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ONSOZ
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OZET

Oberea linearis (Findik Ucgkurutan, Coleoptera: Cerambycidae) iilkemiz findik
tarlalarinda ¢ok biiyiik zararlara yol agan bir zararhdir. Giiniim{ize kadar bu zararliya kars:
etkin bir biyolojik miicadele uygulanmamustir.

Bu calismada, Oberea linearis’in bakteriyal florasinin belirlenmesi, bir patojen tespit
edilerek bu patojenin Oberea linearis’e kars1 baglatilabilecek bir biyolojik miicadelenin
temelini tegkil etmesi amaglanmigtir. Bu amagla Giresun ve Trabzon illerindeki findik
bahgelerinden toplanan Oberea linearis larvalar incelenmis, zararhmn bakteriyal florasi
belirlenmis ve olasi patojen diger mikrobiyal miicadele ajanlarimn varlig aragtirilmistir.

Sonug olarak, Oberea linearis larvalarindan 13 bakteri izole edilmistir. Izole edilen
bakterilerin yedisi tiir seviyesinde, altis1 ise cins seviyesinde tanimlanmistir. Bu ¢aligma
kapsaminda bakterilerin tiir tayininde, rutin olarak kullanilan morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerin yami sira, bakteriler API20E ve Phoenix 1000A panel test
sistemleri kullamlarak metabolik enzim profilleri ve biyokimyasal 6zellikleri belirlenmis,
molekiiler seviyede ise 16S rDNA dizin analizi yontemi kullanilmustir. izole edilen
bakterilerin Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas sp.,
Flavobacterium sp., Microbacterium sp., Enterobacter agglomerans, Xanthomonas sp.,
Pseudomonas sp., Pseudomonas putida, Stenotrophomonas sp., Enterobacter
cancerogenus, Stenotrophomonas  maltophilia, Serretia  marcescens  olduklar
belirlenmistir. izolatlarin Oberea linearis tizerindeki insektisidal etkilerine bakildiginda ise

Serretia marcescens 'in larvalar iizerinde %65 Sldiiriicti etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Oberea linearis, Bakteriyal Flora, Biyolojik Kontrol, Molekiiler
Bakteri Identifikasyonu, Bocek patolojisi
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SUMMARY

Investigation of Bacterial Flora and Microbial Control Agents of
Oberea linearis L. (Coleoptera: Cerambycidae)

Oberea linearis (Coleoptera: Cerambycidae) is very serious pest of hazelnut in
Turkey. Up to now, there is no effective biological control against this pest around the world.

The aim of this study is to determine microbial flora of the Oberea linearis and find
out an opportunistic pathogen to use are possible biological control agent against this pest. For
this purpose, Oberea linearis larvae were collected from Trabzon and Giresun hazelnut fields.
The microbial flora of this pest and the microbial potential of bacterial isolates were
determined.

As a result, 13 different bacteria were isolated from Oberea linearis larvae. Nine of
these bacteria determined and characterized at species level and four of them characterized at
genus level. In this study, we determined morphological, physiological and biochemical
properties, metabolic enzyme profiles by API20E and Phoenix 1000A panel test systems. 16S
rRNA gene sequence analysis was also performed to determine isolates at molecular level.
The isolates were identified as Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas sp., Flavobacterium sp., Microbacterium sp., Enterobacter agglomerans,
Xanthomonas sp., Pseudomonas sp., Pseudomonas putida, Stenotrophomonas sp.,
Enterobacter cancerogenus., Stenotrophomonas maltophilia, Serretia marcescens.

65 % insectisidal activity was determined with Serretia marcescens against Oberea

linearis.

Keywords: Oberea linearis, Bacterial flora, Biological control, molecular bacterial
identification, insect pathology
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1. GENEL BILGILER
1.1. Girig

Findik (Corylus sp. L.) Betulaceae familyas: iginde yer alan ¢ali formunda gok
yillik bir bitkidir. Meyveleri nuks tipindedir (Ayfer, 1983). Kis aylarinda ¢igeklenen ve
ddllenen tek bitkidir. Disi gigeklerin ¢anak yapraklar: "¢otanak" adi verilen findik kadehini
olusturur. Ulkemizdeki kiiltiir findiklar1, 5-6 metre boylanabilir (URL-1, 2005, Sezen,
1998).

Findik, bundan 5000 yil 6nce Cin'de yetistirilmekte ve tikketilmekteydi. Eski Yunan
medeniyetinde findik dnemli bir gida olarak kabul gérmekteydi. Antik ¢aglarda da Giresun
yoresinden Atina'ya findik ticareti yapildigini gosteren arkeolojik bulgulara rastlanmugtir.
Yaklasik 5 bin yildir tanman ve kullamilan findik, {i¢ ana gruba ayrilir. Bunlar tombul
findiklar, sivri findiklar ve diger kabuklu findiklardir. Tirkiye'de findifin on {i¢ degisik
cesidi yetistirilmektedir. a) Tombul Findiklar: Tombul, Palaz, Mincane, Gok, Kalinkara,
Kan, Cavcava ve Delisava (Cakildak), b) Sivri Findiklar: Karasivri, Sarisivri, Incekara,
Kus. ¢) Diger Kabuklu Findiklar: Badem, Fosa, Kargalak, Ordu Ikizi (URL-2, 2005).

Findigin son iki yilda Gilkemizin en fazla gelir elde edilen tarim #riinii haline
gelmesi, milli ekonomimize her yil ortalama 750.000.000 $°1ik bir doviz girdisi saglamasi,
findiktan elde edilen gelirin yaklagik 2 milyon insanimizi dogrudan, 8 milyon insammizi
da dolayl olarak ilgilendirmesi, saglik agisindan olduk¢a yararl bir besin olmas1 findig:
iilkemiz i¢in vazgegilemez bir tarmm {iriin{i haline getirmektedir. Diinyadaki findik ekili
alanlarin %84’{iniin iilkemizde bulunmasmna kargin, diinya findik iiretiminin sadece
%75’inin iilkemize ait olmasi1 bu kadar degerli bir tarm irliniimiizden yeterince
faydalanamadifimizin agik bir gdstergesidir (Kurt, 2004; URL-3, 2005; URL-1, 2005).
Birim alandan alinan verimin az olmasimn en Onemli sebeplerinden biri findikta zarar
olusturan bdceklerle etkili miicadelenin yapilamamasidir.

Oberea linearis (Findik Ugkurutan, Coleoptera, Cerambycidae) Karadeniz
Bolgesinde ve iilke genelinde 6nemli yeri olan findik {izerinde verim azalmasina ve
kalitenin diigmesine neden olan 6nemli bir zararl bocektir (URL-4, 2005).



1.2. Findik Zararhlar1 ve Ekonomik Etkileri

Bugiine kadar iilkemizde tespit edilmis olan 15 adet findik zararlis1 mevcuttur. Bu
zararlilar Tablo 1°de gosterilmigtir. Bunlarin pek ¢ogunun mikrobiyal floras: su ana kadar
¢alisilmusgtir,

Findik Kozalak Akari (Eriophyes avellanae NL.) saglam siirglin ve meyve
gozlerine girerek onlarn sigkinlesip kozalak geklini almalarina sebep olur. En ¢ok siirgiin
ucundan kozalak olugur. Az oranda erkek organlar da zarar goriirler. Genel olarak li¢
sirglinden 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 6nemli zararlilarindan biridir (Isik, 1992; Erdem,
1970; Kurt, 1982).

Tablo 1. Tespit edilmis findik zararlilar ve ait olduklart gruplar

Fmdik zararhlarn Mikrobiyal Flora (Referans)
Findik kozalak akari (Eriophyes avellanae NL.) Acarina -

Findik kurdu (Balaninus nucum L.) Coleoptera (Sezen ve Demirbag 1999)
Mayis bocegi (Melolontha melolontha L.) Coleoptera (Sezen vd., 2002)
Dalkiran (Xyleborus dispar Fabr.) Coleoptera (Muratoglu vd., 2005)
Kizilagag bocegi (dgelastica alni 1..) Coleoptera (Sezen vd., 2004)
Ugkurutan (Obera linearis L.) Coleoptera -

Findik yaprak deleni {Anoplus roboris Sufr.) Coleoptera (Demir vd., 2002)

Findik gal sinegi (Mikomyia coryli Kieffer.) Diptera -

Findik kokarcast {(Palamena prasina L.) Hemiptera -

Kahverengi kosniller (Parthenobcanium corni Bouche)

(Parthenobcanium rufulum Ck.) Homoptera
Findik virgiil kabuklu biti  (Lepidosaphes ulmi L.) Homoptera

Findik vaprak biti (Mizocallis coryli G.) Homoptera

Findik filiz giivesi (Gypsonoma dealbana Frohl.) Lepidoptera (Demir vd., 2000)
Kar tirtih (Lymantria dispar L.) Lepidoptera

Amerikan beyaz kelebegi  (Hyphantria cunea Drury.) Lepidoptera (Yaman vd., 2000)

Findik Kurdu (Balaninus nucum L.) beslenme ve yumurta birakma yolu ile
meyvelerde zararli olur. Bu zararh findigin meyve kabugunu hortumunun ucunda bulunan
disleriyle kemirerek deler ve kabuk iginde yumusak etli kisimla beslenir. Bir bocek
beslenme yolu ile yaklasik 80 meyveye, bir disi bdcekte yumurta birakmak yolu ile
yaklagik 40 meyveye zarar verir. Buradan bir ¢ift erginin ortalama 200 meyveye zarar
verdigi anlagilir. Ortalama olarak 200 dane findifin yaklagik 0.5 kg oldugu kabul
edildiginde, zararm boyutlar1 daha iyi anlagilabilir. yirmibes ocaktan meydana gelen



yaklagik 0.5 dekarlik bir alandan 10 ¢ift bocek bulunabilecegi dikkate alinirsa, bu sayidaki
bdcegin 2000 adet findik danesine zarar verdigi, yani bununda yaklagik Skg findik ettigi,
bu durumunda biiyiik bir ekonomik kayba yol agtigi goriilmektedir (Istk, 1992; Erdem,
1970; Kurt, 1982).

Mayis Bdcegi (Melolontha melolontha 1.) Dogu Karadeniz bolgesinde yaygin
olarak bulunur. Bdcegin erginleri yaprak ve ¢igeklerde, larvalari ise sagak ve kalin
koklerde zararh olurlar. Bir ¢ok bahgede 6nemli derecede kurumalara neden olan bdcegin
zarari bazi yerlerde %50'lere ulasir (Isik, 1992; Erdem, 1970; Kurt, 1982).

Dalliran (Xyleborus dispar Fabr.) boceginin ergin digileri 0.8-7 cm kalinliktaki
agac govde ve dallarinda galeriler agarlar. Genellikle bir siirgiin dibinden 2 mm ¢apinda
yuvarlak delik agarak dala giren bdcek, kambiyum dokusunun 2 mm kadar altinda yillik
halkalarmi takip eden galeri acar. Galeri yerinin kapatiimasi miimkiin olmadigindan
buradan devamh bitki 6z suyu disar1 sizmakta ve aga¢ zayiflayarak kurumaktadir (URL-5,
2005).

Kizilaga¢ Bécegi (Agelastica alni L.)’nin erginleri yapraklarda 3-5 mm ¢apinda
delikler agar. Larvalar ise yapragmn ince damarlarina dokunmaksizin yapragin alt yliziinde
beslenerek yaprag dantel sekline getirirler. Salgin yillarinda findik ve kizilagag'ta siddetli
zarar yaparlar. 5-10 yilda bir salgin yapmaktadir. Genellikle Karadeniz sahil seridinde
yaygindir (URL-6, 2006).

Findik Ugkurutan (Obera linearis L.) larvalan findik siirgiinlerinin iginde galeriler
acarak kurumalara neden olurlar. Findik disinda ceviz, giirgen, kizilagag ve karaagacta da
zararl olurlar (Isik, 1992; Erdem, 1970; Kurt, 1982).

Yaprak Delen (Anoplus roboris Suftr.)’ler ozellikle tomurcuklarla beslenirler.
Yumurta koydugu damarlar kurur ve kirihr. Larvalar da galeri agarak bilylik zarara sebep
olurlar (Isik, 1992; Erdem, 1970; Kurt, 1982).

Gal Sinegi (Mikomyia coryli Kieffer.)’nin larvalan zaran olusturmaktadir. Bunlar
yaprakta damarlar boyunca, ¢otanakta, yesil zuruf {izerinde yada siirglinlerin ug
kisimlarinda galler olusturarak zararli olurlar. Fazla sayida gal yapragin kuruyup
diismesine neden olur. Meyvelerde dokiim olmaz. Ancak, meyve gallerin baskis: altinda
gelisemez ve bicimsiz bir durum alarak zarara ugrar. Yine siirgiin ii¢ tomurcuklarinda
olugan galler siirgiin gelisimini engeller (URL-7, 2005).

Findik kokarcas: (Palamena prasina L.)’mn ergin ve nimfleri findik meyvelerinde

emgi yapmak suretiyle zararli olurlar. Normal irilige ulagincaya kadar gegen siirede zarar



goren meyveler sar1 karamuk, normal irilige ulagtiktan i¢ dolduruncaya kadar gecen
dénemde zarar goren meyveler ise kara karamuk olurlar. Meyvelerin yeni i¢ doldurdugu
donemde emilmesi ile bulasik ve yer yer ¢okiintiilii olan gekilsiz icler olugur. Ergin ve
nimfler olgunlagmakta olan meyveler {izerinde beslenerek dig satim ydniinden nemli olan
lekeli ig tipi zaran olustururlar (URL-8, 2005).

Kahverengi Kogniller (Parthenobcanium corni Bouche) yaprak ve siirgiinlerde 6z
suyu emerek zarar verir. Zarar sonucu bitki zayiflar, verim diiser ve bitkilerde kurumalar
goriiltir (Isik, 1992; Erdem, 1970; Kurt, 1982).

Virgiil Kabuklu Biti (Lepidosaphes ulmi 1.)’nin ergin ve larvalar bitkinin 6z
suyunu emerek zayiflamasina, verimin azalmasina ve yogun bulagmalarda findik dal ve
ocaklarinin kurumalarina neden oburlar (Isik, 1992; Erdem, 1970; Kurt, 1982).

Yaprak Bit (Mizocallis coryli G.)’leri tomurcuk ve yapraklarda emme yaparlar.
Gelisen yapraklarin emilen kisimlart yirtilarak delikler olusur (Isik, 1992; Erdem, 1970;
Kurt, 1982).

Findik Filiz Giivesi (Gypsonoma dealbana Frohl.) larvalarinin yaprak, pus ve
gozlerdeki zararindan bagka Ozellikle yeni siirgiinlerin Oziine girerek yaptigi kurumalar
bazi yillarda ¢cok Gnemli boyutlara ulagmistir (Isik, 1992; Erdem, 1970; Kurt, 1982).

Kuwr tirttly (Lymantria dispar L.) larvalan bitki yapraklarini yemek suretiyle zarar
yaparlar. Findik meyveleri heniiz yumusak kabuklu iken bunlar1 da kemirerek zararl
olabilirler. Findik iiretilen her yerde yaygindir. 5-6 yilda bir bazi lokal findik bahgelerinde
salgin yaparlar. Findiga ilave olarak yiizlerce meyve ve genis yaprakli orman agaclari ile
siis bitkilerinde zarar yaparlar (URL-9, 2005).

Amerikan Beyaz Kelebegi (Hyphantria cunea Drury.) larvalari yapragi hafifce
kivirarak ince ag ipleriyle kapatirlar. Sonra diger yapraklari aglarla birlestirerek topluca
beslenirler. Ozellikle yapragm alt ve {ist epidermisini yerler ve yapragin sadece damarlar
kalir. Agaglarda tiim yapraklart ve meyveleri yiyerek c¢ok biiyllk ekonomik zarar
olustururlar (Isik, 1992; Erdem, 1970; Kurt, 1982).



1.3. Oberea linearis (L. 1761)

Findik Teke Bocegi ve Ugkurutan isimleri ile de anilan Obera linearis (Coleoptera;
Cerambycidae) erginleri 3-5 mm eninde 11-15 mm boyunda siyah renkli bir bdcektir.
Bacaklar sari renklidir. Erkeklerde antenler kalin ve viicut boyundan uzundur, disilerde ise
anten viicut boyundan daha kisadir. Larva tiim instar asamalarinda mum sarisi renkte 20-25
mm uzunluktadir (Sekil 1). Yumurta 3x0.6 mm boyutlarindadir (URL-4, 2005).

Karadeniz bdlgesinde erginler Mayis ve Haziran aylarinda ¢ikarlar. Ciftlesen disiler
yillik siirgiinlerin ugtan 10-15 cm agagisina yumurtalarini koyar. Yumurtadan gikan
larvalar 6nce yarim daire seklinde siirgiin eksenine dik bir galeri acar. [k y1l yukaridan
asagiya 40-60 cm uzunlugunda bir galeri olusturur. Bu galeri iginde kislayan larva ertesi
ilkbaharda yukariya dogru kisa bir galeri agar. Sonbahar sonlarinda bir yuva hazirlayarak
ikinci kis1 gegirir. Ertesi y1l Nisan ayinda pupa olusur. Erginler dalin kabugunda yuvarlak
bir delik agarak ¢ikarlar. Boylece gelismesini 2 yilda tamamlamis olur (URL-4, 2005).

Sekil 1. Oberea linearis’in erginleri ve larvasi. a; Erkek ve disi erginler, b; larva, c: ergin
bireyin yaprak iizerindeki goriiniimii.

1.3.1. Oberea linearis’in Zarar Sekli

Bir-iki yillik geng siirgiinlerin 6ziinde beslenen larvalar, fidelerde ve geng dallarda
uzunluguna galeriler acarak siirgiinlerin kurumasina neden olurlar (Sekil 2). Karadeniz

bolgesinde sahil kesimindeki findik bahgelerinin biiyiik bir boliimiinde yaygindir.



Sekil 2. Oberea linearis’in olusturdugu zarar sekli. a; Oberea linearis’in yumurta
biraktigi fidenin gériiniimii, b: eriskin larvanin dal igindeki goriintimi.

1.4. Oberea linearis ile Miicadele Yontemleri

Geng siirgiinlerde kurumalarin iyice belirdigi Temmuz aymin ortalarindan yaprak
dokiimiine kadar olan siire iginde, kurumakta olan tiim ug siirgiinler bir budama aletiyle
kesilerek yakilir. Ocagin tim siirgiinleri kontrol edilir ve bir ocakta ortalama 5’ten fazla
zararh siirgiin varsa orada ilaglama yapilir. ilaglama gikan erginlerin yumurta birakmasini
dnlemek amaciyla Mayis ay1 ortalarindan itibaren yapilabilir. Ancak bolgelere gore
degisim olabileceginden ergin ¢ikislar izlenerek ¢ikis baglamasindan sonra ilaglamaya
gecilmelidir.

Karadeniz bolgesinde Oberea linearis’e karsi kullanilan bazi kimyasal maddeler
sunlardir; Carbaryl %S5, Dioxacarb %50 ve Methiocarb %50 (URL-4, 2005).

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de zararli boceklerin kontroliinde gesitli
kimyasal insektisitler kullanilmaktadir. Fakat kullamilan bu kimyasal insektisitler dogal
cevre ve hedeflenmemis organizmalar iizerinde olumsuz etkilere sahiptir (Ecevit, 1988;
Unal, 1998). Ozellikle 1950’lerden sonra insektisitlerin olumsuz etkilerinin ortaya
cikarilmasi, zararli boceklerin kontrolil igin yapilan calismalarin daha etkili ve giivenli
kontrol ajanlari bulmaya yonlendirmistir.

Zararlilarla miicadele i¢in uygulanan kimyasallar, hedef zararli bocegin haricinde
diger canlilari da olumsuz yonde etkilemektedir. Kimyasallarin yogun bir sekilde

kullanilmast zaman iginde zararli boceklerde insektisitlere karst dayanmikhlik



mekanizmasimn gelismesine neden olur. Gergeklesen bu dayaniklilik mekanizmasi ilagtan
kacma gibi davramgsal dayanmikliliklar olabilecegi gibi birbirine ¢ok yakin akraba tiirler
arasinda dahi zararhya direng gosterebilecek 1rklarin olusabilmesi seklinde de
gerceklesebilir. Bazen de boceklerin viicut yapilarindan kaynaklanan yapisal dayamiklilik
s6z konusudur. Ornek vermek gerekirse bdyle bir durumda bocek, kaln kutikula tabakasi
sayesinde uygulanan insektisite kargt direnglidir. Gergeklesen dayamklilik davraniglari
arasinda en Onemlisi fizyolojik dayamikhliktir. Ciinkii bu dayamklibk kazamlmis ve
kalitimsal hale geldigi icin boceklerin yeni nesillerine aktarilir. Bir diger dayamklilik
mekanizmas: ise bir bocegin bir insektisite karsi dayaniklilik kazandiktan sonra benzer
insektisitlere karsida kendini koruyabilmesidir. Buna da ¢apraz dayaniklilik adi verilir
(Ecevit, 1988).

Uygulanan kimyasal insektisitlerin tim canhlani olumsuz etkilemeleri ve
zararlilarin da kendilerini degisik dayaniklilik mekanizmalar1 geligtirerek korumalarina
ragmen, zararlmin predatdrleri {izerinde meydana gelen olumsuz etkilere karsi, bu
canhlarin dayamklilik mekanizmasinin gelismesi zararhilarda gergeklestigi kadar hizl
olmamaktadir (Ecevit, 1988).

Kimyasal insektisitler yalmzca bdcek tiirlerine degil dogada bulunan bitki Ortiisiine
de zarar verirler. Kimyasal insektisitlerin dogada toprak ve bitkilerde birikmelerinden
dolayr yok olmalart gok uzun siirmektedir. Olusan bu birikim toprakta ki normal
mikrobiyal populasyonu bozarak veriminin diigmesine neden oldugu gibi bitkiler araciligi
ile besin zincirine dahil olarak besin zincirinin en iist seviyesindeki canlilara kadar ulagir.
Belli bir alana uygulansalar dahi kolayca yok olmadiklarindan dolay: riizgar ve yagmur
gibi dogal olaylarla ¢ok daha genis alanlara yayilabilmeleri insektisitlerin zararm daha da
artirmaktadir (Unal, 1998).

Son 25 yili agkin bir siiredir, zararli béceklerin kontroliinde bahsedilen bu zararlart
nedeniyle kimyasal insektisit kullanmanin yerine alternatif araglar aranmaya baglanmigtir
(Bemard ve Jack, 2003).

1.5. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, zararli bceklerin yapmus oldugu zarari en aza indirmek igin
bu boceklerin dogal diismanlarim kullanma olarak tamimlanabilir. Dogal diisman terimi,
predatér ve parazitlerle birlikte hastalik olugturan mikroorganizmalann kapsamaktadir



(Peter, 1984). Ancak, boceklerde hastalik olusturan mikroorganizmalarin kullanim,
genellikle mikrobiyal kontrol olarak adlandirilir.

Biyolojik miicadele, kimyasal miicadelenin tiim olumsuz yOnlerini ortadan
kaldirmas1 bakimindan son yillarda tercih edilmesi gereken bir miicadele yontemi halini
almistir (Yilmaz, 2004).

Biyolojik miicadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal miicadele, zararli bdceklerin
kontroliinde patojen mikroorganizmalarin kullamlmasini kapsar. Entomopatojen olarak
adlandinlan bu mikrobiyal miicadele ajanlari (bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar,
protozoalar) zararli béceklerde hastalik olusturarak bocek populasyonlarinin dengede
tutulmasini ve zararlarinin en aza indirilmesini saglarlar. Bu entomopatojenlerin biyiik bir
cogunlugu konaga O6zel oldugu i¢in yalmizca miicadele yapilmak istenilen organizma
tizerinde etkindir. Bu 6zelligi ile, faydali ve predator bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi
hedeflenmemis organizmalar {izerinde herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen dogal
olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu &zellikleri,
gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik ajanlarin alacagini géstermektedir.

Boceklerin  kontrolii i¢in mikrobiyal ajanlarin kullantmi  1800°li  yillarda
funguslarin  kullamilmasiyla baglamistir (Ogurlu, 2000). Bu ajanlarin bdceklerin
kontroliinde kullanimi, ¢ok eskiye dayanmasina ve genelde olumlu sonuglar elde
edilmesine ragmen, mikrobiyal kontroliin Gnemi 1900’11 willarin ortalarina kadar
anlagilamamig ve fazla gelisememistir. Bu tarihten sonra siklikla kullanilan kimyasal
insektisitlerin zararli etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla, arastirmalar, bocekler iizerinde
patojenik etkiye sahip mikroorganizmalarin tespiti ve zararlilara karg1 kullanimi iizerinde
yogunlagsmistir. Giinlimiizde, EDWIP (The Ecological Database of the World’s Insect
Pathogens) ve VIDIL (Viral Diseases of Insect in the Literature Database) verilerine gore
2285 farkli mikroorganizma tiiriiniin, 9407 bocek tiiriiyle iligkili oldugu belirlenmisgtir.
Toplam 2285 mikroorganizmanin 1504 tiiriinii protozoalar, 411 tiirlinii funguslar, 168
tirlinii viriisler, 146 tiirlini nematodlar, 51 tiiriinii bakteriler ve 5 tiirlinii diger
mikroorganizmalar olusturmaktadir (Braxton vd., 2003). Bu veriler toplam saymin sadece
bir kismini olugturmakta ve bu say1 her gegen yil yiizlerce yeni patojen mikroorganizmanin
kesfiyle artmaktadir.

Biyolojik miicadele, diger miicadele yoOntemlerine gore dogal dengenin

kurulmasma yardimci olmasi, uzun vadede kalici sonuglar vermesi ve nihai hedefe



ulagtirabilmesi bakimindan en ¢ok tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir (Ogurlu,
2000).

Biyolojik miicadeleyi asil 6nemli kilan, ekosistemi bozmamasi ve zararli tiirler
tizerinde kalic1 ve dinamik bir etki meydana getirmesidir. Bu iki 6zellik diger miicadele
yontemlerinde bulunmaz. Biyolojik miicadele difer miicadele yontemlerine goére; yan
etkilerinin olmayig1, baglangigta masrafli olsa da ilerleyen yillarda ilk kurulus
harcamalarim tolere ederek en az masrafla en iyi sonucun alinabilmesine imkan vermesi,
etkisini uzun slire devam ettirebilmesi, zararlilarda dayanikliliga ve bagisiklia yol
agmamas1 ve zararliyr direkt olarak Oldiirmekten bagka, lreme giiclini azaltma ve
gelisiminde dengesizlikler yaratma gibi dolayli faydalar saglamasi bakimindan birgok
avantajlara sahiptir. Buna kargin esasli bilgi gerektirmesi, baglangicta risk tagimasi ve
neticenin geg alinmasi gibi tolere edilebilecek dezavantajlari bulunmaktadir.

Biyolojik miicadelenin ilk uygulama donemleri ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Asya’da aver karincalardan bu hususta yararlanildigi ve M.S. 900-1200 yillan arasinda
narenciye zararlilarina karg1 kullamldig: bilinmektedir. 1200’1 yillarda Yemen’de palmiye
agaglarindaki zararhilara karsi karincalarin kullanildifi ve Arabistan’da her yil daglardan
getirilen avci karinca kolonilerinin, hurma agaglarinda zarar yapan bir diger karinca tiirline
karg1 kullanildig1 kayithdir (Ogurlu, 2000).

1770°1i yillarda Ingiltere’de tarim arazileri ve seralardaki gesitli bitkiler iizerinde
zarar yapan afitlerle miicadelede gelin boceklerinden faydalanilmistir, 1840 yilinda
Fransa’da kavak agaglarinda zarar yapan Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera:
Lymantriidae) tirtillariyla miicadele i¢in kosucu biceklerden faydalamldigr bilinmektedir.
1844 yilinda ise bir kurbaga tiirli olan Bufo marinus (L.) (Anura: Bufonidae) zararli
boceklere kargi kullamilmak iizere Jamaika’dan Barbados’a nakledilmigtir.

Biyolojik miicadelede elde edilen bu basarilar, uygulayicilari cesaretlendirmis ve
giniimiize kadar biyilk bir gelisme gostererek ilerletilmistir. Son yillarda caligmalar
agulikli  olarak boceklerde hastalik olusturan mikroorganizmalarin  izolasyonu,

karakterizasyonu ve biyolojik miicadele de kullanimina yonelmisgtir.

1.5.1. Biyolojik Miicadelede Kullanilan Etkin Gruplar

Biyolojik miicadelede etkili bir gekilde kullamlan organizmalar1 predatorler,
parazitler ve mikroorganizmalar olarak 3 ana grup altinda toplamak miimkiindiir. Zararl
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boceklerin dogal diismanlan olan bu canlilar, zararlilarin kontroliinde biiyiik potansiyele
sahiptir.

1.5.1.1. Predatorler

Bocek predatorleri, besin kaynai olarak bocekleri yakalayan ve yiyen
hayvanlardir. Bu predatorleri baliklar, amphibiler, siiriingenler, kuslar, boceklerle beslenen
cesitli omurgasiz hayvan gruplari ve karnivor bocekler olusturur. Ormanlarda zarar yapan
bocekler diistiniildiiginde bu gruplardan kuglar ve karnivor boceklerin biyolojik
miicadelede kullanilma potansiyeli oldugu sOylenebilir. Kuslar i¢in mutlak yararli veya
mutlak zararh denilememekle birlikte, kuslar1 orman igin genelde faydali hayvanlar olarak
saymak miimkiindiir. Zira, zararli boceklerin erginlerini, pupalarim, larvalanm ve
yumurtalarim yiyen pek ¢ok kus tiirii, bu ydnleriyle dogal dengenin saglanmasinda 6nemli
rol oynamaktadirlar (Ogurlu, 2000).

1.5.1.2. Parazitler

Bocek parazitleri, hayattm tek bir konukgu ferdi iizerinde tamamlayan ve
konukgusunu zayiflatan, gerileten, gelismesine mani olan veya Oldiiren organizmalara
denir. Konukgu ise, paraziti tagtyan canliya verilen isimdir. Buna gére parazitin ya belirli
bir siire, yada tiim hayat dongiisii boyunca, kendisinden daha gelismis baska bir canlinin
iizerinde veya iginde yagamas1 gerekir. Bu siire zarfinda parazit, konukgunun viicut
1sisindan, besininden ve hatta hormonlarindan faydalanarak konukc¢u organizmanin
zaranna gelismekte ve gogalmaktadir. Bocek parazitleri kendi geligimleri tamamlandiginda
her zaman bocegi 6ldiiriirler.

Bocek parazitizmi oldukga sik rastlanilan bir durumdur ve birgok bocek kendisiyle
baglantili bir veya ¢ogunlukla birkag parazit tiire sahiptir. Biitiin parazit bocekler
baglandiklar konagin hayat dongiisii i¢indeki belli bir safhaya 6zellesmis durumdadir. Bu

ylizden bazilar1 pupa ve yumurta safhasi ile simrlanmisken, bazilar1 da larval parazitlerdir.
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1.5.1.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen insektisitler hedef bocek tiirii igin oldukgca
spesifik olmalari, bakteriler sayesinde aynstinlabilir olmalar1 ve zararli boceklerde bu
bilesiklere kars1 direng gelisiminin yavas olmas1 bakimindan oldukga avantajlidirlar. Fakat
diisiik tesirli olmalan ve yiiksek iiretim maliyetleri agisindan bakildifinda farkli
uygulamalar icin olan kullammlari kisitlanms olur. Ancak rekombinant DNA teknolojisi
bunun gibi bircok negatif 6zelligin iistesinden gelebilmek igin cesitli olanaklar saglar.
Ozellikle Bacillus thuringiensis’lerin insektisidal aktiviteleri ve Bocek Baciiloviriis
sistemleri, etkili, giivenli ve spesifik olarak gelistirilmig biyolojik miicadelede araglandir.

Dogada boceklerin hastalanmasma neden olan ve sonra onlar dldiiren orjini
bakteri, viriis, mantar, nematod veya protozoa olan pek ¢ok mikrorganizma mevcuttur
(Lipa, 1975). Bu mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandirilir. Dogada bulunan
entomopatojenler bdcek populasyonlarimin dengelenmesinde biiyiik Gneme sahiptirler.
Birgok entomopatojen mikroorganizma, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis
bitkilerinde, koruma altina alinms alanlarda yetigen bitki tiirleri {izerinde, orman
arazilerinde, depolanmus tiriinlerde, veterinerlik ve tibbi alanlarda zararlara yol agan vektor
ve zararli bdceklerin biyolojik kontroliinde kullamilir (Burges, 1981; Tanada ve Kaya,
1993; Lacey ve Kaya, 2000; Lacey vd., 2001).

Entomopatojenlerin yakin gelecekte, mikrobiyal konrol ajam olarak, sadece fiyat ve
etkinlik bakimmndan degerlendirildiginde bile kimyasal pestisitlere gore daha kullamgh
hale gelecegi diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, bu entomopatojenlerin mikrobiyal kontrol
ajan1 olarak kullanimi, ekosistemdeki biyolojik cesitliligin siirdiiriilmesi, zararli tiirlerin
dogal diismanlarinin korunmasi, besinler iizerinde kalinti birakmamasi, hedeflenmemis
diger organizmalar ve insanlar agisindan giivenli olmast gibi birgok avantajlara sahiptir
(Lacey vd., 2001).

Mikroorganizmalarin zararl bdceklerle miicadele amaciyla kullamlmasi oldukga
eski tarihlere dayamr. Ik caligmalar 1726 yilinda Fransa’da Noctuidae larvalarindan
Cordyceps cinsi funguslarin izole edilmesiyle baglamigtir (Ogurlu, 2000). 1879 yilinda
Rusya’da yesil bugday bocegi, Anisoplia austriaca Herbst. (Coleoptera: Scarabaeidae)’ya
kars1 Metarhizium anisopliae (Metch.) fungusunun denemeleri yapilmus ve basarili
sonuglar elde edilmistir (Steinhaus, 1949).
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Ancak bu tarihten sonra 20. yiizyilin baglarina kadar mikroorganizmalarin zararl
boceklerle miicadelede kullanilmasi iizerine ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Bu konudaki
calismalar 1920 yilindan itibaren artmaya baglarmg, 1950’den sonra da yogunlasmigtir
(Ogurlu, 2000).

Zararl1 boceklerin diger dogal diismanlar1 gibi, entomopatojenler de tek bir tiir veya
gruba spesifiktir ve bazilan zararh bceklerin uzun zaman periyotlart boyunca kontroliinii
saglayabilirler (Lacey vd., 2001). Entomopatojenlerin zararli boceklerin kontrolleri igin
kullanim stratejileri temelde diger biyolojik kontrol ajanlarimin kullammlariyla aymidir
(Hamm, 1984; Harger, 1987). In vitro sartlarda iiretilip uygulanabildigi gibi, uygun
sartlarda saklanip dogal ortamda tekrar aktif hale gecebilirler.

Viral ve fungal patojenlerin neden oldugu dogal salgmnlar, zararli bocek
populasyonlarinda biiyilkk bir azalmaya yol agarlar (Evans, 1986; McCoy vd., 1988).
Bununla birlikte Nukleopolyhedroviriisler, birgok zararli bocekte dogal salginlara neden
olurken (Kaya, 1976; Evans, 1986; Woods ve Elkinton, 1987), birgok fungal patojen konak
bécegin dis iskeletine saldirdiklari igin genelde emici agiz yapisina sahip zararlilar
iizerinde etkindirler (Latge ve Papierok, 1988; Lacey vd., 1996).

Protozoalarin zararli bdcek populasyonlarinda meydana getirdikleri salginlar, az
rastlanilan bir durum olmasina karsmn, neden olduklan ferdi ve kii¢iik gruplar halindeki
olimler, zararli bdcek populasyonlarimin kontrol altinda tutulmas: bakimindan Snemlidir
(Maddox, 1987; Brooks, 1988).

En yaygm sekilde kullanilan mikrobiyal kontrol ajami Bacillus thuringiensis
Berliner bakterisidir. Birgok bdcek ordosuna ait tiirlere kars1 aktif olan yeni suslarn izole
edilmesi ve yapilan genetik diiziinlemeler, bu bakterinin kullamim alanlarim genigletmigtir
(Lacey vd., 2001).

Mikrobiyal insektisitlerin satiglar1 son yillarda biiyiik arti gostermistir. Ancak bu
miktar toplam iiriin koruma satiglarinin %1-1,5’1ik kismint tegkil etmektedir. Bu miktarin
cok bityiik bir kismum (%95) Bacillus thuringiensis kokenli insektisitler olusturmaktadir
(Gaugler, 1997; Georgis, 1997).

Mikrobiyal konrol ajanlarinin genig spektrumlu insektisitlere alternatif olarak
kullanilma potansiyelleri vardir. Fakat daha yaygin olarak kullamlabilmeleri i¢in;

- Viriilanslarimn ve ldiirme hizlarimin arttirilmasi,

- Degisen ¢evre kosullarma kargt (soguk havalar, kuraklik sartlani gibi)
dayanikliliklarinin arttirilmasi,
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- Urettikleri toksinlerin etkinliklerinin arttiriimast,
- Uygulanan diger miicadele yontemleriyle uyumlarimin daha iyi aragtinlmasi,
- Diger gevresel avantajlarinin belirlenmesi gerekmektedir (Lacey vd., 2001).

1.5.1.3.1. Bakteriler

Entomopatojenik bakteriler, bdceklerde kitle halinde &liimlere neden olurlar
(Canakgioglu, 1989). Boceklerde patojen olan bakterileri spor olusturanlar ve spor
olusturmayanlar olmak iizere iki kisma ayirmak miimkiindiir. Spor olusturmayan bdcek
patojeni bakteriler, Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve Micrococcaceae familyalarnna
dahildir. Ozellikle son 50 yilda yapilan ¢alismalarda, bu familyalara ait birgok bakteri tiirii
béceklerden izole edilmis ve bazilarmmn izole edildikleri bocekler izerinde hastalik etmeni
oldugu belirlenmistir. Bu bakterilerden en onemlisi ise Bacillus thrungiensis’tir. Cry adi
verilen proteinler sayesinde birgok zararli bocege karsi etkin bir gekilde
kullanilmaktadirlar. Bu proteinlere ise genel anlamda mikrobiyal insektisit denmektedir.
(Sezen ve Demirbag, 1999; Yaman ve Demirbag 2000a, 2000b; Kuzina vd., 2002; Osborn
vd., 2002; Demir vd., 2002).

Mikrobiyal insektisit, bir organizmanin {irettigi, belirli bir bocek tiirlinii 6ldiiren bir
toksin olabilecegi gibi, belirli bir bocegi 6liimeiil olarak enfekte etme kabiliyetine sahip
olan bir organizma da olabilir. En ¢ok galigilan, en etkili ve en sik yararlanilan mikrobiyal
insektisitler Bacillus thuringiensis tirleri tarafindan iiretilen kristal (Cry) proteinleridir
(Ananda, 1996). Bu bakteri, her biri belli bir bocegi oldiirebilen farkli bir toksini fireten
birgok sus ve alttiirii bulunmaktadir (Tablo 2). Ornegin Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki, Lepidoptera grubu larvalan (giive, kelebek, lahana kurtlari, ladin tomurcuk
kurtlar)) icin Oldiiriicti etkiye sahiptir (Held, 1982). Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis ise diptera’lar yani sivrisinek ve karasinekler {izerinde etkilidir (Liu, 1993).
Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis (subsp. san diego) ise patates bocegi ve pamuk
kurdu gibi Coleopteralara (kin kanatlilara) kars: etkilidir (Ananda, 1996).
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Tablo 2. Cesitli B. thrungiensis toksinleri ve etkili olduklari zararlilar (Gelernter, W., ve
Schwab, 1993).

B. thuringiensis strain or subspecies Bﬁyli)iz:iogl:isl(lllma) Hedef Bocekler

B. thuringiensis subsp. berliner 130-140 Lepidoptera

B. thuringiensis subsp. kurstaki KTO,HD-1 130-140 Lepidoptera

B. thuringiensis subsp. entomocidus 6.01 130-140 Lepidoptera

B. thuringiensis subsp. aizawai 7,29 130-140 Lepidoptera

B. thuringiensis subsp. aizawai IC 1 135 Lepidoptera, Diptera
B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 71 Lepidoptera, Diptera
B. thuringiensis subsp. tenebrionis (san diego) 66-73 Coleoptera

B. thuringiensis subsp. morrisoni PG14 125-145 Diptera

B. thuringiensis subsp. israelensis 68 Diptera

Bacillus thrungiensis’in insektisidal aktivitesini olusturan parasporal kristal
bakteriyal sporlanma esnasinda sentezlenir. Bakteri bu kristal proteini sayesinde spor
olusmasim saglar. Parasporal kristalin kuru agirligi, spor olusturmus olan kiiltiirtin yaklagik
%20-30’udur. Bu kismin %951 protein geri kalan %35 lik kismu ise karbonhidrat’tir. Bu
kristal, bir protein kiimesidir ve genellikle hafif alkali muamelesi ile kendini olusturan alt
Uinitelere ayrilabilir. Bu alt birimler ise disiilfit baglarim indirgeyen B-merkaptoetanol
muamelesi ile in vitro sartlarda daha da kiiglik alt birimlerine kadar ayrigtinlabilirler.
Yaklagik olarak 150 farkli parasporal Cry proteini bilinmektedir (Schnepf, 1998).

Kristal proteinin insektisidal aktivitesine gore Bt. (Bacillus thuringiensis)
suslarindan elde edilen insektisidal proteinler baslangigta 4 biiyiik sinifa ayrilmiglardir. Cry
I, Cry II, Cry III ve Cry IV. Cry I proteinleri lepidopterlere karsi, Cry II proteinleri
lepidopter ve dipteralarin her ikisine karsi, Cry III koleopterlere kars: toksik iken, Cry IV
ise dipteralara karsi toksiktir. Bu proteinler A, B, C gibi daha da kiigik altsiniflara
ayrilmigtir. Bu altsimflar ise toksin genlerinin DNA sekans analizine gore olusturulmustur
(Crickmore, 1998).

Parasporal kristal genellikle insektisidin toksik etki gOstermesini saglayan aktif
formunu igermez. Kristal protein kendi altbirimlerine ayrildiginda, aktif toksinin Oncii
formu olan bir protoksin salinir. Lepidopterlere karst kullamlan birgok Cry toksininin
protoksini yaklapik 130 kDa’luk bir molekiiler bilegiktir. Parasporal kristal bécek
tarafindan beslenme yolu ile alindiginda, alkali pH ve 6zellegmis ayrigtirict proteazlarin
birlikte etkisi sonucunda alt birimlerine ayrilir. (Sekil 3). Daha sonra bu altbirimler
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indirgenerek protoksinler olugur. Protoksin 6zellesmis protezlar aracilifi ile molekiiler
agirh@ yaklagik 68 kDa olan aktif toksin haline gelir (Bernard ve Jack, 2003 ).

Parasporal Kristal Yap1

Alkali Muamelesi

250-kDa’luk Altbirim

Merkaptoetanol ile
indirgenme

Protoksin
SH

Ozellesmis proteaz
aktivitesi

SH AKtif toksin
-7 (68-kDa'huk)

SH

Sekil 3. Bt. parasporal kristallerinin aktif toksine d6niigmesi



Toksin protein bu aktif formda iken kendini bocek bagirsaginin epitelyum
hiicrelerinin membranina sokar ve bir iyon kanali olusturur (Sekil 4). Bu iyon kanali agir
miktarda hiicresel ATP’nin disart akmasina sebep olur. Iyon kanali olustuktan yaklasik 15
dakika sonra hiicresel metabolizma durur, bocek yemeyi birakir ve su kaybina ugrayarak
sliir. Protoksinin aktif toksin formuna doniismesi igin alkali pH ve spesifik protezlarin
etkilerinin aym anda gerekmesi, insan ve ¢iftlik hayvanlari gibi zararhlarin haricindeki

organizmalarin etkilenmelerini engellemis olur (Bernard ve Jack, 2003 ).

ATP Salinmast Toksin protein
3

/ iyon kanal

Hiicre dig1 ortam

Hiicre i¢i ortam

ATP ATP
ATP ATP

Sekil 4. Bt. toksininin bicek bagirsak epitelyum hiicresi membranina insersiyonu

Bt. parasporal kristallerinin zararli bir bocegi oldiirmesi i¢in zararhmin sindirim
sistemine ulagmalari gerekmektedir. Bakterinin ya da insektisidal toksinin bdcegin yiizeyi
ile temas etmesinin zararh bocek iizerinde herhangi bir etkisi yoktur. Br. toksinleri
genellikle sprey yontemi ile uygulanir ve bu nedenle toksini yiyecek olan zararli bocegin
insektisiti alma ihtimalini artirmak igin bocek gekici maddeler (feromon vb.)’le birlikte
karigim halinde kullanilabilirler (Ferre, 1991). Fakat bazi bocekler konak bitkilerinde delik
acarak veya bitkinin koklerine saldirarak zarar verdigi i¢in konakg bitki tizerine sikilan Bt.
toksinlerinin yenme ihtimali azalir. Bu nedenle boylesi zararlilarin kontrolii igin bagka
yontemler gelistirilmistir. Bu amagla Br. toksin genini tasiyan ve ekspres eden transgenik

bir bitki olusturma caligmalar gergeklestirilmistir (Lampel, 1994).
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1.5.1.3.2. Viriisler

Birgok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak bocek salgilarimi kontrol
ettikleri bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Cigneyici agiz yapisina sahip bocekler, dzellikle
yaprak yiyenler, viriis enfeksiyonlarina kargt daha hassastir. Bu durumda yaprak yiyen
Lepidoptera tirtillartyla, Hymenoptera’min yalanci tirtillari, viral ajanlardan daha fazla
zarar goriirler (Weiser, 1969). Bu virlsler genellikle 2-3 yilda bir meydana c¢ikan
salginlarda g¢ogalarak birgok larvayr Oldiriirler ve bdylece bocek afetlerini ortadan
kaldirirlar (Lipa, 1975). Viriisler birgok bdcek takimiyla iligkilidir. Bununla birlikte biiyiik
bir kism Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda
bulunmaktadr.

Simdiye kadar smiflandirilan bdcek viriislerinin biiyiik bir kismn Baculoviridae,
Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae
ve Iridoviridae familyalarina aittir. Bu bdcek viriislerinden, Baculoviridae familyas: sadece
artropodlar i¢in 6zeldir (Demirbag ve Beldiiz, 1997). Cogu baculovirisler sadece bir veya
yakindan iliskili birkag bdcek tiiriinii enfekte edebilir (Arif ve Kurstak, 1991). Insanlar ve
diger hedeflenmemis organizmalar i¢in giivenli bir mikrobiyal ajan olmasi, bu viriislerin
biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelini arttirmaktadir (Granados ve Federici, 1986;
Groner, 1986).

1.5.1.3.3. Mantarlar

Kolay olarak taninmalar1 ve dogal olarak yayilmalart nedeniyle en yaygin bdcek
patojenleri olarak kabul edilirler (Poinar, 1978). 700’0 agkin fungus tiiriintin bdcekleri
enfekte ettidi rapor edilmesine karsin, bunlardan ancak 10 tanesi zararh bdceklerin
kontrolii i¢in kullanilmak amaciyla gelistirilme asamasindadir (Hajek ve Leper, 1994).
Bocek patojeni olan funguslar genellikle Deuteromycota ve Entomophthorales gruplarina
dahildir (Hajek, 1997). Entomopatojenik funguslar ¢ok genis bir konak spektrumuna
sahiptirler. Bir ¢ok bdcek ordosuna ait tiirleri enfekte edebilirler. Bir entomopatojenik
fungus birden fazla bocek tiirtinii enfekte edebilir.

Entomopatojenik funguslar, degisik habitatlarda yasayan birgok bdcek tiirlini
enfekte edebildikleri i¢in farkli gevresel faktorlere uyum saglamiglardir. Bu nedenledir ki
entomopatojenik funguslarin biyolojileri biiyiik ¢esitlilik gostermektedir. Baz1 gruplar
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zorunlu hiicre i¢i paraziti iken, bazilar1 ortamda canli konafin olmadigi durumlarda
ciiriik¢iil olarak hayatta kalabilen firsat¢i patojenlerdir (Hajek, 1997).

1.5.1.3.4. Nematodlar

Bdceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda Sliimlerine yol agan birgok
nematod tiirli bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda 30’u agkin nematod
familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iligkili oldugu
belirlenmistir (Poinar, 1979, 1990; Kaya ve Stock, 1997). Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
zararh bdceklerin biyolojik kontroliinde kullanilma potansiyeli tagimalar1 bakimindan 7
familya  iizerinde  yogunlagsmigtir.  Bunlar  Mermithidae,  Tetradonematidae,
Allantonematidae, Phaenopsitylenchidae, Sphaerulariidae, Steinernematidae  ve
Heterorhabditidae familyalanidir (Kaya ve Stock, 1997). Nematodlarin biyolojik
miicadelede kullanilma potansiyelleri sadece boceklerle sinirli degildir. Rhabditidae
familyasina ait Phasmarhabditis hermaphrodita (Schneider) tiirli, bir¢ok tarimsal Uriiniin
fidelerinde zarar yapan siimiikli bdcek (Deraceras sp.) tiirlerinin kontroliinii saglar
(Wilson vd., 1993, 1995; Wilson ve Gaugler, 2000).

1.5.1.3.5. Protozoalar

Protozoa enfeksiyonlari bOcek populasyonlarini dengede tutmasi bakimindan
biiyiik bir 6neme sahiptirler (Maddox, 1987; Brooks, 1988). Entomopatojenik protozoalar
genellikle konaga oOzeldirler. Béceklerde olusturduklari hastaliklar yavas ilerler.
Viriilanslar1  diigiiktir ve ¢ogu kez bdceklerde kronik enfeksiyonlar olustururlar.
Virilanslaninin diigiik olmasi nedeniyle protozoalarin enfekte ettigi boceklerin Sliimii
bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993). Cogu entomopatojenik protozoanin
hayat dongiisii komplekstir. Sadece canli konak igersinde gelisebilirler ve ¢ogu tiiriin
gelisimini tamamlayabilmesi igin bir ara konaga ihtiyaci vardir.

Protozoalar ¢ogu kez beslenme yoluyla konak bdcege girerler. Bunun diginda
predatdr veya parazitlerle de tagmabilirler. Besinlerle bocek viicuduna giren protozoalar

bocek bagirsak epiteline tutunarak enfeksiyonu baglatirlar. Hemosele gegip, ¢ogalarak
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gesitli doku ve organlann enfekte edebilirler. Olusturduklann sporlarla bdcek
populasyonlarinda yayilabildikleri gibi, dolden d6le yumurta yoluyla da gegebilirler.

Protozoalar tarafindan enfekte edilen boceklerin  hareketleri yavaglar ve
tembellegirler. Bu nedenle gelisimleri de yavaslar. Beslenme ve iireme faliyetlerinde
azalma goriiliir. Oliimiin gerceklesebilmesi icin enfeksiyon seviyesinin ok yiiksek olmasi
gerekir. Giigsiiz diisen boceklerin degisen ortam kogullarina karsi olan direngliligi azalir ve
diger organizmalarin saldirilarina agik hale gelirler (Hoffman ve Frodsham, 1993).

Simdiye kadar belirlenen yaklasik 15000 protozoa tiiriiniin, 1200’e yakin kisminin
arthopodlarla iligkili oldugu belirlenmigtir. Protozoa sinifi igersinde yer alan Ciliphora,
Sarcomastigophora, Apicomplexa ve Microspora gruplarina ait tlirler bocekleri enfekte
edebilirler (Maddox, 1987).

Arazi uygulamalarinda bazi problemlerle karsilagilmasi, in vivo iiretimlerinin
gerekmesi, enfeksiyonlarinin yavas ilerlemesi ve vasatin altinda 6lim oram gozlenmesi
mikrobiyal miicadelede kullanilmalari a¢isindan dezavantajlar olusturmaktadir (Lacey vd.,
2001).

1.6. Zararh Boceklerdeki Patojen Mikroorganizmalarm Belirlenmesi

1.6.1. Makroskobik inceleme

Mikroorganizmalar tarafindan enfekte edilen boceklerde, patojenin 6zelligine baglt
olarak bazi karakteristik hastalik belirtileri goriiliir. Bu belirtileri cogu kez makroskobik
olarak gozlemlemek miimkiindiir. Bu belirtiler; renk degisimleri, fiziksel degisiklikler ve
davranig anormallikleri olarak goriilebilmektedirler.

Renk degisimleri, enfeksiyonitu bdceklerin belirlenmesiyle ilgili olarak en kolay
gozlemlenebilecek hastalik belirtileridir. Canl1 ve 6lii boceklerde gézlemlenebilirler. Canli
boceklerde, entomopatojenlerin neden oldugu renk degisimi, bu bdceklerin
integiimentlerinin seffafdan yan seffafa doniigmesiyle ilgilidir (beyaz sinekler, hymenopter
larvalar ve birgok sucul bocekte oldugu gibi). Ornegin; Iridescent viriislerle enfekte olan
cogu Lepidoptera larvalarinin renkleri beyazdan, mavimsi iridescent renge doniisiir. Ol
boceklerdeki renk degisimleri ise beyazdan, griye, maviye, sariya, yesile, kahverengine ve
siyaha doniisme gibi biiyiik bir cesitlilik gosterebilir. Bazi nematod ve fungus tiirlerinin
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enfeksiyonlar1 sonucu, konak bocegin bagigiklik sisteminin bir cevabi olarak kutikula
tizerinde melaninlesmig bolgeler (siyah lekeler) goriilebilir (Lacey ve Brooks, 1997).

Entomopatojenlerin etkisiyle enfekte olmus boceklerde bazi fiziksel degisimler
goriilebilir. Ornegin; bazi fungus tiirleri bocek viicudunun ylizeyinde asir ve renkli bir
gelisim gosterebilirler. Enfeksiyon sonucu 6lmiis boceklerin kadavralart ¢ogu kez
mumyalagir, yumusar, siv1 hale geger, katilagir veya kurur. Viriis enfeksiyonlar1 sonucu
birgok anatomik bozukluk ortaya ¢ikabilir (Lacey ve Brooks, 1997).

Ayrica entomopatojenlerle enfekte olan boceklerde bazi davranis bozukluklar:
gozlemlenebilir. Bu bozukluklar arasinda ¢ok obur olan boceklerin beslenmeyi birakmasi,
agresiflik, alistimadik yayihs ve ciftlesme davramglan sayilabilir. Ornegin; viriisler
tarafindan enfekte edilen baz1 bocekler konak bitkinin en yliksek noktasina tirmamr ve
bacaklarindan asilarak oliirler (Lacey ve Brooks, 1997).

Arazi ¢alismalarinda canli, hastalikli veya 6lii bocekler toplanirken bu semptomlar
g6zoniinde bulundurulmali ve not edilmelidir. Cogu durumda bu makroskobik incelemeler

hastaligin dogru teshisini yapmak igin gerekli bilgiyi vermektedir (Lipa, 1975).

1.6.2. Mikroskobik Inceleme

Makroskobik incelemenin sonuglandiriimasindan sonra mikroskobik incelemeye
baglanir. Boceklerde bulunan patojenlerin belirtileri ve mikroskobik incelemeleri patojenin
grubuna gore farklilik gosterir.

Bakteriler: Bakterilerin karakteristik 6zelliklerini siralamak zordur. Ciinki bir ¢ok
bakteri tiirli saglikli boceklerin viicudunda enfeksiyon olusturmaksizin yasayabilir.
Bakteriler boceklerin hemolenfinde bulunurlar. Bécegin kutikulasinda herhangi bir hasar
meydana getirmezler. Bu nedenle diger entomopatojenlerin meydana getirdikleri
makroskobik degismelere bakterilerde pek sik rastlanmaz. Spor olusturan bakterilerin
enfeksiyonlar1 daima bocek igin dldiiriictidiir. Spor olusturan gubuk sekilli bakteriler 151k
mikroskobu altinda gozlemlenebilir. Bir bakterinin neden oldugu bir hastaliktan
siiphelenildiginde, bocek hemolenfinden numuneler hazirlanarak genel besiyerleri iizerine
ekim yapilmalidir.

Viriisler: Viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarda, bozulma ve hiicre dagilmas:
hipodermiste kolaylikla goriilebilir. Yag dokularinda kristale benzer inkliizyon yapilarn
varlif1 viral bir hastalifin oldugunu gosterir.



21

Cesitli viral hastalik tipleri, farkli inkliizyon yapilarin varlif ile karakterize edilir.
Nuklear Polyhedroviriisler (NPV), Graniilozis viriisler (GV), Entomopoxviriisler (EPV) ve
Sitoplazmik Polyhedroviriisler (CPV) bir protein matrix igerisine gOmiiliidiirler. Bu
gbmiilii viriislerin biiylikliikleri 0.5 ile 15 um arasindadir ve 151k mikroskobu altinda
gorilebilirler. Bir protein matriks igerisine gomiilii olmayan viriislerin virionlarmmn
biiyiikliikkleri 0.01 ile 0.3 pm arasindadir. Bu virionlar 151k mikroskobu altinda gériilmezler.
GOmiilii virisler 151k mikroskobu altinda incelenirken, bocek dokularinda bulunan ve
organik olmayan kristallerin varligi unutulmamalidir. Bu kristaller sekil ve hacim olarak
gbmiilii viriislere benzerler ve yanlis teshislere yol agabilirler. Bu durumda en iyi metod
hiicre sitopldzmasim ve g¢ekirdegini incelemektir. Enfekte edilmis hiicre cekirdekleri
Onemli bir sekilde genigler. Viral hastaliklarin en sik gozlendigi yag dokusundaki hiicre
bolinmesinde artig meydana gelir (Lipa, 1975).

Viral bir hastaliktan siiphelenildiginde uygulanilmas: gereken diger bir yontemde
boyamadir. Giemsa boyama ydntemi, kolay uygulanabilirligi bakimindan tercih edilen bir
yontemdir. Bu yontem Baculovirlis enfeksiyonlan igin negatif bir yontemdir. Yani 151k
mikroskobu altinda Baculoviriislerin  polihedralari giemsa ile boyanmazken,
Entomopoxviriisler agik mavi renge boyanir (Lacey ve Brooks, 1997).

Mantarlar: Bécekleri tiim gelisim evrelerinde enfekte edebilirler. Olusturduklan
hiflerle konak bdcegin kutikulasim sararlar, Nemli ortam sartlarinda spor olusumu da
bocek dis yiizeyinde gozlenebilir. Bu sporlar gesitli renklerde olabilir. Bu nedenle mantar
enfeksiyonlan ¢ogu kez makroskobik incelemelerle tespit edilebilir. Bcek dis yiizeyinde
cimlenen sporlar, enzimler veya mekanik baskilarla viicut icersine girebilirler. Bdcek
hemoselinde kolayca gogalabilirler. Bu nedenle kisa ve uzun hifler halinde hemoselde
gozlenebilirler. Maya benzeri hiicreler (blastospor) halinde tiim bocek viicuduna
yayilabilirler (Humber, 1997).

Nematodlar: Nematodlar bazen bocek kutikulasinda gozlenebilir. Fakat
nematodlarin belirlenmesi igin ¢ogu kez bocegin diseksiyonu gerekir. Eger bécek olil ise,
gliserin yada laktofenol igersinde diseksiyon yapmak daha uygundur. Malpigi tiipleri,
hemosel, bagirsak gibi kisimlar incelenerek nematod varhig tespit edilir. Boceklerde
bulunan nematodlarin boyutlari 1 mm ile birka¢ santimetre arasinda degisir. Cins ve tiir
diizeyinde tanimlama igin ergin nematodlarin belirlenmesi, Sl¢timlerinin yapilmasi ve

cesitli kisimlarimin fotograflanmasi gerekir (Kaya ve Stock, 1997).
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Protozoalar: Protozoa enfeksiyonlarimin belirlenmesi i¢in bocegin diseksiyonu
gerekir. Yag dokusu, malpigi tiipleri, orta bagirsak epiteli, hemolenf ve gonadlar faz
kontrast mikroskobu altinda incelenmeli ve vejetatif formlar ve sporlar arastiriimalidir.
Olgun sporlar hemolenfte ¢ok kolayca goriilebilir. Bazi durumlarda protozoa sporlarini,
fungus sporlarindan ayirmak i¢in Giemsa boyamasi gerekebilir. Cogu entomopatojenik
protozoa tiiriiniin detayli bir gekilde arastirilmasi i¢in enfekte edilmis bécek dokularinin
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) altinda incelenmesi gerekir (Undeen ve Vavra,
1997).

1.7. Bakterilerin Tiir Tayininde Kullanilan Kriter ve Yontemler

1.7.1. Niimerik Taksonomi

Niimerik taksonomi, bakterilerin karakterizasyonun ve sistematiginin yapilmasi
amaciyla hazirlanan bir dizi testi icerir. Bu testler, mikroorganizmalar arasindaki
farkliliklardan faydalanarak dogru taksonomik katagorilere yerlestirilmelerini saglar. Bu
testler sonucunda bakterilerin, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve bliyiime &zellikleri
ortaya cikarilir.

Morfoloji: Bakterilerin tiir tayinlerinde ilk olarak ortaya ¢ikarilmasi gereken
ozellik, hiicre seklidir. Hiicre seklinin ortaya cikartilmasi i¢in basit boyama yapilir ve
mikroskop altinda incelenir (Benson, 1985).

Bakteriyolojide kullanilan en 6nemli ayirt edici boyamalardan birisi de Gram
boyamadir. Bu boyama yOntemi, bakterilerin hiicre duvarindaki farkhilifin ortaya
¢ikarilmasi1 amaciyla yapilir. Gram boyama sonucuna goére bakteriler, Gram pozitif ve
Gram negatif olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Bu 6zellik bakterilerin simflandirilmasinda
kullanilan en 6nemli kriterlerden birisidir (Sneath, 1986).

Bazi bakteriler, ortam gartlar1 yasam i¢in uygun olmayan hale geldiginde, endospor
olarak adlandirilan yeni bir hiicre i¢i yap1 meydana getirirler. Bir bakterinin endospor
olusturup olusturmadifimn bilinmesi ve varsa endosporun pozisyonu taksonomik agidan
Onemlidir. Bu 6zelliklerin belirlenmesi amactyla endospor boyama yapilir.

‘Baz1 bakteriler hiicrelerin dig yiizeyinde ekstraseliiler polisakkaritlerden olusan ve
kapsiil adi verilen bir yapiya sahiptir. Bu yapmm varligi veya yoklugu sistematikte
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kullanilan karakterlerden biridir. Bunu belirlemek igin kapsiil boyama yapilir (Cappuccino
ve Sherman, 1992).

Biiyiime: Bakterilerin inokiile edildikleri besiyerinde olusturduklari, koloni
morfolojisi, pigment olusumu ve iireme siiresi gibi karakterlerdir. Bu karakterlerden her
biri sistematik agidan biiyiikk O6nem tasir ve mikroorganizmanin farkli taksonomik
katagoriye yerlestirilmesini saglar.

Fizyoloji: Bakterilerin simflandinlmasinda, biiylidiikleri ve yasadiklan ortamin
pH’1, tuzlulugu, sicaklifi ve oksijen miktar1 gibi kriterler kullamlan &zelliklerden
bazilandir.

Sicaklik, hiicresel enzimler {izerinde etkili olarak, kimyasal reaksiyonlarin hizim
etkilemektedir. Genellikle, biitiin hiicre tiplerinde enzimatik aktivitelerin meydana geldigi
optimum sicaklik 20-40°C civarindadir. Fakat bazi bakteriler (Ornegin, termofilik
bakteriler) isiya dayanikli enzimler iiretirler. Dolayisiyla ¢ok daha yiiksek sicakliklarda
hiicresel aktivitelerini devam ettirebilirler. Yine bazi bakterilerin diisiik sicakliklarda
(6rnegin 4°C’de) bilyilyebildikleri bilinmektedir (Palleroni, 1986). Bu nedenle sicaklhik
tolerans1 bakteri sistematiginde kullanilan bir kriterdir.

Hiicresel enzim aktivitelerini etkileyen bir diger fiziksel etki de pH’dir. Hiicrelerin
genellikle yagayabildigi optimum pH, nétral pH olan 7°dir. pH’da meydana gelen artis ve
diistislerin her ikisi de, hiicrelerdeki kimyasal reaksiyon hizlarmin diismesine yol agar.
Bunun nedeni hiicresel enzimlerin bozulmasidir (Palleroni, 1986). Fakat baz1 bakteri tiirleri
pH degisimlerine kars1 toleranshidir. Yiiksek ve diisiik pH derecelerinde yasayabilirler. Bu
Ozellik sistematik agidan Gnemlidir.

Cogu bakterinin hayatlarim1 devam ettirmeleri i¢in gerekli olan gaz atmosferik
oksijendir. Mikroorganizmalar atmosferik oksijen ihtiyaclarina gbre aeroblar,
mikroaerofiller, tamamen aeroblar, aerotolerant anaeroblar ve fakiiltatif anaeroblar olarak
gruplandinlmaktadir (Cappuccino ve Sherman, 1992).

Biyokimya: Biyokimyasal katalizorler olarak bilinen enzimler, hem hiicre i¢indeki
hem de hiicre digindaki olaylann katalizleyerek biyokimyasal aktiviteler meydana
getirmektedirler (Sneath, 1986). Bu olaylar iki sekilde incelenmektedir.

a) Ekstraseliller enzimler: Biiyikk molekiil agirlifina sahip olan maddeler hiicre
zarindan gecemezler. Bu nedenle bu maddeler (polisakkaritler, lipidler, proteinler) daha
diisik molekiil agirhgna sahip olan maddelere doniistiirilmelidir. Ancak bu durumda

hiicre zarindan gegebilirler. Hiicre disindaki subsratlara etki eden enzimler genel olarak,
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ekstraseliiler enzimler olarak adlandirilir. Hiicre disinda gérev yapan bu enzimler nigasta,
lipid, jelatin gibi maddelerin hidrolizinden sorumludur. Bu enzimlerin varligi veya
yoklugu, mikroorganizmalar arasindaki genetiksel benzerlikleri veya farkliliklar:
gostermesi agisindan sistematik olarak 6nemlidir.

Nisasta, bakteriler tarafindan amilaz enzimi sayesinde hiicre diginda alt iinitelerine
ayrilarak kullamlir. Amilaz enziminin varhigi veya yoklugu, nisasta hidroliz testi ile ortaya
cikarilmaktadir (Cappuccino ve Sherman, 1992).

Jelatin, zorunlu aminoasitlerden biri olan triptofam1 igermeyen ve bu o6zelligi
nedeniyle eksik protein olarak adlandirilan bir makromolekiildiir. Eksik bir protein olmas:
dolayisiyla, hiicre i¢in besleyici degeri tartigilir olmasina ragmen, bakteri tiirlerinin
karakterizasyonunda Onemlidir (Cappuccino ve Sherman, 1992). Bakteriler bu proteini,
jelatinaz enzimi yardimiyla aminoasitlerine kadar parcalar. Jelatinaz enziminin varligs,
jelatin hidroliz testi ile ortaya ¢ikarilmaktadir.

b) Intraseliiler enzimler: Bu enzimler hiicre igersinde faaliyet gdsterir ve hiicre igin
gerekli olan yeni protoplazmik ihtiya¢larin sentezinden sorumludur. Bu tip enzimlerin
kullanilmasiyla olusan son iriinlerin anlagilmasi, sadece Ozel enzim sistemlerinin
aydimnlatilmas: i¢in degil, aym zamanda bakterilerin simflandirilmas: ve teshisi i¢in de
kullanilmaktadir (Cappuccino ve Sherman, 1992).

Cogu mikroorganizmalar, kendileri i¢in gerekli olan enerjiyi, karbonhidratlar gibi
subsratlarin biyooksidasyonunu gergeklestiren enzimler yardimiyla elde ederler. Bazi
mikroorganizmalar, glukoz gibi sekerleri anaerobik olarak fermente ederken, digerleri ise
aerobik veya fakiiltatif anaerobik olarak fermente etmektedirler. Baz1 mikroorganizmalar
da, glukozu fermente edebilecekleri enzim sistemlerinden yoksun olabilirler.
Mikroorganizmalar karbonhidratlarin fermentasyonu sonucunda, organik asitlerin yam sira
hidrojen ve karbondioksit gibi gazlar meydana getirirler. Karbonhidrat fermentasyonu
testleri ile, meydana gelen bu iiriinler kullamlarak bir mikroorganizmanin herhangi bir
karbonhidrati fermente edip etmedikleri anlagilir (Sneath, 1986).

Triptofan, baz1 bakterilerin enzimatik reaksiyonlari i¢in, oksidasyona ugramasi
gereken bir aminoasittir. Triptofanin sonugta indol iretilecek sekilde hidrolize edilebilme
kabiliyeti tiim organizmalar i¢in karakteristik olan bir 6zellik degildir ancak biyokimyasal
bir isaret olarak ig gdrmektedir. Indol testi yapilarak, mikroorganizmalarin triptofam
oksidasyona ugratip ugratmadiklar: ortaya gikartlmaktadir (Sneath, 1986).
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Voges-Proskover testi yardimiyla, bazi bakterilerin glikoz metobolizmas:
sonucunda olusan organik asitlerden, asetilmetil karbinol gibi nétral veya asidik olmayan
son Uriinleri iiretebilme kabiliyetleri ortaya ¢ikarilir (Sneath, 1986).

Baz1 bakteriler, fermente edebilecekleri glukoz veya laktoz ortamda mevcut
olmadiginda, enerji elde etmek igin karbon kaynag olarak sitrat: kullanabilmektedirler.
Mikroorganizmalarin sitrati kullamp kullanmadiklari, sitrat kullanim testleriyle ortaya
¢ikanlir (Sneath, 1986).

Mikroorganizmalarin  hidrojen siilfir (H,S) firetip iretmedikleri, bakteri
sistematiginde kullanilan kriterlerden biridir. Kiikiirt atomlari, inorganik bilegiklerin
oksidasyonu sirasinda hidrojen aksept6rii olarak is gormektedir.

Bazi aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerin nitrati indirgemesi, molekiiler
oksijen olmadigi durumlarda meydana gelir. Bakterilerin nitrati, nitrit veya amonyaZa
indirgeyip indirgemedigi, nitrat indirgeme testi ile ortaya ¢ikarilmaktadir (Sneath, 1986).

Katalaz veya Peroksidaz adi verilen enzimleri iiretebilen bakteriler, bu enzimler
yardimiyla, hiicre i¢in zararli etki yapan hidrojen peroksiti (H,O) ortadan kaldirirlar.
Bakterilerin katalaz enzimini iretip {iretmedikleri, katalaz testi ile ortaya ¢ikarilir (Sneath,
1986).

Oksidaz enzimi, aerobik solunum sirasinda elektron taginimuin diizenlenmesinde
6nemli bir rol oynar. Bakterilerin oksidaz enzimine sahip olup olmadiklari, oksidaz testi ile
belirlenir (Sneath, 1986).

1.7.2. Metabolik Enzim Profilleri ve Biyokimyasal Ozelliklerine Géore
Bakterilerin Tamsi ve Karakterizasyonu

Karbonhidratlar yapt ve depo molekiilii olup, enerji kaynagidirlar.
Mikroorganizmalarin, ¢esitli karbon kaynaklarimi enerji kaynag olarak kullanma
ihtiyacinda gosterdigi farklibklar, ta1 ve karakterizasyonda kullanilabilmektedir.
Bakteriler biyokimyasal, fizyolojik ve hayatsal faaliyetlerini siirdiirmek i¢in biyoenerjiye
ihtiya¢ duymakta ve disardan aldiklari karbon kaynaklarimi metabolik enzimlerle
pargalayarak biyolojik enetjiye doniistiirmektedirler. Mikroorganizmalarin farkhh karbon
kaynaklarim1 (basit sekerler, alkoller, aminoasitler, deterjanlar, aminoasit benzeri
molekiiller) kullamminda  gosterdikleri  farkliliklar metabolik profil  olarak
adlandiniimaktadir ve profildeki bu farklilik sahip olduklar1 metabolik enzim gegitliligine
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bagh olarak degigkenlik gOstermektedir (Black ve Sweetmore, 1994; Gamo ve Shoji,
1999). Mikroorganizmalarin tagidigi bu enzim farklilifi ise onlarin familya diizeyinden
baslayp alt tiir seviyesine kadar devam etmektedir (Konopka vd., 1998).

Mikroorganizmalarin arasindaki metabolik farkliliklann saptamak icin farkl
molekiiler teknikler gelistirilmigtir.

Ik defa 1989 yilinda, farkli karbon kaynaklarmn kullantmina bagl olarak
mikroorganizmalarin tanisi, simiflandirilmasi ve karakterizasyonunda c¢aligmak tizere bir
test paneli (¢ok gbzlii mikro kap) sistemi gelistirilmistir. 1990’11 yillarin ikinci yarisindan
itibaren Ozellikle klinik laboratuarlarda yapilan rutin testlerde kullamilmak i¢in hizmete
sunulmustur.

Hazirlanan mikroorganizma siispansiyonlarinin test panelleri tizerindeki farkli
karbon kaynaklari ile kodlanmig g¢ukurcuklara verilmesi sonucunda, onlarin karbon
subsratlarin1 kullanimina bagl olarak ortamda organik asit igerikli metabolitler iiretilmekte
ve ortam asidik Ozellik kazanmaktadir. Olugan organik asit ise pH indikatorii boya ile
reaksiyona girmekte ve sonug renklenme seklinde gozlenmektedir.

Son yillarda yapilan bilimsel ¢aligmalar da test panelleri tekniginin, mikrobiyal
tani, siniflandirma ve karakterizasyonda kullamilabilecek etkili, hizli, giivenilir, hassas ve
diigiik maliyetli bir yontem oldugu onaylamaktadir (Sahin, 2003).

API20E panel test sistemi bir panel igerisine yan yana yerlestirilmis kuyucuklardan
olugmaktadir. Her bir kuyucuk farkl: bir biyokimyasal 6zelligi belirlemek amaci ile gesitli
substrat veya indikatorleri igermektedir (Tablo 3). Testlerden bazilari inkiibasyondan sonra
direk olarak testin sonucunun gesitli renklerle belirlenmesini saglarken, diger bir kismu ise
ayira¢ damlatildifinda renk degisikligi yada kabarcik olusumu gibi gbzle goriilebilen
degerlendirmeler yapilabilmesini saglar. Ekimi yapilacak olan izolatlar bu test paneline
aktarilmadan 6nce genel sivi bir besiyerinde Mc Farland standardina gére 1, yavas
biiyiiyen izolatlarda ise bu standart 2 olacak sekilde siispansiyonlar: hazirlanir (Ek 1).

Phoenix 10004 Panel Test Sistemi izolatlarin karakterizasyonlarinda API20E test
sistemlerinin sahip oldugu testlerden daha fazla sayida teste sahip olan bu sistem 16
florojen, 8 karbon kaynagi, 14 karbonhidrat, 5 kromojen ve 2 de klasik test olmak iizere
aym panel igerisinde toplam 45 degisik 6zellik belirleyebilen bir test sistemidir (Tablo 4).
Ekimi yapilacak olan izolatlar bu test paneline aktarilmadan dnce genel siv1 bir besiyerinde
Mc Farland standartlarina gore 0,5 olacak sekilde siispansiyonlar: hazirlanir (Ek 1).



Tablo 3. API 20E test panel sisteminin i¢erdigi testler

Testler | Substrat Belirlenen Reaksiyon Negatif Sonuglar Pozitif Sonuglar
ONPG | ONPG Beta-galaktosidaz Renksiz Sar1

ADH Arginin Arginin dihidrolaz Sar Kirmizi / Turuncu
LDC Lisin Lisin dekarboksilaz Sar Kirmizi / Turuncu
oDC Ornitin Ornitin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu
CIT Sitrat Sitrat kullanim1 Agik yesil / Sart Mavi-Yesil / Mavi
H,S Na thiosulfate | HjS iiretimi Renksiz / Gri Siyah tortu

URE Ure Ure hidrolizi Sar1 Kirmiz / Turuncu
TDA Triptoofan Deaminaz San Kahverengi / Kirmiz1
IND Triptofan Indol firetimi Sar1 Kirmiz: (2 dk.)

vP Na piruvat Aseton iretimi Renksiz Pembe / Kirmuzi (10 dk)
GEL Ko6miir jelatin Jelatinaz Siyah tabaka dagilmamig | Siyah tabaka dagilmis
GLU Glukoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi-Yesil San

MAN | Mannitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi San

INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sart

SOR Sorbitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar

RHA Ramnoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

SAC Sucrose Ferm. / oks. Mavi / Mavi San

MEL | Melibiose Ferm. / oks. Mavi / Mavi San

AMY | Amigdalin Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

ARA Arabinoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi San

Ferm. / oks.: Fermantasyon ve oksidasyon olaylarini gdstermektedir.
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Tablo 4. Phoenix 1000A cihazinin test panellerinin sahip oldugu testler

Kuyucuk | Kuyucuklarin igerdikleri testler
01 Arginine- Arginine 7-Amido-4-Methylcoumarin
02 Glycine-Proline 7-Amido-4-Methylcoumarin
03 Glycine 7-Amido-4-Methylcoumarin Hydrobomide
04 N-Glutaryl-Glycine-Arginine
05 L-Arginine 7-Amido-4-Methylcoumarin
06 L-Glutamic Acid 7-Amido-4-Methylcoumarin
07 L-Leucine 7-Amido-4-Methylcoumarin
08 L-Phenylalanine 7-Amido-4-Methylcoumarin
09 L-Proline 7-Amido-4-Methylcoumarin Hydrobomide
10 Pyroglutamic Acid 7-Amido-4-Methylcoumarin
11 L-Tryptophane 7-Amido-4-Methylcoumarin
12 Lysine-Alanine 7-Amido-4-Methylcoumarin
13 Acetate
14 Adonitol
15 Citrate
16 Colistin
17 D-Mannitol
18 Ketoglutaric Acid (A)
19 Malonate
20 Polymyxin B
21 Tiglic Acid
22 Methylumbelliferyl N-Acetyl-B-D-Glucoseaminide
23 L-Gamma-Glutamy!-p-Nitroanilide Hydrochloride
24 L-Proline-p-Nitroanilide Trifluoroacetic acid salt
25 p-Nitrophenyl-B-D-Glucoside
26 Bis (p-Nitrophenyl) Phosphate
27 B-D-Allose
28 Gentiobiose
29 Dextrose
30 D-Fructose
31 D-Galactose
32 D-Gluconic Acid
33 D-Melibiose
34 D-Sorbitol
35 D-Sucrose
36 Galacturonic Acid
37 L-Arabinose
38 L-Rhamnose
39 Methyl-B-Glucoside
40 Malitulose
41 N-Acethyl-Galactosamine
42 N-Acethyl-Glucoseamine
43 Ornithine
44 Urea
45 Esculin
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1.7.3. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler, mikroorganizmalari meydana getiren makromolekiillerin
igeriklerine, ¢esitlerine ve oranlarina bagli olarak elde edilen farkliliklardan hareket
edilerek olusturulmugtur. Bu yontemler, karbonhidratlari, lipitleri, proteinleri ve genetik
materyali (DNA ve RNA) calisma materyali olarak kabul etmekte ve bunlardan birinin
veya kombinasyonlarinin kullanimi ile mikroorganizmalarin tam ve karakterizasyonlarimn
yapilmasim saglamaktadir (Manceau ve Horvais 1997). Bu yontemlerin bir¢ogu tek bagina,
alternatifsiz olarak kullamlabilmekte ve kisa zamanda ¢ok sayida Ornek tiir ve alttlir
seviyesinde tanimlama yapabilmektedir. Elde edilen sonuglar olduk¢a hassas ve
giivenilirdir. Sistemlerin pahali olusu ve galigmalarin yetismis elemanlarca yapilmasimn
gerekliligi molekiiler yontemlerin dezavantajini olugturmaktadir.

16S rDNA Dizin Analizi, mikrobiyal identifikasyon yOntemlerinin en
onemlilerinden biri haline gelmigtir. Bu yontemde her tiirin ribozomlarimn 16S°1ik kiiciik
alt birimini kodlayan DNA sirasinin oldukga 6zellesmis olmasindan faydalanilir. Bakteri
genomundaki 16S rRNA geninde devamli ayni olan yani degismeyen ve degisken olan
bolgeler bulunmaktadir. Bakteri tiirlerinin teshisinde bu degisken bdlgeler
kullamilmaktadir. Gray ve arkadaglar1 (1984), 16S rRNA geninde 8 adet degismeyen ve 9
adet degisken bolgenin oldugunu ortaya ¢ikarmug ve bazi arastiricilar bu ozellikleri
kullanarak kiiltiir edilmemis bakterilerin bile 16S rDNA'larin1 polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yardimyla 6zel primerler kullanarak artirmiglardir (Relman vd., 1992). PCR veya
diger baz1 izolasyon yontemleri ile elde edilen 16S rDNA'nm baz dizin analizi, restriksiyon
fragmenti uzunluk polimorfizimi (RFLP) ve hibridizasyon ozellikleri kullamlarak tiirler
arasinda kargilagtirma yapilmaktadir.

DNA-DNA Hibridizasyonu niikleik asit dizileri arasindaki benzerligin ortaya
¢ikariimasi prokaryotlarin sistematiginin yapilmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Boylece
genomlar arasindaki benzerlikler gergekei bir sekilde ortaya gikariimaktadir. Niikleik asit
stralarinin ortaya ¢ikarilmasi esasina dayanan karsilagtirma caligmalarinda daha ¢ok in
vitro niikleik asit hibridizasyonunu esas alan galigmalar yapilmaktadir (Stackebrandt ve
Goodfellow, 1991),

Yeni bakteri tiirlerinin ortaya g¢ikarilmasinda en ¢ok kabul edilen parametre
genomlar arasindaki DNA benzerligidir. ATm (DNA'nn iki zincirinin birbirinden ayrilma
sicaklif1) degerindeki benzerligin orant olarak ifade edilen bu deger mikroorganizmalar
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arasindaki uzakligi gbstermektedir. Bu degerler primer yap1 seviyesinde genomik dizi
benzerliginin dolayli bir yansimasidir (Goodfellow ve O'Donnell, 1993). Bu yiizden de
DNA'nin ayrilip yeniden birlesmesini konu edinen yaklagimlar birbirleriyle cok yakin olan
prokaryotlarin akrabalifimn gosterilmesinde ¢ok kullamsli yontemlerdir (Wayne vd.,
1987). Yapilan bir¢ok galigmada, DNA benzerligi ile kemotaksonomik, genomik, serolojik
ve fenotipik benzerlikler arasinda iligki oldugu bulunmustur ve bundan dolayr, DNA'min
iki zincirinin yeniden birlesmesi, tiirlerin ayrilmasinda standart bir yontem olarak
kullanilmaktadir (Stackebrandt ve Goebel, 1994). Yapilan birgok ¢aligma sonucunda tam
olarak tanimlanmg birgok tiiriin suglarn arasinda optimum hibridizasyon sartlan
uygulandifinda % 70'den fazla bir benzerligin oldugu gorillmektedir (Schleifer ve
Stackebrandt, 1983). Yapilan biitiin bu ¢aligmalar bakteriyal sistematik komitesinin tiir
taniminda DNA-DNA baglanma derecesine verdigi 6neme 151k tutmaktadir. Bu komitenin
karar1, bir bakteri tlirliniin suglar arasindaki ATm derecesinin 5°C altindaki bir degerdeki
DNA-DNA benzerliginin %70 veya daha fazla olmasi geregini ortaya koymaktadir
(Wayne vd., 1987).

1.8. Mikroorganizmalarin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Boceklerden izole edilen mikroorganizmalarin, izole edildikleri bocek iizerinde
patojenik bir etkiye sahip olup olmadiklari virulans testleriyle belirlenir. Bu testler igin
bbcegin biyolojisi gz 6niinde tutularak yagayabilecekleri uygun ortamlar hazirlamr ve
saglikli bocekler kullanilir. In vitro sartlarda iiretilebilen mikroorganizmalarin saf kiiltiirleri
hazirlanir ve uygulanmir. In vitro olarak iiretilemeyen virisler, protozoalar ve diger
mikroorganizmalarin enfeksiyon numunesi, 0lii ve hastalikli boceklerden elde edilir.
Boceklerin enfeksiyonu igin bir ¢ok metod bilinmektedir. Bu metodlar; besin iginde
enfeksiyon, kutikula icine enfeksiyon, afiz ve ¢evresi igine enfeksiyon,
mikroorganizmalar1 oral ve anal agikliklar {izerine yerlestirmek, mikrobesleme ve
mikroinfeksiyon seklinde siralanabilir (Lipa, 1975).

Viriilans testleri (biyoassay) siiresi, uygulanan mikroorganizmaya gore degisiklik
gostermektedir. Bakteriler ve viriisler gibi mikroorganizmalarin virulans testlerinin genelde
5-10 giin siirdiiriiliirken, boceklerde kronik enfeksiyonlar olugturan protozoalarn viriilans

testleri birka¢ ay siirdiiriilebilir. Virulans testleri sirasinda, diger O6liim nedenlerinin
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sonuglarindan, mikroorganizmalarin neden oldugu 6limleri ayirmak icin, 6lii boceklerin
diseksiyonu yapilmali ve gergek 6liim nedeni arastirilmalidir (Lipa, 1975; Lacey, 1997).

Yapilan virulans testlerinin sonuglari, istatistiksel metodlar kullanilarak
matematiksel olarak ifade edilir. Bu amag¢ igin kullamilan bir ¢ok metod bulunmaktadir.
Bunlardan en yaygmn olarak kullamilani Abbott Formiiliidiir. Abbott (1925) tarafindan
gelistirilen bu yontem su sekilde formiile edilebilir;

Toplam 6liim oran1 (%) — Kontrol grubundaki 6liim orant (%)
(%) Oliim oram :

(%) 100 — Kontrol grubundaki 6liim oram (%)

1.9. Caliymanin Amaci

Yaklagik 1 milyar dolara yaklasan ihracat girdisi saglayan findik bahgelerinde
biiyiik zararlara yol agan bdceklerden biri olan Findik Uckurutan Bocegi, (Oberea linearis
L.)’nin bakteriyal florasim belirlemek ve bdylece bu zararliya karsi etkin sekilde
kullamlabilecek bir mikrobiyal kontrol ajammin varligim arastrmaktir. Bu calisma
sonucunda bu zararhiya yonelik bir biyolojik kontrol ajaninin tespiti, halen uygulanmakta
olan gok zahmetli ve masrafli olan kimyasal ve mekanik miicadele ¢alismalarina alternatif
olusturabilecek ve Tiirkiye’de kaliteli findik veriminin artmasim saglayacagindan iilkeye
ekonomik agidan katkilar saglayacaktir. Aym zamanda bu ¢alisma, bu findik zararlisina
kars1 ileride gergeklestirilebilecek olan herhangi bir biyolojik miicadelenin temelini
olusturma 6zelligine sahip olabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Biceklerin Toplanmasi

Bu ¢alisma i¢in gerekli olan Oberea linearis larvalari, 2003, 2004 ve 2005
yillarinda Agustos aylarmin 1. ve 2. haftalarinda, Giresun ili Batlama deresi civari,
Giilburnu ve Degirmenagz1 ilgelerinden ve Trabzon ilinin bazi sahil kesimlerinden
toplanmustir. Zararl iki yillik hayat dongiistiniin sadece 2 giliniinii ergin olarak gegirir ve bu
iki giin igerisinde yumurta birakir. Bu nedenle yapilan caligmalar bocegin larvalan
lizerinde gergeklestirilmigtir. Toplanan larvalar, toplandiklar1 yer ve tarih not edildikten
sonra, igerisinde bulunduklart ucu kuru olan fidelerden ¢ikarilmadan laboratuara
getirildiler. Larva bulundugu tahmin edilen taze siirgiinler yaklasik 40-45cm boyunda,
boyu 40cm’ye ulagmayan siirgiinler ise dip kisimlarindan kesilerek toplandi. Fideler
toplanirken olasi larvalara zarar vermemek i¢in miimkiin oldugunca uzun olarak kesildiler.
Larvalanin makroskobik incelemeleri laboratuarda yapilarak o6lii, hastalikhh ve yavas
hareket edenler ayrildi.

Toplanan Oberea linearis (Findik ugkurutan bdcegi) larvalarinin bakteriyal floras
belirlenmeye galisildi. Calismalar sonucunda 13 bakteri izole edildi. Elde edilen izolatlarin
bu zararl tizerindeki insekdisidal etkisi aragtirildi.

Elde edilen izolatlarin tiir tayinlerinin tespiti i¢in morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler testler yapildi.

2.2. Oberea linearis Larvalan icin Laboratuarda Uygun Ortam Olusturulmasi

Laboratuara getirilen larvalar ilk olarak petri kaplarina yerlestirilerek gozlendi.
Larvalar i¢in ideal ortamin yine fidelere benzeyen ortamlar olabilecegi diislintildii ve
bununla ilgili asagidaki ¢aligmalar gerceklestirildi.

Larvalar igin siirgiine benzeyen bir ortam geligtirmek amaciyla saghikli taze findik
stirgiinleri uglarmdan 20-30cm boylarinda kesilerek toplandi. Bekletilmeden fidelerin dis
kabuklarn soyuldu. Kabuklart soyulmus fideler yaklagtk 3cm biiyiikliiglinde yonga
pargalarina ayrildi. Daha sonra bu yongalar 55°C’de 24 saat kurutuldu. Kuruyan yongalar
yonga Ogitme makinesinde ogiitildii ve 1 mm gbzeneklere sahip elekten gegirildi.
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Nemlenmemesi i¢in  30°C’nin i{izerindeki sicakliklarda saklandi. Taze findik
slirgiinlerinden elde edilen ve larvalarin igerisinde hareket edebilecekleri miisait bir ortam
olusturan bu fide tozu, hafifce sikigtirilarak plastik tiiplerin (uzunluk: 6cm, c¢ap:lcm)
igerisine yerlestirildi. Tiiplere bu fide tozu doldurulmadan dnce, larvalarin digkilarim digar
atmalan ve hazirlanan bu toz ortamin havalandirilmasim saglamas igin delikler agildi. Her
tiipe ¢apt 1mm olan birbirinden yaklasik 1cm uzaklikta toplam 20 civarinda delik agildi.
Daha sonra hazirlanan fide tozu tiiplere dolduruldu. Uygun ortam sartlari olusturmak igin
nem ihtiyacim kargilamak amaciyla her tiip igin gereken su miktarimin 600pl oldugu tespit
edildi. Bu noktada fide tozu pargaciklarmin boyutlarinin degismesi ile ortamin nem
ihtiyacimn kargilanmasi i¢in gereken su miktarinin degisecegi tespit edildi ve daha sonra
gerceklestirilecek olan biyoassay ¢alismalarinda nemlendirici olarak izolatlarimizi ihtiva
eden siv1 karigimlar verilecegi igin tiim tiipler igin kullamlacak olan fide tozunun homojen
olarak karigtirilmas1 gerektigi sonucuna varildi.

Hazirlanan bu ortamin larva igin ideal bir ortam olup olmadigim tespit etmek
amaciyla, dogal ortamlarindan toplanan larvalar fidelerden ¢ok dikkatli bir sekilde larvay:
ezmeden cikarilarak bu suni ortama aktarildi. Larvalar hazirlanan bu ortama alinmadan
once bir kristal mikropipet ucu yardimi ile hamurun ortasina tiipiin geperlerine paralel
gelecek sekilde 3mm gapinda ve yaklagik 1,5cm uzunlugunda kanallar agildi. Daha sonra
larvalar baglar1 asag yonde olacak sekilde bu kanallara yerlestirildiler.

Hazirlanan bu ortamin larvalar igin yaganabilecek bir ortam olup olmadiginin
denenmesi i¢in Kontrol grubu olarak 15 adet larva denendi. Hazirlanan bu suni ortamin
sahip oldugu nemi kaybetmesi nedeni ile her bir tiipe giinde 150l steril saf su eklendi.

Larvalardan bazilar1 gbzlem amaci ile petri kaplarinin igerisinde besinsiz olarak dis

ortama maruz birakildilar,

2.3. Oberea linearis’in Bakteriyal Florasmin Belirlenmesi

2.3.1. Bakteri izolasyonu

Laboratuara getirilen saglikli Oberea linearis larvalarindan 10 adet, steril petri
kaplar igerisine konularak %70’lik etil alkol ile 5 dakika yiizey sterilizasyonuna maruz
birakildilar. Sonra igersinde steril saf su bulunan petrilere alinarak 2-3 kez yikanip

alkolden arindirildi. Daha sonra tiipiin {izerine 1 ml niitrient broth besiyeri ilave edildi.
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Steril bir homojenizatér ile larvalarin iyice ezilmesi saglandi. Elde edilen bu karigim bir
tiilbent vasitastyla siiziilerek sitiziintii bagka bir mikrosantrifiij tiipiine alindi. Bu siiziintiiden
10pl, 50pul ve 100pl alinarak ii¢ ayr niitrient agar besiyerine ekim yapildi. Bu ekimler
30°C’lik etiivde 2-3 giin siire ile inkiibasyona tabi tutuldular. Kalan siiziintii atilmayip
30°C’de 5-6 saat inkiibe edildi. Bu inkubasyonun amaci ¢ok diigiik miktarlarda olabilecek
olan mikroorganizmalarin sayisin1 artirarak sonraki ekimde ortaya ¢ikabilmelerini
kolaylagtirmaktir. Bu inkiibe edilen siiziintiiden 10 ve 50ul alinarak tekrar niitrient agar
besiyerlerine ekim yapildi.

2.3.2. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyonun ardindan nutrient agar besiyeri iizerinde iireyen bakteriyal koloniler
binokiiler mikroskop altinda incelendi ve farkli koloni renk ve morfolojilerine sahip olanlar
steril edilmig platin 6zeyle dikkatlice segilerek ¢izgi ekimleri yapild: ve saf kiiltiirler elde
edildi. Elde edilen saf koloniler, numaralandirilarak, sonraki calismalarda kullanilmak
tizere %20°1ik steril gliserol i¢ersinde — 80 °C’de stoklandi.

2.3.3. Bakteriyal izolatlarin Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi
2.3.3.1. Basit Boyama

Elde edilen izolatlarin hiicre sekillerinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak basit
boyamalar yapildi. Bu amagla herbir izolat nutrient broth besiyerine ekildi ve 30°C’ye
ayarlt su banyosunda inkiibasyona birakildi. 24 saatlik kiiltiirlerden bakteriyal smear
hazirlandi. Hazirlanan smearlar alevden gegirilmek suretiyle tespit edildi. Daha sonra
kristal viole boya soliisyonu ilave edildi, 1-2 dakika beklendikten sonra, dH,O ile yikand1
ve kuruduktan sonra mikroskop altinda incelendi (Benson, 1985).

2.3.3.2. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarinin igerigi hakkinda bilgi veren bir boyama

tiirtidlir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabaka,
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gram pozitif olarak boyanan bakterilere gore ¢ok daha incedir. Gram boyama i¢in herbir
izolat nutrient broth besiyerine ekildi ve 30°C’ye ayarli su banyosunda 16-24 saat
inkiibasyona birakildi. Bakteriyal smear hazirlandi ve alevden gegirilerek tespit edildi.
Hazirlanan smear, 1 dakika kristal viole ile muamele edilerek dH,O ile yikandi. Kurumas:
beklenmeden 1 dakika lugolle muamele edildi. Aseton-alkolle renk giderilinceye kadar
yikandiktan sonra, renk kaybini durudurmak i¢in hemen dH,O ile yikandi. 30-60 saniye
safraninle muamele edildi ve tekrar dH,O ile yikandi. A¢ik havada kurutulduktan sonra
mikroskop altinda incelemeye alindi. Mor renkle boyanan bakterilerin gram pozitif, pembe
renk ile boyanan bakterilerin ise gram negatif olduguna karar verildi (Cappuccino ve
Sherman, 1992).

2.3.3.3. Endospor Boyama

Izolatlarin endospor olusturup olusturmadigim ve varsa endosporun hiicre
icersindeki pozisyonunu belirlemek amaciyla, herbir izolat nutrient broth besiyerine ekildi
ve 48-72 saat 30°C’ye ayarli su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
bakteriyal smear hazirlandi ve alevden gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan smearlar kiiglik
bir filtre kagidiyla kapatilarak, malasit yesili ile 5 dakika boyunca su buhar: {izerinde
boyandi. dH,0 ile yikandi ve 30-60 saniye boyunca safraninle muamele edildi. Tekrar
dH,0 ile yikanarak ag¢ik havada kurutuldu. Mikroskop altinda incelenerek kirmizi renkli
hiicreler igersinde yesile boyanmig sporlarin varligi arastirildi (Cappuccino ve Sherman,
1992).

2.3.3.4. Kapsiil Boyama

Izolatlarin kapsiil yapisina sahip olup olmadiklarimin belirlenmesi igin herbir izolat
nutrient broth besiyerine ekilerek, 30°C’ye ayarl1 su banyosunda 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Bakteriyal smear hazirlandi ve agik havada kurutuldu. Kristal viole boyas: ile 5-7
dakika boyandi. %20’lik CuSOy ile yikandi ve agik havada kurutularak mikroskop altinda
incelendi. Kapsiil boyama negatif bir boyama y6ntemidir. Buna gére, mavi renkli bir
sahada, mor-eflatun renkli boyanmus hiicrelerin etrafinda boyanmamis seffaf bir bolgenin

olmasi, kapsiiliin varligin1 gosterir (Cappuccino ve Sherman, 1992).
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2.3.3.5. Hareket Testleri

izolatlarn hareketli olup olmadifinin arastimlmasi igin “lam-lamel arasi
preparasyon” teknigi kullamildi (Cappuccino ve Sherman, 1992). Bu teknikle izolatlarin
hareketli olup olmadiginin ortaya ¢ikarilmas: i¢in hazirlanan 24 saatlik kiiltiirlerden bir 6ze
dolusu alind1 ve temiz bir lam tizerine konulup lamelle kapatildi. Hazirlanan bu preparat

mikroskopta incelendi ve izolatlarin hareketli olup olmadigina karar verildi.

2.3.4. Bakteriyal izolatlarm Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.3.4.1. Optimum Biiyiime Sicakliklariin Belirlenmesi

Izolatlarin maksimum ve minimum biiylime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla
bakteriler nutrient agar besiyeri slantlar {izerine ekildiler. 30-50°C arasindaki sicakliklar
i¢in 5 giin, 20-30°C arasindaki sicakliklar i¢in 14 giin ve 20°C’nin altindaki sicakliklar i¢in
21 giin etiivde inkiibe edilerek maksimum ve minimum biiylime sicakliklar1 ortaya
cikarildi (Sneath, 1986).

Izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla nutrient broth
besiyeri i¢inde yapilan 16-24 saatlik kiiltiirlerden, ODggp = 0,1 olacak sekilde yeniden
nutrient broth besiyerine ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 25, 28, 30, 32, 35, 37 ve
40°C’de 18 saat sallayicida bilyiitiildiiler. Yapilan bu kiiltiirlerden saat bas1 Ornekler
alinarak spektrofotometrede ODggo’de absorbans degerleri 6lglilerek bakterilerin optimum

olarak biiyiidiigii sicakhklar orataya ¢ikarild (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.3.4.2. Biiyiiyebildikleri pH Araliklarinmn Belirlenmesi

Izolatlarin biiyiiyebildigi pH arahgmin belirlenmesi igin izolatlar degisik pH
degerlerine (5, 5.5, 6, 7, 8, 9, 9.5 ve 10) sahip nutrient broth besiyerlerine inokiile edildiler
ve 30°C’ye ayarh etiivde @i¢ giin inkiibe edildiler. Inkiibasyon neticesinde {ireme olup
olmadigina spektrofotometrede (ODggo’de) Glgiimler yapilarak karar verildi. (40)
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2.3.4.3. NaCl Toleranslarimin Belirlenmesi

izolatlarin NaCl ihtiyaglarinin belirlenmesi amactyla %1, 2, 5, 7 ve 12, 20 oraninda
NaCl eklenmis nutrient broth besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney
tiiplerine alinarak herbir izolattan ekim yapildi. 14 giin boyunca 30°C’ye ayarl1 etiivde
inkiibe edildiler. Ureme olan ve olmayan tiipler belirlenerek, izolatlarin hangi oranlarda
tuzu tolere edebildiklerine karar verildi (Sneath, 1986)

2.3.5. Bakteriyal izolatlarm Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi
2.3.5.1. Nisasta Hidroliz Testleri

Izolatlarin nisastayr hidroliz edip etmediklerinin belirlenmesi i¢in “nigasta agar
besiyerleri” hazirlandi. Bu besiyerini igeren petrilere herbir izolattan ¢izgi ekim yapildi. 3
ve 7 giin boyunca 30°C’ye ayarli etiivde inkiibe edildiler. Inkiibasyondan sonra petrilerin
tizerine lugol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin olugumu nisastanin hidroliz oldugunu,
mavi rengin olusumu ise nigastanin hidroliz olmadigim gosterdi (Benson, 1985).

2.3.5.2. Jelatin Hidroliz Testleri

Jelatinin besleyici etkisinin olup olmadigi, zorunlu bir amino asit olan ftriptofam
icermedigi icin hala tartigilan bir konudur. Ancak, bakteri sistematigi agisindan biiyik
onem tagimaktadir. Jelatin, insan ve hayvanlardaki bag dokusunun ana maddelerinden biri
olan kollojenin hidrolizi sayesinde elde edilen bir proteindir. Jelatin, 25°C’nin altindaki
sicakliklarda jel ozelligini koruyarak kati kalirken, 25°C’nin {izerindeki sicakliklarda sivi
hale doniigiir.

Jelatinin izolatlar tarafindan hidroliz edilip edilmediginin ortaya ¢ikarilmas:
amaciyla hazirlanan nutrient jelatin besiyeri, steril deney tiiplerine dokiildii. izolatlarin
herbiri, bu deney tiiplerine ekildikten sonra 30°C’de, 72-96 saat inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda inkiibe edilen tiipler etiivden alinarak, 20°C’ye ayarli yeni bir etiive aktarildilar.
Burada 4 saat inkiibe edildikten sonra besiyerinin sivi oluguna gore testin pozitif, kati

oluguna gore negatif olduguna karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).
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2.3.5.3. indol Olusumu Testi

Triptofan aminoasidi bazi bakteriler tarafindan karbon, azot ve enerji kaynagi
olarak kullanilirken, bazi bakteriler tarafindan da maddelerin enzimatik yollarla
oksidasyonlarim arttirmak amaciyla kullamlir. Bakteriler triptofan aminoasidi igeren
besiyerlerinde biiyiidiiklerinde, triptofanaz enzimi iiretip, triptofam1 pargalayarak indol,
pirlivik asit ve amonyum olusumunu saglarlar. Bakterilerin triptofan1 kullanip
kullanmadiklari, ortamda indoliin varlig: veya yoklugu ile anlagilir.

Bu test i¢in “triptofan broth besiyeri” hazirlandi. Steril tiiplere 4’er ml dokiildi ve
herbir izolattan tiiplere ekim yapildi. 30°C’de, 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra tiiplere
ayrrag olarak 1 ml kovack kimyasali ilave edildi. Tiipiin iist kisminda kirmiz1 bir halkanin

olusup olusmamasina gore testin sonucunun pozitif veya negatif olduguna karar verildi.

2.3.5.4. Metil Kirmuzisi ve Voges-Proskauer Testleri (MRVP)

Bu test fermentasyon esnasinda glukozdan yiiksek miktarda asit tireten bakterileri,
nétral aseton iiretenlerden ayirmak igin yapilir. MRVP besiyeri, glukoz katkili nutrient
broth olup, Metil Kirmizis1 (MR) ve Voges-Proskauer (VP) testleri i¢in kullamilir. Eger bir
bakteri glukozdan yiiksek miktarda organik asit iiretirse, metil kirmizisi ortama ilave
edildiginde kirmizi olarak kalir. Bu pH’nin 4,4’iin altinda oldugunu gosterir. Fermentasyon
sonucunda notral maddeler iretilirse, metil kirmizisi sariya donisiir. Bu pH’nin 6.0’nin
iizerinde oldugunu gosterir. Aseton iiretimi ise a-naftol (VP-I kimyasal) ve potasyum
hidroksit (VP-II kimyasali) ilavesi ile tespit edilir. Eger ortamda aseton mevcut ise ortama
kimyasallar ilave edildiginde tiipiin {ist kism1 kirmiziya doniigiir. Aseton iiretilmemisse
besyerinin rengi agik kahverengine doniisiir.

Bu test i¢in “MRVP broth besiyeri” hazirlandi ve steril edilmis, kapakli deney
tiiplerine 4’er ml dokiildii. Herbir izolattan iki ayn tiip olacak sekilde, besiyeri i¢eren
tiiplere ekim yapildi. 30°C°de, 48 saat inkilbasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
herbir izolatin bir tiipiine, 250 pl metil kirmizisi ilave edildi. Kirmizi renk olusmunun MR
testi igin pozitif, sar1 renk olugumunun negatif sonug olduguna karar verildi.

Her bir izolatin diger tiirlerine ise, 600 ul VP-I kimyasalindan ve 200 pl VP-II
kimyasalindan ilave edildi. Tiiplerin kapaklar agik birakilarak 15-20 dakika bekletildi.
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Pembe-kirmizi arasi renk olusumunun VP testi i¢in pozitif, agtk kahverengi renk

olusmunun negatif sonug olduguna karar verildi.

2.3.5.5. Sitrat Testleri

Baz1 bakteriler ortamda fermente edebilecekleri maddeler (glukoz, laktoz gibi)
bulunmadigi durumlarda sitrat1 karbon ve enerji kaynag olarak kullanabilirler. izolatlarn
sitrati fermente edip etmediklerinin belirlenmesi i¢in, “Simmon’s sitrat besiyerinden”
slantlar hazirlandi. Herbir izolattan slantlara ekim yapildi ve 30°C’de, 48-72 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerinin renginin yesilden maviye

doniisiip donlismemesine goére testin sonucuna karar verildi.

2.3.5.6. Hidrojen Siilfiir (H,S) Uretim Testleri

Izolatlarn hidrojen siilfiir (H,S) iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amactyla
Kligler Iron Agar (KIA) besiyeri kullanildi. Herbir izolat, KIA besiyerinden hazirlanan
slantlara ekildi ve 30°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Eger izolatlar siilfat kaynag1 olarak
besiyeri igersinde bulunan sodyum tiosiilfattan H,S {iretirlerse, olusan H,S, yine besiyeri
igersinde indikat6r olarak bulunan demir siilfat ile reaksiyona girerek siyah bir ¢6kelek
olusturur. Inkilbasyonun ardindan slantlarm alt kismmda siyah rengin olusup

olusmamasina gore testin sonucuna karar verildi (Benson, 1985).

2.3.5.7. Ure Hidroliz Testleri

Bazi bakteriler lireaz enzimi iireterek, Gireyi alkalik bir son {iriin olan amonyak ve
CO,’e doniistiiriirler. Izolatlarda {ireaz enziminin varligmnm belirlenmesi amaciyla “iire
hidroliz besiyerleri” hazirlandi. Herbir izolattan besiyerine ekim yapilarak, 30°C’de 48-72
saat inkiibe edildi. Eger izolatlar iireaz enzimi iiretiyorlarsa, {irenin amonyaga pargalanmasi
sonucu alkali bir ortam olusur. Bu da, besiyeri icersinde indikat6r olarak bulunan fenol
kirmuzisinin, besiyerinin rengini koyu pembeye doniistirmesine yol agar. Inkiibasyonun
sonucunda besiyerinin koyu pembeye d6niisiip doniismedigine bakilarak testin sonucuna

karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).
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2.3.5.8. Nitrat1 indirgeme Testleri

Nitratin indirgenmesi, baz1 aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakteriler tarafindan
molekiiler oksijenin yoklugunda meydana gelen anaerobik bir olaydir. Nitrat (NO3"), nitrat
rediiktaz enzimi sayesinde nitrite (NO,) indirgenir. izolatlarn nitrat1 nitrite indirgeyip
indirgemediklerinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla “nitrat broth besiyeri” hazirland: ve steril
tiiplere 4’er ml dokiildii. Herbir izolattan tiiplere ekim yapildi ve 30°C°de 48-72 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda izolatlarmn nitrat1 indirgeyip indirgemedikleri ortama
iki farkh ¢ozeltinin ilavesiyle belirlendi. Ortama Cozelti-I (sulfanilik asit) ve Cozelti-1I
(dimetil-a-naftilamin)’den 250’ser ul eklenmesi sonucu, koyu kirmizi renk olusumu
gb6zlenip gozlenilmemesine gore testin sonucuna karar verildi (Benson, 1985).

Ayrica, testin negatif sonu¢ vermesi yani herhangi bir renk degisiminin
g6zlenilmemesi durumunda iki muhtemel sonug vardir. Ya nitrat izolatlar tarafindan nitrite
indirgenememistir ya da nitritten sonra amonyum veya molekiler azota kadar
pargalanmistir. Bu durumun belirlenmesi igin ortama (¢ozelti-I ve ¢ozelti-II ilavesi sonucu
renksiz olan besiyerine), ¢inko tozu ilave edildi. Cinko tozu ilavesinden sonra pembe renk
olusumu negatif sonug olarak degerlendirildi. Ciinkii bu durum, nitratin nitrite izolatlar
tarafindan degilde, ¢inko tarafindan indirgendigini gosterir. Eger ¢inko tozu ilavesi sonucu
hala renk degisimi gdzlenmiyorsa, nitratin nitritten sonra amonyum ve azota indirgenmis
oldugu anlagilir (Benson, 1985).

2.3.5.9. Katalaz Testleri

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,O;) ve baz1 durumlarda
ise tamamen toksik olan siiperoksitler iiretmektedir. Mikroorganizmalar, olusan bu
firtinlerin olumsuz etkisinden, bu maddeleri katalaz ve peroksidaz enzimilerinin yardimyla
yikarak kurtulmaya calisirlar. Izolatlarn katalaz enzimi olusturup olusturmadiklarinin
ortaya ¢ikarilmasi amaciyla “triptik soy agar besiyeri” hazirlandi. fzolatlar bu besiyerini
iceren petrilere ekildikten sonra, 24-48 saat 30°C’de inkiibe edildiler. Inkiibasyonun
ardindan petrilere %10’ luk H,O, ¢ozeltisi ilave edildi ve olugan gaz kabarciklarma gore
testin pozitif olduguna karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).
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2.3.5.10. Oksidaz Testleri

Izolatlarin oksidaz enzimi firetip tiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla triptik soy
agar besiyerleri hazirlandi. Herbir izolattan bu besiyeriyi igeren petrilere ¢izgi ekim
yapildi. 30°C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra petrilere oksidaz testi ayiraci (oksidaz
reagent) ilave edildi. Olusan siyah renge gore testin pozitif olduguna karar verildi (Benson,
1985).

2.3.5.11. Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Bakterilerin bir ¢ogu, hayatlarim devam ettirebilmeleri igin gerekli olan enerjiyi,
¢esitli karbonhidratlar1 da igine alan subsratlarin biyooksidasyonunu meydana getiren
enzimatik reaksiyonlardan saglamaktadir. Izolatlarin baz1 karbonhidratlari fermente edip
etmediklerinin belirlenmesi amaciyla “karbonhidrat fermentasyon besiyerleri” hazirlandi.
Bu besiyerine arastirilmak istenilen karbon kaynag (glukoz ve laktoz) ve pH indikatorii
olarak “bromcresol purple” boyasi eklendi. Hazirlanan bu son besiyerine herbir izolattan
ekim yapildi ve 30°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerinde
meydana gelen koyu pembeden sariya renk degisimi izolatlarin eklenilen karbonhidrati
fermente ettigi, herhangi bir renk degisimi olmamas: izolatlarin eklenilen karbonhidrat:
fermente etmedigini gosterdi (Sneath, 1986).

2.3.6. API 20E Panel Test Sistemi

Bu test uygulanirken niitrient agar tizerinde biiyiitiilmiis gece kiiltiirleri bir 6ze ile
alinarak %0.85 NaCl igerisinde iyice karismas: saglamir. Burada aktarilacak olan kiiltiir
miktart McFarland standardi kullanilarak belirlenir (Bak Ek 1.). Hazirlanan bu kiiltiir daha
sonra tiim kuyucuklara doldurulur, bu asamada bazi kuyucuklar tam doldurulurken bazi
kuyucuklarin ise mineral yag ile iizeri kapatilir. Bu agsamada kuyucuk icerisinde hava
kabarcigi kalmamasina dikkat edilmelidir. Daha sonra bu API panelleri 18-24 saat
inkiibasyona tabii tutulurlar. Elde edilen sonuglar Tablo 2’de tanimlandig1 gibi renklerine

bakarak sonucun pozitif mi yoksa negatif mi olduguna karar verildi.
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2.3.7. Phoenix 1000A Panel Test Sistemi

Izolatlarm bu test sisteminde degerlendirilmelerinin yapilabilmesi bir gece dnceden
bakterilerin genel bir besiyeri olan Kan agar besiyeri lizerine ¢izgi ekimleri yapilip elde
edilen tek koloniler 3ml besiyeri igerisinde 3 ml sivi besiyeri igerisinde Mc Farland
standard1 0,5 olacak sekilde hazirlanir, Hazirlanan bu bakteri karigimi test panelinin sahip
oldugu baslangi¢ gozenegine ilave edilip panel dik tutularak bakteri karigtmunin tiim test
kuyucuklarina aym anda ulagsmasi saglandi. Ekimi yapilmig test panelleri cihaza
yerlestirildikten sonra 2,5 saat ila 18 saat arasinda inkiibasyona tabi tutulduktan sonra
sonuglar cihaz tarafindan otomatik olarak kaydedilir. Bu panel sisteminin API20E’den
farki panele sonradan ayira¢ damlatilmamast ve degerlendirmenin goz ile

degerlendirilmeyip cihazin kendisi tarafindan yapilmasidir.

2.3.8. izolatlarm Baz1 Genetiksel Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.3.8.1. izolatlarm Genomik DNA'larmin izolasyonu

Genomik DNA'min izolasyonu, Sambrook (1989) ve arkadaslarina gore
gerceklestirildi. Elde edilen DNA pelleti, 50-100ul steril TE tamponunda g¢oziilerek
+4°C'de kullamilmak iizere sakland.

2.3.8.2. 16S rRNA Geninin PCR Yardim ile Artirilmasi

16S rRNA genleri, herbir izolattan saflagtirilan genomik DNA'dan UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3') ileri ve UNI16S-R (5-ATGGTACCGTGTGA
CGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardim ile gogaltildi. PCR
reaksiyonlarimn sartlar1 Beffa (1996)’ya gore olusturuldu. 12 ng kalip DNA, 5 ul 10 x PCR
tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril KC1), 1,5 mM MgCl,, IU Taq DNA
Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM d ATP, 170 mM dCTP,
170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karigimu steril saf su ile 50ul'ye tamamlandi. Cogaltma
iglemi 200ul'lik tiplerde, "Biometra Personal Cycler"da gerceklestirildi. Reaksiyon
sicakliklar1 ve siireleri ise: Ik denatiirasyon basamag 95°C'de 2 dakika olarak
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gerceklestirildikten sonra, 36 dongii 94°C'de 1 dakika (denatiirasyon i¢in), 56°C'de 1 dakika
(hibridizasyon igin) ve 72°C'de 2 dakika (polimerizasyon igin) seklinde gerceklestirildi.
Elde edilen PCR iiriinlerinin 5pl’si % 1,1'lik agaroz jelde yiriitiildi ve etidyum bromiir
boyasi (0,5pg/ml) ile boyandiktan sonra "BioDocAnalyze" sistemiyle goriintiilendi.

2.3.8.3.16S rRNA Geninin Baz Dizisinin Belirlenmesi ve Gen
Bankasindaki Siralarla Karsilastirilmas:

Yukarida agiklanan primerler kullamlarak genomik DNA'dan gogaltilan 16S rRNA
genleri klonlama vektdrii olan pGEM-T vektoriine klondandi ve dogrulugu teyit edilen
klonlarin baz dizin analizi Macrogen firmas1 (Korea) tarafindan gergeklestirildi. Elde
edilen yaklagik 1400 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizileri Gen Bankasinda var olan
dizilerle karsilastirilarak aralarindaki benzerlik oranlar ortaya ¢ikarildi.

2.4. izolatlarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi
2.4.1. izolatlarm Biyoassay i¢cin Hazirlanmas

Elde edilen izolatlardan 24 saatlik gece kiiltiirleri hazirlandi. Bu gece kiiltiirlerinin
yogunluklar1 ODggo’de 6Slgiilerek kaydedildi. 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra izolatlarin pelletleri alindi. Her bir ¢okelti ml’sinde 1,8 x 10° bakteri olacak sekilde
PBS (Phosphate Buffered Saline) ile sulandirildi. PBS ¢6zeltisi 100 ml saf suya bir tablet
PBS konularak hazirlandi (Ben-Dov vd., 1995).

2.4.2. izolatlardan Hazirlanan Numunelerin Oberea linearis Larvalarma
Uygulanmasi

Oberea linearis’ten izole edilen izolatlarin uygulanmasi, daha dnce anlatilan 6zel
tiipler kullanilarak gergeklestirildi. PBS ile uygulama amaciyla hazir hale getirilen
solusyonlar fide tozlarina nem saglamak i¢in kullanildi. Uygulama yapilirken 10’ar adet
larva kullamlarak iki tekrar gergeklestirildi. Normal saglikli bireylerden elde edilen

izolatlar i¢inse sadece 3’er larva ile uygulama yapildi.



Oberea linearis larvalarindan elde edilen izolatlarin yamsira laboratuarimzda
bulunan yiiksek Oldiiriicli etkiye sahip olan bazi bakteriyal izolatlarinda bu zararlinin
larvalan tiizerinde insektisidal aktivitesinin olup olmadig arastirildi. Kullamlan bu
izolatlarda yine ¢esitli findik zararlilarindan izole edilen Serretia ve Bacillus cinslerine ait

olduklar tespit edilen bakterilerdir (Sezen vd., 2001b; Sezen ve Demirbag, 1999).



3. BULGULAR

3.1. Oberea linearis’in Dogada Yayihsi ve Zarar Sekli

Bu calismada gergeklestirilen arazi calismasi esnasinda larvalarin bulundugu
fidelerle ilgili baz1 belirtiler gozlenmistir.

Larvalarin bazen daha iist ve daha alt dallarda da rastlanilmasma ragmen findik
ocaklarinin 1-2 m boyundaki siirgiinlerde yogunlastiklar1 tespit edildi. Larvalarin yumurta
birakmak segtigi dallarin 1 yillik taze siirgiinler oldugu gozlendi. Erginlerin yumurtalarini
taze siirgiin uglarina birakmasindan dolay: larvalarin bu taze siirgiinlerin u¢ kisimlarinda
yogunlastiklari gozlendi.

Oberea linearis larvas: igeren fidelerin ug kisimlari yaklasik 30-45 cm’ye kadar
degisen uzunluklarda kurumus olduklari gozlendi (Sekil 5, 6). Cogunlukla fidelerin ug
kisminin yarim ay seklinde kivrildigi, yumurtadan ¢ikan larvanin fidenin 6ziine girdigi
bolgede kurumus olan fidenin rengine oranla daha koyu olan yaklagik 8 mm x 3-4 mm
boyutlarinda bir bdlge oldugu belirlendi. Ug kismi1 Oberea linearis tarafindan kurutulmug
fidenin belirli bir noktasindan sonra sahip oldugu yapraklarin yesil ve canli olduklar: tespit

edildi. Alt kisimdaki yapraklar lizerinde birikmis larva diskilarinin oldugu gozlendi.

o Fidelerin ug¢ kisimlarimin (yaklagik 30-
45cm’e kadar) kurumus olmast.

o Dalin u¢ kismmin yarim ay seklinde
kivrilmasi (genellikle)

o Larvamin yumurtadan ¢ikip fidenin
oziine girdigi bolgede, rengi solan dala
gore daha koyu siyah bir bolgenin
olmasi.

o Larvanm ilerleyebildigi yerden sonraki

yapraklarin yesil renkli olmasi

o Alt kisimdaki yapraklar iizerinde larva
digkilarinin birikmesi

Sekil 5. igerisinde larva oldugu tahmin edilen findik fidelerinin karakteristik 6zelliklerinin
sematik gosterimi
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Sekil 6. Igerisinde Oberea linearis bulunduran findik fidelerinden bir 6rnek

iki sene boyunca incelenen larvalarin larva agamalari arasinda herhangi bir renk
depisikligi gozlenmedi. Incelenen larvalar arasindaki renk farkliligmin ise beslenmeden
kaynaklandig1, laboratuar sartlarinda taze ve kurutulmus findik fidelerinden ogiitiilerek
elde edilen tozla beslenen larvalarin renklerinin farkli olmasindan kaynaklandig: belirlendi.

Kis donemini findik fidelerinin igerisinde agtig1 galerilerde gegiren larvalarin
sayisinin  bahar donemine girerken gergeklesen don olaylarindan  etkilendigi
diigtiniilmektedir.

Fidelerden gikan erginlerin tekrar yumurta koymak icin sectikleri fidelerin oldukca
verimli olabilecek kaliteli dallar oldugu gozlendi. Segilen findik fidelerinin oldukga genis
yaprakli ve boylarinin digerlerine oranla daha uzun olduklari, findik ocaklarinin en iist
dallarindan en alt dallarma kadar biitiin geng dallar1 ve fideleri enfekte edebildigi ancak, en
fazla tercih ettigi dallarin ocaklarin dogusunda kalan kaliteli tek yillik findik fideleri
oldugu gozlenmistir. Erginlerin yumurta birakirken daha ¢ok yaprak sapinin hemen altini

tercih ettikleri belirlenmistir.

3.2. Bocek Larvalarimin Toplanmasi ve Laboratuar Ortamina Adaptasyonu

Siirgiin iglerinde yukari veya asag1 yonde olduk¢a hizh bir sekilde hareket edebilen
Oberea linearis larvalarimin dis ortama alindiginda hareket edemedikleri ve verilen gesitli

besinleri kullanmadiklar1 gozlendi.
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Larvalarin en kiigiik bir darbede dahi viicutlarini saran ince dokunun zedelenmesi
sonucunda viicut sivilarnin Snemli bir kismini kaybedip oldiikleri tespit edildi. Larvalarin
hareket etmek igin &zellesmis organlari bulunmadigi ve yilana benzer sekilde hareket
ettikleri igin, kendi baslarina, gergeklestirilen bioassay ¢ahismalarinda kullanilan fide tozu
ve sudan olugan hamur karisimina giremeyecegi diisiiniildi.

Fide tozundan hazirlanmis hamurun igerisine agilan kanallara giren larvalarin
hamurun iginde yilana benzer sekilde hareket etmeye basladiklari ve yarim saat iginde de
1,5cm uzunlugundaki bu kanali tamamen gegtikleri gdzlendi. Hazirlanan bu ortamlarla
yapilan gozlemde ise larvalarin digkilarini plastik tiiplerde agilan deliklerden disari attiklari
gozlendi.

inceleme sonucunda 20 giinliik bir siire igerisinde tiim larvalarin oldukga saghkh
goriindiikleri ve hepsinin yasadiklar: tespit edildi. Bu galisma esnasinda ilk giinlerde dis
ortama verilen disk1 miktarinin daha sonradan azaldig1 gozlendi. Bu larvalardan bir kismi
hazirlanan bu ortamda birakilarak 1 seneden daha uzun siire bu ortamda yasayabildikleri
gozlendi. Hazirlanan bu hamur ortamin denenmesi i¢in kullanilan larvalar erken larval
asamadaki bireylerden segildi.

Larvalarin bu kontrol grubu ¢alismasi esnasinda oldukga hizli bir gelisim evresine
sahip olduklari ve fidelerden ¢ikarilan larvalarin yaklasik 15 giin iginde en biiyiik larvalarin
sahip oldugu boy uzunluBuna ulastiklari gozlendi. Bu sonuca bagh olarak larvalarin
yumurtadan g¢iktiklari Agustos ay: igerisinde son instar agamasina yani larval olgunluk
agamasina ulastiklari tespit edildi.

Yine laboratuarda yapilan bu galigmalar esnasinda fidelerden ¢ikarilan larvalarin
bir kismimnin basimin dalin ucuna dogru digerlerinin ise ters tarafa dogru oldugu ve bu
durumun geng veya olgun larvalar arasinda fark etmedigi gozlendi. Bu dogrultuda yapilan
bir incelemede fidelerden gikarilan 22 larvadan 4 iiniin yukar1 yonelmis oldugu gézlendi ve

larvalarin dalin iginde y6n degistirebildikleri belirlendi. (Sekil 7).

Sekil 7. Oberea linearis larvasinin yerlestigi kanal igerisinde viicut yoniinii degistirmesi
(okun ucu larvanin bag kismini gosteriyor).
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Bir petri kabina birakilarak incelemeye alinan larvalarin viicut enlerinde giin
gectikge bir azalma, yani su kayb1 ile meydana gelen bir zayiflama olustugu belirlendi. Bu
zayiflayan larvalarin hemen yanina ulagabilecekleri sekilde bir damla su damlatiidiginda

bir siire sonra yine eski viicut boyutlarina ulagtiklar1 gézlendi.

3.3. Oberea linearis Larvalarmin Bakteriyal Floras1

Larvalardan elde edilen siiziintiilerden niitrient agar {izerine yapilan ekimler sonucu
petrilerde olusan kolonilerin morfolojilerine bakarak birbirinden farkli 6zelliklerde olan
kolonilerden Ornekler segilip daha sonra ¢izgi ekimle saflagtirilip 6zel stoklart yapildi.
Sonu¢ olarak saglikli larvalardan toplam 7 farkli izolat, dogadan Olii olarak toplanan
larvalardan veya stres olusturularak Slen larvalardan 6 tane olmak iizere toplam 13 izolat
tespit edilmis oldu.

3.3.1. Bakteriyal izolatlarin Sistematik Ozellikleri

3.3.1.1. izolatlarm Morfolojik Ozellikleri

Binokiiler mikroskop incelemeleri sonucunda; 1 numarali izolatin kolonilerinin iist
kisminin dalgah, krem rengi diizgiin-yuvarlak oldugu, 2 numarali izolatin beyaz renkli
diizgiin-yuvarlak, {ist kismu konkav oldugu, 3 numaral izolatin koyu krem rengi dalgal
dagmik, 4 numarali izolatin kolonilerinin koyu sar1 renkli dalgali daginik, 5 numarali
izolatin kolonilerinin agik sari renkli diizgiin yuvarlak, 6 numarali izolatin kolonilerinin
sar1 diizgiin yuvarlak, 7 numarali izolatin kolonilerinin a¢ik san1 diizgiin yuvarlak mukoid,
8 numaral1 izolatin kolonilerinin krem rengi daginik diizgiin yuvarlak, 9 numarah izolatin
kolonilerinin krem rengi diizgiin yuvarlak, 10 numaral1 izolatin kolonilerinin krem rengi
kii¢lik diizgiin yuvarlak, 11 numarali izolatin kolonilerinin krem rengi biiyiik diizgiin
yuvarlak, 12 numarah izolatin kolonilerinin agik sar1 dalgali yuvarlak ve 13 numarah
izolatin kolonilerinin kirmizi dalgali yuvarlak koloni morfolojilerine sahip oldugu
belirlendi (Tablo 5).
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Tablo 5. Izolatlarin morfolojik 6zellikleri

Morfolojik Ozellikler
Izolatlar | Koloni Koloni Gram Hareket Hiicre Kaynak NB’deki
rengi sekli boyama Sekli Goriiniim
1 Krem Diiz.-Yuv. - + Kokkobasil CL B+C
2 Beyaz Diiz.-Yuv. - + Basil CL B
3 KoyuKrem| Dal.-Dag. — + Basil CL B
4 Koyu Sar1 | Dal.- Dag.-Man. - - Basil CL B
5 Agik San Diiz.-Yuv. + + Basil CL B
6 Sar1 Diiz.-Yuv. — + Basil CL B
7 San Diiz.-Yuv.-M. - + Basil CL B
8 Krem Diiz.-Yuv.-Dag. - + Basil OL B
9 Krem Diiz.-Yuv. — + Basil oL B
10 Krem | Dal.-Yuv.-Kiig. - + Basil OL B
11 Krem | Diiz.-Yuv.-Biiy. - + Basil OL B
12 Agik sart Dal.-Yuv. - + Basil oL B
13 Kirmiz1 Dal.-Yuv. — + Basil OL B

Diiz.: Diizgiin; Yuv.: Yuvarlak; Dal.: Dalgah; Dag.: Dagmik, Man.: Mantar gibi, CL: Canli larva, OL: Ol
larva, B: Bulanik; C:Cékelme., M.: Mukoid g6riiniimlii, Bily.: Biiyiik kolonili, Kii¢.: Kiigiik kolonili

Yapilan basit boyama sonucunda 1 numarali izolatin kokkobasil diger izolatlarin
ise basil morfolojiye sahip bakteriler olduklar tespit edildi (Tablo 4). Izolatlarin gram
boyamalar1 sonucunda ise sadece 5 numarali izolatin mor renge boyandid1 i¢in gram
olumlu, diger izolatlarin pembe renge boyandiklari i¢in gram olumsuz olduklar1 belirlendi
(Tablo 4). Yapilan hareket incelemeleri sonucunda 2 ve 4 numarali izolatlar hari¢ biitiin

izolatlarin az veya ¢ok hareketli, oldugu tespit edildi (Tablo 5).

3.3.1.2. izolatlarm Fizyolojik Ozellikleri

izolatlarn fizyolojik ozellikleri Tablo 5°de verilmistir. Izolatlarin biiyiimeleri
lizerine etkili olan sicaklik, pH ve NaCl’e karg1 tolerans gibi fiziksel o6zelliklerinin
aragtirilmasi amaciyla testler yapildi.

Izolatlarin NaCl’ye olan toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler
sonucunda tiim izolatlarin %1 ve 2 oramnda NaCl iceren besiyerlerinde biiytidiikleri
goriildii. %5 NaCl igeren besiyerinde 4 numaral izolatin bilyiiyemedigi, diger izolatlarin
biiyiidiigli; % 7 NaCl igeren besiyerinde 2, 5, 6, 11 ve 13 numarali izolatlarin biiyiidiigii
digerlerinin ise biliyimedigi % 8,5’lik NaCl igeren besiyerinde ise sadece 6, 11, 13
numarall izolatlarin biiyiiyebildigi belirlendi. %12 ve % 20 NaCl igeren besiyerinde ise
higbir izolatin biiylimedigi tespit edildi (Tablo 6).
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Tablo 6. izolatlarn fizyolojik dzellikleri

fzolatlar pH Testi NaCl Testi (%) Sicaklik Testi (°C)
555|/6 | 7|8 995|101 |2| 5 |7 8512|2020 30|37 40
1 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + |-~ =-|=-|+]+]|+] +
2 + |+ [+ ]|+ |+ |+ ]+ |+ |+ {F+] + |+ | ===+ +]+] =
3 T s s O T T T O A T T O I I o o O I
4 + |+ |+ |+ |+ |+ -] =+ - -~ ==+ |+ =] -
5 + |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ + |+ + 1+ ===+ |+]|-=-1]-
6 + |+ ]+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ | -+ ==+ F]+] =
7 + |+l + [+ |+ |+ |-+ + | - ===+ ]| F+] -] -
8 +i+ |+ |+ |+ - -]+ ||+ | =] -] =-=]+ |+ -
9 +i+ [+ + |+ |+ |+ |+ |+ + - -] =~ ]+ -] =
10 + |+ |+ |+l + P+ [+ + |+ ]+ + =)= =|=1+|+]|+]|+
11 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + | +T+] ==+ +]+]|+
12 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ = - == +1+]+]+
13 + |+ I+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ||+ == F |+ ]+

3.3.1.3. Bakteriyal izolatlarm Biyokimyasal ve Metabolik Ozellikleri

Izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 7°de verilmistir. Baz1 enzimlerin varlif
veya yoklugu izolatlarin bazi organik maddeleri fermente edip edemediklerini belirledigi
i¢in bakteri sistematigi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. zolatlarin bu enzimleri {iretip
tretmediklerinin belirlenmesi amaciyla bir dizi test yapilda.

Indol olusum testi sonucu higbir izolatn indol olusturamadigr goriildi.

Katalaz testi sonucunda 3 ve 8 numarali izolatlarin katalaz enzimi iiretemezken
digrelerinin katalaz enzimini tiretebildigi tespit edildi.

Yapilan oksidaz testi sonucunda 2, 3, 4, 7, 9, 10 ve 12 numaral izolatlarin oksidaz
aktivitesine sahip olduklar1 diger izolatlarin ise oksidaz aktivitesi gosteremedikleri
belirlendi.

Nigasta hidroliz testleri sonucunda 4, 5 ve 7 numarali izolatlar nigastay: hidroliz
ederken, diger izolatlarin nigastayr hidroliz edemedikleri belirlendi. Jelatin hidroliz testi
sonucunda 3, 4, 7, 8, 11, 12 ve 13 numarali izolatlarin jelatini hidroliz ettigi, diger
izolatlarin ise jelatini hidroliz etmedigi goriildii. Ure hidroliz testleri sonucunda

izolatlardan higbirinin tireyi hidroliz edemedigi belirlendi.
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Tablo 7. Izolatlarin klasik yontemlerle belirlenen biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimayasal Ozellikler
Izolatlar | Katalaz | Oksidaz | indol Mlgﬁ’ VP | Sitrat | Jelatin | Amilaz | Ure | Nitrat | H,S
Testi Testi Testi Tes.ti Testi | Testi | Testi Testi | Testi | Testi | Uretimi
1 + — - + —- — — _ —_ — _
2 + + _ - + + - - —/+ |+ -
3 - + _ +z — + + - - - -
4 + + — - - +z + +z - + —
5 + - - + - +z — + — - —
6 + - - - + - - - - + -
7 + + - - — + + + — ++ —
8 — - - - - + + - - — -
9 + + - +z - + - - - - -
10 + + - - - + + - - - —
11 + - - | —/+ | + + _ _ _ + _
12 + - - - + + — - - -
13 + - - - + + + - - + -

Z:+: Zayf pozitif, ++: Nitrattan amonyum ve molekiiler azota indirgeme

Izolatlann glukoz metabolizmas: sonucu firettikleri son {iriinlerin niteliginin
belirlenmesi amaciyla Metil Kirmizis1i ve Voges-Proskauer testleri yapildi. Bu testler
sonucunda 1, 3, 7 ve 11 numarah izolatlarin glukoz metabolizmas1 sonucu yiiksek miktarda
organik asit olusturabildigi (MR +) belirlendi. Ayn1 zamanda 2, 6, ve 13 numaral
izolatlarin glukoz metabolizmas1 sonucu nétral son iriinler de olusturabildigi (VP +)
gozlendi.

Izolatlarin sitrati kullamim ve nitrat1 indirgeme kabiliyetleri bakteri sistematigi
agisindan Onemlidir. Bu amagla yapilan testlerde 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, ve 13
numarali izolatlarin sitrat1 kullanabildikleri, 1 ve 8, numarali izolatlarin sitrati
kullanamadig belirlendi. Nitrat indirgeme testleri sonucunda 2, 4, 6, 11 ve 13 numarah
izolatlarin nitrat1 indirgedigi, 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, ve 12 numarali izolatlarin ise
indirgeyemedigi gorildii. Ayrica 9 numarali izolatin nitrati nitritten sonra amonyum ve
molekiiler azota kadar indirgeyebildigi tespit edildi.

Tzolatlarin siilfiir metabolizmasi sonucu H,S gazi {iretip iiretmediklerinin belirlenmesi
amactyla yapilan testler sonucunda higbir izolatin H,S gaz1 tiretmedigi belirlendi.

13 numaral1 izolatin Metil red VP ve Nitrat besiyerilerinden sadece nitrat besiyerinde
kendi 6zel rengini gosterebildi. %5 ve %7 lik NaCl soliisyonlarinda renk vermedigi tespit
edildi.
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3.3.1.3.1. API20E Panel Test Sistemi ile Tespit Edilen Ozellikler

API20E test panellerine yapilan ekimler 1 gece 30°C’de inkiibe edildikten sonra bazi
test kuyucuklar1 direk incelenerek bazilar1 ise aywra¢ ilave edilerek izolatlarin baz
metabolik ve biyokimyasal Ozellikleri belirlendi. Biiylimesi yavas olan izolatlar Mc
Farland standardina gore yogunlugu 2 olacak sekilde 2 gece inkiibe edilerek sonuglar
kaydedildi (Tablo 8).

Tablo 8. izolatlarin API20E Panel Test Sistemi ile belirlenen 6zellikleri

Testler | Substrat Aktivite 3 101111213
ONPG | ONPG | _ e . I I R
ADH | Arginin | ASPEOR + el o]
oDC O dek?rrl?:)ltlsnilaz ) B
CIT Sitrat  |Sitrat kullanim + + |+ + |+
HS | oo | HS dretimi ; N
URE Ure Ure hidrolizi - -l -1 -1-
TDA Triptoofan | Deaminaz - - -] - -
IND Triptofan | Indol iiretimi - S N
VP Na piruvat | Aseton iiretimi - -+ -+
GEL I;?:ltgr Jelatinaz + -+ +
GLU | Glukoz Feﬁndﬁy%‘;n/ + B R
MAN | Mamnitol Fe;ﬁ‘;ndfyyo‘;n’ ) el Ty
INO inositol Fe(l;llgzimdatiir }(')?111/ - N
SOR | Sorbitol Fmﬁ*’y’;‘;‘” - I [
RHA Ramnoz Fe?l:zndatzz ):;;l / - - -
SAC Sucrose Fe;?;?ndatzi );(:ln / + -+ -+
MEL Melibiose Fe;'l;n:;nd;a;’}:;n/ - -l - -+
AMY | Amigdalin Fe;’;ﬁnda‘as%‘;n/ + B PR [
ARA Arabinoz Fe;rl:;al,ndat:i, 3::111 / - -+t - -
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3.3.1.3.2. Phoenix 1000A Panel Test Sistemi Belirlenen Ozellikler

Bakteriyal izolatlar bir gece Kan agar {izerinde biiyiitiildiikten sonra Mc Farland
standard1 0,5 olacak sekilde test panellerine ekim yapildi. Inkiibasyon sonrasinda elde
edilen sonuglar degerlendirilmeye tabii tutuldu (Tablo 9).
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3.3.1.4. izolatlarin Bazi Genetiksel Ozellikleri

3.3.1.4.1. 16S rRNA Genlerinin Baz dizileri

Bakteri sistematigi c¢aligmalarinda 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin ortaya
¢ikarilmas: 6nemli genetiksel 6zelliklerin baginda gelir. Bu amagla ilk olarak morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda birbirleriyle aym tiir olabilecek olan izolatlar
digindaki tiim bakteri izolatlarindan elde edilen genomik DNA'dan PCR yardmm ile 168
rRNA geni (yaklagik olarak 1400 bp) c¢ogaltildi. Cogaltilan 16S rRNA genleri pGEM-T
vektoriine klonlandi ve dogru klonlarin agaroz jelde incelenerek teyit edilmesinden sonra
baz dizisini belirleyen bir sirket (Macrogen, Korea) araciligiyla baz dizileri otomatik dizi
analizorleri ile belirlendi.

Elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen dizileri, Gen Bankasinda var olan diger
bakteriyal 16S rRNA gen dizileri ile karsilagtirilarak bu gen dizilerine en fazla benzer olan
diger bakteriyal 16S rRNA genleri arasindaki benzerlik oranlari belirlendi (Tablo 10.).
Morfolojik, boyama, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda birbirlerine gok
benzeyen ama koloni biiyiiklikkleri veya bagka sebeplerden dolayr farkli bir alttiir
olabilecegi tahmin edilen izolatlardan bazilarida yine 16 S rRNA gen dizini
karsilastirmasina tabi tutuldular.

Tablo 10. Belirlenen 16S rDNA dizinlerinin gen bankasindaki genler ile kargilagtirilmalar

izolat Gen bankasmin 16 S rRNA dizin Ortiisen Baz Benzerlik Oran1
analizine gore Onerdigi tiir ve cinsler Sayilan (% olarak)
Acinetobacter calcoaceticus - 1391/1400 (99%)
Glacial ice bacterium 1368/1374 (99%)

1 Acinetobacter baumannii 1361/1367 (99%)
Acinetobacter rhizosphaerae 1386/1401 (98%)
Acinetobacter haemolyticus 1352/1388 (97%)
Klebsiella terrigena 1379/1383 (99%)
Klebsiella ornithinolytica 1375/1393 (99%)
Klebsiella trevisanii 1374/1393 (98%)

9 Gamma proteobacterium 1384/1404 (98%)
Pantoea agglomerans 1384/1405 (98%)
Citrobacter freundii 1382/1406 (98%)
Klebsiella planticola 1374/1393 (98%)
Enterobacter aerogenes 1366/1383 (98%)
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Pseudomonas sp. 1395/1400 (99%)
Pseudomonas orientalis 1385/1393 (99%)
Pseudomonas veronii 1385/1397 (99%)
Pseudomonas marginalis 1386/1400 (99%)
Pseudomonas antarctica 1377/1388 (99%)
Pseudomonas trivialis 1386/1400 (99%)
Pseudomonas fluorescens 1385/1399 (98%)
Pseudomonas meridiana 1376/1388 (99%)
Pseudomonas poae 1385/1400 (98%)
Flavobacterium sp. 1329/1371 (96%)
Flavobacterium columnare 1327/1383 (95%)
Microbacterium sp. 1375/1380 (99%)
Microbacterium foliorum 1356/1363 (99%)
Microbacterium phyllosphaerae 1354/1363 (99%)
Microbacterium paraoxydans 1365/1383 (98%)
Microbacterium oxydans 1361/1377 (98%)
A. liquefaciens 1344/1363 (98%)
Microbacterium luteolum 1332/1354 (98%)
Aureobacterium keratanolyticum 1331/1353 (98%)
Pantoea agglomerans 1372/1383 (99%)
Enterobacter agglomerans 1383/1393 (99%)
Bacterium SV72A 1385/1392 (99%)
Pantoea ananatis strain BD 442 1386/1403 (98%)
Erwinia herbicola 1351/1361 (99%)
Xanthomonas campestris 1403/1410 (99%)
Xanthomonas cynarae 1403/1410 (99%)
Xanthomonas axonopodis 1401/1410 (99%)
Xanthomonas vesicatoria 1401/1410 (99%)
Xanthomonas oryzae 1401/1410 (99%)
Xanthomonas gardneri 1402/1411 (99%)
Xanthomonas axonopodis 1399/1410 (99%)
Pseudomonas cissicola 1394/1404 (99%)
Pseudomonas syringae 1394/1401 (99%)
Pseudomonas tremae 1392/1401 (99%)
Pseudomonas congelans 1391/1401 (99%)
Pseudomonas meliae 1373/1381 (99%)
Pseudomonas cannabina 1387/1401 (99%)
Pseudomonas ficuserectae 1373/1387 (98%)
Pseudomonas borealis 1384/1401 (98%)
Pseudomonas mandelii 1378/1394 (98%)
Pseudomonas putida strain ATCC 916/921 (99%)
Pseudomonas sp. 915/921 (99%)
Pseudomonas gingeri 907/921 (98%)
Pseudomonas oryzihabitans 903/918 (98%)
Flavimonas oryzihabitans 903/919 (98%)
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Gamma proteobacterium 1394/1405 (99%)
Stenotrophomonas sp. EC-S105 1399/1411 (99%)
10 | Stenotrophomonas maltophilia 1387/1397 (99%)
Pseudomonas hibiscicola 1379/1397 (98%)
Pseudomonas geniculata 1378/1397 (98%)
Enterobacter cancerogenus 1370/1382 (99%)
Enterobacter aerogenes 1381/1394 (99%)
Enterobacter cloacae 1390/1404 (99%)
1 Klebsiella oxytoca partial 1370/1382 (99%)
Pantoea agglomerans 1384/1402 (98%)
Morganella morganii 1381/1400 (98%)
Gamma proteobacterium SSCT62 1376/1394 (98%)
Enterobacter ludwigii 1366/1382 (98%)
Stenotrophomonas sp. LQX-11 1403/1409 (99%)
Gamma proteobacterium 1397/1405 (99%)
12 | Stenotrophomonas maltophilia 1400/1408 (99%)
S. maltophilia LMG 958-T 1382/1388 (99%)
Pseudomonas hibiscicola ATCC 1382/1396 (98%)
Pantoea agglomerans BJ-Tobacco 1377/1396 (98%)
13 Pantoea ananatis LMG 20103 1384/1406 (98%)
Enterobacter agglomerans A58 1366/1386 (98%)
Erwinia herbicola 1348/1365 (98%)

3.3. izolatlarm Oberea linearis Larvalan Uzerine Olan insektisidal Etkileri

Elde edilen izolatlarin uygulanmasi amaciyla farkli cografik bolgelerden toplanan
larvalar kullamldi. Toplanan larvalar hazirlanan plastik tiiplere aktarild1 ve her bir izolatin
insektisidal etkisi 10-13 giin boyunca aragtirildi. Testin sonuglarini larvalar tiipiin
igindeyken gormek miimkiin olmadig i¢in testin hangi giiniinde 6liimlerin gergeklestigine
dikkat etmeden 12 giin sonunda sonuglar kaydedildi (Tablo 10).

3.4. Diger Findik Zararhlarmdan izole Edilen Bakterilerin Oberea linearis
Larvalan Uzerindeki Insektisidal Etkileri

Findik zararlisi olmasi nedeni ile bu zararlinin larvalarinin daha 6nce yine findik
zararhlarindan izole edilmig olan bakterilerden etkilenebilecegi diisiiniilerek bu ¢aligma
gerceklestirildi (Tablo 11). Ik olarak gerceklestirilen bioassay ¢alismalarinda kontrol

olarak Coleoptera’larda yiiksek Oldiiriicli etkiye sahip olan baz1 Serretia marcescens ve
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Bacillus thrungiensis suglar1 kullamldi. Fakat bu bakterilerin Oberea linearis lavalan

iizerinde herhangi bir insektisidal etkileri gézlenemedi.

Tablo 11. Oberea linearis larvalarindan ve farkli findik zararlilanindan izole edilmig
bakterilerin Oberea linearis larvalarina uygulanmasi

Uygulanan Baslangictaki Testin sonundaki | Gergeklesen élitm Oliim Oram
Izolat larva sayisi canh larva sayisi sayisl (patojenite)
1 6 6 0 % 0
2 6 6 0 % 0
3 6 6 0 % 0
4 6 6 0 % 0
5 6 6 0 % 0
6 6 6 0 % 0
7 6 6 0 % 0
8 20 20 0 % 0
9 20 20 0 % 0
10 20 19 1 %5
11 20 17 3 % 15
12 20 19 1 % 5
13 20 7 13 % 65
S. m. 20 12 8 % 40
Xd1 20 2 18 % 80
Mm 2 20 3 17 % 75
Br. S. K. 20 1 19 % 90
Kontrol 20 20 0 % 0

Bt. SK.: Bacillus thrungiensis spor-kristal kansmmi, S.m.: Serretia marcescens, Mm2: Melolontha
meolontha’dan elde edilen bir Serretia izolaty, Xd1: Xyleborus dispar’dan elde edilen Bacillus thrungiensis
izolat1.

Bir sonraki insektisidal aktivite deneyinde ise Oberea linearis larvalarindan geng
olanlar tercih edildi ve oldukg¢a saglikli ve tutarli sonuglar elde edildi.

Insektisidal aktivitenin arastinldig1 bu bioassay galismasinin sonucunda olii olarak
bulunmus Oberea linearis larvasindan elde edilen 13 numarali izolatin bu zararlimin

larvalan iizerinde yiiksek oldiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edildi.



4. TARTISMA

Ulkemizdeki findik ekili alanlar, gevre dengesi agisindan Snemleri, insanlarm
gecim kaynagim olugturmalan ve son yillarda findigin iilkemizin tarim alaninda en dnemli
gelir kaynag olmas: bakimindan biiyiik 6neme sahiptirler. Bu nedenle findik agaglarmin
fonksiyonlarini yerine getirebilmesi ve devam ettirebilmeleri igin korunmalan
gerekmektedir. Canli ve cansiz birgok etken findik agaglarimn varlifim tehdit etmektedir.
Hi¢ kuskusuz zararli bocekler bunlarin en 6nemlilerinden biridir (URL-4, 2005).

Findik ugkurutanin ergin erkek ve disi bireyleri morfolojik olarak viicut ve anten
uzunluklarinin farkli olmasi ile ayirt edilirler. Disiler erkeklerden daha uzun viicut boyuna
sahiptirler (URL-3, 2005).

Bu zararliya karsi bir mikrobiyal miicadele ajammmin gelistirilmesi ve Oberea
linearis’in bakteriyal florasinin belirlenmesinin amaglandign bu ¢alisma kapsaminda
bakteriyal floranin belirlenmesi igin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testler
uygulanmugtir.

Yapilan literatiir arastirmas1 sonucunda daha once Oberea linearis’in mikrobiyal
floras1 veya biyolojik kontrol ajanmin gelistirilmesi ile ilgili herhangi bir ¢aligma tespit
edilememistir. Bu ¢aliyma bugiine kadar Oberea linearis’in mikrobiyal floras: iizerine
yapilan ilk ¢aligmadir.

Tir tayinlerinde biiylime o6zellikleri ve morfolojik Ozelliklerine bakilarak elde
edilen izolat sayis1 tam olarak 13’tiir. Bu 13 izolatin 7’si tiir seviyesinde digerleri ise cins
seviyesinde belirlenmistir.

Bu tam ¢aligmalarinda bakterilerin tiir tayininde rutin olarak kullamlan morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerin disinda, son yillarda bakterilerin tiir tayinlerinin
dogru bir sekilde yapilabilmesi igin gelistirilmis {ic yeni metod olan 16S rDNA dizin
analizi, API20E ve Phoenix identifikasyon sistemleri kullamlmigtir. Bakterilerin tiir
tayinleri i¢in Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology kaynak kitabi kullanilmig ve
yapilan tanilar API20E ve Phoenix analiz sonuglariyla desteklenmigtir (Halda-Alija, 2004;
Lian, 2004).

Bu sistemlerin rutin olarak gergeklestirilen klasik' testlere kars1 bazi avantajlart

vardir. Bu avantajlardan en Onemlileri izolatlarin aym ortam sartlari altinda
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degerlendirilmeleri ve bu tiir test panellerinin igerdigi testlerin hepsinin klasik yontemlerle
yapilmasi i¢in gereken masraf ve zamamn ¢ok biiyiik 6l¢iide geri kazanilmig olmasidir.

Bu sistemler sayesinde izolatlarimizin sahip oldugu metabolik aktiviteler ve
biyokimyasal 6zellikleri hakkinda ¢ok genis miktarda bilgi edinildi. Rutin ¢aligmalarla elde
edilen veriler tiir tayini i¢in yetmedigi durumlarda bu test sistemlerinden elde edilen veriler
sayesinde tiir tayini yapilabildi.

16S rRNA genleri oldukea iyi korunmus universal siralara sahiptir (Woese 1990).
Bu genler bakteriler arasindaki akrabaliklar1 belirlemede ve bakterilerin tiir veya cins
seviyesinde identifikasyonlarinin yapilmasinda son giinlerde oldukga Onemli bir arag
haline gelmistir (Sacchi vd, 2002).

16S rRNA alt {initelerinin genlerine gore gergeklestirilen molekiiler identifikasyon
tekniklerinin geligimi ile karmagik yapiya sahip mikrobiyal komuniteleri anlamak daha da
kolay olmugtur. 168 rRNA genlerinin analizi biitin bakterileri tamimlamada
kullanilabilecek bir yontemdir. Bu ydntem klasik mikrobiyal metotlarin aksine ¢ok 6nemli
iki avantaj saglar. Bu avantajlardan ilki olduk¢a hizli bir metod olmas: ikincisi ise
identifikasyon dogrulugunun oldukga gelismis olmasidir (Springer vd., 1996).

Yapilan ¢aligmalarda 1 numarali izolatin hareketsiz, aerobik, spor olusturmayan,
gram (-), katalaz enzimi ireten, basil seklinde bakteriler oldugu i¢in Neisseriaceae
familyasina dahil edildi. Oksidaz enzimi iiretemedikleri ve anaerobik tireyemedikleri
icinde bu familya igindeki diger cinslerden ayrilarak Acinetobacter cinsine dahil
olduklarina karar verildi. Elimizdeki izolatin glukozdan asit olustumas: ile bu cinsin
liyelerinde olan Acinetobacter calcoaceticusun fenotipik gruplarndan Al’e benzedigi
diigiiniilmektedir. Yapilan rutin galigmalarin yaninda, 16S rDNA dizin analizi, API20E ve
Phoenix 1000A sistemlerinin analiz sonuglarimn da bu tamyi desteklemesi, 1 numarali
izolatin Acinetobacter calcoaceticus oldugunu gostermektedir (Tablo 12).

Yapilan literatlir ¢aligmas1 sonucunda Acinetobacter calcoaceticus’un daha dnce
yine bdceklerden izole edildigi tespit edildi. Ancak mikrobiyal miicadelede kullanim ile
ilgili herhangi bir bilgiye rastlanilmadi (Sramova vd. 1992).
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Tablo 12. 1 numarali izolatin sonuglarinin karsilagtirilmasi

165 rDNA API20E Phoenix 1000A

Acinetobacter calcoaceticus, %99  Acinetobacter spp., %100 Acinetobacter calcoaceticus, %99
Acinetobacter baumannii, %99

Glacial ice bacterium, %99

Acinetobacter rhizosphaerae, %98

Acinetobacter haemolyticus, %97

2 numarali izolatin fakiltatif anaerobik, gram (-), oksidaz iiretmeyen basil formda
bakteriler oldugu i¢in Enterobacteriaceae familyasina ait oldugu tespit edildi. Olusturdugu
kolonilerin oldukga diizgiin ve renginin beyaz olmasi, MK (+) ve VP (+) olduklan i¢in
Enterobacter cinsine dahil olduklarina karar verildi. Bu cinsin icerdigi {iyeler arasinda bir
kargilagtirma yapildiginda ise; lisin dekarboksilaz {iretebildikleri igin E. agglomerans
olmadigi, sorbitolu fermente edebildigi i¢in E. gergoviae olmadigi, iireaz liretemedigi
icinde E. aerogenes olduguna karar verildi. Klebsiella pneumonia ve Enterobacter
aerogenes birbirleriyle ¢ok sik kangtirilan iki tiirdiic (Sneath, 1986). Bu iki tiirli sahip
olduklari hareket 6zelliklerine bakarak ayirt edebilmek miimkiindiir.

Tablo 13. 2 numaral1 izolatin sonuglarinin kargilagtirilmasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Enterobacter aerogenes, %99 Enterobacter aerogenes, %718  Klebsiella oxytoca, %99
Gamma proteobacterium, %98

Pantoea agglomerans, %98

Kilebsiella pneumonia, %98

Citrobacter freundii, %98

Klebsiella trevisanii, %98

Klebsiella planticola, %98

Klebsiella oxytoca, %98

Tablo 13 deki veriler karsilastinldiginda ve hareketli olmasi g6z Oniinde
bulunduruldugunda 2 numarali izolatin Enterobacter aerogenes oldugu saptanmugtir.

Enterobacter aerogenes’in daha 6nce mikrobiyal miicadelede kullanilmastyla ilgili
bazi galismalar mevcuttur. Boceklere karsi dayamkli transgenik bitki olusturulmas: ile

ilgili yapilan bir ¢alismada Bacillus thrungiensis’ten izole edilen toksinlerle Proteus



63

vulgaris ve Enterobacter aerogenes muamele edilmis ve sonra bu bakterilere yapisan
toksinlerin halen aktif olduklar belirlenmigtir (Koskella ve Stotzky, 1997; Groot ve Dicke,
2002).

3 numarali izolatin aerobik, gram (-), spor olusturmayan bakteriler oldugu i¢in
Pseudomonaceae familyasindan oldugu belirlenmistir. Hareketli, basil formda, oksidaz ve
katalaz tiretebildigi, nitrat1 indirgeyebildigi, arginin dehidrolaz tiretebildigi, ornitin ve lisin
dekarboksilaz iiretemedigi, 40°C’de tireyemedigi i¢in P. mendocina hari¢ biitiin tiirler
degerlendirme dig1 birakildi. Ancak jelatini pargalayabildigi i¢in bu tlirde olamayacag:
kanaatine varildi.

Yapilan ¢alismalar sonucunda morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri
g6z Oniinde tutularak bu izolatin Pseudomonas cinsine dahil oldugu kanaatine varildi. 16S
rDNA dizin analizi, API20E ve Phoenix 1000A sistemlerinin analiz sonuglarina
bakildiginda API20E’nin verdigi sonucun Pseudomonas cinsine ait bir tiir olmadig
goriilmektedir. Bunun sebebi ise 3 numarali izolatin API20E ortaminda yavas biiylimesi
nedeniyle metabolizmasini tam yansitamamasimn bir sonucu olarak yorumlanabilir (Tablo
14). Bu nedenlerden dolayr 3 numarali izolatin cins seviyesinde birakilmasina yani

Pseudomonas sp. olduguna karar verildi.

Tablo 14. 3 numarali izolatin sonuglarinin karsilastirilmasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Pseudomonas sp., %99 Chromobacterium violaceum %98 Pseudomonas oryzihabitans %95
Pseudomonas orientalis, %99

Pseudomonas veronii, %99

Pseudomonas marginalis, %99

Pseudomonas antarctica, %99

Pseudomonas trivialis, %99

Pseudomonas fluorescens, %98

Pseudomonas meridiana, %99

Pseudomonas poae, %98

4 numarali izolatin gram (-), spor iretmeyen, hareketsiz, katalaz ve oksidaz
tiretebilen, aerobik ve basil formda bakteriler oldugu belirlendi. Oksidaz iiretebilmeleri ile
Acinetobacter’lerden, glukozu fermente edemeyisleri ile Enterobacter ve Pasteurellaceae

iiyelerinden ayrilan bu izolatin, Flavobacter cinsine ait olduguna karar verildi. Ayrica bu
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bakterinin nitrat1 indirgeyebildigi; sitrati ve mannitolu kullanamadifi; nutrient agar
tizerinde olusturdugu kolonilerin koyu sart renkli oldugu ve kolonilerinin olduk¢a yavas
gelistigi tespit edildi. Beta galaktosidaz iiretebilmeleri ve iireyi pargalayamamalar ile
Flavobater tiirleri arasinda F. meningosepticuma benzemesine ragmen indol liretememesi
ve glukozu fermente edememesi ise bu tiir olmadigini géstermektedir.

Tiim bu sonuglar bir arada degerlendirildiginde bu izolatin tiir seviyesinde
karakterizasyonunda 16S rDNA dizin analizi, API20E ve Phoenix 1000A test sistemlerinin
de yetersiz kaldift bunlarinda sadece cins seviyesinde giivenilebilir sonuglar verdigi
goriilmektedir (Tablo 15). Bu nedenle bu izolatin cins seviyesinde birakilmasina karar

verildi.

Tablo 15. 4 numarali izolatin sonuglarimn karsilastirilmasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Flavobacterium sp. (96%) Pseudomonas cepacia %82 Flavobacterium brevis, %95
Flavobacterium columnare (95%)

5 numaral1 izolat gram (+), spor iiretmeyen, hareketli, basil formda bakterilerden
olugmaktadir. Nutrient agar tizerinde olusturdugu kolonilerin agik sari renkli olduklari
belirlenmigtir. Hareketli olduklari i¢in Brevibacterium, Renibacterium, Caseobacter ve
Corynobacterium’lardan ayrilirlar. Ayrica bu bakterinin aerobik olusu, katalaz enzimi
iiretirken oksidaz enzimi tiretmedigi; nitrati indirgeyemedigi; jelatini ve tireyi hidroliz
edemedigi; pH 10°da iireyebildigi; sukroz, ramnoz ve arabinozu fermente edebildigi icin
Microbacterium cinsine dahil oldugu belirlendi. Sar1 renkli olmas: ve arabinozu fermente
edememesi ile diger Microbaterium tirlerinden ayrilarak Microbacterium foliorum
olabilecegi diisiiniilmektedir (Funke, 1998). Ancak yinede yapilan ¢aligmalarda kullanilan
testlerin Gram (-) bakteriler igin dzellesmis ortamlar olmasi bu izolatin cins seviyesinde
birakilmasi gerektigini diislindiirmiigtiir.

Microbacterium foliorum Funke (1998) tarafindan yapilan bir galigma ile literatiire
kazandinlmustir. Bu ¢alismada 16S rDNA dizin analizi kullanilmis ve bu dizin analizi
sonuglar1 baz1 biyokimyasal testlerle desteklenerek ve M. foliorum yeni bir tlir olarak
belirlenmisgtir.
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Tablo 16’de dikkat g¢ekici olarak API20E ve Phoenix 1000A test sisteminin
sonuglar1 16S rDNA dizin analizi sonuglart ile uyum saglamamaktadir. Bu iki sistemin
sonuglarinin gram (-) bakteriler, izolatimizin ise gram (+) bakteriler olmas: bu sonuglarin

degerlendirme diginda tutulmasin gerektirir.

Tablo 16. 5 numarah izolatin sonuglarinin kargilagtirilmasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Microbacterium sp., %99 Sphingomonas paucimobilis %92  Burkholderia gladioli, %99
Microbacterium foliorum, %99

Microbacterium paraoxydans, %98

Microbacterium oxydans, %98

A. liguefaciens, %98

Microbacterium luteolum, %98

6 numarali izolatin gram (-), spor iiretmeyen, fakiiltatif anaerobik, hareketli, basil
formda bakteriler oldugu belirlendi. Bu 6zellikleri ile birlikte glukozu fermente edip gaz
tiretebildikleri dikkate alindiginda bu izolatin Enterobacter cinsine ait oldugu
gobriilmektedir. Bu cins igerisinde ise sorbitolu fermente edememesi, MK (-) olmasi,
nutrient agar iizerinde olusturdugu kolonilerin sar1 renkli olmasi bu izolatin E. cloaceae
olamayacagini gostermektedir. indol ve VP degigken olmasi, H,S {iretmemesi, iireyi
pargalayamamasi ve lisin dekarboksilaz sentezlememesi ise bu izolatin Enterobacter
agglomerans oldugunu gostermektedir. 16S rDNA dizin analizi, API20E ve Phoenix
1000A sistemlerinin analiz sonuglar1 da (Tablo 17) bu taniyr desteklemektedir. Yapilan
literatiir ¢aligmas1 sonucunda elde edilen veriler ise sonuglarin giivenilirligini
desteklenmistir (Gavini vd., 1989; Egbert vd., 2001).

Tablo 17. 6 numarali izolatin sonuglarinin kargilagtirilmas:

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Enterobacter agglomerans, %99 Enterobacter agglomerans, %85 Enterobacter agglomerans, %99
Pantoea agglomerans, %99

Pantoea ananatis strain, %98

Erwinia herbicola, %99

Erwinia uredovora
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7 numarali izolatin gram (-), aerobik, spor iiretmeyen, hareketli, basil formda
bakteriler oldugu belirlendi. Bu 0zelliklerinin yam1 sira nutrient agar iizerinde
olusturduklar: kolonilerin sar1 renkli olmast ve 37°C’de iireyememesi Tablo 18.°de
gosterilen API20E sonucunun gegersiz oldugunu kamtlamaktadir. Zorunlu aerobik olmasi,
nitrati indirgeyememesi, katalaz iiretebilmesi, ramnozu kullanabilirken sorbitolu
kullanamamasi ve kat1 besiyerinde olusturduklart kolonilerin mukoid yapida olmasi
izolatin X. campestris ve X. fragariae olabilecegini g6stermektedir. Bu iki tiir
karsilagtinldiginda ise %35°lik NaCl’de biiyiiyebilmesi nedeni ile bu tiiriin X. campestris
olabilecegi diisiiniildii ancak glukoz, arabinoz ve sukroz gibi birgok sekeri fermente
edememesi bu tlirde olamayacagim diisiindiirmektedir (Sneath, 1986).

Tablo 18. 7 numaral1 izolatin sonuglarinin kargilagtirilmasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Xanthomonas campestris, %99 Pseudomonas paucimobilis,% 92 Pseudomonas paucimobilis, %90
Xanthomonas cynarae, %99

Xanthomonas axonopodis, %99

Xanthomonas vesicatoria, %99

Xanthomonas oryzae, %99

Xanthomonas gardneri, %99

Xanthomonas axonopodis, %99

Pseudomonas cissicola, %99

Tablo 18.’de yer alan panel test sistemlerinin 7 nolu izolat i¢in verdigi sonuglarin
glivenilirlik yiizdelerinin diigiik olmasi, 16S rDNA dizin analizi yonteminin ise daha
saglikli sonug vermesi dikkat ¢ekmektedir. Bu bilgiler 1g1ginda degerlendirme yapildiginda
bu izolatin cins seviyesinde birakilmasi uygun goriildii ve Xanthomonas sp. olduguna karar
verildi.

8 numaral izolatin gram (-), spor liretmeyen, aerobik, basil formda bakteriler
oldugu belirlendi. Bu bilgilerin yam sira hareketli oldugu ve katalaz iretebildigi
Pseudomonaceae  familyasindan  oldugunu  gostermektedir.  Arginin  dihidrolaz
iiretememesi, oksidaz {iretememesi, 41°C’de biiyiiyememesi, nitrat1 indirgeyememesi ve
jelatini hidroliz ederken nigastayr kullanamamasi bu izolatin Pseudomonas syringae

olabilecegini diislindiirmektedir.



67

Tablo 19’e bakildiginda Phoenix 1000A hari¢ diger analiz yontemlerinin bu tiiriin
Pseudomonas cinsine ait olduunu agik bir gekilde gostermektedir. Bu izolatin
Pseudomonas syringae olup olamayacagi s6z konusu oldugunda Pseudomonas
syringae’nin bitki patojeni bir tiir olmasi ve Oberea linearis larvalarimn bitkiyle ¢ok yakin
bir iliski iginde olmalarinin bir sonucu olabilecegi diisiiniilerek bu tiir olabilecegini
desteklemektedir (Sneath, 1986). Ancak tiir tayininde sadece 16S rDNA dizin analizinin
sonucu kesinlik saglayamayacagindan bu izolatin Pseudomonas sp. olarak birakilmasina

karar verildi..

Tablo 19. 8 numaral1 izolatin sonuglarinin kargilagtirilmasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Pseudomonas syringae, %99 Pseudomonas fluorescens/putida, %74 CDC Group EF-4b
Pseudomonas tremae, %99

Pseudomonas congelans, %99

Pseudomonas meliae, %99

Pseudomonas cannabina, %99

Pseudomonas ficuserectae, %98

Pseudomonas borealis, %98

Pseudomonas mandelii, %98

Yine yapilan birgok c¢aligmada Pseudomonas syringae bir bitki patojeni olarak
bulunmus ve bu tiirden izole edilen bitki patojeni proteinlerin insektisidal aktivitesi olan
diger proteinlere yapisal olarak benzedigi bulunmustur (Shan Fu vd., 2005; Dongjin vd.,
2004; Nicholas vd., 2003).

API20E’nin veritabamnda Pseudomonas syringae’nin olmayist bunun yerine bagka
sonug vermesinin ve verdigi sonucunda yine Pseudomonas cinsine ait bir tiir olmas: elde
ettigimiz verilerle zitlik olusturmamaktadir. Bu izolat Phoenix 1000A sisteminde saglikli
olarak biiyliyemedigi igin buradan herhangibir sonug elde edilememigtir.

9 numarali izolatin gram (-), merkezi spor iireten, aerobik, hareketli, basil formda
bakteriler oldugu, oksidaz ve katalaz iiretebilmesi bu izolatin Pseudomonas cinsine ait
oldugunu gostermektedir. 40°C’de biiyliyememesi, jelatini ve nisastayr pargalayamamasi,
arginin dihidrolaz {iretebilmesi, arabinoz fermentleyebilmesi sayesinde bu izolatin diger

tirlerden ayrilarak Pseudomonas putida olabilecegini gostermektedir.
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Ayrica diger sistemlerle yapilan testlerin elde edilen bu veriyi destekledigi agikga
gortilmektedir (Tablo 20). Tablo 20’de API20E’nin bu izolatin iki tiir olabilecegi ydniinde
bir degerlendirme yaptig1 gériilmektedir. Ancak izolatin krem renkli olmasi bu iki tiirden
Psedomonas fluorescens’in degil Pseudomonas putida’mn degerlendirmeye alinmas:

gerektiginin agikca bir gostergesidir.

Tablo 20. 9 numarali izolatin sonuglarmin karsilastiriimasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Pseudomonas putida %99 Pseudomonas fluorescens/putida, %98 Pseudomonas putida, %90
Pseudomonas sp., %99

Pseudomonas gingeri, %98

Pseudomonas oryzihabitans, %98

Flavimonas oryzihabitans, %98

10 numarali izolatin yapilan g¢aligmalar sonucunda fizyolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerinin tiimiiniin 12 numarali izolatla aym oldugu gozlendi. Aralarindaki tek farkin
morfolojik bir farklilik olan koloni renklerinin oldugu belirlendi. 16S rDNA dizin analizi,
API20E ve Phoenix 1000A sistemlerinin analiz sonuglarimn dahi bu iki izolat igin
tamamiyla aym olmasi bu iki izolatn birbirlerine ¢ok vyakin iki tir oldugunu
gostermektedir (Tablo 21, Tablo 22). Sadece aralarindaki renk farkhilign yiiziinden 10
numarali izolatin 12 numarali izolattan farkli bir alttiir oldugu diisliniilmektedir. Biitiin bu
verilere dayamilarak bu iki izolatin Stenotrophomonas cinsine dahil oldugu tespit
edilmistir.

Tablo 21. 10 numarali izolatin sonuglarmin karsilastirilmasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Stenotrophomonas maltophilia, %99 Xanthomonas maltophilia, %100 Stenotrophomonas maltophilia, %99
Stenotrophomonas sp., %99

Gamma proteobacterium, %99

Pseudomonas hibiscicola, %98

Pseudomonas geniculata, %98
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Tablo 22. 12 numarali izolatin sonuglarinin karsilagtirilmasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Stenotrophomonas maltophilia, %99 Xanthomonas maltophilia, %100 Stenotrophomonas maltophilia, %99
Stenotrophomonas sp., %99

Gamma proteobacterium, %99

Pseudomonas hibiscicola, %98

Pseudomonas geniculata, %98

Bu iki izolat gram (-), spor olugturmayan, hareketli, aecrobik ve basil olmalar lisin
dekarboksilaz iiretememesi, sitrati kullanabilmesi ve oksidaz {iretememesi nedeniyle
Stenotrophomonas cinsine dahil edilir. Aralarindaki tek ayirt edici 6zellik olan nutrient
agar lizerinde olusturduklart renklerin farklilif: sadece birinin tiir tayininin yapilabilmesini
saglamistir. Bu izolatlardan sar1 renkli olan 12 numarali izolatin Stenotrophomonas
maltophilia olduguna karar verildi. Diger izolatin ise cins seviyesinde birakilmasinin daha
uygun olacag kanaatine varildi.

Tablolardan da anlagilacag iizere bu iki izolat sadece morfolojik bir farklilik olan
koloni rengi bakimindan ayirt edilebilmistir. Burada elde API20E ve Phoenix 1000A
sistemlerinin elde ettigi sonuglar birbirinde farkli degildir her iki tiir ismide birbirinin
sinonimidir.

Stenotrophomonas maltophilia en fazla izole edilen ikinci Pseudomonas tiiriidiir
(Sneath, 1986). Ayrica bu tiiriin daha 6nce gergeklestirilen mikrobiyal miicadele
galigmalarinda kullamilmig oldugu bilinmektedir (Wivat vd., 1996). Wivat ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada bu tiiriin kitinaz geni Bacillus thrungiensis’lere aktarilarak
bu tiiriin patojenitesi artirilmigtir. Ayrica yapilan bir ¢aliymada yine bdcek larvalar gesitli
kimyasallarla muamele edildikten sonra elde edilen bakteriyal izolatlarda
Stenotrophomonas maltophilia tespit edilebilmistir (Bell vd., 1981).

11 numarah izolatin gram (-), spor iiretmeyen, fakiiltatif anaerobik, hareketli, basil
formda oldugu igin Enterobacter cinsine dahil olduguna kara verildi. Nitrat ve nitriti
indirgeyebilmesi agisindan Erwinia ve Yersinia cinslerine ait olmadiklari tespit edildi. Tir
seviyesinde ise iireyi pargalayamamasi bakimindan E. gergoviae’den lisin dekarboksilaz
liretememesi ile E. aerogenes’den ariginin dihidrolaz iiretebilmesi ve kolonilerin sar1 renkli
olmasi sayesinde E. agglomerans’tan ayrilarak tir olarak Enterobacter cancerogenus
olarak tespit edildi (Sneath, 1986).
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Sonuglarin tiimii karsilagtirildiginda iki tiir 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlardan biri
Enterobacter cloaceae digeri ise Enterobacter cancerogenus’dur. Ancak yapilan
incelemelerde izolatimizin ornitin dekarboksilaz iiretememesi ile Enterobacter cloaceae
olamayacagina karar verildi. Test sistemlerinin ve 16S DNA dizin analizinin sonuglarina
bakildiginda ise durum farklilik arzetmektedir (Tablo 23). Bunun nedeni ise Enterobacter
cancerogenus’un yeni bir tiir olmas1 nedeni ile bu test sistemlerinin veritabaninda yer

almamasidir.

Tablo 23. 11 numarali izolatin sonuglarinin kargilagtiriimasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Enterobacter cancerogenus, %99 Enterobacter cloaceae, % 89 Enterobacter cloacae, %99
Enterobacter aerogenes, %99

Enterobacter cloacae, %99

Kilebsiella oxytoca, %99

Pantoea agglomerans, %98

Morganella morganii, %98

Gamma proteobacterium, %98

Enterobacter ludwigii, %98

13 numarah izolatin gram (-), fakiiltatif anaerobik, spor olusturmayan, hareketli,
basil formda, giiglii bir katalaz aktivitesine sahip ve kirmizi renkte koloni olusturan
bakteriler oldugu i¢in Serretia cinsine dahil olduguna karar verildi. Serretia cinsi VP (+)
olmasi ve glukozun fermantasyonu ile diger Enterobacter’lerden ayrilir. Tiir seviyesinde
ise arabinozun sentezlenememesi ile digerlerinden ayrilarak Serretia marcescens oldugunu
diisindiirmiigtiir. Rutin caligmalarin ve panel test sistemlerinin bu izolat i¢in %99
seviyesinde Serretia marcescens oldugunu sOylemesine kargin lisin dekarboksilaz
sentezlememesi bu izolatin Serretia marcescens olabilecegi hakkinda siipheler
olugturmaktadir. Buna kargin bu 6zelligin plazmit kaynakli olabilecegi ele alinirsa yapilan
tiir tayini dogru olabilir.

Tiim bu sonuglar g6z éniinde bulunduruldugunda ve bu izolatin kitinaz aktivitesinin
de tespit edilmis oldugu diisiiniildiigiinde, elimizdeki izolatin Serretia marcescens’in bir
alttiirii oldugu kanaatine varildi.
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Tablo 24. 16 numaral1 izolatin sonuglarimin karsilagtirilmasi

16S rDNA API20E Phoenix 1000A

Pantoea agglomerans, %98 Serretia marcescens, %98 Serretia marcescens, %99
Pantoea ananatis, %98

Enterobacter agglomerans, %98

Erwinia herbicola, %98

Serretia marcescens,%97

Serratia genusu icersinde yer alan tiirler bceklerde oldukea yaygindir. Bu genusta
yer alan S. marcescens, S. entomophila, S. proteamaculans, S. liquefaciens, S .rubidea ve
S. fonticola daha Once yapilan bir ¢ok galigmada boceklerden izole edilmistir. (Lepesme,
1937; Steinhaus, 1951, 1959; Steinhaus ve Marsh, 1962; Bucher, 1963; McLaughlin ve
Keller, 1964; Bell, 1969; Lipa ve Wiland, 1972; Sikorowsi, 1985; Krieg, 1987;
O’Callaghan ve Jackson, 1993; Martinez vd., 1994; Klein ve Kaya, 1995; Sikorowski ve
Lawrence, 1998; Sezen ve Demirbag, 1999; Jackson vd., 2001; Kuzina vd., 2001; Osborn
vd., 2002; Jeyaprakash vd., 2003)

Oberea linearis iilkemiz findik tarlalarinda ¢ok ciddi zararlara yol agmaktadir. Bu
bocegin kontrolii i¢in mekanik ve kimyasal miicadele uygulanmasina ragmen zararlinin
larvasimin yasadigi ortamin dis etkenlerden olduk¢a bagimsiz olmast nedeni ile bu zararh
ile miicadelede tatmin edici bir sonug heniiz elde edilememistir (URL-4, 2005).

Elde edilen bu izolatlardan 16 numarali izolatin Oberea linearis’e karst % 65
Oldiiriici etkiye sahip oldugu bulunmus ve boylece Oberea linearis’e karsi biyolojik
kontrol ajan1 olabilecek bir bakteriyal izolat tespit edilmistir.

Zararhi boceklerin patojenleri galisilirken bakteriler arasindaki zorunlu simbiyotik
iligkilerde biiyikk 6nem tagimaktadir (Baerwald vd., 1968; Helmuth, 1956; Rubio vd.,
1966; Hagen, 1996). Bocek ve patojenleri arasindaki iliski g6z Oniline alindiginda
patojenitenin gogunlukla bagirsaklarda bagladigr dikkat ¢ekicidir (Autori, 1941; Kemarrec
vd., 1986). Zararli bdceklerin biyolojik kontroliinde bu organizmalarin kullamlmalari
birgok giincel bilimsel aragtirma igin potansiyel olusturmus durumdadir (Haiwen vd.,
2005). Simbiyotik bakteriler genetik olarak transform edilerek zararlimin bagirsaginda
patojeniteyi olusturacak olan proteinleri iiretmesi saglanabilir. Birgok bocek tiirli bireysel
yada populasyon seviyesinde bakterilerle ¢ok sayida iligkiye sahiptir (Bour saux-Eude ve
Gross, 2000).
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Simbiyotik bakterilerin bu kadar O6nemli olmalarindan dolayr biitiin bakteriyal
floranin tespit edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle bu zararliya karst bir mikrobiyal
ajan gelistirmek maksadiyla yapilan bu ¢aligmada sadece hasta veya 6lii larvalardan alinan
izolatlarla yetinilmemis, saglikli bireylerin mikrobiyal florasida galigmaya dahil edilmisgtir.
Bunun nedeni aragtirildiginda, bu bioassay ¢aligmasinda kullanilan larvalarin hepsinin son
instar agamasina gelen larvalar oldugu ve bu larvalarin gen¢ bireylere gore oldukca

dayanikli olabilecegi sonucuna varildi.



5. SONUCLAR

Bu ¢aligma sonucunda iilkemiz findik tarlalarinda ciddi zararlara yol agan Oberea
linearis 'in bakteriyal florasi, ve mikrobiyal kontrolleri hakkinda bilgiler elde edildi. Ayrica
biyolojisi ve yagama ortamlari ile ilgili bilgiler tespit edildi.

1) Larvalarin yasama ortamlan ile ilgili bazi 6zellikler tespit edildi. Larvalarin
nadirde olsa findik ocaklarinin her yerinde rastlanilmasina karsin daha ¢ok findik
ocaklarinin dogu kisimlarmndaki oldukga saglikli ve diri olan bir yillik findik fidelerini
tercih ettikleri tespit edildi.

2) Erginlerin yumurta birakacaklari findik fidelerini 6zenle sectikleri ve bu
fidelerdeki yaprak saplarinin hemen alt kisimlarina yumurta koyduklar: tespit edildi.

3) Olii ve saglikli larvalardan 13 farkl: bakteri izole edildi. Izole edilen bakterilerin
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve baz1 molekiiler 6zellikleri tespit edildi.

4) Yapilan tam sonucu, izole edilen bakterilerin 7’si tiir seviyesinde, 6’s1 ise cins
seviyesinde tanimlandi. Tammlanan bakteriler Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter
aerogenes, Pseudomonas sp., Flavobacterium sp., Microbacterium sp., Enterobacter
agglomerans, Xanthomonas sp., Pseudomonas sp., Pseudomonas putida,
Stenotrophomonas sp., Enterobacter cancerogenus, Stenotrophomonas maltophilia,
Serretia marcescens olarak tespit edildi.

5) Izole edilen bu bakterilerin Oberea linearis larvalan iizerine olan insektisidal
etkilerinin belirlenmesi i¢in farkli zamanlarda bioassaylar gerceklestirildi. Bu uygulama
sonucu elde edilen izolatlardan Serretia marcescens’in %65 patojenik bir etkiye sahip
oldugu belirlendi.

7) Coleopteralar {izerinde Sldiiriicii etkiye sahip oldugu bilinen Bacillus thrungiensis
ve Serretia marcescens izolatlanmn Oberea linearis tizerinde patojen etkisi aragtirildi. Bu
izolatlarin Oberea linearis larvalan iizerinde de yiiksek Oldiiriicii etkiye sahip olduklan
belirlendi.



6. ONERILER

Bu calismada Oberea linearis’ten 13 farkli bakteri izole edilmis ve Oberea linearis
iizerinde insektisidal etkileri arastirilmigtir. Elde edilen izolatlarin baska zararhilar tizerinde
de insektisidal etkilerinin aragtirllmas:1 gerekmektedir.

Insektisidal aktivite testleri yapilirken zararli bécek larvalarna sadece tek bir izolat
uygulanmistir. Bu insektisidal aktiviteyi olusturan kitinaz proteini saflagtirilarak farkli
bakterilerden elde edilecek insektisidal proteinlerle birlikte etkisi arastirilabilir. Bu yontem
saflagtirilmg protein seviyesinde uygulanabilecegi gibi bakterilerin kendilerininde birlikte
etkileri incelenebilir.

Bu calismayla elde edilen Serrefia marcescens izolatimin insektisidal aktivitesinin
sahip oldugu kitinaz aktivitesinden kaynaklandig: bilinmektedir.

Serretia marcescens’in sentezledigi kitinaz geni uygun primerlerle ¢ogaltilip meveut
olan diger kitinazlarla karsilagtirmasi yapilabilir. Yine bu genin bir ekspresyon vektoriine
klonlanip fazla miktarda ekspresyonu saglandiktan sonra kitinazin saflastirilarak protein
immobilizasyonu ile aktivitesini koruyabilecegi bir sekilde uzun siireli depolanmasi
aragtirilabilir. Boylece elde edilen iiriin bakterinin kendisi olmadan tarim alanlarinda
zararlilarla miicadelede rahatlikla uygulanabilir hale gelecektir.

Elde edilen insektisidal aktiviteye sahip bu izolatin daha ileri molekiiler metotlarla,
alltiir olabilme ihtimal aragtirilmalidir.

Yapilan bu ¢aligmanin sonuglar1 ve kullamlan metodlar agisindan ileride yapilmasi

diisiiniilen benzer ¢aligmalara 6rnek olacagi kanaatindeyim.
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8. EKLER
Ek 1., Mc FARLAND Standart Solusyonlari

Mc Farland Standardlar bakterilerin 6zelliklerini tespit etmek amaciyla panel test
sistemlerine yapilacak olan ekimlerde bir birim olarak kullanilir. Mililitredeki koloni
olusturabilecek bakteri sayisini verir. (CFU: Koloni olugturabilen birim)

0,5 Mc Farland Standard: igerigi yaklasik olarak 1x10’ ila 1x10® CFU/ml dir.
Barium Chloride, 0,048M solution 0,5 ml

Sulfuric Acid, 0,18M solution99,5 mil

0.D at 625nm 0,08-0,1

1,0 Mc Farland Standard: icerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 1,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution99,0 ml

O.D. at 625nm 0,16-0,2

2,0 Mc Farland Standards igerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 2,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution98,0 ml

O.D. at 625 nm 0,32-0,4

3,0 Mc Farland Standardi icerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 3,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution97,0 ml

0.D. at 625 nm 0,48-0,6

4,0 Mc Farland Standard: icerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 4,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution96,0 ml

O.D. at 625 nm 0,64-0,8

5,0 Mc Farland Standard: igerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 5,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution95,0 ml

O.D. at 625 nm 0,8-1,0
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Ek 2., Besiyeri, Ayira¢ ve Boyalarin Hazirlanisi
Ek 2. 1., Besiyerlerinin Hazirlamis:

Anaerobik Agar: 20 g triptikaz, 10 g glukoz, 5 g sodyum Kkloriir, 15 g agar, 2 g
sodyum thioglycolate, 1 g sodyum formaldehit sulfoksilat 1000 ml deiyonize su
(ddH,0)’da ¢6ziildi; pH’1 7,2°ye ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Brain-Heart Infusion (BHI) Agar: Toz haldeki hazir besiyerinden 37 g alindi; 1000
ml ddH,0’da ¢6ziilip otoklavda steril edildi.

Karbonhidrat Fermentasyon Besiveri: Bu besiyerinin hazirlanmas: igin ilk olarak
temel besiyeri hazirlandi: 1 g diamonyum hidrojen fosfat, 0,2 g potasyum kloriir, 0,2 g
magnezyum siilfat, 0,2 g yeast extract, 15 g agar 1000 ml ddH,0’da ¢dzildii; pH’1 7,0’a
ayarlanmadan dnce % 0,04 (w/v) oraninda hazirlanan bromcresol purple soliisyonundan 15
ml ilave edilerek otoklavda steril edildi. Daha sonra fermentasyon 6zelliklerine bakilacak
olan gekerler hazirlandi. Oncelikle her bir besiyerinin hazirlanacag: test tiipleri otoklavda
steril edildi. % 10 oranmindaki karbonhidrat soliisyonlan ise filtreden gegirilmek suretiyle
steril edildi. 50 °C’ye kadar sogutulan steril temel besiyerine, % 0,5 oramnda olacak
sekilde karbonhidrat soliisyonundan ilave edildi ve besiyeri slant olarak kullanildi.

Kligler Iron Agar (KIA): 55 g hazir besiyeri 1000 ml ddH,O’da ¢oziildii;
otoklavlanarak steril edildi.

Metil Kirmizisi, Voges-Proskouer Broth (MRPV): 7 g pepton, 5 g glukoz, 5 g
sodyum kloriir 1000 ml ddH,0’da ¢ziildii; pH’1 6,5’e ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Nigasta Agar: 1g patates nisastas1 10 ml soguk ddH,O’da ¢oziiliip 100 ml niitrient
agarla kanigtirildi ve otoklavlanarak steril edildi.

Nitrat Broth: 5 g pepton, 3 g beef extract, 1 g potasyum nitrat 1000 ml ddH,O’da
¢0ziildi; pH’1 0.7’ye ayarlanarak otoklavda steril edildi

Niitrient Agar (NA): 5 g pepton, 3 g beef extract, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da
¢6ziildii; otoklavlanarak steril edildi. Calismada ayrica ticari olarak satilan niitrient agar da
kullanildi.

Niitrient Broth (NB): 5 g pepton, 3 g beef extract, 1 g potasyum nitrat 1000 ml
ddH,0’da ¢oziildi; pH’1 7,0’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Niitrient Jelatin: Ticari olarak satilan niitrient jelatinden 120 g 1000 ml ddH,O’da
¢Oziildii, pH’1 7,0’a ayarlanarak kullanildi. Bunun yanisira, % 0,4 oraminda gelatin ihtiva
eden niitrient agar da kullanilabilir.

Sabouraud Dextroz Agar: 10 g pepton, 40 g dextroz, 15 g agar 1000 ml ddH,0O’da
¢oziildii; pH’1 5,6’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Sabouraud Dextroz Broth: 10 g pepton, 20 g dextroz, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da
¢Oziildii; pH’1 5,6’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Simmon’s Sitrat Besiyeri: 23 g hazir besiyeri 1000 ml ddH,O’da ¢oziildd;
otoklavlanarak steril edildi.

Tryptic Soy Agar (TSA): 40 g hazir besiyer 1000 ml ddH,O’da ¢oziildii;
otoklavlanarak steril edildi.

Tryptofan Broth: 15 g hazir triyptofan broth 1000 ml ddH,O’da ¢oziildi;
otoklavlanarak steril edildi.

Ure Hidroliz Besiyeri: 0,1 g yeast extract, 9,1 g potasyum fosfat monobazik, 9,5 g
potasyum fosfat dibazik, 0,2 g iire ve 0,001 g fenol kirmizist karigimma 117 ml ddH,O
ilave edildi; pH’1 6,8’¢ ayarlandiktan sonra 0,45 um gozenek biiyiikliigline sahip steril
filtrelerden gecirilmek suretiyle steril edildi.




87

Ek 2.2., Aywraclar ve Boyalarin Hazirlanisa

Aseton Alkol: 250 ml % 95°lik etanol ve 250 ml saf aseton karstirilarak
hazirlandi.

Bakir Silfat (CuSO,) Soliisyonu: 20 g bakir siilfat (CuSO4.5H,0) 80 ml suda
¢Oziilerek hazirlandi.

Dimetil-a-Naftilamin: 5 g a-naftilamin 1000 ml ve 5 N’lik asetik asitte ¢6ziilerek
hazirlandi.

Gram Iyodu: 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir (KI) 5 ml ddH,O’da ¢6ziildi;
tizerine 250 m1 ddH,0 ve 60 ml % 5°1ik sodyum bikarbonat (NaHCO;) ilave edildi.

Katalaz Ayiraci: Aywrag olarak % 10’luk hidrojen peroksit (H.Q,) ¢ozeltisi
kullamlds.

Kovak Kimyasali: 5 g p-dimetilaminobenzaldehid 75 ml amilalkolde ¢oziildii ve
25 ml HClI ilave edildi.

Kristal Viyole Boyasi: Bu boya iki ayr soliisyon olarak hazirlanip ardindan ikisi
birbirine karigtirildi: 1) 1 g kristal viyole, 10 ml etanol, 90 ml distile su ile karigtirilda. 2) 4
g amonyum oksalat ve 400 ml ddH,O kangtirildi. Bu iki soliisyon daha sonra birbirine
karistirilarak kullanldi.

Malasit Yesili: 5 g malasit yesili 100 ml ddH,O’da ¢oziildii; siizge¢ kagid
yardimyla siiziilerek kullanildi.

Oksidaz Ayiraci: 6% tetrametilfenilendiamin hidroklorit, dimetil sulfoksit
¢ozeltisinde hazirlanir.

Safranin: 2,5 g safranin O, 100 ml %d95°lik etanol ve 500 ml ddH,O kanistirilarak
hazirlandi.

Siilfanilik Asit: 8 g siilfalinik asit 1000 ml ve 5 N’lik asetik asit (1 kisim asetik
asit: 2,5 kisim distil su) i¢inde ¢6ziilerek hazirland:.

Vogus-Proskauer-I Ayiraci: 5 g a-naftol 100 ml’den az absolute alkolde ¢oziildii
ve 100 m1’ye tamamlanip 5 °C’de muhafaza edildi.

Vogus-Proskauer-II Aviraci: 40 g KOH hizli bir sekilde 100 ml’den az
ddH,0O’da ¢oziildi; sogutuldu ve ddH,0 ile 100 ml’ye tamamlandi; hazirlandiktan 7-8 saat
sonra kullanildi.
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Ek 3., Elde Edilen izolatlarin 16S rRNA Gen Siralar

1 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

GATTATTGAATCCAACGCGTTGGGGAGCTCTCCCTATGGTCGACCTGCAGGCEGGCCGCGAATTCACTAGTGAT
TATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACCGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAGAGA
GGTAGCTTGCTACCGATCTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAAC
ATTTCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGCGATCTTCGGACCTTGCGCTAATA
GATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAG
AGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
AATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTCTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGA
GGAGGAGGCTACTGAAGTTAATACCTTCAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGAECGTAAAGCGCGCETAGGCGGCT
AATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATACTGCTTAGCTAGAGTGTGGGA
GAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCC
ATCTGGCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATG
CCGTGAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGC
CTGGGGAGTACGEGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGEGGCCCGCACAAGCCGETGCGAGCATGTGGT
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCC
TTCGGGAACTTACATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCATGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTTTCCTTATTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACT
GGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGE
TACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA
CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCECGGTGAATACGTTCCCGGECCTTG
TACACACCGCCCGTCACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCEGGCCGCCATGGCGGCECGGAGCCATGCGATCT
ACGCTCCCCC

2 Numarah Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

ATCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATGGTACCGT
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCC
GACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGA
GGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTETGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGT
CATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAAGGA
TAAGGGTTGCGCTCETTGCCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTG
TCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCG
CGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGEGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTG
CGGCCGTACTCCCCAGGCGETCGACTTAACGCETTNAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAA
GTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGEGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCG
TCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCT
GGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATT
TCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGT
ATTACCGCGGCTGCTGECACCGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCAATCACTAAGGTTATTAAC
CTTAACGCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCEGCATGGCTGCAT
CAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTECCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTETCTCAGTTCCAG
TGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCECCTAGGTGAGCCATTACCTCACCTACTAGCTAAT
CCCATCTGGGCACATCTGATGGCATGAGGCCTGAAGGTCCCCCACTTTGETCTTGCGACGTTATGCGGTATTA
GCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTC
ACCCAAAGAGCAAGCTCTTCTGTGCTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGA
GCCATGATCAAACTCTAGAATAATCGAATTCCCGCGGCCECCATGGCEGGCCGGAGCTGNANGGC
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5 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

ATCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATGGTACCGT
GTGACGGGCGETGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCC
GACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGEGTTTTGTGEGCGATTAGCTCCACCTCGCGG
CTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGT
CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGG
ACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACCGACAGCCATGCAGCACCT
GTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCCATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTT
GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGNTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAACGGCTA
GTTGACATCGTTTACGGCGTGGGACTACCAGGGETATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGT
GTCAGTGTTGGTCCAGGTGETCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACA
GGAAATTCCACCACCCTCTACCACACTCTAGTCAGTCAGTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGAT
TTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTG
TATTACCGCGGCTGCAGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATCACGTATTAG
GTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGA
TCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTEGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCA
GTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAA
TCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATT
AGCGTCCGTTTCCGAACGTTATCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCTTTACTCACCCGTCCGCCGCTCTC
AAGAGAAGCAAGCTTCTCTCTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAT
GATCAAACTCTAGAATAATCGAATTCCCGCEGGCCGCCATGECEGCCGCGAGCNGCACNCGCCA

6 Numaral izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CTTCTCACGCGTNGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGA
GTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTAGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCCGAGGGGTATAGCACTTCGGT
GCTAGAGACCGGCGCACGGGTGCCTAACGCGTATGCAATCTGCCTTTCACAGAGGGATAGCCCAGAGAAATTT
GGATTAATACCTCATAGCATAGCACAATCGCATGATTGAGCTATTAAAGTCACAACGGTGAAAGATGAGCATG
CGTCCCATTAGCTGGTTGGTAAGCTAACGGCTTACCAAGGCTACGATGGGTAGGGETCCTGAGAGGGAGATCC
CCCACACTGGTACTGAGACACGGATCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCA
AGCCTGAACCAGCCATECCGCETGCAGGATGACGGTCCTATGGATTGTAAACTGCTTTTGTACGAGAAGAAAC
ACTCCTTCGTGAAGGAGCTTCGACGGTATCGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGETTTAAAGGGTCCGTAGGCGGTNTGGGTAAGTCAGTGGT
GAAAGCCCCATCGCTCAACGGTGCGAACGGCCATTGATACTGCTGGACTTGAATTATTAGGAAGTAACTAGAAT
ATGTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGAGATTACATGGAATACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTACTAATGGAT
TGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGA
TACTAGCTGTTGGAAGCAATTTCAGTGGCTAAGCGAAAGTGATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGAACGCAA
GTTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGEGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGA
GGAACCTTACCAAGGCTTAAATGCAGACTGACCGATTTGGAAACAGATCTTTCGCAAGACAGTTTACAAGGTG
CTGCATGGTTETCGTCAGCTCGTGCCETGAGETGTCAGGTTAAGTCCTATAACGAGCGCAACCCCTGTTGTTA
GTTGCCAGCGAGTAGTGTCGGGAACTCTAACAAGACTGCCAGTEGCAAACTGTGAGCGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCACGGCCCTTACGCCTTEGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAGAGAGCAGCCACTGGGCG
ACCAGGAGCGAATCTATAAAGCCGGTCACAGTTCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGGATATCAGCCATGATCCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACGGT
ACCATAATCGAATTTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCTGGATCGC
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7 Numarah Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CTGNTCAGCGTGGGAGCTCTCCCATATGEGTCGACCTEGCAGGCGGCCGCCGAATTCACTAGTGATTATGEGTACCG
TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACT
CCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGGGACCGGCTTTTTGEGGATTCGCTCCACCTCGC
GGTATTGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGCGCATGATGATTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTATCCCATGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACATA
GAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCCGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCAC
CTGTTTACGAGTGTCCAAAGAGTTGACCATTTCTGGCCCGTTCTCGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTT
CGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGTCCCCEGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCT
TGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTGCGTCACGCGAATCCGTGGAATGGACCCCACAA
CTAGTTCCCAACGTTTACGGGGTGGACTACCAGGGTATCTAAGCCTGTTTGCTCCCCACCCTTTCGCTCCTCA
GCGTCAGTTACGGCCCAGAGATCTACCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACA
CCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAGGCCGGAGGTTGAGCCTCCGE
ATTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGCGATAACGCTTGCGCCCTA
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTTTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCC
TGCTAAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTG
TGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGCGAGTCTGEGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGETCACCCTC
TCAGGCCGECTACCCETCGACGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATCC
CCAACCAATAAATCTTTCCAGTAACTGACCATGCGGTCGCTACTCGTATCCAGTATTAGACGCCGTTTCCAGC
GCTTATCCCAGAGTCAGGGTCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTGATCCCACAGAGCAAGCT
CCGTGTTCACCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCARACTCTAG
AATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCAGNACNCG

8 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CCGACATTGACTCACGTNCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGA
TTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGGACGGTAGC
ACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACCGAGTGGCGGACGEGGTGAGTAATGTCTGGGCGATCTGCCCGATAGAGGGGG
ATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCCCACL
TATCGGATGAACCCAGATGGCATTAGCTAGTAGGCGGGGTAATGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGT
CTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC
AGCGGGGAGGAAGGCGATGCGEGTTAATAACCGCGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGEGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCT
TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCCTAGAGATCTGCGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC
GGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGTCGACTTGEGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGEGCTTCCGGAGCTAACGCGTTTAGTCAA
CCGCCTGGGGATGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGEGGCCCGCACAAGCEGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAACTTAGCAGAGATGCTTTG
GTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTTGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGEGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGG
CGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCACAAAGTGCCTCGTAGTCCGGATCGGAGTCT
GCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACGEGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATCGCEGEGCCGGAGCAGGACTCG
CACCC
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9 Numarah Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CCACCATGACATCAAACGCGTTGGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGEGCGGCCEGCGAATTCACTAGTG
ATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAG
CACAGTAAGAGCTTGCTCTTATGGEGTGGCGAGTGGCCGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTCTTTCGT
GGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCECGAGGACCTTCGGGCTT
CGCGCGATTGAATGAGCCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAG
CTGGTCTGAGAGGATGGTCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGEG
AATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCETGGGTGAAGAAGGCCTTCGGEGTTGTARAGCC
CTTTTGTTGGGARAGAAAAGCAGTCGGTTAATACCCGATTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCT
AACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCG
TAGETGCTGGTTTAAGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGTCACTAG
AGTGTGGTAGAGGGTAGCGGAATT CCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCEGGGAGGAACATCCGTGGCG
AAGGCGGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGCTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTA
AAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGETCEGCCAGACTGAAACTCAGAGGAATTGACGGGGGCCCEGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTGGATGCAACGCGAAGACCCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAACTTTCCAGAGAT
GCGATTGCTGCCTTCGGGAACCGTCGAGACAGGTGCTGCATGECTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACCTAATGGTCGGGAACTCTAAGGAGACCGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACT
ACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATT
GGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGCGGCCGGGAG
CATGCGANGTCCGCCACCCC

10 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

ATCACGCGTGGGAGCTCTCCCATATGGTCEACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATGGTACCGTG
TGACGGGCGETGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCG
ACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGC
TTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAATGTGCTGGTAACTAAGGA
CAAGGGTTGCGCCCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTG
TCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGCGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCG
CGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTG
CGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGNTGCGCCANTAAGAGCTCAAGGCTCCCAACGGCTAG
TTGACATCGTTTACGGCGTGGGCTACCGGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGT
CAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGCTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGG
AAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTT
CACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATCACGTATTAGGT
AACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATC
AGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGT
GTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATC
CGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCEGTAGCGACGTATGCGGTATTAG
CGTCCGTTTCCGAGCGTTATCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCETCCGCCGCTCGCCA
CCAGGTACAAGTACCCGTGCTGCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCEGTTCAATCTGAGCCAT
GATCAAACTCTAGAATAATCGAATTCCCGCEGCCGCCATGEGCEGCCEGAGCTEGNNCNCGC
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11 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasy;

GGGTGGCGACNTGCATGCTCCCGGCCGCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTG
ATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAGAAGA
GCTTGCTCTTCGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGG
ACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCG
GGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCC
GCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTA
ATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGT
TAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAG
TACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGTGTAGATATAGGAAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAG
ATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATAAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCCGCAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCCACAA

13 Numarah Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

AAATCATGAATCCNAACGCGNNTTGGGAGCTCTCCCTATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTG
ATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAG
CACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTEGGCGAGTGGCGGACGGCGTGAGGAATACATCGGAATCTACTCTGTCGTGG
GGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTG
CGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCT
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGCGCAGCAGTGGGGAA
TATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCT
TTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAA
CTTCCGTGCCAGCAGCCCGCGGTATAAGGAGGGGTECAAGCGTTACTTGGAATTACTGGGCGAAAAGCGTGCG
TAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGEGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGACGACTAG
AGTGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGAAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCG
AAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGCAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTA
AGTTCGCCGCCTGGEGGAGTACGETCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATG
GATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGETEGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTA
CAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTG
GAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTCGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGCGGCCGGAGCA
GGAGTCGCACCA
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14 Numaral izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasy;

AAAGCCTTGACATCCANCGNCNNGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTA
GTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGG
AGAGAGGTAGCTTGCTACCEGATCTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGG
ACAACATTTCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGC
TAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGCGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGT
CTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGECCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTA
AGCGAGGAGGAGGCTACTGAAGTTAATACCTTCAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACT
CTGTGGGTAATTTTGGGCCCGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTCCAAGCGTTATTGGAATTTACTGGGCGTAA
AGCGGGEGTAGGCEGCTATTTAAGTCAAATGTGAATTCCCCGAGTTTAACTTGGCGAATGCAATTCGATACTGG
TTAGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGCGTGAAATGCCTAGAGATCTGGAGGAATAC
CGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAA
CGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGTAAGAACTTTCC
AGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTTACATACAGGTGCTGCATGGCTGTCEGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTATTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTTTAAGGAT
ACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGTC
CGGATTGGAGTCTGCAACCCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGCGGCC
GGAGCAGGAGTCGCACCC

15 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CAGCATGCATCANNNCGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGAT
TATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATT
ACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGC
TTACCGTCGCCGGCTTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAGTCCTGGCCGTAAGGGCCATG
ATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCATCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGC
TGGCAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCCGCGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGC
CATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCGACATGTCAAGGCCAG
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTT
GAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATT
GCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCT
TTCGTGCCTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGCTCCTCCTGATCTCTACGCATT
TCACTGCTACACCAGGAATTCCGCTACCCTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAGTTCCCAGGT
TGAGCCCAGGGCTTTCACAACGGACTTAAACGACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACG
CTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTTGGGTACCGTCATCCC
AACCGGGTATTAGCCAGCTGGATTTCTTTCCCAACAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACCCACG
CGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCG
TGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACGGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCC
GCCAACTAGCTAATCCGACATCGGCTCATTCAATCGCGCAAGGTCCGAAGATCCCCTGCTTTCACCCGTAGGT
CGTATGCGGTATTAGCGTAAGTTTCCCTACGTTATCCCCCACGAAAAAGTAGATTCCGATGTATTCCTCACCC
GTCCGCCACTCGCCACCCAGAGAGCAAGCTCTCCTGTGCTGCCGTTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTACCGCC
AGCGTTCACTCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGCGGCCGGAGCAGGA
CTCGCACC
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16 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CCAACATGAACTCCACGNNCGTTGGGAGCTCTCCCTATGGTCGACCTGCAGGCGECCGCGAATTCACTAGTGA
TTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGGACGGTAGC
ACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGEGCEGGACGGGTCGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCCGATAGAGGGGG
ATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCCCAC
TATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAATGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGT
CTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCEGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC
AGCGGGGAGGAAGGCGATGCGGTTAATAACCGCGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCT
TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTACGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC
GGCCCCCTGGACAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCCGTAACGATGTCGACTTGGAAGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGAC
CGCCTGGGGAGTACCGCCGCCAGGTTTAAACTTCATCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAACTTAGCAGAGATGCTT
TGETGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGCETGCTGCATGGCTGTTEGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGA
TAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCACAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGT
CTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGCGECCGGGAGCAGCGA
NCTCCGCCCACCC



OZGECMIS

1981 yilinda Trabzon’un Cargibas: ilgesinde dogdu. ilkokulu Cumhuriyet flkokulu,
Ortaokulu birincilik derecesi ile Yunus Emre Ortaokulu’nda ve liseyi Trabzon Lisesi’nde
tamamlads. 1998-1999 Egitim-Opretim yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde lisans 6grenimine bagladi. 2002 yilinda bu
boliimden Biyolog {invamyla mezun oldu. Aym yil Karadeniz Teknik Universitesi Fen

Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans §grenimine bagladi.



