bakterinin neden oldugu hastaliktan siiphelenildiginde, hemen sivi
bocek dokusu igeriginden yapili agar kiiltiirleri hazirlanmalidir (12).

1.7. Bakteri Tiir Tayininde Kullanilan Kriterler
1.7.1, Niimerik Taksonomi

Morfoloji: Bakterilerin tir tayinlerinde ilk olarak ortaya ¢ikarilmasi gereken
ozellik, hiicre geklidir. Hiicre seklinin ortaya gikarilmast igin basit boyama yapilir ve
mikroskop altinda incelenerek hiicre sekli ortaya ¢ikarhir (21).

Boyama: Bakteriyolojide kullanilan en 6nemli ayirt edici boyamalardan birisi
Gram boyamadir. Gram boyamasina gére bakteri hiicreleri Gram pozitif ve Gram
negatif olmak uzere ikiye aynlmaktadir. Bu o6zellik, mikroorganizmalarin

siniflandinimasinda kullamlan gok 6nemli ve gerekli olan bir 6zelliktir (22).
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Cevresel sartlar bakterinin yagamast i¢in uygun olmayan hale geldiginde, bazi
bakteriler sporogenesis olayina maruz kalir ve endospor adi verilen yeni bir hiicre igi
yapt meydana gelir. Bakterilerin spor olusturup olusturmadifim belirlemek igin
endospor boyamasi  yapihr. Bakterilerin kapstl olusturup olusturmadiklarida
sistematikte kullarulan kriterlerden biridir. Bunu belirlemek i¢in kapsil boyamasi
yaptlir (23).

Biiyiime: Bakterilerin inokiile edildikleri besiyerinde olusturduklann koloni
morfolojisi ve pigment olusumu gibi karekterlerdir (22).

Fizyoloji: Bakterilerin siniflandirilmasinda, biytidikleri ve yasadiklan ortamin
pH"1, tuzlulugu, sicakh@ ve oksijen miktart gibi kriterler kullamlan 6zelliklerden
bazilandir.

Cogu hiicrelerin hayatlarini devam ettirebilmeleri igin gerekli olan gaz atmosferik
oksijendir. Mikroorganizmalar atmosferik ihtiyaglarina gére aeroblar, mikroaerfiller,
tamamen anaeroblar, aerotolerant anaeroblar ve fakiiltatif anaeroblar olarak
gruplandirilmaktadirlar. Oksijen varh@inda solunum igin gerekli olan enzimlerden
yoksun olan anaerobik bakteriler anaerobik sartlarda solunum olayini meydana
getirmektedirler (22).

Biyokimya: Biyokimyasal katalizorler olarak bilinen enzimler, hem hicre iginde
hem de hicre digindaki olaylan katalizleyerek biyokimyasal aktiviteleri meydana
getirmektedir. Bu olaylar, genel olarak iki sekilde incelenmektedir (22).

a) Ekstraseltlar enzimler: Bu enzimler, hiicre disindaki substratlar izerine etkili
olmaktadirlar. Huicre disinda goérev yapan enzimler nigastamin, lipidlerin, kazeinin ve
jelatinin hidrolizinden sorumlu olan enzimlerdir. Ornegin, Mikroorganizmalarin
nisastay1 hidroliz edip etmedikleri nisasta hidroliz testi ile ortaya gikanilmaktadir (22).

Kazein sitte bulunan proteinlerin baslicasidir. Hiicre tarafindan asimile
edilmeden 6nce, bu makromolekiilin peptonlara, polipeptidlere, dipeptidlere ve en
sonunda da hiicrenin yapisina girebilecek olan amino asitlere gevrilmesi gerekmektedir.
Organizmalarin kazeini hidroliz edip etmedikleri, kazein hidrolizi testi ile ortaya
¢tkanlmaktadir (22).

Jelatin zorunlu amino asitlerden biri olan triptofan1 igermeyen, bu yiizdende eksik
protein olarak adlandinlan bir makromolekiildiir. Eksik bir protein olmast dolayisiyla,

hiicre igin besleyici deferi tartigilir olmasina ragmen, bakteri tdrlerinin
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karakterizasyonunda ¢ok 6nemli olan bir makromolektldiir. Mikroorganizmalar, bu
proteini, jelatinaz ad1 verilen bir enzim yardimiyla amino asitlere kadar pargalar. Bu
pargalanma bir kez meydana geldikten sonra, +4°C’de bile kat: hale dénme ozelligi geri
kazanilmaz (22). Jelatinin bakteriler tarafindan hidroliz edilip edilmedigi, jelatin
hidroliz testi ile ortaya ¢ikarilmaktadir (24).

b) Intraselilar enzimler: Bu enzimler hiicre icerisinde faaliyet gosteren
enzimlerdir ve hiicre igin gerekli olan yeni protoplazmik ihtiyaglanin sentezinden
sorumludurlar. Bu tip enzimlerin kullanilmasiyla olusan son irinlerin anlagiimasi,
sadece oOzel enzim sistemlerinin aydinlatilmasit i¢in degil, aym zamanda
mikroorganizmalarin simiflandiriimasinda ve teshisinde de kullaniimaktadir (22).

Cogu mikroorganizmalar, kendileri igin gerekli olan enerjiyi, karbohidratlar gibi
substratlann biyooksidasyonunu gergeklestiren enzimler yardimiyla elde ederler. Bazi
organizmalar, glukoz gibi sekerleri anacrobik olarak fermente ederken, digerleri ise
aerobik veya fakiiltatif anaerobik olarak fermente etmektedirler. Baz1 organizmalar da,
glukozu fermente edebilecekleri enzim sistemlerinden yoksun olabilirler. Karbohidrat
fermenrasyonu sonucunda, organik asitler (laktik, formik veya asetik asit), bunun
yaninda hidrojen ve karbondioksit gibi gazlar meydana getirirler (24). Karbohidrat
fermentasyonu testleri ile, meydana gelen bu son firiinler kullanilarak bir organizmanin
her hangi bir karbohidrat: fermente edip etmedikleri anlagilir (24). -

Triptofan, baz1 bakterilerin enzimatik reaksiyonlan igin, oksidasyona ugramasi
gerekli bir amino asittir. Triptofanin sonugta indol tretilecek sekilde hidrolize
edilebilme kabiliyeti tim organizmalar i¢in karakteristik olan bir 6zellik degildir
ancak biyokimyasal bir isaret olarak is gérmektedir. indol testi yapilarak, organizmalan
triptofam oksidasyona ugratip ugratmadiklan ortaya ¢ikarilmaktadir (24).

Voges-Proskover testi yardimiyla, bazn organizmalarin glukoz metabolizmasi
sonucunda olusan organik asitlerden, asetilmetil karbinol gibi nétral son iriinleri veya
asidik olmayan son {iriinleri tiretebilme kabiliyetleri ortaya ¢ikarilir (24).

Bazi mikroorganizmalar, fermente edebilecekleri glukoz veya laktoz mevcut
olmadiginda, enerji elde etmek i¢in karbon kaynadi olarak sitrat veya propionati
kullanmaktadir. Mikroorganizmalanin sitrat ve propionati kullamp kullanmadiklar,
sitrat ve propionat: kullanim testleri ile ortaya ¢ikanlir (24).
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Mikroorganizmalanin  hidrojen slfuri (H,S) tretip Uretmedikleri, bakteri
sistematiginde kullamlan kriterlerden biridir. Kikiirt atomlari, inorganik bilesiklerin
oksidasyonu sirasinda hidrojen akseptérii olarak iy gormektedir. Yapilan inkiibasyonlar
neticesinde besiyeride meydana gelen kararmalar, H,S tiretimini gostermektedir.

Bazi acrobik ve fakiltatif anaerobik mikroorganizmalarin nitrati indirgemesi
molekiler oksijen olmadifinda yani anaerobik sartlar alinda meydana gelir.
Bakterilerin nitran nitrit veya amonyaga indirgeyip indirgemedigi, nitrati indirgeme
testi ile ortaya gikanimaktadir (24).

Katalaz veya Peroksidaz adi verilen enzimleri tretebilen organizmalar, bu
enzimler yardimiyla hidrojen peroksiti ortadan kaldinirlar. Organizmalarin katalaz
enzimini iiretip iiretmedikleri, katalaz testi ile ortaya ¢ikarlir (24).

Oksidaz enzimi, aerobik solunum sirasinda elektron taginiminin diizenlenmesinde
hayati bir rol oynamaktadir. Baz fakiltatif ve mikroaerofilik organizmalar kadar
aerobik bakterilerinde oksidaz enzimi tretip iretmedikleri, oksidaz testi ile ortaya
¢ikanilmaktadir (22).

1.7.2. Genetik Homoloji

DNA’daki benzerligin organizmalar arsinda arastiriimasi ve buna bagl olarak
organizmalarin gruplandinlmasidir. Bu organizmalann ayinimi DNA’daki benzerlikler,
DNA’daki baz sirasinin tayini veya DNA hibridizasyonu yardimi ile olur. Protein
profilleri veya amino asit sirasimin tayinide sistematikte 6nemli 6lgtide kullanilmaktadir.

Tiir tayininde genel kanaat, birbirleriyle iligkili olan organizmalarin benzer veya
aym tiir hiicresel proteinlere sahip olduklandir. ki yonlii elektroforetik ve izoelektrik
nokta prosediirleri hiicre ekstraktindan yiizlerce proteini ayirabilmektedir (22).

Tek yonlit poliakrilamid jel elektroforezi hiicresel proteinlerin ayrilmasinda
kullanilan diger bir yontemdir.
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1.7.3. Diger Metodlar

Ribozom analizi: Ribozomlardaki RNA’lar farkli sekillerdedirler. 16S rRNA
tinitesi bakterilerin siniflandinimasinda kullamilir. Bu 16S rRNA bakterileri orjinleri
bakimindan siniflandirmaya yarar.

Imminolojik reaksiyonlar: Mikroorganizmalarin yiizeyinde bulunan yapilarn
tamnmasinda kullanilir. Bunda ¢esitli antikorlar kullamlir. Bu antikorlar monoklonal ve
poliklonal antikorlardir. Bunlar hiicre yiizeyinde bulunan 6zel proteinlere baglamirlar.
Aym1 antikor ile boyanan proteini ihtiva eden organizmalar bir grupta incelenir (23).

Faj tiplendirilmesi: Bakterilerin ekildigi kultiir kabma konak spektrumu bilinen
fajdan damlatilir. Eger damla etrafinda bityiime olmaz ise bu bakteri, fajin bilinen

konaklar arasina yerlegtirilir.
1.8. Mikroorganizmalarin Virulansinin Test Edilmesi

Hasta veya olii boceklerden mikroorganizmalarin izolasyonu, onlarin bécek
hastalipn ve oOlimiiniin nedeni olabilecegini gostermektedir (12). Izole edilen
mikroorganizmalarin bécekler igin patojen olup olmadiklant ve béceklerde bunlanin
varligim belirleyici semptom ve belirtilerin gériilmeleriyle anlagilir.

Izole edilen mikroorganizmalann patojen olup olmadiklarim gostermek igin, bu
mikroorganizmalar ile bocekler infekte edilir ve hastaligin gelisimi izlenir. Mevcut
mikroorganizmalarin saf kiltirleri kullamlir. Diger taraftan kiltirii hazirlanamayan
viriisler, protozoonlar ve diger mikroorganizmalarin infeksiyon numunesi 6lii veya hasta
boceklerden elde edilir (11). Boceklerin infeksiyonu igin birgok metod bilinmektedir.
Bu metodlar besin i¢inde infeksiyon, kutikula iginde infeksiyon, agiz ve gevresi igine
infeksiyon, mikroorganizmalari oral veya anal agikhklar (zerine yerlestirmek,

mikrobesleme ve mikroinjeksiyon seklinde olmaktadir (12).
1.8.1. Virulans Testinde Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Kontrol bocekleri test ederken temiz su piskiirtiilmiis veya steril su ile injekte

edilmis bocekleri kullanmaya dikkat edilmelidir. Bocekler gozlemlere bagli olarak en
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uygun ortamlara sahip olmalidirlar. Cok yiiksek virulansh mikroorganizmalar veya B.
thuringiensis test edildiginde, test 6lii ve hayatta kalan boceklerin varligina dikkat
edilerek 10 giin sonra bitirilmelidir. Kronik hastaliklara sebep olan protozoonlar ve
mikroorganizmalar ile infeksiyonda gozlemler infekte edilmis bocekler ile infekte
edilmemis bocekler arasinda kargilagtirma yapilarak birkag hafta hatta aylarca
yapilabilir. Diger 6lim nedenlerinin sonuglarindan mikroorganizmalarin neden oldugu
6lamleri ayirmak igin li bocekler teshis edici gozlemler altinda incelenir. Suni olarak
infekte edilmis boceklerde, infekte etmis bir organizma tespit edilirse onun bocek

oliimiiniin veya hastaliginin nedeni oldugu kabul edilir (12).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Larvalarin Toplanmasi

Bu galisma boyunca gerekli olan E. chrysorrhoea (altin kelebek)’mn degisik
instarlardaki larvalann 1995 ve 1997 yillarinin Nisan, Mayis ve Haziran aylan boyunca
Trabzon’un Akgaabat, Vakfikebir, Besikdiizii ve Yomra ilgeleri ile Gimighane ili
merkezinden findik, elma, armut, mese, erik agaglanyla, kusburnu ve yaban gila
bitkileri tzerinden toplandi. Farkli yerlerden toplanan larvalar toplandiklan yer,
bulunduklan bitki ve tarih yazildiktan sonra farkh 6zel kaplara konularak labaratuara
getirildiler. Burada makroskobik incelemeleri yapilarak 6lii, hastalikli ve yavas hareket
edenler ayrildi. Digerleri ise aym instarlar bir kapta olacak sekilde 8 cm gapinda ve 3
cm derinligindeki plastik kaplara konularak dogal besinleri olan findik, elma, mege ve
kusburnu yapraklan ile beslendiler.

2.2. Euproctis chrysorrhoea’nin Bakteriyal Florasinin Belirlenmesi

2.2.1. Bakteriyal izolatlarm Hazirlams:

Makroskopik inceleme sonucunda bakteriyal hastalik olabileceginden siiphe
edilen 6lit ve hastalikli gozitken larvalar yiizey sterilizasyonu igin %70’lik alkol igeren
bir kap i¢ine konuldu. Kabin agz1 kapatildi ve birkag kez galkalandi. Larvalar alinarak
U¢ kez steril su ile galkalandi. Daha sonra steril bir makas ile steril kabin icinde
larvalarin kutikulasi kesildi. Bir inokiilasyon o6zesi ile bir damla hemolenf alindi ve
steril su ile seyreltildi. Nutrient agar iizerine bu sividan ¢izgi ekim yapildi (12).

Ayrica, makroskobik inceleme sonucunda 6lii ve hastalikli gorimen larvalardan 5
tane alindi. Yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra dnceden steril edilmis havanda 5 ml
PBS iginde ezilerek ekstrakt hazirlandi. Hazirlanan ekstrakt siiziildikten sonra
seyreltildi ve son seyreltikden 0.1 ml alinarak nutrient agar besiyeri {izerine yayma ekim
yapildi. Ekim yapilmus her iki Petri kabt bir gece 37°C’de inkiibe edildiler. Inkiibasyon

sonrasi olugan kolonilerden saf kiltiirler elde edildi.
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2.2.2. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Nutrient agar besiyeri iizerinde ireyen koloniler binokiler mikroskop altinda
incelendikten sonra, koloni renk ve morfolojisine gore farkli olduguna karar verilen
kolonilerden nutrient agar besiyeri {izerine ekim yapilarak saf kiltiirler elde edildi. Bu

izolatlar 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 seklinde numaralandirildilar.

2.2.3. Bakteriyal Izolatlarin Cesitli Boyama ve Morfolojik Ozelliklerin

Belirlenmesi
2.2.3.1. Basit Boyamasi

Elde edilen izolatlann hiicre sekillerinin belirlenmesi amactyla ilk olarak basit
boyamalar yapildi. Bu amagla, lam {zerine yayilan bakteri kiiltiirleri agik havada
kurutulduktan sonra alevden gegirilmek suretiyle tespit edildiler. Tespit isleminden
sonra lam tizerine kristal viyole boya soliisyonu ilave edildi, 3-4 dakika beklendikten
sonra, dH,O ile yikandi ve kuruduktan sonra mikroskop altinda incelendi.

2.2.3.2. Gram Boyamasi

Geng (24 saatlikten az) bakteri kiiltiirlerinden bir miktar alinarak lam iizerine
yayildi. Agik havada kurumas: beklendikten sonra alevden gegirilerek tespit edildi. 10
saniye kristal viyole ile mumamele edildikten sonra lugolle yikand1 ve 10 saniye lugolle
mumamele edildi. Aseton-alkol ile renk giderildikten sonra 10 saniye safraninle
muamele edildi, dH,O ile yikandiktan sonra agtk havada kurutularak mikroskop altinda
incelenmeye alindi ve mor renkli olarak boyanan bakterilerin gram pozitif, pembe

renkli olarak boyanan bakterilerin ise gram negatif olduguna karar verildi (21).
2.2.3.3. Spor Boyamasi

[zolatlarin endospor olusturup olusturmadigz ve endosporun hiicre igerisindeki
pozisyonunun belirlenmesi amactyla genellikle yash kiltiirler (48-72 saat) kullanild.
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Kiltirler lam {zerine yayildiktan ve agik havada kurutulduktan sonra alevden
gegirilerek tespit edildi. Ardindan kaynar su buhan {izerine alinan lam tizerine malasit
yesili ilave edildi ve 5 dakika boylece boyanmas: igin 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 (21). Pembe renkli
hiicreler igerisinde (eger varsa) yesil renkli sporu ayirt etmek miimkiindiir.

2.2.3.4. Kapsiil Boyamasi

Kapsiil hiicre tarafindan salgilanan ve hiicre duvarim saran, hiicrenin disindaki
jelatinimsi bir tabakadir. Izolatlarin kapsiil yapisina sahip olup olmadiklanimin ortaya
¢ikariimasi igin her bir izolattan 24-48 saatlik kiltiirler yapildi. Yapilan bu kiiltiirlerden
bir 6ze yardimiyla temiz bir lam tzerine yayma preperat hazirlandi. Agik havada
kurumas1 beklendikten sonra tizerine kristal viyole boyast ilave edildi ve 5-7 dakika
beklendi. Daha sonra boya %20°lik CuSO, ile yikandi. A¢ik havada kurumasi
beklendikten sonra mikroskop altinda incelendi (22). Negatif boyama olarak bilinen bu
ortamda koyu renkli zemin tGzerinde seffaf renkli zon (kapsiil) ve bunun igerisinde koyu
renkli hicreyi ayirt etmek miimkiindr.

2.2.3.5. Hareket Testleri

Izolatlanin hareketli olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmas: igin “lam lamel arasi”
preperat teknigi kullamldi (21). Bu teknikle izolatlarin hareketli olup olmadiklarimin
ortaya ¢ikarilmast igin hazirlanan kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alindi ve temiz bir lam
uzerine konulup tizerine lamel kapatildi. Yapilan bu preparat mikroskopta incelendi ve

izolatlarin hareketli olup olmadilarina karar verildi.
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2.2.4. Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi
2.2.4.1. Optimum Biiyiime Sicakliklarinm Belirlenmesi

Flde edilen izolatlarin maksimum ve minimum biyime sicakliklarnin
belirlenmesi igin bakteriler nutrient agar slantlan iizerine ekildiler. 30-50°C arasmndaki
sicakliklar igin 5 giin, 20°C arasindaki sicakliklar i¢in 14 giin ve 20°C’nin altindaki
sicakliklar igin ise 21 gin etivde inkiibe edilerek maksimum ve minimum biyime
sicakliklan ortaya gikartldi (24).

Izolatlanin optimum bityiime sicakliklarimn belirlenmesi amaciyla nutrient broth
besiyeri iginde yapilan gece kiltarlerinden ODgg=0.1 olacak sekilde yeniden nutrient
broth’a ekim yapildi. Hazirlanan kiltiirler 20, 25, 30, 35 ve 40°C’de belli bir sire
sallayicida sallanarak buyatildaler. Yapilan bu kultiirlerden saat bagi 6mekler alinarak
spektrofotometrede ODgpo’de  absorbans degerleri olgilerek bakterilerin optimum
olarak biyidagi sicakliklar ortaya ¢ikarildi (20).

2.2.4.2. Biiyiiyebildigi pH Arahklarinin Belirlenmesi

Izolatlarn biiyiyebildigi pH aralifimn belirlenmesi igin izolatlar degisik pH
degerlerine (5, 5.5, 6, 7, 8,9, 9.5 ve 10) sahip nutrient broth besiyerine inokiile edildiler
ve optimum biyime sicakliklarinda ii¢ gin inkibe edildiler. Inkibasyon neticesinde
treme olup olmadigi spektrofotometrede (ODgoo’de)  olgiimler yapilarak ortaya
¢ikarildi. Béylece izolatlarin maksimum ve minimum olarak biytiyebildii pH degerleri
tespit edildi. |

Izolatlann hangi pH degerinde optimum olarak biyiidiiginiin ortaya gikarilmasi
i¢in izolatlann biytyebildigi pH degerine sahip olan nutrient broth besiyerlerine
ODyp0=0.1 olacak sekilde gece kiiltiirlerinden asilama yapildi ve birer saat araliklarla
ornekler alimip spektrofotometrede 6lgiimler yapilarak hangi pH degerinde optimum
olarak biyiidagi belirlendi (22). Ayrica bakterilerin 5.7 pH’hh “soutbord dekstroz agar
ve broth” besiyerlerinde iireme 6zelligi ve aym zamanda pH’st 6’dan disiik ve 7°den

yﬁksek olan Voges-Proskover broth besiyerindeki biiyiime 6zellikleri incelendi (24).
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2.2.4.3. NaClI ihtiyaclarimin Belirlenmesi

Izolatlann NaClI ihtiyaglarimn belirlenmesi amaciyla %2, 2.5, 3, 5, 7 ve 10
oraninda NaCl ihtiva eden nutrient broth besiyerleri hazirlancdi. Bunun 4 mililitresine
her bir izolattan ekim yapildi. 7 ve 14 giin 30°C’de etiivde inkiibasyondan sonra hangi
oranda tuz ihtiva eden besiyerde ireme olmus ise o orandaki tuzda izolatlann

iireyebildigi sonucuna varildi (24).
2.2.4.4. Lizozimde Biiyiime Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin lizozimde bilyiiyiip biiyiimediginin belirlenmesi amaciyla 10 pg/mi
oraninda (10.000 dnite) lizozim ihtiva eden nutrient broth besiyeri hazirlandi. Bu
besiyere her bir izolattan ekim yapildi. Yedi ve ondért giin 30°C’de inkitbasyondan
sonra {iremenin olup olmadigina bakild: (24).

2.2.4.5. Atmosferik Oksijen ihtiyaclarin Belirlenmesi

Mikroorganizmalar  atmosferlik  oksijen ihtiyaglarina goére  aeroblar,
mikroaerofilikler, tamamen anaeroblar, aerotolerant anaeroblar ve fakiiltatif anaeroblar
olmak tizere bes gruba ayrilarak incelenmektedirler (20). Izolatlarin atmosferik oksijen
ihtiyaglarninin belirlenmesi amactyla hazirlanan “brain heart infuzyon agar” besiyeri
deney tiiplerine dagitildy, steril edildikten sonra 50°C’ye kadar sogutuldu, tiiplere herbir
izolattan ekim yapildi ve cevirilerek kangstinldiktan sonra hemen sofuk suya
daldirilarak donmasi saglandi. Uygun sicaklikta bir gece inktibe edildikten sonra, tiip
igerisinde dredikleri bolgeye bakilarak, izolatlanin oksijen ihtiyaglan hakkinda karar
verildi (20).

Ayrica izolatlarin aerobik olarak m1 yoksa tamamen anaerobik olarakmi solunum
yaparak yasadiklarimin ortaya ¢ikarilmast igin deneylerde 6zel olarak hazirlanan

anaerobik agar besiyeri kullamld: (24).
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2.2.4.6. Nisasta Hidroliz Testleri

Nisasta, glukoz monomerlerinin glikozidik baglarla birbirlerine baglanarak
__ olusturdugu yitksek molekiiller agirliga sahip bir molekiildiir. Bu molekilin yikimindan

sorumlu olan enzim “amilaz”dir. Izolatlarin nisastay1 hidroliz edip etmediklerinin test
edilmesi igin hazirlanan nisasta agar petrilerine, izolatlar gizgi halinde ekildiler. Ug ve 7
gunlitk uygun sicakliktaki etitvlerde inkiibasyondan sonra petrideki bakterilerin tizerine
%95°lik etanol ilave edildi. Olusan renge gore izolatlarin nigastayr hidroliz edip
etmedikleri hakkinda karar verildi (24). Ayrica bu test ayirag olarak lugol kullamlarakta
yapildi. Petriler tizerine lugol ilave edildi ve koyu kahve rengin olusumu nigastanin
hidroliz oldugunu, mavi rengin olusumu ise nisastanin hidroliz olmadifin gosterdi (21).

2.2.4.7. Jelatin Hidrolizi Testleri

Jelatin, zorunlu aminoasitlerden biri olan triptofam ihtiva etmeyen eksik bir
proteindir ve kollajenin pargalanmasi ile olugymaktadir. Jelatini pargalayan enzim
jelatinaz olarak adlandinlmaktadir. Jelatinin izolatlar tarfindan hidrolize edilip
edilmediginin ortaya gikanlmasi amaciyla hazirlanan nutrient jelatin besiyeri, steril
deney tiiplerine dokiildi. izolatlardan her biri, bu deney tiiplerine ekildikten sonra,
30°C’de 3 giin inkiibe edildi. Inkiibe edilen tilpler Gglinct giniin sonunda inkitbe
edildikleri etitvden alindilar ve 20°C’ye ayarlanmis olan yeni bir etiive aktarildilar.
Burada 4 saat inkiibe edildikten sonra besiyerinin sivi yada kati olusuna gore testin
pozitif veya negatif olduguna karar verildi (24).

2.2.4.8. Karbohidrat Fermentasyon Testleri

Cogu mikroorganizmalar, hayatlarimi devam ettirebilmeleri icin gerekli olan
enerjiyi gesitli karbohidratlar1 da igine alan substratlarin biyooksidasyonunu meydana
getiren enzimatik reaksiyonlardan saglamaktadirlar. Izolatlanin bazi karbohidratlan
fermente edip etmediklerinin ortaya ¢ikanlmas: amaciyla karbohidrat fermentasyon
besiyerleri yapildi. Bu besiyerlere izolat tarafindan kullamhp kullaniimadigx 6grenilmek

istenen karbohidratlar ve pH indikatorii olarakta bir boya ilave edildi. Hazirlanan
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karbohidrat fermentasyon besiyerine her bir izolat ayn ayn ekildi. Yedi gin uygun
sicakliga ayarlanmig etiivde inkiibe edildikten sonra, besiyerinde meydana gelen koyu
pembe renkten san renge renk degisikligi organizmalann kullanilan gekeri fermente
ettigini, her hangi bir degisikligin olmamas: ise sekerin organizma tarafindan
karbohidrat kaynagi olarak kullanimadifim gostermektedir. Ayrica tip igindeki
besiyerinde meydana gelen kabarmalar ve catlamalar organizmamin bu sekerden gaz

olusturdugunu gostermektedir (24).
2.2.4.9. Hidrojen Siilfiir Uretim Testleri

Izolatlarin hidrojen sulfir (H,S) firetip iretmedifinin ortaya gikanlmasi igin
“triple-sugar iron agar” besiyeri kullanild1. Her bir izolat, bu besiyeriye inokiile edildi
ve 30°C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda tiipiin alt tarafinda bir
kararmanin olup olmadifina bakilarak, organizmamin H,S tretimi hakkinda karara
varildi. Besiyerinin alt kisminda koyu rengin olusumu H,S’in dretildigini

gostermektedir (18).
2.2.4.10. Voges-Proskover Testleri

Voges-Proskover testi, bazi organizmalarin, glukoz metabolizmas1 sonucu
meydana gelen asetil metilkarbinol gibi asetik olmayan veya notral son triinleri
tiretebilme 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmas: i¢in yapiimaktadir. Bu testin gergeklesmesi
amactyla Voges-Proskover broth besiyeri hazirlandi. Bu besiyerinin 4 mililitresine her
bir izolattan ekim yapildiktan sonra, 30°C’de 3 giin etiivde inkiibe edildi. Ug giinden
sonra kiiltirlerin izerine Voges-Proskover ayiract ilave edildi. Tamamen kanstinldiktan
sonra oda sicaklifinda 1 saat bekletildi. Sonugta kiltiir ylizeyinde kirmiz1 rengin olugup
olugmadifina bakilarak testin sonucu hakkinda karar verildi (24).

2.2.4..11. Sitrat ve Propionati Kullanim Testleri

Mikroorganizmalar ortamda fermente edebilecekleri glukoz veya laktozu

bulamadiklarinda gerekli olan enerjiyi saglamak icin ortamda bulunan sitrat veya
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propionati kullanmaktadirlar. Izolatlarin bu molekilleri kullamp kullanmadigimin ortaya
cikanilmas1 amaciyla “sitrat ve propionat: kullamim besiyerleri” hazirlandi. Hazirlanan
bu besiyerlere her bir izolat ekildi, 30°C’de inkiibe edildi, 3 ve 7 giin sonra yapilan
incelemeler sonucunda besiyerinde tireme ve renk degisikligi olup olmadigina bakilarak
eger mavi renge doniis varsa organizmalarin sitrat ve propionati karbon kaynag olarak

kullandiina karar verildi (24).
2.2.4.12. Nitrat: indirgeme Testleri

[zolatlann nitrat indirgeyip indirgemediginin ortaya ¢ikarnimasi igin “nitrat broth
besiyeri” hazirlandi ve bu besiyerinin 4 mililitresine herbir izolattan ekim yapildi. Ug ve
yedi giin 30°C°de inkiibasyondan sonra kiltirler fizerine nitrit ayirac1 ilave edilerek
veya 1 N HCI emdirilmis kurutma kafidina her bir izolatin kiltiirinden 1 damla
damlatilarak olusan rengin incelenmesi neticesinde testin sonucu ortaya ¢ikarildi. Her
iki ayirag ilave edildiginde de kahverengi renk olusumu gorilirse testin pozitif oldugu
aksi taktirde ise negatif olduguna karar verildi.

2.2.4.13. Katalaz Testleri

Mikroorganizmalar aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,O,) ve bazi
durumlarda ise tamamen toksik olan siiperoksitlenn tretmektedirler. Organizmalar,
olugan bu triinlerin kotii etkisinden bu maddeleri katalaz ve peroksidaz adi verilen
enzimler yardimiyla yikarak kurtulmaya galigirlar. [zolatlarin katalaz enzimini olugturup
olusturmadigimin ortaya gikanlmas igin “triptik soy agar” besiyeri hazirland1. Izolatlar
bu besiyerine inokile edildikten sonra 24-48 saat 30°C’ye ayarlanmig etiivde inkiibe
edildiler. Inkiibasyondan sonra tizerine %10’Iuk H,0, ¢6zeltisi ilave edildi ve olusan
gaz kabarciklanna gore testin pozitif olduguna karar verildi (24).

2.2.4.14. Oksidaz Testleri

Oksidaz testi ¢izgi ekim metoduna (21) gore yapildi. Bu testin yapilabilmesi
amaciyla “triptik soy agar” besiyeri hazirlandi. Izolatlar bu besiyerine ekildi. Uygun
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sicaklikta 24-48 saat bekletildikten sonra {izerine oksidaz testi aywraci ilave edildi,

olusan siyah renge gore testin pozitif olduguna karar verildi.
2.3.5. Bakteriyal izolatlarin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlardan spor olusturmayanlar (1, 2, 4 ) 1-2 ginlik, spor
olusturanlar (3, 5 ve 6) 4-6 giinliik inkitbasyondan sonra yoguniugu 1.8 x 10° bakteri/ml
olacak sekilde ayrlandi. Daha sonra her birinden 1 ml alinarak farkh kaplardaki besinler
izerine piskirtildii (12). Mantar kontaminasyonunu &nlemek igin onceden steril
edilmis bu kaplarin her birine 20’ser larva konuldu. Kontrol grubunun bulundugu
kaptaki besinlere su piiskirtildii. Bitin deney gruplan 26+ 2 "C’de ve %60 nem igeren
iklim dolabina 12:12 151k peryodunda konuldu (25). Her 24 saatte bir besinleri taze
yapraklar ile degistirildi ve élen larvalar ¢ikartildi. On giinden sonra 6lim olmadigi

i¢in deneye son verildi.

2.4. Euproctis chrysorrhoea’ya Karyi Cesitli Biyolojik Ajanlarm Insektisidal

Etkilerinin Belirlenmesi
2.4.1. Biyolojik Numunelerin Hazirlanmasi

Bacillus thuringiensis toksinlerinin hazirlanmasi: Calismada denenen iki toksin
Bacillus thuringiensis’in Harry Dumagae (HD-1) ve tenebrionis (BTS-1) suslarindan
izole edilmis toksinlerdir. Bu toksinlerden 0.005 gr alindi ve 5 ml fosfat tampon
solusyonu (PBS) igerisinde ¢6zilldii. Bu g¢ozeltiden 1ml alindi ve besin tizerine
paskurtildii.

Autographa californica niiklear polihedrozis viriis (AcNPV) tiniin hazirlanmasi:
AcNPYV, daimi hiicre kiiltiirlerinden olan Vaughn’in duyarh SF-IPLB-21 (Spotoptera
Sruigiperda, Sf') hiicre kiiltiriinde dretildi. Fetal bovine serum katkili (%10) TNMFH
(26) besiyerinin kullamldign ¢alismada m.o.i. = 1’e gore enfekte edilen hiicreler
28°Cde inkiibe edildi. Polihedral inkliizyon yapilar (PIB) olustuktan sonra (yaklagik 5-6
gin) hiicreler alindi.  Yogunlugu 3x107 hiicre/ml olacak sekilde solusyonu hazirlandi

ve besin iizerine piskiirtildii.
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Lymantria dispar niklear polihedrozis viris (LdNPV)’inin hazirlanmasi:
Toprakla kanstnlmis olarak stoklanmig Lymantria dispar niklear polihedrozis viris
(LANPVY’iinden 2 gr alind1 ve 5 ml PBS igerisinde ¢6ziildii ve bunlardan 1 ml besin
tizerine piskirtalda.

- Bakteriyal klonlann hazirlanmasi: Bacillus thuringiensis’in cry IVA (pHE4-A),
cry IVA ve cry IVD (pHE4-AD), cry IVA ve 20-kDa-protein (pHE4-AR) ve cry IVA, cry
1VD ve 20-kDa-protein (pHE4-ADR) genlerinin her birini igeren plazmidlerle transform
olmus Escherichia coli hiicrelerinin 37'C’de gece kltiirleri hazirlandi. Yogunluklan
ODgy’de 1.89ayarland: (1.89x10°/ml). Daha sonra 2000xg’de 10 dakika santrifilj
edildi (27). Olusan pellet 5 ml PBS igersinde ¢oziildii ve bunlardan 1 ml besin Gzerine
puskartaldi.

2.4.2. Biyolojik Numunelerin insektisidal Testleri

Her bir biyolojik ajanin etkisini 6lgmek i¢in 20°ser larvadan olusan, 8 grup
numuneler igin, 2 grupta kontrol olmak iizere 10 tane deney grubu olusturuldu. Bunun
icin 8 cm ¢apinda, 3 cm derinliginde bir plastik kap igine E. chrysorrhoea’mn dogal
olarak beslendigi findik yapraklanindan konuldu. Her kaptaki yapraklar iizerine bir
numuneden olacak sekilde 1ml puskirtildi. Iki kontrol grubundan biri Gzerine su
plskiirtilmiis yapraklar ile diferide numunelerin ¢6zildiga PBS puskirtilmis
yapraklar ile beslendi. Her kaba 20 tane ikinci-tiginct instar larva konularak kabin agzi
hava alacak sekilde kapatildi. Biitiin deney gruplan 26+ 2°C’de ve %60 nem igeren
iklim dolabina 12:12 151k peryodunda konuldu. Her 24 saatte bir besinleri taze yapraklar
ile degistirildi ve dlen larvalar ¢ikartildi (28). Sekiz giin boyunca larval 6lim gozlendi.

Bundan sonra 6liim olmadig igin deneye son verildi.
2.5. Euproctis chrysorrhoea’da Parazit Varhgmmin Belirlenmesi

Makroskopik inceleme sonucunda yavag hareket eden ve istahsiz goziiken larvalar
parazit olup olmadifinin tespiti igin incelemeye alindi. Bunun igin igi parafinle
doldurulmug bir Petri kab1 igine bir miktar fizyolojik su (%0.6-0.8’lik NaCl soliisyonu)
konuldu (20). Larvalar bu kaba alindi, binokiiler mikroskop kullanarak sirt kismindan
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arkadan 6ne dogru ince bir makas ile i¢ organlan zedelenmeyecek sekilde agildi. Once
makroskobik olarak incelenerek gozle goriilebilir bir parazit varhg: tespit edilmeye
calisildi. Daha sonra mikroskopik inceleme igin, Malpigi tiipleri, yag dokusu, trakeler,
gonadlar, ortabagirsak ve hemolenften degisik pargalar alinarak lam tzerine konuldu.
Yeterince fizyolojik su ilave edilerek lamel kapatildi ve 151k mikroskobunda incelendi.
Bocek viicudu iginde tespit edilen makroskopik organizmalar dikkatlice alinarak bir
miktar fizyolojik su ile birlikte lam tizerine yerlestirildi. Bulunan parazitlerin boylan

olgildii ve vicutlanimin degisik bélimlerinin fotograflan gekildi.



3. BULGULAR

Bu ¢alismada Euproctis chrysorrhoe (altin kelebek)’'min mikrobiyal florasi
belirlenmeye ¢alisiidi. Elde edilen bakteriyal izolatlarin ve literatiirde var olan sekiz
farkl1 biyolojik ajamin bu zararli tizerindeki insektisidal etkisi arastirildi. Caligmalar
sonucunda 6 bakteri ve bir nematod izole edildi.

Elde edilen izolatlarin tir tayinlerinin yapilabilmesi i¢in gesitli boyama,
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler uygulandi. Izole edilen nematodun
sistematikteki yeri tespit edilmeye ¢alisildi ve vicudunun degisik bélimlerinin

fotograflan gekildi.

3.1. Larvalardan Bakteri Izolasyonu

Yiizey sterilizasyonu yapilmig larvanin steril kosullarda hemolenfinden alinan bir
miktar sivinin seyreltilerek nutrient agar iizerine ekim yapilmast sonucunda degisik
petrilerde 6 farkli koloninin olustugu gorildi. Bunlar izolat 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 olarak
numaralandiniidilar. Bu izolatlarin herbirinin koloni renk ve morfolojileri birbirinden
farkhidir (Cizelge 1). Yapilan incelemeler neticesinde 1 nolu izolatin beyaz, diizgin ve
yuvarkak, 2 nolu izolatin seffaf, diizgiin ve yuvarlak, 3 nolu izolatin krem, sagakli ve
yuvarlak, 4 nolu izolatin agik sar1, diizgiin ve yuvarlak, 5 nolu izolatin krem, dalgali ve
konsantrik, 6 nolu izolatin krem, dalgali ve yuvarlak oldugu belirlendi.

3.1.1. Bakteri izolatlarmin Cesitli Boyama ve Morfolojik Ozellikleri

Izolatlann gesitli boyama ve morfolojik dzellikleri Cizelge 1°de gorilmektedir.
Yapilan basit boyama sonucunda 1, 3, 5 ve 6 nolu izolatlann basil formunda, tek veya
zincir, 2 nolu izolatin kokkobasil formunda, 4 nolu izolatin ise kok formunda tekli,
dortlic veya daha fazla gruplar halinde olduklan gérildi. Bu izolatlarin gram
boyamalan sonucunda 1 nolu izolatin pembe renge boyandig; igin gram olumsuz (G -),

2, 3, 4, 5 ve 6 nolu izolatlarin ise mor renge boyandiklan igin gram olumlu (G +)
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olduklar belirlendi. Yapilan spor boyama neticesinde 3, 5 ve 6 nolu izolatin 3-5 giinde
endospor olusturdugu gortldi. Yapilan hareket testi ile 1,2, 3,5 ve 6 nolu izolatlarin
hareketli, 4 nolu izolatin ise hareketsiz oldugu gézlendi. Koloni rengi bakimindan bu
alt1 izolat1 karsilastirdigimizda, 1 nolu izolatin beyaz, 2 nolu izolatin seffaf, 3, 5 ve 6
nolu izolatlarin krem, 4 nolu izolatin ise agik sari renginde oldugu tespit edildi. Koloni
sekilleri bakimindan ise 1, 2 ve 4 nolu izolatlarin diizgin yuvarlak 3 nolu izolatin
sagakli yuvarlak, 5 nolu izolatin dalgali konsantrik, 6 nolu izolatin ise dalgah yuvarlak
oldugu belirlendi. izolatlarin ihtiyag duyduklan oksijeni kullanmalarina gore 1, 5 ve 6
nolu izolatlann fakiltatif anaerobik, 2, 3 ve 4 nolu izolatlann ise aerobik olduklan
tespit edildi. Bu alt1 izolatin nutrient broth besiyerinde goriiniislerine bakildifinda,

sadece 2 nolu izolatin agik digerlerinin ise bulanik renkte olduklar goriildi.
3.1.2. izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri Cizelge 2’de gosterilmistir.
Bakterilerin bitylimeleri iizerine etkili olan faktérlerden sicaklik, pH, NaCl’e kars:
tolerans ve atmosferik oksijen ihtiyaglar gibi fiziksel etkilerin aragtinilmasi amaciyla
testler yapildi. Yapilan testler sonucunda 1, 3 ve 5 numarali izolatlarin optimum olarak
32°C’de biyiidigi, minimum-maksimum biyiime sicakliklarimin 30-38°C  oldugu
gorildi. 2, 4 ve 6 nolu izolatlar optimum olarak 38C’de biiyirken minumum-
maksimum bityiime sicakliklarinmn 30-48°C oldugu belirlendi.

1 ve S nolu izolatlar pH 5.7°de zayif olarak bityiirken, 2 ve 3 nolu izolatlar pH
5.7°de biiyiimediler. 4 ve 6 nolu izolatlarmm ise pH 5.7°de tam olarak buyiidikleri
belirlendi.

Izolatlann NaCl'e olan toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler
sonucunda biitiin izolatlarin %2, 3 ve 5 NaCl igeren besiyerde biyiidiikleri; %7 NaCl
iceren besiyerde 2 ve 3 nolu izolatlarin zayif biyidiikleri, 1, 4, 5 ve 6 nolu izolatlarin
tam buyudiagi; %10 NaCl igeren besiyerde ise 1 ve 2 nolu izolatlarin bayimedigi, 3
nolu izolatin zayif biytidigi, 4, 5 ve 6 nolu izolatlarin tam biytidiigii tespit edildi.

[zolatlarin lizozimde biyiime o6zelliklerinin incelenmesi igin yapilan testler
sonucunda, 1, 3, 4, 5 ve 6 nolu izolatlarin tam biyidigi, 2 nolu izolatin ise zayif

buytdigii gézlendi.
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Atmosferik oksijen ihtiyaglarinin belirlenmesi amactyla yapilan testler sonucunda
1,2, 3 ve 4 nolu izolatlar sadece acrobik sartlarda bitylirken, 5 ve 6 nolu izolatlar hem
aerobik hemde aneorobik sartlarda biyime gosterdiler.

Izole edilen bakterilerin bazi organik maddeleri hidroliz edip etmediklerini
belirlemek i¢in degisik testler yapildi. Bu testler sonucunda 1 nolu izolatin nisastay1
hidroliz ettigi, 2, 3, 4, 5 ve 6 nolu izolatlann ise nigastay1 hidroliz etmedigi gozlendi.
Jelatin testi sonucunda 1, 2, ve 3 nolu izolatlarn jelatini hidroliz etmedikleri 4, 5 ve 6
nolu izolatlann ise jelatini hidroliz ettikleri gozlendi. Ure testi sonucunda ise bitin

izolatlann itreyi hidroliz etmedikleri belirlendi.
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Cizelge 2. FEuproctis chrysorrhoea’dan elde edilen bakteriyal izolatlarin biyokimyasal
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Izolatlarin baz1 enzim ve kimyasal maddeleri iiretip iiretmediklerinin tespiti i¢in
yapilan testler sonucunda 1, 3, 4, 5 ve 6 nolu izolatlarin katalaz enzimi tiretirken, 2 nolu
izolatin tiretmedigi ve biitin izolatlarin oksidaz enzimi tirettii tespit edildi.

Izolatlann sitrat ve propionati kullanimlan ve nitrati indirgeme kabiliyetleri
siniflandirmada kullamlan diger 6zelliklerdendir. Yapilan testler sonucunda 1, 5 ve 6
nolu izolatlar sitrat ve propionati kullanirken 2, 3 ve 4 nolu izolatlar sitrat ve propionat
kullanmadilar. Nitrat testi sonucunda 1, 4, 5 ve 6 nolu izolatlar nitratt indirgedigi, 2 ve
3 nolu izolatlarn ise nitrat1 indirgemedigi belirlendi.

Bakterilerin karbonhidratlan fermente edip etmediklerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan testler sonucunda, 1, 2, 4, 5 ve 6 nolu izolatlarin glukozu fermente ettikleri, 3
nolu izolatin glukozu fermente etmedigi goriildii. 1, 2, 4 ve 5 nolu izolatlanin laktozu
fermente ettidi, 3 ve 6 nolu izolatin laktozu fermente etmedigi tespit edildi. 1,2,4, 5
ve 6 nolu izolatlarin mannitolii fermente ettigi, 3 nolu izolatin mannitoli fermente
etmedigi belirlendi. 1, 2, 3, 4 ve 5 nolu izolatlann arabinozu fermente etmedigi, 6 nolu
izolatin arabinozu fermente ettigi tespit edildi. 2, 5 ve 6 nolu izolatlarin ksiloli
fermente ettigi, 1, 3 ve 4 nolu izolatlann fermente etmedigi tespit edildi.

Yapilan Voges- Proskover testi sonucunda, 1 ve 6 nolu izolatlarin glukoz
metabolizmasi neticesinde asetilmetilkarbinol gibi asidik olmayan veya nétral son

tiriinleri diretebildikleri gozlendi. Diger izolatlarnn ise tiretmedikleri gorilda.
3.2. Bakteriyal Izolatlarin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin Euproctis chrysorrhoea karsi insektisidal etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan 10 giinlik test sonucunda 1 nolu izolatin %10, 2 nolu
izolatin %15, 3 nolu izolatin %45, 4 nolu izolatin %5, 5 nolu izolat %25 ve 6 nolu
izolatin %30’luk bir insektisidal etki gosterdigi belirlendi. Bu sonuglar Sekil 3’te
gosterilmektedir.
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Oliim yiizdesi

L1 }
L) 1

5 ] kontrol

1 2 3

Uygulanan bakteriyal izolatlar

Sekil 3. Bakteriyal izolatlarin Kuproctis chrysorrhoea Gizerindeki insektisidal
etkileri

3.3. Euproctic chrysorrhoea’ya Kars: Cesitli Biyolojik Ajanlarin Insektisidal

Etkilerinin Arastiriimasi

Bazi biyolojik ajanlarin bu zararli tizerindeki insektisidal etkilerini belirlemek igin
vapilan bu galisma sonucunda, Euproctis chrysorrhoea larvalan tzerinde Lymantria
dispar niklear polihedrosis viriisit (LANPV) ile %70, dutographa californica niiklear
polihedrosis viriisit (AcNPV) ile %33, Bacillus thuringiensis’in HD-1 toksini ile %535,
BTS-1 toksini ile %25, bakteriyal klonlardan pHE4-A ile %5, pHE4-AD ile %S5, pHE4-
AR ile %35 ve pHE4-ADR ile %10°luk insektisidal etki elde edildi (Sekil 4). Bu
ajanlardan etkilenen larvalanin genellikle kaplar iginde dagimk olarak bulunduklar,
istahsiz olduklan ve vavas hareket ettikleri, saglikli larvalarin ise beslenmeden sonra bir
araya gelerek gruplar olusturduklan gézlendi. Kontrol grubu olarak suyun bulundugu
kapta hi¢ 6lim olmadi. Buna karsin diger bir kontrol grubu olan PBS bulunan kapta ise

%35’lik bir 6liim g6zlendi.
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Oliim ylizdesi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Uygulanan numuneler

Sekil-4. Biyolojik numunelerin Euproctis chrysorrhoea tzerindeki insektisidal
etkileri. 1: LANPV, 2: AcNPV, 3: HD-1, 4: BTS-1, 5: pHE4-A, 6: pHE4-AD, 7:
pHE4-AR, 8: pHE4-ADR, 9: PBS, 10: Su

3.4. Euproctis chrysorrhoea’dan Parazit izolasyonu

Parazit tespiti i¢in Trabzon ve Giimighane’den toplanan 321 larvalarin
discksiyonu boyunca, Trabzon’da toplanan larvalarin hi¢ birinde parazit tespit
edilemezken, Giimiighane’den toplanan 32 larvamin 28 tanesinden 64 adet nematod
izole edildi.  Genellikle her bir larvadan 2 nematod izole edilirken, sekiz larvadan 3’er
nematod izole edildi. Izole edilen nematodlar larvalann viicut boslugunda krvrilmis
haldeydiler. Bunlardan bagka 12 nematod’un icinde gelistikleri larvalan oldiirerek
kendiliginden disant ¢ikip serbest kaldiklan gozlendi. Bocekten izole edilen
nematodlarin ince, beyaz ve iplik benzeri sekilde olduklan, boylarinin enlerinden 100
kattan daha fazla oldugu gézlendi (Sekil 5). Yapilan 6lgiimler sonucunda enlerinin 0.2-
0.3 mm, boylarinin 80-150 mm oldugu tespit edildi. Tfabzonda toplanan larvalardaki
parazitizasyon %0 iken, Giimiishane’den toplanan larvalarda %87.5 olarak tespit edildi.

Yapilan morfolojik ¢alismalar sonucunda nematodun bag bélgesinin kiit geklinde
oldugu, arka ug kisminda ise 0.1 mm uzunlugunda bir ¢ikintiya sahip oldugu belirlendi
(Sekil 6).
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Cizelge 3. Trabzon ve Giimiishane’den toplanan Euproctis chrysorrhoea
larvalaninda parazitizasyon varlig

Larvalann top. yer | Incelenen  Parazit tespit Parazitizasyon
ve zaman larva say. edilen larva say. orani (%)
Trabzon

23.04.1995 126 - 0
12.05.1996 162 - 0
Gimishane

16.06.1997 32 28 87.5
Toplam 321 28 8.7

Sekil 5. Euproctis chrysorrhoea’dan izole edilen enfeksiyon ozelligine
sahip nematod
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Sekil 6. Euproctis chrysorrhoea’dan izole edilen nematodun 151k
rpikroskobunda goriiniimii. A) Anteriér B) Posteridr
Olgek: 0.1 mm



4. TARTISMA

Modern ziraatta bocek zararlilanm kontrol etmek igin ¢ok sayida gesitli
insektisidler kullamilmaktadir. Bununla birlikte kimyasal insektisidlerin zararh etkileri
iyice tammlanmstir (2, 29, 30). Son zamanlarda, insektisidlerin yan etkilerinin ortaya
¢ikartilmast  bilim adamlarii daha etkili ve giivenli kontrol ajanlan bulmaya
yoneltmisgtir.

E. chrysorrhoea’mn  bakteriyal flora ve biyolojik micadele ajammn
aragtinilmasinin amaglandigi bu galisma sonucunda, 6 bakteri ve 1 nematod izole
edilmis, bu bakteri izolatlan ile literatirde mevcut olan 8 farkh biyolojik ajamn
insektisidal etkileri test edilmistir. Yapilan galigmalar sonucunda, 1 nolu izolat gram (-
), endosporsuz, basil formunda, hareketli ve fakiiltatif anaerobik olduundan dolay:
Enterobacter; 2 nolu izolat gram (+), endosporsuz, mikroaerobik, hareketli, kokkobasil
formunda oldugu igin Lactobacil, 3, 5 ve 6 nolu izolatlar gram (+), endosporly,
hareketli ve basil formunda oldugu igin Bacillus; 4 nolu izolat ise gram (+), sporsuz,
aerobik, hareketsiz ve kok formunda oldugu igin Micrococcus cinsine dahil edildi. 3
nolu izolatin yapilan testler sonucunda 5 ve 6 nolu izolatlardan farkli 6zelliklere sahip
oldugu, daha ¢ok B. sphaericus’a yakin bir tir oldugu tesbit edildi. Literatiirde £.
chrysorrhoea’dan bakteri izolasyonuna rastlanilmamistir. Sadece bu zararilmn %4
oraminda bakteri ile enfekte edildigi tespit edilmigtir (31). Ancak, farkli Lepidoptera
tiyelerinden Aerobacter sp., B. thuringiensis, E. coli, Micrococcus luteus ve
Pseudomonas sp. tiirleri izole edilmistir (27). Yine B. thuringiensis ve B. sphaericus
tirlerinin bu zararl Gizerindeki etkileri ¢aligtlmigtir (32, 33).

Elde edilen izolatlarin E. chrysorrhoea’mn larvalarn iizerine insektisidal etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda en yiiksek insektisidal etkiyi %45°lik
bir oranla 3 nolu izolat (Bacillus sp.) gosterdi. Bunu %30’luk bir oranla 6 nolu izolat
(Bacillus sp.) ve %25’lik bir oranla 5 nolu izolat (Bacillus sp.) takip etti. Diger izolatlar
cok diisitk etki gosterdi. Bacillus cinsine dahil edilen izolatlarin daha etkili olugu
sonuglanmiz teyit etmektedir. Cinki B. thuringiensis ve B. sphaericus tirleri ile
yapilan ¢aligmalarda yiiksek oranda farkli insektisidal etkiler elde edilmistir (32, 33).
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Literatiirde mevcut olan biyolojik ajanlann insektisidal etkilerini belirlemek
amactyla yapilan galigmalar sonucunda en biyik etkiyi Lymantria dispar niklear
polihedrozis virisii (LANPV) gosterdi. LANPV bulunan kaplarda %75°lik bir 6lim
orani gozlendi. Olii larvalar koyu- lacivert bir renk aldilar.  Kontrol grubu olarak
almmig PBS bulunan kapta %5°lik bir 6lam orani, su bulunan kapta ise hi¢ 6ltim
gozlenmemigtir. Kontrol gruplanyla kargilastinldiginda LANPV ~ %70°lik bir etkiye
sahip oldufu ortaya ¢ikmaktadir. Bulgaristan’da 1984 yilinda niiklear polihedrozis
virisii kullamlarak E. chrysorrhoea larvalan lizerinde %100’likk bir mortalite elde
etmislerdir (34). Bu, bizim sonuglarimizi desteklemektedir. Autographa californica
niikklear polihedrozis viriis (AcNPV) ise LANPV kadar etkili olamadi. LdNPV’nin
yiksek insektisidal etkiye sahip olmasi E. chrysorrhoea ile aym familyadan olan
Lymantria dispar’dan izole edilmis olmasiyla agiklanabilir. Bu durumda viriislerin
yiiksek olgiide segici olmasindan ileri gelmektedir.

B. thuringiensis’in iki toksininden en biyiik etkiyi HD-1 gosterdi. HD-1 etkisiyle
olen larvalarin viicudu esnekligini kaybetti ve koyu lacivert bir renk aldi. Bu toksinin
bulundugu kapta %60’lik bir mortalite gézlenmistir. Kontrol grubundaki %5°lik 6limi
¢ikartifimizda HD-1"in %55°lik bir etkiye sahip oldugu ortaya gikmaktadir. Gorbunov
ve Mishnev’in (35) E. chrysorrhoea larvalan iizerinde B. thuringiensis’den elde edilen
Dendrobacillin ile yaptiklan deneyin sonuglari bizim sonuglarimizi teyit etmektedir.
BTS-1 toksini HD-1"¢ oranla daha diisiik bir mortalite gosterdi.

E. coli klonlann larvalar iizerinde g¢ok disiik etki gosterdiler. Ben-Dov ve
arkadagslar1 1994’te sivrisinek larvalan tizerinde pHE4-A i¢in %55°lik, pHE-AR igin
%48’lik, pHE4-AD igin %95°lik ve pHE4-ADR igin %90’lik bir mortalite elde
etmiglerdir (28). Bu sonuglarla bizim sonuglanmizi kargilagtirdigimizda, E. coli
klonlarimin E.  chrysorrhoea larvalan iizerinde etkili olmadi®n sonucu ortaya
¢tkmaktadir. Ciinkii farkli B. thuringiensis genlerini ihtiva eden suslar farkli bocek
gruplan tizerinde farkli oranlarda etkili olmaktadir.

Sonug olarak, uygulanan sekiz farkli biyolojik ajanin etkilerine baktigimizda
Lymantria dispar niiklear polihedrozis viriisit (LANPV) ve B. thuringiensis’in Harry
Dumagae susundan izole edilmis toksin (HD-1) ekonomik olarak bityiik zararlar veren

E. chrysorhoea ile biyolojik miicadelede etkili bir sekilde kullanilabilir.
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E. chrysorrhoea larvalan tizerinde parazit varliginin tespiti igin yapilan ¢aligmalar
sonucunda izole edilen nematod ince, uzun iplik benzeri, diizgiin yiizeyli olmasi ve arka
ug kisminda bir ¢ikinttya sahip olmasi nedeniyle Mermhitidae familyasina dahil edildi.
Trabzon ve g¢evresinden toplanan larvalarda hig bir nematoda rastlanmaz iken
Gumighane ve gevresinden toplanan larvalarda %87.5 oraninda parazitizasyonun
olmasi bu mermithidin bu bolgedeki E. chrysorhoea larvalarinda yaygin olarak
bulundugunu gostermektedir. Yapilan literatiir ¢aligmalan sonucunda Turkiye’de ve
diger iilkelerde E. chrysorrhoea’dan herhangi bir mermithid izolasyonunun yapilmadig:
belirlenmistir.  Dolayisiyla bu izole edilen mermithid Tirkiye’de ilk yapilan
izolasyondur. Lepidoptera grubu iiyelerinde en gok rastlamlan mermithid Hexamermis
ablicans turadir (19). Susam bitkisinde zararli, bir Lepidopter olan Antigastra
catalaunis tzerinde Hexamermis ablicans ile %73’lik bir enfeksiyon, pamuk zararlist
Achara janata uzerinde %92.5°lik bir enfeksiyon tespit edilmigtir (36). Bir baska
Lepidopter olan piring zararlist Tryporyza incertulae tizerinde Hexamermis
cathetospicula varhg tespit edilmistir (37). Yine E. chrysorhoea gok yakin bir tiir olan
L. dispar urtillanina bu mermithidin %60 oraninda zarar verdigi tespit edilmigtir (38).
Yine bu zararli tzerinde Almanya’da bir mermithid izole edilmigtir (39). Ayrica  E.
chrysorrhoea’ya yakin bir bagka tir olan Hyphaniria cunea iizerinde de Hexamermis
cinsine ait mermithidler izole edilmistir (40).

Izole edilen mermithidin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi sonucunda
Hexamermis ablicans’a benzer 6zelliklere sahip oldugu tespit edildi. Ancak izole edilen
mermithidin boyunun Hexamermis ablicans’tan dabha kisa olmasi, izolatin bu tiire
yakin farkli bir tir oldugu sonucunu goéstermektedir. Bu tirtin  hem Tiirkiye hem de
dinyamn diger tlkeleri i¢in E. chrysorrhoea’dan izole edilen yeni bir kayit oldugu .
disinilmektedir. Ancak bu tiiriin kesin tayini, elektron mikroskobu ile yapilan

anatomik ¢aligmalar sonucunda gergeklestirilecektir.



5. SONUCLAR

1) Sonug olarak bu ¢alismada, 6nemli bir bitki zararlisi olan Euproctis
chrysorrhoea’min bakteriyal florast belirlendi.

2) Larvalardan 6 farkli bakteri izole edildi. Elde edilen izolatlarin yapilan
morfolojik, boyama, fizyolojik ve biyokimyasal testleri sonucunda Enferobacter,
Lactobacillus, Micrococcus ve Bacillus cinslerine ait olduklan tespit edildi.

3) Izolatlarin insektisidal etkilerini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmalar
sonucunda Bacillus cinsine dahil edilen izolatlann daha yiiksek etkiye sahip olduklan
belirlendi.

4) Literatirde mevcut olan sekiz farkli biyolojik ajamin bu zararh wzerindeki
insektisidal etkilerini belirlemek amaciyla yapilan galiymalar sonucunda Lymantria
dispar niklear polihedrozis viriisimin (LdANPV) ve HD-1 toksininin en yiiksek
insektisidal etkiye sahip oldukian belirlendi.

5) Bu zararhida parazit varhiginin tespiti amaciyla yapilan diseksiyon sonucunda
‘Mermithidae familyasina ait bir nematod belirlendi. Yapilan morfolojik ¢alismalar

sonucunda bu nematodun Hexamermis ablicans’a yakin bir tiir oldugu sonucuna varildi.



6. ONERILER

Bu ¢alisma sonucunda Bacillus cinsine dahil edilen izolatlarin %45°¢ varan bir
etkiye sahip olmasi, test edilen biyolojik ajanlardan LANPV ve HD-I'in E.
chrysorrhoea iizerinde yiksek insektisidal etki gostermeleri ve belirlenen mermithidin
%87.5°lik bir parazitizasyonunun belirlenmesi bu zararl ile miicadelede daha etkili ve
cevreye daha az zarar veren bir miicadele yonteminin bulunmasi agisindan bitytik
6neme sahiptir.

Elde edilen bu bilgiler, bu galismada kullanilan metod ve yontemler gelecekte
daha etkili bir biyolojik ajan geligtirilmesinde arastirmacilara yol gésterecektir.
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8. EKLER
8.1. Cahiymada Kullanilan Besiyeri ve Kimyasallar
8.1.1. Besiyeri ve Kimyasallar

Bakteriolojik agar, agaroz, brain heart infizyon broth, glukoz, jelatin (Difco),
nisasta, nutrient broth, nutrient agar, pepton, tripton soy broth, tryptic soy agar, tripton
water

Amonyum asetat, amonyum oksalat, aseton (Carlo Erba), bovin serum albumin
(BSA), brom fenol blue, diamonyum hidrojen fosfat, diketil o-naftolamin, etidium
bromiir, etilen diamintetraasetik asit (EDTA), fenol red, fenol: klorofolrm:izoamilalkol,
fenol, gliserol, guanidium thiocyanata, izoamil alkol, ksilen, kristal viyole, malasit
yesili, metanol, pararosaline asetat, pararosaline hidroklorid (Sigma), p-dimetil amino
benzaldehit, potasyum kloriir, potasyum asetat, safranin, sitrik asit, sodyum kloriir,
sodyum molipten, sulfonilic asit, sodyum dodesil siilfat (SDS), syanol FF, sarkosyl,
tannic asid (Merck), tris bazi, trisodyum sitrat, iire, yeast extract. Kullamlan tuz
bilesikleri % 99 ya da daha saftirlar.

8.1.2. Besiyeri, Ayira¢ ve Boyalarin Hazirlamis
8.1.2.1. Besiyerilerin Hazirlams:

Anaerobik agar: 20 g trypticase, 10 g glukoz, 5 g sodyum klorir, 15 g agar, 2 g
sodyum thioglycolate, 1g sodyum formaldehit sulfoksilat bir litre deiyonize suda
(ddH,O) ¢oziildii, pH’1 7.2°ye ayarland: ve otaklavlanarak steril edildi.

Gliserol agar: 100 ml nutrient agar, 1 g yeast extract, 2 ml gliserol kanstinlarak
otaklavda steril edildi.

Fenilalanin agar: 3 g yeast extract, 2 g DL-fenilalnin, 1 g disodyum hidrojen
fosfat, 5 g sodyum kloriir, 12 g agar 1000 It ddH,0’da ¢ozildi, pH’s1 7.3%¢ ayarlandi ve
otaklavlanarak steril edildi.

Indol @iretimi besiyeri: indol tretiminin test edilmesi igin %1°lik tryptone broth
veya %]1’lik tripticase broth kullamldi. Besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavlanarak
steril edildi.

Karbohidrat fermentasyonu besiyeri: Bu besiyerinin hazirlanmasi igin ilk
olarak temel besiyeri hazirlandi. 1g diamonyum hidrojen fosfat, 0.2 g potasyum klorir,
0.2 g magnezyum silfat, 0.2 g, yeast ekstract, 15 g agar 1000 ml ddH,0’da ¢6zildi,
pH’st 7.0’a ayarlanmadan 6nce %0.04 (w/v) oraminda hazirlanan bromcresol purple
solusyonundan 15 ml ilave edildi, otoklavlanarak siteril edildi.

Fermantasyon 6zelliklerine bakilacak sekerlerin hazirlanmasi: Oncelikle her
bir besiyerin hazirlanacagi test tilpleri otoklavla steril edildi, %10 oramindaki
karbohidrat soliisyonlan ise filtreden gegcirilmek suretiyle steril edildi. Daha sonra
50°C’ye kadar sogutulan steril temel besiyerine %0.5 oraminda olacak sekilde
karbohidrat soliisyonundan ilave edildi, besiyerleri slant olarak kullamldi.



53

Lizozimli nutrient broth: Mililitresinde 10.000 anite lizozim ihtiva eden bir
solisyon hazirlandi ve 045 um go6zenek biiyikligine sahip filtreden gegirilmek
suretiyle steril edildi. Daha sonra 1ml’lik steril lizozim solisyonu 99 ml steril nutrient
brothla kanigtirilarak besiyeri hazirlanmig oldu.

Nisasta agar: 1g patates nisastasi 10 ml soguk ddH,O’da ¢6ziildii ve 100 ml
nutrient agarla kanigtirildi, otoklavlanarak steril edildi.

Nitrat broth: 5g pepton, 3g beef extract, 1g potasyum nitrat, 1.000 ml ddH,0’da
¢oziildt, pH 7.0°a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Nutrient agar: 5 g pepton, 3 g beef extract, 15 g agar 1.000 ml ddH,0’da
¢ozuldi. Otoklavlanarak steril edildi. Caligmada, ayrica ticari olarak satilan nutrient
agar kullamldi. ‘ )

Nutrient broth: 3 g beef extract, 5 g pepton 1.000 ml detyonize suda (ddH,0)
¢ozildi ve pH'i 6.8’ ayarlanarak kullamldi. Otoklavda 121°C’de 20 dakika
bekletilerek steril edildi. Ayrica, ¢aligmada ticari olarak satilan nutrient broth’ta
kullamldi.

Nutrient jelatin: Ticari olarak satilan nutrient jelatinden 120 g 1000 ml
ddH,0’da ¢oziildii, pH’1 7.0’a ayarland1 ve boylece kullanildi. Bundan farkh olarak aym
amag igin %0.4 oraninda gelatin ihtiva eden nutrient agar kullamlarakta bu amag igin
kullaniimaktadur.

Sabouraud dextroz agar: 10 g pepton, 40 g dekstroz, 15 g agar 1.000 ml
ddH,0’da ¢ozuldii, pH’1 5.6’ya ayarlandi, otoklavlanarak steril edilerek kullamldi.

Sabouraud dextroz broth: 10 g pepton, 20 g dekstroz, 15 g agar 1.000 ml
ddH,0’da ¢o6ziildi, pH’s1 5.6’ya ayarland: ve otoklavlanarak steril edildi.

Sitrat ve propionat kullamim besiyerleri: 1 g trisodyum sitrat 2H,0 (veya 2g
sodyum propionat), 1.2 g magnezyum sulfat 7H,0O, 0.5 g diamonyum hidrojen fosfat, 1
g potasyum kloriir, 40 ml eser element soliisyonu, 15 g agar, 920 ml ddH,0 ve 20 ml
%0.04’lik fenol red soliisyonu karistinidi, otoklavlanarak steril edilmeden once pH’st
6,8’¢ ayarland1. Eser element soliisyonu séyle hazirlandi: 50 mg etilendiamintetraasetat,
200 m FeSO,7H,0, 10 mg ZnSO,, 3 mg MnCl,4H,0, 30 mg H;BO;, 20 mg
CoCl1,.6H,0, 1 mg CuCl,.2H,0, 2mg NiCl,.6H,0, 3 mg NaMoO,2H,0, 1000 ml
ddH,0’da ¢éziilerek hazirlandi.

Tirozin agar: 0.5 g L-tirozin, 10 ml ddH,O’da ¢6ziiliip otoklavlanarak steril
edildikten sonra aseptik sartlar altinda 100 mi steril nutrient agarla kanstinlarak
petrilere dokulip kullamldi.

Ure hidrolizi besiyeri: 0.1 g yeast extract, 9.1 g potasyum fosfat monobazik, 9.5
g potasyum fosfst dibazik, 0.2 g iire ve 0.001 g fenol red kanigimina 117 ml ddH,O ilave
edildi. pH’1 6.8’¢ ayarlandiktan sonra 0.45 um gozenek biyikligine sahip steril
filtreden gegirilmek suretiyle steril edildi.

Voges-Proskover broth: 7 g pepton, 5 g glukoz, 5 g glukoz, 5 g sodyum kloriir,
1.000 ml ddH,0O’da ¢6ziildii, pH’1 6.5’ ayarlandi, otoklavlanarak steril edildi.

8.1.2.2. Ayiraglar ve Boyalarin Hazirlani: *

Aseton alkol: 250 ml %95°lik etanol ve 250 ml saf aseton kangtinlarak
hazirlandi.

Demir Kloriir soliisyonu: Bu ayirag¢ fenilalanin deaminasyonunun belirlenmesi
amaciyla kullamldi. Ayirag %10°tuk demir kloriir (FeC1;) ¢ozeltisinden ibarettir.
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Jelatin hidrolizi ayiraci: Sodyum silfat (Na,SO,) ile doyurulmus INH,SO,
ayirag olarak kullanildi.

Flagella boyas:: Flagellalanin boyanmasi igin gerekli olan boya #¢ farkh
soliisyondan olugmaktadir. A) 0.9 pararosaline asetat ve 0.3 g pararosaline hidroklorid
100 ml %95°lik etil alkolde ¢6ziildii. Soliisyonun tam karnsmasi i¢in bir gece oda
sicakliginda saklandi. B) 3 g tannik asit 100 ml dH,0’da ¢oziilerek hazirlandi. Sonugta
hazirlanan bitiin bu soliisyonlar birbirine kanistirilarak flagella boyasi hazirlanmig oldu.
Kangim iki saat +4°C’de bekletildilten sonra kullanidi.

fyot ¢bzeltisi: 1 g iyot 2 g potasyum iyodir, 60 ml %5’lik sodyum bikarbonat
(NaHCO:s), 240 ml distile H,O ile kanstirilarak hazirlandi.

Katalaz aywraci: Ayirag olarak %10°luk hidrojen peroksit (H,O,) g¢ozeltisi
kullamuldi.

Nitrit ayiraci: Bu ayirag ortamdaki nitratin nitrete indirgenip indirgenmediginin
ortaya ¢likarilmas: igin kullanildi. Bu amagla iki ayn ayira¢ kullamldi. Ayriglardan
birincisi 1 N hidroklorik asit soliisyonudur. Kullanilan diger aywra¢ ise su sekilde
hazirlandi. A) 8 g sulfonilik asit, 5 N asetik asit 1.000 ml distile suda ¢ozildii. B) 6 ml
dimetil a-naftolamin, 5 N asetik asid 1000 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Safranin: 2.5 g safranin O, 100 ml dH,0’da ¢6zildi, siizgeg kagid1 yardimiyla
stzilerek kullanilds.

Kristal viyole boyasi: Bu boya iki ayn soliisyon halinde hazirlamp ardindan iksi
birbirine kanstinldi. A) 1 g kristal viyole, 10 ml etanol, 90 ml distile su ile
kangtinldi.B) 4 g amonyum oksalat ve 400 ml dH,O kanstinldi. Bu her iki solisyon
hazirlandiktan sonra birbirine kangtinlarak kullanildi.

Voges-Proskover aymraci: %40°hk sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisinin 3
mililitresine 0.5-1 mg keratin ilave edilerek hazirlandi.

Pikrik asit: Katt haldeki pikrik asitten 1 g alinarak 100 ml dH,O i¢inde ¢ozildi.



9. OZGECMIS

1972 wyilinda Carsamba’da dogdu. ilk, orta ve lise 6grenimini Carsamba’da
tamamladiktan sonra 1989-1990 ogretim yilinda K.T.U. Fatih Egitim Fakiiltesi Biyoloji
Ogretmenligi Boliimiinde Lisans 6grenimine bagladi. 1993 yilinda bu béliimden biyoloji
6gretmeni linvam ile mezun oldu. Aym yil M.E.B’na bagli olarak 6gretmenlige baglad.
1994 yilinda Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Ana Bilim Dalinda yiiksek lisans
egitimine bagladi ve su anda M.E.B’na bagl olarak ogretmenlik gorevine devam
etmektedir.



