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OZET

Gryllotalpa gryllotalpa (Avrupa danaburnu, Orthoptera: Gryllotalpidae) bir¢ok
bitki ve meyvenin koklerine zarar veren ekonomik olarak énemli bir zararlidir. Giintiimiize
kadar bu zararliya kars1 bir biyolojik miicadele yontemi uygulanmamagtir.

Bu calismada, Gryllotalpa gryllotalpa nin bakteriyal florasinin belirlenerek bir
patojen tespit edilip bu patojenin G. gryllotalpa’ya karsi baglatilabilecek bir biyolojik
miicadelenin temelini teskil etmesi amaclanmistir. Bu amagla Tokat ve Trabzon illerinin
cesitli tarim alanlarindan toplanan G. gryllotalpa ergin ve nimfleri incelenmis, zararlinin
bakteriyal florasi belirlenmis ve bu bakteriyal izolatlarin zararli iizerindeki insektisidal
etkileri arastirilmistir.

Sonug olarak, G. gryllotalpa nimf ve erginlerinden toplam on bes bakteri izole
edilmistir. izole edilen bakterilerin on ikisi tiir seviyesinde, iicii ise cins seviyesinde
tanimlanmistir. Bu ¢aligma kapsaminda bakterilerin tiir tayininde, rutin olarak kullanilan
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerin yani sira, bakteriler API 20E ve API
S0CH panel test sistemleri kullanilarak metabolik enzim profilleri ve biyokimyasal
ozellikleri belirlenmis, molekiiler seviyede ise 16S rRNA dizin analizi yOntemi
kullanilmistir. izole edilen bakterilerin Bacillus thuringiensis kurstaki, Serratia sp.,
Bacillus gibsoni, Bacillus sp., Providencia vermicola, Bacillus licheniformis, Bacillus
clausii, Enterobacter aerogenes, Paenibacillus xylanilyticus, Enterobacter sp.,
Providencia rettgeri, Serratia nematodophila, Providencia alfalifacien, Enterobacter
hormehechi ve Bacillus arsenicus olduklar1 belirlenmistir. Insektisidal aktivite testleri G.
gryllotalpa (Ort.: Gryllotalpidae) nimfleri ile 3,6x10° cfu/ml, Malacosoma neustria L.
(Lep.: Lasiocampidae) larvalari ile ise 1,8x10° cfu/ml dozunda, on giinde yapildu.
Insektisidal aktivite testleri sonucunda, en yiiksek insektisidal aktivite G. gryllotalpa
tizerinde %100 ile B. thuringiensis subsp. kurstaki ve Bacillus arsenicus, M. neustria
tizerinde %75 ve %70 etki gostermislerdir. Sonuglarimiz 6zellikle B. thuringiensis subsp.
kurstaki (Ggl) izolatinmin G. gryllotalpa’ya karst etkili bir mikrobiyal kontrol ajani

olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyal flora, Biyolojik kontrol, Gryllotalalpa gryllotalpa,
Bocek patolojisi, 16S rRNA
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SUMMARY

Investigation of Bacterial Flora and Microbial Control Agents of

Gryllotalpa gryllotalpa

Gryllotalpa gryllotalpa (Orthoptera: Gryllotalpidae) is an economical important
pest which damage on roots of a lot of plants. Up to now, there is no biological control
against this pest around the world.

The aim of this study is to determine bacterial flora of the Gryllotalpa gryllotalpa
and find out an opportunistic pathogen to use are possible microbiological control agent
against this pest. For this purpose, G. gryllotalpa nymphs were collected from Trabzon and
Tokat different fields. The bacterial flora of this pest and the microbial potential of
bacterial isolates were determined.

As a result, 15 different bacteria were isolated from G. gryllotalpa nymphs. 12 of
these bacteria determined and characterized at species level and three of them
characterized at genus level. In this study, we determined morphological, physiological and
biochemical properties, metabolic enzyme profiles by API 20E and API 50CH panel test
systems. 16S rRNA gene sequence analyses were also performed to determine isolates at
molecular level. The isolates were identified asBacillus thuringiensis kurstaki, Serratia sp.,
Bacillus gibsoni, Bacillus sp., Providencia vermicola, Bacillus licheniformis, Bacillus
clausii, Enterobacter aerogenes, Paenibacillus xylanilyticus, Enterobacter sp.,
Providencia rettgeri, Serratia nematodophila, Providencia alfalifacien, Enterobacter
hormehechi and Bacillus arsenicus. The insecticidal activities were determined against the
nymphs of G. gryllotalpa (Ort.: Gryllotalpidae) and the larvae of Malacosoma neustria L.
(Lep.: Lasiocampidae) at 3.6x10°, 1.8x10° cfu/ml dose, respectively within ten days. The
highest insecticidal activities are 100% for B. thuringiensis subsp. kurstaki and Bacillus
arsenicus on G. gryllotalpa and 75, 70% on M. neustria, respectively. Our results indicate
that especially B. thuringiensis subsp. kurstaki (Ggl) may be valuable as a microbial

control agent for G. gryllotalpa.

Keywords: Bacterial flora, Biological control, Gryllotalpa gryllotalpa, Insect pathology,
16S rRNA
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Dogada yararl1 ve zararli olmak {izere ¢ok sayida bocek tiirii bulunmaktadir. Dogada
yasayan bu boceklerin %99,5’inin insanlar i¢in faydali oldugu bilinmektedir. Geriye kalan
%0,5 ise doga ve insan i¢in zarar olusturmaktadir (Serez, 2003). Dogaya ve insana zararli
cok az bocek tiirli bulunmasina ragmen 6zellikle bu zararli bocek tiirleri tarim alanlarinda
bliyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Hizli niifus artis1 ile meydana gelen f{iriin kayiplar1 iilkemizi her gegen giin disa
bagimli hale getirmektedir (Ogurlu, 2000). Geg¢miste tarimsal {irlin bakimindan kendi
kendine yeten Tiirkiye simdi ise bir¢ok iilkeden tarimsal iiriin ithal etmektedir. Bunun en
onemli sebeplerinden biri de ekonomik olarak onemli bitkilerde zararli bocekler ile
miicadelenin bilingli ve tam bir sekilde yapilamamasidir (Biilbiiloglu, 2000).

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de zararli boceklerin kontroliinde cesitli
kimyasal insektisitler kullanilmakta yani kimyasal miicadele yiiriitilmektedir. Fakat
kullanilan bu kimyasal insektisitler dogal ¢evre ve hedeflenmemis organizmalar {izerinde
olumsuz etkilere sahiptir (Huber, 1986; Ecevit, 1988; Unal, 1998). Kimyasal ilaglarin
tarim zararlilarina kars1 yiiksek dozda ve bilingsiz kullanimlari, bunlarin kimyasallara kars1
diren¢ kazanmalarina neden olmaktadir (Ogurlu, 2000). Kimyasal insektisitler zararlilardan
daha cok, onlarin tabii diigmanlar1 predatér ve parazitleri ortadan kaldirarak zararlilarin
sayisinin daha fazla artmasina neden olmaktadir. Kalintilar1 da insanlarda birikerek gelecek
nesilleri tehdit etmektedir (Demirbag ve Beldiiz, 1997).

Boceklerin kontrolii i¢in mikrobiyal ajanlarin kullanimi1 1800’li yillarda mantarlarin
kullanilmasiyla baslamistir (Ogurlu, 2000). Ancak mikrobiyal kontroliin 6énemi 1900’1
yillarin ortalarina kadar anlasilamamis ve fazla gelisememistir. Bu tarihten sonra siklikla
kullanilan kimyasal insektisitlerin zararli etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla, arastirmalar
bocekler iizerinde patojenik etkiye sahip mikroorganizmalarin tespiti ve zararlilara karsi

kullanimina yogunlasmistir.

Gilintimiizde, EDWIP (The Ecological Database of the World’s Insect Pathogens) ve
VIDIL (Viral Diseases of Insect in the Literature Database) verilerine gore 2.285 farkl



mikroorganizma tiiriiniin, 9.407 bocek tiirtiyle iliskili oldugu belirlenmistir. Toplam 2.285
mikroorganizmanin 1.504 tiiriinii protozoalar, 411 tiiriinii funguslar, 168 tiirlini viriisler,
146 tiirinli nematodlar, 51 tiirinii bakteriler ve 5 tlriinii diger mikroorganizmalar
olusturmaktadir (Braxton vd., 2003). Bu veriler toplam saymin sadece bir kismini

olusturmaktadir.

Kimyasallarin kullanimlar ile gerceklestirilen zararli bocek kontroliine alternatif bir
yontemde biyolojik miicadele yontemidir. Biyolojik miicadele, zararli boceklerin yapmis
oldugu zararlar1 en aza indirmek icin bu boceklerin dogal diismanlarin1 onlara karsi
kullanma olarak tanimlanabilir (Ogurlu, 2000). Dogal diisman terimi, predatorler,

parazitler ve hastalik olusturan mikroorganizmalar1 kapsar (Peter, 1984).

Biyolojik miicadelede kullanilan elemanlar bakteriler, virlisler, mantarlar,
nematodlar, protozoa grubuna ait organizmalar ve rekombinant teknikle gelistirilen ajanlar
kapsamaktadir (Peter, 1984). Biyolojik miicadele ajanlar1 zararli boceklerde hastalik
olusturarak bocek popiilasyonunun dengede tutulmasini ve zararlarimin minimuma
indirilmesini saglarlar. Bunlarin biiylik bir ¢cogunlugu konaga 6zgli oldugu i¢in yalnizca
miicadele yapilmak istenilen organizma {izerinde etkindir. Bu ozelligi ile faydali ve
predatér bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedeflenmemis organizmalar {izerinde
herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi
bir kirlilige yol agmazlar. Bu ozellikleri, gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu
biyolojik ajanlarin alacagini gostermektedir (Ogurlu, 2000).

Zararlh bir tiir ile biyolojik miicadele yapilabilmesinin énemli basamaklarindan biri
zararli bocegin biyolojisini ¢ok iyi bilinmesidir. Uygulanacak olan biyolojik materyalin
hangi donemlerde ve nasil verilmesi gerektiginin belirlenmesi i¢in bu oldukc¢a énemlidir.
Ikinci basamak ise biyolojik miicadelede kullanilacak ajanin tespit edilmesidir. Bdyle bir
ajan1 tespit edebilmek i¢in mevcut biyolojik ajanlarin insektisidal etkilerin test edilmesi ve
zararli bocekte muhtemel hastalik olusturabilen yeni bir patojenin arastiriimasi
gerekmektedir.

Bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizdaki amacimiz, lilkemiz ekonomisinde biiyiik bir yere
sahip olan tarimda, ¢esitli tarim tirlinlerine zarar veren Avrupa danaburnu (Gryllotalpa
gryllotalpa)’nun, biyolojik miicadeleyle uyumlu c¢alisabilecek ve hatta ona alternatif

olusturabilecek bir mikrobiyal ajanin tespiti ¢ok biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu amagla bu



calismada G. gryllotalpa’ya karsi etkili bir mikrobiyal miicadele ajaninin varliginin tespiti
icin bakteriyal florasinin belirlenmesi amaglanmastir.
Boyle bir mikrobiyal ajan, biyolojik miicadele g¢alismalarini destekleyecegi gibi,

tarim arazilerinde zarara sebep olan diger boceklere karsi da kullanilabilecektir.

1.2.Toprak Alt1 Zararhlar1 ve Ekonomik Etkileri

Bugiine kadar iilkemizde tespit edilmis olan bazi toprak alti zararlilar1 Tablo 1’de
gosterilmistir. Bunlarin pek ¢cogunun mikrobiyal florasi su ana kadar ¢alisilmistir.

Agrotis ipsilon, Agrotis segatum (Bozkurt) : Erginleri 40-47 mm, A. segatum ise 35-
40 mm kanat acikligina sahip siyahimsi viicutlu kelebeklerdir. Bozkurt larvalart birinci ve
ikinci donemlerinde bitkilerin taze siirgiin ve yapraklarim1 kemirip yiyerek zarar yapar.
Sonraki donemlerde, sadece geceleri toprak yiizeyine c¢ikarak geng¢ korpe bitkileri kok
bogazindan kesmek veya kemirmek suretiyle bitkinin kirilip, kurumasina neden olurlar.

Agriotes lineatus, Agriotes obscurus (Telkurtlar1): Telkurtlar1 kist topragin 10-20 cm
derinliginde otlarin diplerinde ergin olarak gecirirler. Larvalar yeni ¢ikan fidelerin
koklerini kemirir, bitkiler 6liir. Pamuk tarlalarinda bozkurtlar ile birlikte biiyiik zarara
neden olurlar (Aydemir, 2008).

Anisoplia spp. (Ekin bambulu): Ergin 10-15 mm boyundadir. Larvalar toprak altinda
geng tahilin kokiinii kemirerek zararli olmakla beraber biiyiik zarari erginler yapar.
Basaklardaki taneleri kemirerek zarara neden olurlar. Bambul erginleri tarafindan
kemirilmis taneler tohumluk olarak kullanilamayacagi gibi tanenin 6zii yenildiginden
ekmek yapiminda da iyi sonu¢ vermezler. Zarar gormiis tarlalar da esit dagilim gosterdigi
kosullarda m* de 3-4 adet ergin oldugunda ekonomik zarara neden olabilir. Ulkemiz tiim
tahil alanlarinda yaygindir (Aydemir, 2008).

Ceutorrhyncus pleurostigma (Lahana galbdcegi): Hortumlu boceklerden olan lahana
galbocegi 3-4 cm boyundadir. Lahana galbocegi’nin larvalart konukgu bitkilerin kok
bogazinda urlar meydana gelir. Fidelikte yaptiklar1 zarar nemlidir. Ulkemizde Marmara
bolgesinde yer yer bu zararliyla bulasik durumdadir.

Delia brassicae (Lahana sinegi): Erginleri 5-6 mm boyundadir. Larva doneminde
zararli olur. Yumurtadan ¢ikan larva, bitkinin kok bogazi ve koklerin epidermisi altina girer
ve galeri acarak zarara baslar. Ulkemizin Karadeniz, I¢ Anadolu bélgelerinde yaygin olarak

bulunur (Aydemir, 2008).



Tablo 1. Toprak alt1 zararlilari

Bilimsel Ad1 Tiirkce Ad1 Takim-Aile Zaran
Agrotis ipsilon Bozkurt Lepidoptera: Noctuidaee Bitki
Agrotis segatum Bozkurt Lepidoptera: Noctuidaee Bitki
Agriotes obscurus  Telkurdu Coleoptera: Elateridae Bitki
Agriotes lineatus ~ Telkurdu Coleoptera: Elateridae Bitki
Anisoplia spp. Ekin bambulu Coleoptera: Rutelidae Uriin
Ceutorrhyncus Lahana galbocegi Coleoptera: Curculionidae Uriin
pleurostigma

Delia brassicae Lahana sinegi Diptera: Anthomyiidae Uriin
Delia platura Tohum sinegi Diptera: Anthomyiidae Uriin
Gryllotalpa Avrupa danaburnu  Orthoptera: Gryllotalpidae Uriin
gryllotalpa

Melolontha Mayi1s bocegi Coleoptera: Scarabaeidae Bitki
melolontha

Phragmacossia Enginar kurdu Lepidoptera: Cossidae Bitki
albida

Porphyrophora Kok kosnili Hemiptera: Margarodidae Uriin
polonica

Psila rosae Havug sinegi Diptera: Psilidae Uriin
Zabrus spp. Ekin kamburbdcegi  Coleoptera: Carabidae Uriin

Delia platura (Tohum sinegi) : Erginleri yaklasik 6 mm boyundadir. Larvalar tohum
yataklarinda veya ocaklarda ¢imlenmekte olan kabak, kavun, salatalik ve fasulye gibi
tohumlarin toprak igindeki gdvdede galeri agarak beslenirler. Ulkemizde yaygin olarak
bulunur (Baykal, 2008)

Gryllotalpa gryllotalpa (Avrupa danaburnu): Erginleri 4-5 cm boyundadir. Topragin
altinda galeri acarak bulduklar1 tiim sebze ve meyvelerin koklerini yiyerek zarar yaparlar
(Houston, 2006).

Melolontha melolontha (Mayis bocegi): Erginleri 2,5-3 ¢cm boyundadir. Erginleri
yaprakla beslenip zarar verse de, esas zarar1 larvalar yaparlar. Larvalar, findik bitkisinin 1
cm kalinligina kadar olan kokleri kolayca koparip sagak koklerden mahrum birakirlar.
Bunun sonucu olarak da u¢ kurumalar1 baslar ve kurumalar ana dallara kadar ilerler. Yaz
kuraklariin da tesiriyle tam bir kuruma meydana gelir. Boylece bahgenin elden ¢ikmasina
ve liriin kaybina neden olmaktadir (URL-3).

Psila rosae (Havug sinegi): Boyu 4-5 mm’dir. Havug sinegi larvalari en ince kdklere
kadar girerek beslenseler de asil zarar ana kok icinde galeri agmalar1 sonucu goriiliir.

Ulkemizde i¢ Anadolu, Akdeniz ve Ege Bolgelerinde goriilmektedir.



Phragmacossia albida (Enginar kurdu): Larvalar enginar kokleri i¢inde galeri agarak
beslenir. iginde bulunduklar1 goziin kurumasima ve koklerin iginin oyularak ¢iiriimesine
neden olurlar. Boylece 8-10 yil iiriin vermesi gereken, 5-6 yilda kurumaktadir. Ulkemizde
Ege Bolgesinde yaygindir (Aydemir, 2008).

Porphyrophora polonica (Kok kosnili): Ergin disi 4,5 mm, ergin erkek 2-3 mm
boyundadir. Bitki koklerinde bitki 6zsuyunu emerek bitki gelismesini yavaslatir, bitkide
sararmalara, kurumalara ve yogunlugu fazla olan tarlalarda iiriin alinamamasina neden
olur. Ulkemizde Giineydogu Anadolu Bélgesinde yaygindir.

Zabrus spp. (Ekin kamburbdcegi): Erginler tiirlere gore farklilik gostermekle birlikte,
12-22 mm boyundadir. Geng larvalar, sonbahar aylarinda uygun kosullar1 bulduklarinda
ekin yapraklarim1 toprak icine g¢ekerek yerler. Olgun larvalar ise ilkbaharda yaprak ve
siirgiinleri yiyerek zararli olurlar, m*’de 3-4 larva oldugunda tarlalarda yer yer yenik
boliimler, acik hububat siralar1 ve bosluklar goriiliir. Bu durum verimin 6nemli Slgiide
azalmasina neden olur. Erginler hasada yakin giinlerde basak tanelerini, ekimde ise toprak

altindaki taneleri kemirerek zararlh olurlar (Aydemir, 2008).

1.3. Gryllotalpa gryllotalpa (Avrupa danaburnu) Hakkinda Genel Bilgi

Gryllotalpidae ailesinde bulunan Avrupa danaburnu sicak ve tropikal bolgelerde
bulunur. Diinyada Asya, Afrika, Avrupa ve Avusturalya’da yaygindir (Otte ve Alexander,
1983). Gryllotalpa cinsleri diinyanin hemen hemen her yerinde c¢ok genis yayilis
gostermektedir (Tablo 2).

Bu bocek en iyi topragi kazmaya yarayan 6n ayaklariyla bilinir (Bennet-Clark, 1970,
1987; Daws vd., 1996). Buna ek olarak bazi disiler ses ¢ikarir (Petrunkewitsch ve Guaita
1901; Baumgartner, 1905, 1910; Tindale, 1928; Zhantiev ve Korsunovskaya, 1973; Nickle
ve Carlysle, 1975; Ulagaraj, 1976; Townsed, 1983; Hoffart vd., 2002). Disilerin koruma ve
savunma amagcli ses ¢ikardigi bilinmektedir (Walker, 1997).

Basit olarak Avrupa danaburnu kiska¢ (kazmaya yarayan On ayaklariyla) sayisina
gore 3 e ayrilir; iki, ii¢ ve dort kiskag sayisina gore. Iki kiskacli Scapteriscus cinsine aittir.
Ug kiskagl Triamescapter cinsine aittir.

Dort kiskaglt Avrupa danaburnu 3 cinsi (Gryllotalpe, Gryllotalpa, Neocurtilla) ve 35

tiiriiyle diinyanin genis bir boliimiine dagilmistir (David ve Castner, 1984).



Tablo 2. Gryllotalpa tiirlerinin diinyadaki yayilislar

Tiir Isimlendirme Bolge

Gryllotalpa major Saussure Gliney-Kuzey Amerika

Gryllotalpa cultriger Uhler Kuzey Amerika
Merkez Amerika

Gryllotalpa africana Beauvois Afrika, Orta Asya, Hawaii

Gryllotalpa bulla Townsend Merkez ve Dogu Afrika

Gryllotalpa debilis Gerstaecker Tropikal Afrika

Gryllotalpa devia Saussure Gliney Afrika

Gryllotalpa robusta Townsend Kanarya Adalar1

Gryllotalpa rufescens Chopard Merkez Afrika

Gryllotalpa parva Townsend Giliney Afrika ve
Madagaskar

Gryllotalpa brevilyra Townsend Merkez Afrika

Gryllotalpa pluridens Townsend Merkez Afrika

Gryllotalpa spissidens Townsend Bati  Afrika  yagmur
Ormanlari

Gryllotalpa marismortui Broza, Blondheim ve Nevo  Israil

Gryllotalpa tali Broza, Blondheim ve Nevo  Israil

Gryllotalpa vineae Bennet- Clark Asya

Gryllotalpa gryllotalpa Linnaeus Asya, Avrupa, Kuzey
Amerika

Gryllotalpa monanka Otte ve Alexander Avustralya

Gryllotalpa coarctata Walker, E Avustralya

Gryllotalpa pilosipes Tindale Avustralya

Gryllotalpa inermis Chopard Avustralya

Gryllotalpa australis Erichson Avustralya

Gryllotalpa brachyptera Tindale Avustralya

Gryllotalpa babinda Otte ve Alexander Avustralya

Gryllotalpa pluvialis Mjoberg Avustralya

Gryllotalpa nitidula Serville Avustralya

Gryllotalpa oya Tindale Avustralya

Gryllotalpa howensis Tindale Avustralya

Avrupa danaburnu (Gryllotalpa gryllotalpa) L, takimi Orthoptera, ailesi

Gryllotalpidae, cinsi Gryllotalpa’dir. Avrupa danaburnu, 1913’den beri Avrupa’dan

Amerika’ya kadar genis bir yayilim gdstermektedir (Weiss ve Dickerson, 1918). Saccer,

Weiss ve Dickerson bu tiiriin ilk stoklarin1 Hollanda ve Belgika da belirlemislerdir (Morse,

1920).

Avrupa danaburnu yasamanin ¢ogunu toprak altinda gecirir. Genellikle yasama yeri

olarak, galeri agmaya uygun olan nemli, bol humuslu, killi-kumlu toprag1 secerler.

Geceleri ve ¢ok bulutlu giinlerde faaliyet gosterirler. Giindiizleri genel olarak toprak

icindeki galerilerde istirahat halinde bulunurlar (Weiss, 1915).



Avrupa danaburnu, 4-5 cm boyunda, iri viicutlu, esmer kestane renginde bir bocek
olup, viicut kadife gibi kisa tiiylerle kaplidir. Bas ileri uzamistir. Antenler kisa ve
kuvvetlidir. A8z parcalar1 ¢igneyici tiptedir. Gozleri iyi gelismis olup, yanlarda bulunur.
Kazic1 tipteki On bacaklar1 oldukca yassilasmis ve kenarlarn kuvvetli dikenlerle

donanmugtir. Ust kanatlar kisadir. Alt kanatlar iyi gelismis ve ugma gérevi yaparlar (Sekil

1.

Sekil 1. Avrupa danaburnu’na ait ¢esitli sathalarin goriintiisii; a) ergin b) yumurta

(URL- 1).

Topragin altinda galeri agarak yasarlar (Houston, 2006). Antenler kil gibi ve 120
segmentten meydana gelmistir. Viicudun en genis kismi olan pronotum biiylik, oval, sert
ve iizeri kadife goriiniimiinde ince tiiylii ve daha koyu renklidir. Ust kanatlar kisa
yuvarlakca, saydam ve esmer renktedir. Damarlar1 koyu renkli ve belirgindir. Alt kanatlari
uzun ve saydamdir. Yelpaze gibi kendi lizerlerine katlanmis olup viicut boyunca uzanirlar.
Uglar arkadan 2 kuyruk gibi sarkar. Kazici tipteki 6n bacaklarin biitlin boliimleri kalin ve
kuvvetlidir. Orta bacaklar diger bacaklara nazaran daha zayiftir. Arka bacaklarin ig-iist
tarafinda az ¢ok belirli aralarla siralanmis 4-5 ya da 6 adet biiyiik diken bulunur. Viicudun
sonunda, iizerinde uzun ve seyrek killar bulunan bir ¢ift uzanti vardir. Polifag bir zararlidir.
Kis uykusuna yatarlar, sicak bolgelerde ve Mart ayinda aktif olurlar. Mayis ayinda
olgunlagmaya baslarlar ve kisa bir slire sonra yumurta birakma zamani gelir.

Mayis ayinda ciftlesen disiler yumurtalarini topragin 10-20 cm derinliklerinde oval
bolme agarak bu bdlmelere birakirlar (Kobakhidze, 1960; Kryzhonavskii ve Dansting
1972).



Bazi bilim adamlari, yumurtalarin giines 1s18indan daha iyi faydalanabilmeleri igin
bu bolmelerin yeryiiziine daha yakin oldugunu diisliniirler. Yumurtalarini ilk biraktiklart
zaman beyazimsi sar1 renkte olup, sonralar1 rengi gittikce koyulasir. Ortalama 2-3 mm
uzunlukta ve elips seklindedir (Weiser, 1969). Bir grupta 200-300 yumurta bulunur. Bir
disi yasami boyunca 500-600 yumurta birakabilmektedir. Dogal ortamda Mayis ayinda
birakilan yumurtalar sicaklik ve nem sartlarina gore degismek lizere 10-20 giinde agilir.
Haziran ay1 i¢inde yumurtadan ¢ikan nimfler birkag hafta gruplar halinde bu yuvalar i¢inde
kaldiktan sonra dagilirlar (Kovanci, 1995)

Nimfler sonbahara dogru 2 gomlek degistirir ve 3. donem nimf halinde topragin
derinligine inerek kislarlar. Ilkbaharda havalarin 1sinmasi ile tekrar aktif hale gegerek 5
gomlek degistirdikten sonra Ekim ayinda ergin olurlar (Aydemir, 2008). Disiler,
erkeklerden genc¢ nimfleri korurlar (Walker ve Figg, 1990). Omnivor bécek olan Avrupa
danaburnu, toprak altinda birgok omurgasiz hayvanlarla yani bocek ve toprak solucaniyla
ve bitkilerin toprak alt1 organlariyla beslenirler (Zhantiev, 1991).

Nimfler ergine benzer ancak daha kiiclik ve beyaza yakin agik renklidir ve kanatlari
gelismemistir (Baykal, 2008).

Kis1 geciren erginler, ilkbaharda ciftlesip yumurta birakirlar. Boylece geligsmesini 2
yilda tamamlarlar (Aydemir, 2008).

Bazi bilim adamlar1 bocegin gelisimini tamamlamasi i¢in dort yila ihtiya¢ olduguna

inanirlar (Weiss, 1916; Weiser, 1969).

1.4. Gryllotalpa gryllotalpa (Avrupa danaburnu)’nin Zarar Sekli

Ergin ve nimfleri toprak iginde galeri agarak ilerlerken rastladiklari tohum, kok ve
yumru gibi her tiirlii bitkisel materyali kemirerek zarar verirler. Ozellikle yeni dikilmis
veya yeni ¢imlenmis sebze fidelerinin koklerini keserek kurumalarma neden olur ve
yumrulu sebzelerin de yumrularini kemirirler ( Kryzhanovskii ve Dansting, 1972)

En cok sebzeler, celtik, bugday, misir, aycicegi, tiitiin, pamuk, siis bitkileri, patates,
meyve ve orman fidanlarinda zarar yapar. Sekil 2 Avrupa danaburnunun yapmis oldugu
zararlar1 gostermektedir (URL-2).

Avrupa danaburnu yiiksek yogunluklarda oldukca biiyiik Olclide zarara neden

olmaktadir. Ulkemizin her tarafinda yaygindir (Baykal, 2008). Rusya’da domates, lahana,



tiitlin, orman agaglar1 ve diger sebzelere zarar verir. Benzer olarak Fransa’da karpuz,

havug, sogan tarlalarinda biiylik zarar verirler (Weiss, 1916; Walker ve Figg, 1990)

Sekil 2. Avrupa danaburnu’nun olusturdugu zarar sekli (URL-2).

1.5. Zararhlar ile Yapilan Miicadele Yontemleri

1.5.1. Dogal Miicadele

Insanin herhangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bdcek popiilasyonlarmin
kontrol altinda tutulmasi olayidir. Cevre direncinin bir sonucu olarak béceklerin énemli bir
kismi ya ¢ogalmadan ya da cogaldiktan sonra oliirler. Boylece, zarar olusturan bdcegin

ortamdaki sayist ve olusturdugu zarar diisiik seviyede kalmistir.

1.5.2. Yasal Miicadele

Yasal yollardan yararlanilarak, zararlilarin yayilmalarin1 6nlemektedir. Karantina,
ambargo, muayene ve sertifika uygulamak bunlarin basinda gelmektedir. Bu tiir
uygulamalar bazen kitalar ve iilkeler arasinda olurken, bazen de bir bdlgenin igerisinde bir

bolgeye 6zgii uygulanabilirler.
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1.5.3. Mekanik Miicadele

Bocekleri ¢esitli yontemlerle toplamak, pusuya diisiirmek, yem tuzaklar1 kurmak,
feromonlar kullanmak, tuzak odunlari hazirlamak veya gida degisimi yapmak suretiyle

gerceklestirilen miicadele seklidir.

1.5.4. Fiziksel Miicadele

Sicak ve nemden yararlanilarak boceklerin oldiiriilmesi, elektrik veya radyoaktivite
kullanarak bdceklerin kisirlastirilmast iglemleri iceren miicadele yontemidir. (Georgis,

1997).

1.5.5. Kiiltiirel Miicadele

Toprak bakimi, islenmesi ve giibrelenmesi, yabanci ot ve atiklarin temizlenmesi ve

bitki nobetlesmesi gibi toprakla ilgili yapilmas1 gereken isleri kapsar.

1.5.6. Kimyasal Miicadele

Cesitli kimyasal maddelerin toz veya sulu halde kullanilmasi suretiyle yapilan
miicadeledir. Ulkemizde ¢ok yaygm olmasina ragmen, ¢evreye verdigi olumsuz etkilerden
dolay1 gilinlimiizde gelismis iilkelerde yavas yavas bu yoOntemden vazgegilmektedir

(Boucias ve Pendland, 1998).

1.5.7. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele s6zciigii ilk defa 1919 yilinda Kaliforniya tiniversitesinden Harry
Smith tarafindan bdocek popiilasyonlarin tabii ve c¢esitli uygulamalarla kontrol altina
alinmasi i¢in kullanilmistir (Heimpel, 1962).

Biyolojik miicadelenin tanimi ise, zararli boceklerin yapmis oldugu zarari en aza
indirmek i¢in bu boceklerin dogal diismanlarini kullanma olarak tanimlanabilir. Dogal

diisman terimi, predator ve parazitlerle birlikte hastalik olusturan mikroorganizmalari
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kapsamaktadir Ancak, bdceklerde hastalik olusturan mikroorganizmalarin kullanimu,
genellikle mikrobiyal kontrol olarak adlandirilir (Peter, 1984).

Biyolojik miicadele, kimyasal miicadelenin tiim olumsuz yonlerini ortadan kaldirmasi
bakimindan son yillarda tercih edilmesi gereken bir miicadele yontemi halini almistir

(Y1lmaz, 2004).

Biyolojik miicadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal miicadele, zararli boceklerin
kontroliinde patojen mikroorganizmalarin kullanilmasin1 kapsar. Entomopatojen olarak
adlandirilan bu mikrobiyal miicadele ajanlar1 (bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar,
protozoalar) zararli boceklerde hastalik olusturarak bocek popiilasyonlarinin dengede
tutulmasini ve zararlarinin en aza indirilmesini saglarlar. Bu entomopatojenlerin biiyiik bir
cogunlugu konaga 0Ozel oldugu i¢in yalnizca miicadele yapilmak istenilen organizma
tizerinde etkindir. Bu 6zelligi ile faydali ve predatér bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi
hedeflenmemis organizmalar iizerinde herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen dogal
olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu 06zellikleri,

gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik ajanlarin alacagini gostermektedir.

Biyolojik miicadele, diger miicadele yontemlerine gore dogal dengenin korunmasina
yardimci olmasi, uzun vadede kalict sonuglar vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi

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

Biyolojik miicadeleyi asil énemli kilan, dogal dengeyi bozmamasi ve zararh tiirler
tizerinde kalic1 ve dinamik bir etki meydana getirmesidir. Bu iki 6zellik diger miicadele
yontemlerinde bulunmaz. Biyolojik miicadele diger miicadele yontemlerine gore; yan
etkilerinin olmayisi, etkisini uzun silire devam ettirebilmesi, c¢evreye duyarli olusu,
baslangigta masrafli olsa da ilerleyen yillarda ilk kurulus harcamalarini tolere ederek en az
masrafla en iyi sonucun alinabilmesine imkan vermesi, zararlilarda dayamikliliga ve
bagisikliga yol agmamasi ve zararliy1 direkt olarak oldiirmekten baska, iireme giliciini
azaltma ve gelisiminde dengesizlikler yaratma, iirlinlerin {izerinde pestisitler de oldugu gibi
kalint1 birakmamasi gibi dolayli faydalar saglamasi bakimindan birgok avantajlara sahiptir.
Buna karsin esasl bilgi gerektirmesi, baslangigta risk tagimasi ve neticenin gec¢ alinmasi

gibi tolere edilebilecek dezavantajlar1 bulunmaktadir (Debach, 1974).

Biyolojik miicadelenin ilk uygulama donemleri ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Asya’da aver karincalardan bu hususta yararlanildigir ve M.S. 900-1200 yillar1 arasinda

narenciye zararlilarina kars1 kullanildig1 bilinmektedir. 1200’1 yillarda Yemen’de palmiye
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agaclarindaki zararlilara karsi karincalarin kullanildigir ve Arabistan’da her yil daglardan
getirilen avel karinca kolonilerinin, hurma agacglarinda zarar yapan bir diger karinca tiiriine

kars1 kullanildig1 kayitlidir (Ogurlu, 2000).

Tiirkiye’de ise biyolojik miicadele ile ilgili ilk kayitlar 1910’Iu yillara rastlamaktadir.
Smith tarafindan yapilan ilk kayit incir gilivesi, Ephestia cautella WIk. (Lepidoptera,
Pyralidae)’nin parazitoidi olan Bracon hebetor Say. (Hymenoptera, Braconidae)’nin
[zmir’de bol ve yogun olarak bulunduguna dair bilgiler ihtiva etmektedir. Almanya’dan
1931-1948 yillar1 arasinda birkag¢ kez, Bracon hebetor getirterek Ege’de incir depolarina

salinmustir.

Biyolojik miicadelede elde edilen bu basarilar, uygulayicilar1 cesaretlendirmis ve
glinimiize kadar biiylik bir gelisme gostererek ilerletilmistir. Son yillarda caligmalar
agirlikli  olarak boceklerde hastalik  olusturan mikroorganizmalarin  izolasyonu,

karakterizasyonu ve biyolojik miicadele de kullanimina yonelmistir (Demirbag vd., 2008).

1.5.7.1. Biyolojik Miicadelede Kullanilan Etkin Gruplar

Biyolojik miicadelede kullanilan organizmalart predatorler, parazitler ve
mikroorganizmalar olarak 3 ana grup altinda toplamak miimkiindiir. Zararli boceklerin

dogal diismanlar1 olan bu canlilar, zararlilarin kontroliinde biiyiik potansiyele sahiptir.

1.5.7.1.1. Predatorler

Bocek predatorleri, besin kaynagi olarak bocekleri yakalayan ve yiyen hayvanlardir.
Predator gruplarini baliklar, amfibiler, siirlingenler, kuslar, boceklerle beslenen c¢esitli
omurgasiz hayvan gruplari ve karnivor bdcekler olusturur. Ormanlarda zarar yapan
bocekler diisliniildiigiinde bu gruplardan kuslar ve karnivor bdceklerin biyolojik
miicadelede kullanilma potansiyeli oldugu sdylenebilir (Ogurlu, 2000; Demirbag vd.,
2008).
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1.5.7.1.2. Parazitler

Bocek parazitleri, hayatim1 tek bir konukgu ferdi iizerinde tamamlayan ve
konuk¢usunu zayiflatan, gerileten, gelismesine mani olan veya oldiiren organizmalara

denir. Konukgu ise, paraziti tagiyan canliya verilen isimdir.

1.5.7.1.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen insektisitler hedef bocek tiirii i¢in oldukca
spesifik olmalari, bakteriler sayesinde ayristirilabilir olmalar1 ve zararli boceklerde bu

bilesiklere kars1 direng gelisiminin yavas olmasi1 bakimindan oldukga avantajlidirlar

Mikroorganizmalar, biyolojik miicadelede biiylik 6nem tagimaktadirlar. Biyolojik
miicadelede kullanilan mikrobiyal etmenlerin bircogu dogadaki hastalikli boceklerden
izole edilir. Dogada boceklerin hastalanmasina neden olan ve sonra onlar1 dldiiren orijini
bakteri, viriis, mantar, nematod veya protozoa olan pek ¢ok mikrorganizma mevcuttur
(Lipa, 1975). Bu mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandirilir (Burges, 1981;

Tanada ve Kaya, 1993; Lacey ve Kaya, 2000; Lacey vd., 2001).

En yaygin sekilde kullanilan mikrobiyal kontrol ajam1 Bacillus thuringiensis
Berliner bakterisidir. Bir¢ok bocek takimina ait tiirlere karsi aktif olan yeni suslarin izole
edilmesi ve yapilan genetik diizenlemeler, bu bakterinin kullanim alanlarin1 genisletmistir

(Lacey vd., 2001).

1.5.7.1.3.1. Bakteriler

Bakteriler ¢ok basit yapili, genetik materyali bir zarla ¢evrili olmayan, genellikle

klorofilsiz ve boliinerek ¢ogalan tek hiicreli canlilardir.

Entomopatojenik bakteriler, boceklerde kitle halinde Oliimlere 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 familyalarina

dahildir. Spor olusturan bakterilerden en onemlisi ise Bacillus thuringiensis’tir. Cry adi
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verilen proteinler sayesinde bircok zararli bocege karst etkin bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Bu proteinlere ise genel anlamda mikrobiyal insektisit denmektedir

(Sezen ve Demirbag, 1999; Kuzina vd., 2002; Osborn vd., 2002; Demir vd., 2002).

Mikrobiyal insektisit, bir organizmanin iirettigi, belirli bir bocek tiiriinii 6ldiiren bir
toksin olabilecegi gibi, belirli bir bocegi dliimciil olarak enfekte etme kabiliyetine sahip
olan bir organizma da olabilir. En ¢ok ¢aligilan, en etkili ve en sik yararlanilan mikrobiyal
insektisitler Bacillus thuringiensis tlrleri tarafindan iiretilen kristal, Cry proteinleridir
(Lampel, 1994; Ananda, 1996). Bu bakterinin, her biri belli bir bocegi dldiirebilen farkl

bir toksini iireten birgok sus ve alttiirii bulunmaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. Cesitli B. thuringiensis toksinleri ve etkili olduklar1 zararlilar (Gelernter ve
Schwab, 1993).

B. thuringiensis alt tiirleri gﬁ;}:ﬁ:ﬁgu (kDa) Hedef Bocek Gruplan
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

B. thuringiensis’de bulunan c¢ry genleri insektisidal kristal proteinlerini
kodlamaktadir. Bu kristal genler Cry I, Cry II, Cry Il ve Cry IV olmak lizere 4 gruba
ayrilir. Cry I proteinleri Lepidopterlere karsi, Cry II proteinleri Lepidopter ve Dipteralarin
her ikisine karsi, Cry III Coleopterlere karsi toksik iken, Cry IV ise Dipteralara karsi
toksiktir. Bu proteinler A, B, C gibi daha da kiigiik alt siniflara ayrilmistir. Bu alt siiflar
ise toksin genlerinin DNA sekans analizine gore olusturulmustur (Crickmore, 1998).

Bacillus thrungiensis’in insektisidal aktivitesini olusturan insektisidal kristal
proteinler sporlanma esnasinda sentezlenir. Bakteri bu kristal proteini sayesinde spor

olusmasini saglar (Ferre, 1991; Schnepf, 1998; Bernard ve Jack, 2003).
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1.5.7.1.3.2. Viriisler

Bircok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak bocek salginlarini kontrol
ettikleri bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Cigneyici agiz yapisina sahip bocekler, 6zellikle
yaprak yiyenler, viriis enfeksiyonlarina karsi daha hassastir. Bu durumda yaprak yiyen
Lepidoptera tirtillariyla, Hymenoptera’nin yalanci tirtillari, viral ajanlardan daha fazla
zarar gorilirler (Weiser, 1969; Evans, 1986). Virlsler bircok bocek takimiyla iliskilidir.
Bununla birlikte biiyiik bir kism1 Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4)
takimlarinda bulunmaktadir (Granados ve Federici, 1986; Groner, 1986; Arif ve Kurstak,
1991).

1.5.7.1.3.3. Mantarlar

Kolay olarak taninmalari ve dogal olarak yayilmalar1 nedeniyle en yaygin bdcek
patojenleri olarak kabul edilirler (Poinar, 1979). 700°ti askin fungus tiiriiniin bdcekleri
enfekte ettigi rapor edilmesine karsin, bunlardan ancak 10 tanesi zararli boceklerin
kontrolii i¢in kullanilmak amaciyla gelistiriime 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¢cok bocek takimina ait tiirleri enfekte edebilirler. Bir entomopatojenik

fungus birden fazla bocek tiiriinii enfekte edebilir.

1.5.7.1.3.4. Nematodlar

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda 6liimlerine yol acan birgok
nematod tlirii bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan calismalarda 30’u askin nematod
familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iliskili oldugu
belirlenmistir (Poinar, 1979; Kaya ve Stock, 1997). Son yillarda yapilan ¢alismalar, zararl
boceklerin biyolojik kontroliinde kullanilma potansiyeli tasimalar1 bakimindan 7 familya
tizerinde yogunlasmistir. Bunlar Mermithidae, Tetradonematidae, Allantonematidae,
Phaenopsitylenchidae,  Sphaerulariidae,  Steinernematidae =~ ve  Heterorhabditidae

familyalaridir (Wilson vd., 1993; Kaya ve Stock, 1997; Wilson ve Gaugler, 2000).
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1.5.7.1.3.5. Protozoalar

Protozoa enfeksiyonlar1 bocek popiilasyonlarini dengede tutmasi bakimindan biiyiik
bir 6neme sahiptirler (Maddox, 1987; Brooks, 1988). Entomopatojenik protozoalar
genellikle konaga Ozeldirler. Boceklerde olusturduklart hastaliklar yavas ilerler.
Viriilanslar1  diistiktiir ve c¢ogu kez boceklerde kronik enfeksiyonlar olustururlar.
Viriilanslarinin diisiik olmasi nedeniyle protozoalarin enfekte ettigi boceklerin Slimi

bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993).

Cogu entomopatojenik protozoanin hayat dongiisii karmasiktir. Sadece canli konak
icerisinde gelisebilirler ve ¢ogu tiirlin gelisimini tamamlayabilmesi i¢in bir ara konaga

ihtiyaci vardir (Maddox, 1987) .

Protozoalar tarafindan enfekte edilen bdceklerin hareketleri yavaglar ve
tembellesirler. Bu nedenle gelisimleri de yavaslar. Beslenme ve iireme faaliyetlerinde
azalma goriiliir. Oliimiin gerceklesebilmesi i¢in enfeksiyon seviyesinin ¢ok yiiksek olmasi
gerekir. Gligsliz diisen boceklerin degisen ortam kosullarina karsi olan direngliligi azalir ve

diger organizmalarin saldirilarina agik hale gelirler (Hoffman ve Frodsham, 1993).

1.6. Gryllotalpa gryllotalpa ile Miicadele Yontemleri

1.6.1. Kiiltiirel Onlemler

Topragin zamaninda ve iyi sekilde islenmesiyle de zararlinin toprak altinda bulunan
yasam ortamlar1 bozularak agiga c¢ikan yumurta, nimf ve erginlerinin sicak ve dogal
diismanlar tarafindan imhasi1 saglanmis olmaktadir.

Zararlinin sicak ve giibreli topraklari sevmesinden hareketle, bahgelerin uygun
yerlerine yaz sonuna dogru yanmamis ¢iftlik giibresi kiimesi birakilarak ilkbaharda burada
toplanan nimf erginlerinin Oldiiriilmesi popiilasyonu azaltma bakimindan oldukca

yararlidir.
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1.6.2. Kimyasal Miicadele

Avrupa danaburnuna kars1 zehirli yemlerle erken ilkbahardan sonbahara kadar
miicadele yapilabilir. Zehirli yem uygulamasi yapilacak bahgeler aksamiizeri iyice sulanir.
Bugday kepegi ile hazirlanan zehirli yem, lastik eldiven giyilmis el ile hava kararmadan
bitkilerin diplerine yakin gelecek sekilde serpilir. Zehirli yem hazirlanmasinda 1 dekar igin
8-10 kg kepek, 1\2 kg toz seker ve asagidaki tabloda dozu belirtilen ilaglardan birisi
kullanilir. Ayrica bugday kepegi 3-4 litre su ile iyice nemlendirilir (Baykal ve Kovanci,
1995). Asagidaki tabloda (Tablo 4) Avrupa danaburnuna karst kullanilan maddeleri

gostermektedir.

Tablo 4. Avrupa danaburnuyla yapilan kimyasal miicadelede
kullanilan etkin maddeler (Baykal ve Kovanci, 1995).

Etki maddenin adi ve Formiilasyonu Dekara preparat

yiizdesi

Chlorpyripos-ethyl 25 WP 400¢g\8 kg kepege
Endasiilfan 35 WP 100g\10 kg kepege
Endosiilfan 5 Toz 500g\10 kg kepege
Parathion-methyl35 EC 100 cc\8 kg kepege
Tricholorfon 80 SP 250¢\8 kg kepege

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de zararli boceklerin kontroliinde cesitli
kimyasal insektisitler kullanilmaktadir. Fakat kullanilan bu kimyasal insektisitler dogal
cevre ve hedeflenmemis organizmalar {izerinde olumsuz etkilere sahiptir (Ecevit, 1988;
Unal, 1998). Ozellikle 1950’lerden sonra insektisitlerin olumsuz etkilerinin ortaya
cikarilmasi, zararli boceklerin kontrolii i¢in yapilan ¢alismalarin daha etkili ve glivenli
kontrol ajanlar1 bulmaya yonlendirmistir.

Zararhlarla miicadele i¢in uygulanan kimyasallar, hedef zararli bocegin haricinde
diger canlilar1 da olumsuz yonde etkilemektedir. Kimyasallarin yogun bir sekilde
kullanilmast zaman i¢inde zararli bdceklerde insektisitlere karsi  dayaniklilik
mekanizmasinin gelismesine neden olur. Gergeklesen bu dayaniklilik mekanizmasi ilagtan

kagma gibi davranmigsal dayanikliliklar olabilecegi gibi birbirine ¢ok yakin akraba tiirler
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arasinda dahi zararliya direng gosterebilecek 1rklarin olusabilmesi seklinde de

gerceklesebilir (Ecevit, 1988).

Kimyasal insektisitler yalnizca bocek tiirlerine degil dogada bulunan bitki ortiisiine
de zarar verirler. Kimyasal insektisitlerin dogada toprak ve bitkilerde birikmelerinden
dolay1 yok olmalar1 ¢ok uzun siirmektedir. Olusan bu birikim toprakta ki normal
mikrobiyal popiilasyonu bozarak veriminin diismesine neden oldugu gibi bitkiler araciligi
ile besin zincirine dahil olarak besin zincirinin en {ist seviyesindeki canlilara kadar ulagsir.
Belli bir alana uygulansalar dahi kolayca yok olmadiklarindan dolay1 riizgar ve yagmur
gibi dogal olaylarla ¢ok daha genis alanlara yayilabilmeleri insektisitlerin zararin1 daha da

artirmaktadir (Unal, 1998).

Son 25 yili agkin bir siiredir, zararli boceklerin kontroliinde bahsedilen bu zararlari
nedeniyle kimyasal insektisit kullanmanin yerine alternatif araglar aranmaya baslanmistir

(Bernard ve Jack, 2003).

1.7. Zararh Boceklerde Patojen Mikroorganizmalarin Belirlenmesi

1.7.1. Makroskobik Inceleme

Mikroorganizmalar tarafindan enfekte edilen boceklerde, patojenin 6zelligine baglh

olarak bazi karakteristik hastalik belirtileri goriiliir.

Bu belirtileri ¢ogu kez makroskobik olarak gézlemlemek miimkiindiir. Bu belirtiler;
renk degisimleri, fiziksel degisiklikler ~ve davramis anormallikleri  olarak

goriilebilmektedirler.

Renk degisimleri, enfeksiyonlu bdceklerin belirlenmesiyle ilgili olarak en kolay
gozlemlenebilecek hastalik belirtileridir. Canli ve 6lii boceklerde gozlemlenebilirler. Canli
boceklerde, entomopatojenlerin  neden oldugu renk degisimi, bu bdceklerin

integlimentlerinin seffafdan yar seffafa doniismesiyle ilgilidir (Lacey ve Brooks, 1997).

Fiziksel degisimler ise bazi fungus tiirleri bocek viicudunun yiizeyinde asir1 ve

renkli bir gelisim gosterebilirler. Enfeksiyon sonucu 6lmiis boceklerin kadavralar1 ¢ogu
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kez mumyalagir, yumusar, sivi hale gecer, katilasir veya kurur. Viriis enfeksiyonlari

sonucu bir¢ok anatomik bozukluk ortaya ¢ikabilir (Lacey vd., 1996).

Ayrica entomopatojenlerle enfekte olan boceklerde bazi davranig bozukluklari
gozlemlenebilir. Bu bozukluklar arasinda ¢ok obur olan boceklerin beslenmeyi birakmast,
agresiflik, ahisilmadik yayilis ve g¢iftlesme davramslari sayilabilir. Ornegin; viriisler
tarafindan enfekte edilen baz1 bdcekler konak bitkinin en yiliksek noktasina tirmanir ve

bacaklarindan asilarak oliirler (Lacey ve Brooks, 1997).

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

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

1.7.2. Mikroskobik inceleme

Makroskobik incelemenin sonuglandirilmasindan sonra mikroskobik incelemeye
baslanir. Boceklerde bulunan patojenlerin belirtileri ve mikroskobik incelemeleri patojenin

grubuna gore farklilik gosterir.

Bakteriler: Bakterilerin karakteristik 6zelliklerini siralamak zordur. Cilinkii bir ¢ok
bakteri tiirii saglikli boceklerin viicudunda enfeksiyon olusturmaksizin yasayabilir.
Bakteriler boceklerin hemolenfinde bulunurlar. Bocegin kiitikulasinda herhangi bir hasar
meydana getirmezler. Bu nedenle diger entomopatojenlerin meydana getirdikleri
makroskobik degismelere bakterilerde pek sik rastlanmaz. Spor olusturan bakterilerin
enfeksiyonlar1 daima bocek i¢in 6ldiiriiclidiir. Spor olusturan ¢ubuk sekilli bakteriler 151k
mikroskobu altinda gdzlemlenebilir. Bir bakterinin neden oldugu bir hastaliktan
stiphelenildiginde, bécek hemolenfinden numuneler hazirlanarak genel besiyerleri {izerine

ekim yapilmalidir.

Viriisler: Viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarda, bozulma ve hiicre dagilmasi
hipodermiste kolaylikla goriilebilir. Yag dokularinda kristale benzer inkliizyon yapilarin

varlig1 viral bir hastaligin oldugunu gosterir.

Nematodlar: Nematodlar bazen bocek kiitikulasinda gozlemlenebilir. Fakat

nematodlarin belirlenmesi i¢in ¢ogu kez bocegin diseksiyonu gerekir. Eger bocek olii ise,
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gliserin ya da laktofenol igerisinde diseksiyon yapmak daha uygundur. Malpigi tiipleri,
hemosol, bagirsak gibi kisimlar incelenerek nematod varligi tespit edilir. Boceklerde
bulunan nematodlarin boyutlar1 1 mm ile birka¢ santimetre arasinda degisir. Cins ve tiir
diizeyinde tanimlama i¢in ergin nematodlarin belirlenmesi, Olgiimlerinin yapilmasi ve

cesitli kisimlarinin fotograflanmasi gerekir (Kaya ve Stock, 1997).

Protozoalar: Protozoa enfeksiyonlarinin belirlenmesi icin bdcegin diseksiyonu
gerekir. Olgun sporlar hemolenfte ¢ok kolayca goriilebilir. Bazi durumlarda protozoa
sporlarini, fungus sporlarindan ayirmak icin Giemsa boyamasi1 gerekebilir (Undeen ve

Vavra, 1997).

1.8. Bakterilerin Tiir Tayininde Kullanilan Kriter ve Yontemler

1.8.1. Niimerik Taksonomi

Niimerik taksonomi, bakterilerin karakterizasyonun ve sistematiginin yapilmasi
amaciyla hazirlanan bir dizi testi igerir. Bu testler, mikroorganizmalar arasindaki

farkliliklardan faydalanarak dogru taksonomik katagorilere yerlestirilmelerini saglar.

Bu testler sonucunda bakterilerin, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve biiylime

ozellikleri ortaya cikarilir.

Morfoloji: Bakterilerin tiir tayinlerinde ilk olarak ortaya ¢ikarilmasi gereken 6zellik,
hiicre seklidir. Hiicre seklinin ortaya ¢ikartilmasi 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 farkliligin ortaya
cikarilmasi amaciyla yapilir. Gram boyama sonucuna gore bakteriler, Gram pozitif ve
Gram negatif olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Bu 6zellik bakterilerin siiflandirilmasinda

kullanilan en 6nemli kriterlerden birisidir (Sneath, 1986).

Bazi bakteriler, ortam sartlar1 yasam i¢in uygun olmayan hale geldiginde, endospor

olarak adlandirilan yeni bir hiicre i¢i yap1t meydana getirirler. Bir bakterinin endospor
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olusturup olusturmadigmin bilinmesi ve varsa endosporun pozisyonu taksonomik agidan

onemlidir. Bu 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla endospor boyama yapilir.

Baz1 bakteriler hiicrelerin dis yiizeyinde polisakkaritlerden olusan ve kapsiil adi
verilen bir yapiya sahiptir. Bu yapmin varligi veya yoklugu sistematikte kullanilan
karakterlerden biridir. Bunu belirlemek icin 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 biliylik 6nem tasir ve mikroorganizmanin farkli taksonomik

kategoriye yerlestirilmesini saglar.

Fizyoloji: Bakterilerin siniflandirilmasinda, biiyiidiikleri ve yasadiklar1 ortamin pH’1,

tuzlulugu, sicaklig1 ve oksijen miktari gibi kriterler kullanilan 6zelliklerden bazilaridir.

Sicaklik, hiicresel enzimler iizerinde etkili olarak, kimyasal reaksiyonlarin hizini
etkilemektedir. Genellikle, biitiin hiicre tiplerinde optimum sicaklik 20-40°C civarindadir.
Fakat bazi bakteriler (6rnegin, termofilik bakteriler) 1siya dayanikli enzimler iiretirler.
Dolayisiyla ¢ok daha yiiksek sicakliklarda hiicresel aktivitelerini devam ettirebilirler. Yine
baz1 bakterilerin diisiik sicakliklarda (6rnegin 4°C’de) biiyiiyebildikleri bilinmektedir
(Palleroni, 1986). Bu nedenle sicaklik toleransi bakteri sistematiginde kullanilan bir

kriterdir.

Hiicresel enzim aktivitelerini etkileyen bir diger fiziksel etki de pH’dir. Hiicrelerin
genellikle yasayabildigi optimum pH, nétral pH olan 7°dir. pH’da meydana gelen artis ve
diistislerin her ikisi de, hiicrelerdeki kimyasal reaksiyon hizlarinin diismesine yol acar.

Bunun nedeni hiicresel enzimlerin bozulmasidir (Palleroni, 1986).

Cogu bakterinin hayatlarin1 devam ettirmeleri i¢cin gerekli olan gaz atmosferik
oksijendir. Mikroorganizmalar atmosferik oksijen ihtiyaclarna gore aeroblar,
mikroaerofiller, tamamen aeroblar, aerotolerant anaeroblar ve fakiiltatif anaeroblar olarak

gruplandirilmaktadir (Cappuccino ve Sherman, 1992).

Biyokimya: Biyokimyasal katalizorler olarak bilinen enzimler, hem hiicre i¢indeki
hem de hiicre disindaki olaylar1 katalizleyerek biyokimyasal aktiviteler meydana

getirmektedirler (Sneath, 1986). Bu olaylar iki sekilde incelenmektedir.
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a) Hiicre dis1 enzimler: Biiyiik molekiil agirligina sahip olan maddeler hiicre zarindan
gecemezler. Bu nedenle bu maddeler (polisakkaritler, lipidler, proteinler) daha diisiik
molekiil agirligia sahip olan maddelere doniistiiriilmelidir. Ancak bu durumda hiicre
zarindan gecebilirler. Hiicre disindaki substratlara etki eden enzimler genel olarak, hiicre
dis1 enzimler olarak adlandirilir. Hiicre disinda gérev yapan bu enzimler nisasta, lipid,
jelatin gibi maddelerin hidrolizinden sorumludur. Bu enzimlerin varligi veya yoklugu,
mikroorganizmalar arasindaki genetiksel benzerlikleri veya farkliliklari gdstermesi

acgisindan sistematik olarak onemlidir.

Jelatin, zorunlu aminoasitlerden biri olan triptofan1 icermeyen ve bu o6zelligi

nedeniyle eksik protein olarak adlandirilan bir makromolekiildiir.

Eksik bir protein olmasi dolayisiyla, hiicre i¢in besleyici degeri tartisilir olmasina
ragmen, bakteri tlirlerinin karakterizasyonunda énemlidir (Cappuccino ve Sherman, 1992).
Bakteriler bu proteini, jelatinaz enzimi yardimiyla aminoasitlerine kadar pargalar. Jelatinaz

enziminin varligy, jelatin hidroliz testi ile ortaya ¢ikarilmaktadir.

b) Hiicre i¢i enzimler: Bu enzimler hiicre igersinde faaliyet gosterir ve hiicre igin
gerekli olan yeni protoplazmik ihtiyaglarin sentezinden sorumludur. Bu tip enzimlerin
kullanilmastyla olugsan son iirlinlerin anlasilmasi, sadece Ozel enzim sistemlerinin
aydinlatilmasi i¢in degil, ayn1 zamanda bakterilerin simiflandirilmas1 ve teshisi i¢in de

kullanilmaktadir (Cappuccino ve Sherman, 1992).

Cogu mikroorganizmalar, kendileri i¢in gerekli olan enerjiyi, karbonhidratlar gibi
substratlarin biyooksidasyonunu gerceklestiren 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 yani sira
hidrojen ve karbondioksit gibi gazlar meydana getirirler. Karbonhidrat fermentasyonu
testleri ile meydana gelen bu firiinler kullanilarak bir mikroorganizmanin herhangi bir

karbonhidrati fermente edip etmedikleri anlasilir (Sneath, 1986).

Triptofan, baz1 bakterilerin enzimatik reaksiyonlar1 i¢in, oksidasyona ugramasi
gereken bir aminoasittir. Triptofanin sonugta indol iiretilecek sekilde hidrolize edilebilme

kabiliyeti tiim organizmalar i¢in karakteristik olan bir 6zellik degildir ancak biyokimyasal
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bir isaret olarak is gdrmektedir. Indol testi yapilarak, mikroorganizmalarm triptofani

oksidasyona ugratip ugratmadiklar1 ortaya ¢ikarilmaktadir (Sneath, 1986).

Voges-Proskauer testi yardimiyla, bazi bakterilerin glukoz metabolizmasi sonucunda
olusan organik asitlerden, asetilmetil karbinol gibi nétral veya asidik olmayan son iirlinleri

iretebilme kabiliyetleri ortaya ¢ikarilir (Sneath, 1986).

Bazi bakteriler, fermente edebilecekleri glukoz veya laktoz ortamda mevcut
olmadiginda, enerji elde etmek i¢in karbon kaynagi olarak sitrati kullanabilmektedirler.
Mikroorganizmalarin sitrati kullanip kullanmadiklari, sitrat kullanim testleriyle ortaya

cikarilir (Sneath, 1986).

Mikroorganizmalarin  hidrojen  siilfir (H,S) dretip {retmedikleri, bakteri
sistematiginde kullanilan kriterlerden biridir. Kiikiirt atomlari, inorganik bilesiklerin

oksidasyonu sirasinda hidrojen akseptorii olarak is gérmektedir.

Bazi aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerin nitrati indirgemesi, molekiiler
oksijen olmadigi durumlarda meydana gelir. Bakterilerin nitrati, nitrit veya amonyaga

indirgeyip indirgemedigi, nitrat indirgeme testi ile ortaya ¢ikarilmaktadir (Sneath, 1986).

Katalaz veya peroksidaz adi verilen enzimleri {iretebilen bakteriler, bu enzimler
yardimiyla, hiicre i¢in zararli etki yapan hidrojen peroksiti (H,O;) ortadan kaldirirlar.
Bakterilerin katalaz enzimini iiretip iiretmedikleri, katalaz testi ile ortaya ¢ikarilir (Sneath,

1986).

Oksidaz enzimi, aerobik solunum sirasinda elektron taginiminin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Bakterilerin oksidaz enzimine sahip olup olmadiklari, oksidaz testi ile

belirlenir (Sneath, 1986).

1.8.2. Metabolik Enzim Profilleri ve Biyokimyasal Ozelliklerine Gore

Bakterilerin Tanis1 ve Karakterizasyonu

Karbonhidratlar yapt ve depo molekiilii olup, enerji kaynagidirlar.
Mikroorganizmalarin, ¢esitli karbon kaynaklarin1 enerji kaynagi olarak kullanma
ihtiyacinda gosterdigi  farkliliklar, tan1 ve karakterizasyonda kullanilabilmektedir.

Bakteriler hayatlarini siirdiirmek i¢in biyoenerjiye ihtiya¢c duymakta ve disardan aldiklari
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karbon  kaynaklarmmi = metabolik  enzimlerle parcalayarak  biyolojik  enerjiye
doniistiirmektedirler. Mikroorganizmalarin farkli karbon kaynaklarini (basit sekerler,
alkoller, aminoasitler, deterjanlar, aminoasit benzeri molekiiller) kullaniminda gosterdikleri
farkliliklar metabolik profil olarak adlandirilmaktadir ve profildeki bu farklilik sahip
olduklar1 metabolik enzim cesitliligine bagl olarak degiskenlik gostermektedir (Black ve
Sweetmore, 1994; Gamo ve Shoji, 1999). Mikroorganizmalarin arasindaki metabolik
farkliliklar1 saptamak i¢in farkli molekiiler teknikler gelistirilmistir.

Ik defa 1989 yilinda, farkli karbon kaynaklarinm kullanimma bagh olarak
mikroorganizmalarin tanisi, siniflandirilmasi ve karakterizasyonunda c¢alismak {izere bir
test paneli (¢cok gozlii mikro kap) sistemi gelistirilmistir. 1990’11 yillarin ikinci yarisindan
itibaren Ozellikle klinik laboratuarlarda yapilan rutin testlerde kullanilmak i¢in hizmete

sunulmustur.

Hazirlanan mikroorganizma siispansiyonlarinin panel testleri tizerindeki farkli karbon
kaynaklar1 ile kodlanmis ¢ukurcuklara verilmesi sonucunda, onlarin karbon subsratlarini
kullanimina baglh olarak ortamda organik asit icerikli metabolitler iiretilmekte ve ortam
asidik 6zellik kazanmaktadir. Olusan organik asit ise pH indikatorii boya ile reaksiyona
girmekte ve sonug renklenme seklinde gézlenmektedir.

Son yillarda yapilan bilimsel ¢aligmalar da panel testleri tekniginin, mikrobiyal tani,
siiflandirma ve karakterizasyonda kullanilabilecek etkili, hizli, giivenilir, hassas ve diisiik
maliyetli bir yontem oldugu onaylamaktadir (Sahin, 2003).

API 20E Panel Test Sistemi: Bir panel igerisine yan yana yerlestirilmis
kuyucuklardan olusmaktadir. Her bir kuyucuk farkli bir biyokimyasal 6zelligi belirlemek
amaci ile gesitli substrat veya indikatorleri icermektedir (Tablo 5). Testlerden bazilari
inkiibasyondan sonra direk olarak testin sonucunun g¢esitli renklerle belirlenmesini
saglarken, diger bir kismi ise ayira¢ damlatildiginda renk degisikligi ya da kabarcik
olusumu gibi gozle goriilebilen degerlendirmeler yapilabilmesini saglar. Ekimi yapilacak
olan izolatlar bu test paneline aktarilmadan once genel sivi bir besiyerinde Mc Farland
standardina gore 1, yavas biiyliyen izolatlarda ise bu standart 2 olacak sekilde

stispansiyonlar1 hazirlanir (Ek 1).



Tablo 5. API 20E panel test sisteminin igerdigi testler

Testler Substrat Belirlenen Reaksiyon Negatif Sonuglar Pozitif Sonuclar

ONPG ONPG Beta-galaktosidaz Renksiz Sar1

ADH Arginin Arginin dihidrolaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

LDC Lisin Lisin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

ODC Ornitin Ornitin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

CIT Sitrat Sitrat kullanimi1 Acik yesil / Sart Mavi-Yesil / Mavi

H,S Na thiosulfate H,S iiretimi Renksiz / Gri Siyah tortu

URE Ure Ure hidrolizi Sari Kirmizi / Turuncu

TDA Triptoofan Deaminaz Sar1 Kahverengi / Kirmizi

IND Triptofan Indol iiretimi Sar1 Kirmizi (2 dk.)

VP Na piruvat Aseton {iretimi Renksiz Pembe / Kirmiz1 (10
dk)

GEL Komiir jelatin Jelatinaz Siyah tabaka dagilmamis  Siyah tabaka
dagilmis

GLU Glukoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi-Yesil Sar1

MAN Mannitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

SOR Sorbitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

RHA Ramnoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

SAC Sucrose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

MEL Melibiose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

AMY  Amigdalin Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

ARA Arabinoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

Ferm. / oks.: Fermantasyon ve oksidasyon olaylarini géstermektedir.

API 50CH Panel Test Sistemi: Izolatlarin karakterizasyonlarinda API 20E test
sistemlerinin sahip oldugu testlerden daha fazla sayida teste sahip olan bu sistem, Gram +
bakterilerin teshisinde kullanilir (Tablo 6). Ekimi yapilacak olan izolatlar bu test paneline
aktarilmadan once genel sivi bir besiyerinde Mc Farland standartlarina gore 0,5 olacak

sekilde siispansiyonlar1 hazirlanir (Ek 1).
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Tablo 6. API 50CH panel test sisteminin

icerdigi testler
Test adi  Substrat
K Kontrol
Gly Gliserol
Ery Erytritol
Dara D-Arabinoz
Lara L-Arabinoz
Rib D-Riboz
Dxyl D-Ksiloz
Lxyl L-Ksiloz
Ado D-Adonitol
Mdx methyl-BD-xylopyranoside)
Gal D-Galaktoz
Glu D-Glukoz
Fru D-Fruktoz
Mne D-Mannoz
Sbe L-Sorboz
Rha L-Rhamnoz
Dul Dulkitol
Ino Inositol
Man D-Mannitol
Sor D-Sorbitol
Mdm Metyl-aD-mannopyranoside
Mdg Metyl-aD-glukopyranoside
Nag N-acetylglukosamine
Amy Amygdaline
Arb Arbutin
Esc Eskulin
Sal Salicin
Cel D-Celiobioz
Mal D-Maltoz
Lac D-Lactoz
Mel D-Melibioz
Sac D-Sakkaroz
Tre D-Trehaloz
Inu Inulin
Mlz D-Melezitoz
Raf D-Raffinoz
Amd Amidon
Glyg Glikojen
Xlt Xylitol
Gen Gentiobioz
Tur D-Turanoz
Lyx D-Lyxoz
Tag D-Tagatoz
Dfuc D-Fucoz
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“Tablo 6’nin devami1”

Test ad1 Substrat

Lfuc L-Fukoz

Darl D-Arabitol

Larl L-Arabitol

Gnt Potassium Glukonate

2kg Potassium 2-
Ketoglukonate

Skg Potassium 5-
Ketoglukonate

1.8.3. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler, mikroorganizmalari meydana getiren makro molekiillerin
igeriklerine, cesitlerine ve oranlarma bagli olarak elde edilen farkliliklardan hareket
edilerek olusturulmustur. Bu yontemler, karbonhidratlari, lipitleri, proteinleri ve genetik
materyali (DNA ve RNA) caligma materyali olarak kabul etmekte ve bunlardan birinin
veya kombinasyonlarinin kullanimi ile mikroorganizmalarin tani ve karakterizasyonlarmin

yapilmasini saglamaktadir (Manceau ve Horvais, 1997).

16S rRNA Dizin Analizi: Mikrobiyal tanimlama yontemlerinin en 6nemlilerinden
biri haline gelmistir. Bu yontemde her tiiriin ribozomlarmin 16S’lik kiigiik alt birimini
kodlayan DNA sirasinin oldukca 6zellesmis olmasindan faydalanilir. Bakteri genomundaki
16S rRNA geninde devamli ayni olan yani degismeyen ve degisken olan bolgeler
bulunmaktadir. Bakteri tiirlerinin teshisinde bu degisken bolgeler kullanilmaktadir. 16S
rRNA geninde 8 adet degismeyen ve 9 adet degisken bolgenin oldugunu ortaya ¢ikarmis
ve bazi arastiricilar bu Ozellikleri kullanarak kiiltiir edilmemis bakterilerin bile 16S
rRNA'larmi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yardimiyla 6zel primerler kullanarak

artirmiglardir (Gray vd 1984; Reeves ve Nayduch, 2002).

DNA-DNA Hibridizasyonu: Niikleik asit dizileri arasindaki benzerliin ortaya
cikarilmasi prokaryotlarin sistematiginin yapilmasinda énemli bir yer tutmaktadir. Boylece
genomlar arasindaki benzerlikler gercekei bir sekilde ortaya g¢ikarilmaktadir. Niikleik asit
siralarmin ortaya c¢ikarilmasi esasina dayanan karsilastirma ¢alismalarinda daha cok in
vitro niikleik asit hibridizasyonunu esas alan caligmalar yapilmaktadir (Stackebrandt ve

Goodfellow, 1991).
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Yeni bakteri tiirlerinin ortaya ¢ikarilmasinda en ¢ok kabul edilen parametre genomlar
arasindaki DNA benzerligidir. ATm (DNA'nin iki zincirinin birbirinden ayrilma sicakligi)
degerindeki benzerligin orani olarak ifade edilen bu deger mikroorganizmalar arasindaki
uzakhig1 gostermektedir. Bu degerler primer yap1 seviyesinde genomik dizi benzerliginin
dolayli bir yansimasidir (Goodfellow ve O'Donnell, 1993). Bu yilizden de DNA'nin ayrilip
yeniden birlesmesini konu edinen yaklasimlar birbirleriyle ¢ok yakin olan prokaryotlarin
akrabaliginin gosterilmesinde ¢ok kullanigh yontemlerdir (Wayne vd., 1987). Yapilan
bircok caligmada, DNA benzerligi ile kemotaksonomik, genomik, serolojik ve fenotipik
benzerlikler arasinda iligki oldugu bulunmustur ve bundan dolayi, DNA'nin iki zincirinin
yeniden birlesmesi, tiirlerin ayrilmasinda standart bir yontem olarak kullanilmaktadir
(Stackebrandt ve Goebel, 1994). Yapilan bircok c¢alisma sonucunda tam olarak
tanimlanmis birgok tiliriin suslar1 arasinda optimum hibridizasyon sartlar1 uygulandiginda
% 70'den fazla bir benzerligin oldugu goriilmektedir (Schleifer ve Stackebrandt, 1983).
Yapilan biitiin bu ¢aligmalar bakteriyal sistematik komitesinin tiir taniminda DNA-DNA
baglanma derecesine verdigi oneme 151k tutmaktadir. Bu komitenin karari, bir bakteri
tiirliniin suglar1 arasindaki ATm derecesinin 5°C altindaki bir degerdeki DNA-DNA

benzerliginin %70 veya daha fazla olmas1 geregini ortaya koymaktadir (Wayne vd., 1987).

1.9. Mikroorganizmalarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Boceklerden izole edilen mikroorganizmalarin, izole edildikleri bocek {izerinde
patojenik bir etkiye sahip olup olmadiklar1 virulans testleriyle belirlenir.

Bu testler icin bocegin biyolojisi goz Onilinde tutularak yasayabilecekleri uygun
ortamlar hazirlanir ve saglikli bocekler kullanilir. In vitro sartlarda (iiretilebilen
mikroorganizmalarin saf kiiltiirleri hazirlanir ve uygulanir. In vitro olarak iiretilemeyen
viriisler, protozoalar ve diger mikroorganizmalarin enfeksiyon numunesi, 6lii ve hastalikli
boceklerden elde edilir. Boceklerin enfeksiyonu igin bir¢ok metot bilinmektedir. Bu
metodlar; besin iginde enfeksiyon, kiitikula i¢ine enfeksiyon, agiz ve cevresi igine
enfeksiyon, mikroorganizmalar1 oral ve anal agikliklar iizerine 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
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5-10 giin siirdiiriilirken, boceklerde kronik enfeksiyonlar olusturan protozoalarin viriilans
testleri birka¢ ay siirdiiriilebilir. Virulans testleri sirasinda, diger 6liim nedenlerinin
sonuglarindan, mikroorganizmalarin neden oldugu oliimleri ayirmak icin, 6lii boceklerin
diseksiyonu yapilmali ve ger¢ek 6liim nedeni arastirilmalidir (Lipa, 1975; Lacey, 1997).
Yapilan virulans testlerinin sonuglari, istatistiksel metotlar kullanilarak matematiksel
olarak ifade edilir. Bu ama¢ i¢in kullanilan birgok metot bulunmaktadir. Bunlardan en
yaygin olarak kullanilan1 Abbott Formiiliidiir (Abbott, 1925) tarafindan gelistirilen bu

yontem su sekilde formiile edilebilir;

Toplam 6liim orani (%) — Kontrol grubundaki 6liim orani1 (%)

(%) Oliim oran :
(%) 100 — Kontrol grubundaki 6liim orani (%)

1.10. Calismanin Amaci

Tarim da biiylik zararlara yol acan bodceklerden biri olan, Avrupa danaburnu
(Gryllotalpa gryllotalpa)’nun bakteriyal florasini belirlemek ve boylece bu zararliya karsi
etkin sekilde kullanilabilecek bir mikrobiyal kontrol ajaninin varligini arastirmaktir. Bu
calisma sonucunda bu zararliya yonelik bir biyolojik kontrol ajaninin tespiti, halen
uygulanmakta olan ¢ok zahmetli ve masrafli kimyasal miicadele ¢aligmalarina alternatif
olusturabilecek ve Tiirkiye’de tarim veriminin artmasini saglayacagindan iilkeye ekonomik
acidan katkilar saglayacaktir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma, ileride gerceklestirilebilecek olan

herhangi bir biyolojik miicadelenin temelini olusturma 0&zelligine sahip olabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Boceklerin Toplanmasi

Bu c¢alisma i¢in gerekli olan Gryllotalpa gryllotalpa (Avrupa danaburnu) nimfleri,
2008 ve 2009 yillarinda May1s aylarinin 1. ve 2. haftalarinda, Tokat ilinin Zile ilgesinde ve
Trabzon ilinde ¢esitli tarim alanlarindan toplanmistir. Toplanan nimfler, toplandiklar1 yer
ve tarih not edildikten sonra, icerisinde bulunduklar1 kumlu-killi topraktan ¢ikarilmadan

laboratuara getirildi.

2.2. Grylotalpa grylotalpa Nimfleri icin Laboratuarda Uygun Ortam
Olusturulmasi

Laboratuara getirilen nimfler ilk olarak plastik kaplara yerlestirilerek gozlendi.
Nimfler i¢in ideal ortam olan kumlu-killi nemli toprak ortamlar hazirlandi ve bununla ilgili

calismalar gerceklestirildi.

2.3. Gryllotalpa gryllotalpa’nin Bakteriyal Florasinin Belirlenmesi

2.3.1. Bakteri izolasyonu

Toplanan G. gryllotalpa nimflerinin bakteriyal florasit belirlenmesi caligsmalari
sonucunda 15 bakteri izole edildi. Elde edilen izolatlarin tiir tayinlerinin tespiti ig¢in
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testler yapildi.

Laboratuara getirilen saglikli G. gryllotalpa nimfleri 1 adet, steril tlip icerisine
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 tiiplin iizerine 1 ml niitrient broth besiyeri ilave edildi. Steril bir homojenizator ile
larvalarin iyice ezilmesi saglandi. Elde edilen bu karigim bir tiilbent vasitasiyla siiziilerek
stiziintii bagka bir mikrosantrifijj tiipiine alindi. Bu siiziintiiden 10ul, 50ul ve 100pul alinarak
lic ayr1 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
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inkiibasyonun amac1 ¢ok diisiik miktarlarda olabilecek olan mikroorganizmalarin sayisini
artirarak sonraki ekimde ortaya cikabilmelerini kolaylagtirmaktir. Bu inkiibe edilen

stizlintiiden 10 ve 50ul alinarak tekrar niitrient agar besiyerlerine ekim yapildi.

2.3.2. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyonun ardindan nutrient agar besiyeri iizerinde {ireyen bakteriyal koloniler
binokiiler mikroskop altinda incelendi ve farkli koloni renk ve morfolojilerine sahip olanlar
steril edilmis platin 6zeyle dikkatlice secilerek ¢izgi ekimleri yapildi ve saf kiiltiirler elde
edildi. Elde edilen saf koloniler, numaralandirilarak, sonraki calismalarda kullanilmak

tizere %87 lik steril gliserol icersinde — 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 her bir izolat nutrient broth besiyerine ekildi ve 30°C’ye
ayarli su banyosunda inkiibasyona birakildi. 24 saatlik kiiltiirlerden bakteriyal smear
hazirlandi. Hazirlanan smearlar alevden gecirilmek suretiyle tespit edildi. Daha sonra
kristal viole boya soliisyonu ilave edildi, 1-2 dakika beklendikten sonra, dH,O ile yikandi

ve kuruduktan sonra mikroskop altinda incelendi (Benson, 1985).

2.3.3.2. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarmin icerigi hakkinda bilgi veren bir boyama
tiirtidiir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabaka,
gram pozitif olarak boyanan bakterilere gore ¢cok daha incedir. Gram boyama i¢in her bir
izolat nutrient broth besiyerine ekildi ve 30°C’ye ayarli su banyosunda 16-24 saat
inkiibasyona birakildi. Bakteriyal smear hazirland1 ve alevden gegirilerek tespit edildi.
Hazirlanan smear, 1 dakika kristal viole ile muamele edilerek dH,O ile yikandi. Kurumasi

beklenmeden 1 dakika liigolle muamele edildi. Aseton-alkolle renk giderilinceye kadar
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yikandiktan sonra, renk kaybini durdurmak 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

Izolatlarm endospor olusturup olusturmadigini ve varsa endosporun hiicre icersindeki
pozisyonunu belirlemek amaciyla, her bir 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 kii¢iik
bir filtre kagidiyla kapatilarak, malasit yesili ile 5 dakika boyunca su buhar1 {izerinde
boyandi. dH,0 ile yikandi ve 30-60 saniye boyunca safraninle muamele edildi. Tekrar
dH,O0 ile yikanarak acik havada kurutuldu. Mikroskop altinda incelenerek kirmizi renkli
hiicreler igersinde yesile boyanmig sporlarin varligi arastirildi (Cappuccino ve Sherman,

1992).

2.3.3.4. Kapsiil Boyama

Izolatlarmn kapsiil yapisina sahip olup olmadiklarinin belirlenmesi icin her bir izolat
nutrient broth besiyerine ekilerek, 30°C’ye ayarli su banyosunda 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Bakteriyal smear hazirland1 ve acik havada kurutuldu. Kristal viole boyasi ile 5-7
dakika boyandi. %20’lik CuSOy ile yikandi ve acik havada kurutularak mikroskop altinda
incelendi. Kapsiil boyama negatif bir boyama ydntemidir. Buna gore, mavi renkli bir
sahada, mor-eflatun renkli boyanmis hiicrelerin etrafinda boyanmamis seffaf bir bolgenin

olmast, kapsiiliin varligini gosterir (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.3.3.5. Hareket Testleri

Izolatlarm hareketli olup olmadigmin arastirilmasi igin  “lam-lamel arasi

preparasyon” teknigi kullanildi (Cappuccino ve Sherman, 1992). Bu teknikle izolatlarin
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hareketli olup olmadiginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in hazirlanan 24 saatlik kiiltiirlerden bir 6ze
dolusu alind1 ve temiz bir lam iizerine konulup lamelle kapatildi. Hazirlanan bu preparat

mikroskopta incelendi ve izolatlarin hareketli olup olmadigina karar verildi.

2.3.4. Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.3.4.1. Bakterilerin Biiyiime Sicakliklarinin Belirlenmesi

Izolatlarm maksimum ve minimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla
bakteriler nutrient broth besiyeri igerisine ekildiler (Sneath, 1986).

Izolatlarin biiyiime sicakliklarmin belirlenmesi amaciyla nutrient broth besiyeri
iginde yapilan 16-24 saatlik kiiltiirlerden, ODgoo = 0,1 olacak sekilde yeniden nutrient broth
besiyerine ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 27, 30, 37, 40 ve 50°C’de 18 saat sallayicida
blyiitiilldiiler. Yapilan bu kiiltiirlerden Ornekler alinarak spektrofotometrede ODgyo’de
absorbans degerleri Olglilerek bakterilerin  bliytidiigli sicakliklar ortaya ¢ikarildi

(Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.3.4.2.Bakterilerin Biiyiiyebildikleri pH Araliklarinin Belirlenmesi

Izolatlarm biiyiiyebildigi pH araliinin belitlenmesi igin izolatlar degisik pH
degerlerine (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) sahip nutrient broth besiyerlerine inokiile
edildiler ve 30°C’ye ayarl etiivde ii¢ giin inkiibe edildiler. Inkiibasyon neticesinde iireme
olup olmadigma spektrofotometrede (ODggo’de) Olglimler yapilarak karar verildi

(Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.3.4.3. NaCl Toleranslarinin Belirlenmesi

Izolatlarmn NaCl ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyla %2, 4, 6, 7, 8.5 oraninda NaCl
eklenmis nutrient broth besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney tiiplerine
alinarak her bir izolattan ekim yapildi. 14 giin boyunca 30°C’ye ayarli etiivde inkiibe
edildiler. Ureme olan ve olmayan tiipler belirlenerek, izolatlarin hangi oranlarda tuzu tolere

edebildiklerine karar verildi (Sneath, 1986).



34

2.3.5. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

2.3.5.1. Nisasta Hidroliz Testi

Izolatlarin nisastay:r hidroliz edip etmediklerinin belirlenmesi i¢in “nisasta agar
besiyerleri” hazirlandi. Bu besiyerini igeren petrilere her bir izolattan ¢izgi ekim yapildi. 3
ve 7 giin boyunca 30°C’ye ayarli etiivde inkiibe edildiler. Inkiibasyondan sonra petrilerin
tizerine liigol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin olusumu nisastanin hidroliz oldugunu,

mavi rengin olusumu ise nisastanin hidroliz olmadigini1 gosterdi (Benson, 1985).

2.3.5.2. Jelatin Hidroliz Testi

Jelatinin besleyici etkisinin olup olmadigi, zorunlu bir amino asit olan triptofani
icermedigi icin hala tartisilan bir konudur. Ancak, bakteri sistematigi agisindan biiyiik
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 6zelligini koruyarak kati kalirken, 25°C’nin iizerindeki sicakliklarda sivi
hale doniistir.

Jelatinin izolatlar tarafindan hidroliz edilip edilmediginin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla
hazirlanan nutrient jelatin besiyeri, steril deney tiiplerine dokiildii. izolatlarmn her biri, 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 olusuna gore testin pozitif, kati1 olusuna gore

negatif olduguna karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.3.5.3. Indol Olusumu Testi

Triptofan aminoasidi bazi bakteriler tarafindan karbon, azot ve enerji kaynag: olarak
kullanilirken, baz1 bakteriler tarafindan da maddelerin enzimatik yollarla oksidasyonlarin
artirmak amaciyla kullanilir. Bakteriler triptofan aminoasidi igeren besiyerlerinde

bliytidiiklerinde, triptofanaz enzimi iiretip, triptofan1 parcalayarak indol, piriivik asit ve
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amonyum olusumunu saglarlar. Bakterilerin triptofan1 kullanip kullanmadiklari, ortamda

indoliin varlig1 veya yoklugu ile anlagilir.

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

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

2.3.5.4. Sitrat Testi

Bazi bakteriler ortamda fermente edebilecekleri maddeler (glukoz, laktoz gibi)
bulunmadig1 durumlarda sitrat1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilirler. Izolatlarin
sitrat1 fermente edip etmediklerinin belirlenmesi i¢in, “Simmon’s sitrat besiyerinden”
slantlar hazirlandi. Her bir izolattan slantlara ekim yapildi ve 30°C’de, 48-72 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerinin renginin yesilden maviye

dontisiip doniismemesine gore testin sonucuna karar verildi.

2.3.5.5. Hidrojen Siilfiir (H,S) Uretim Testi

Izolatlarm hidrojen siilfiir (H,S) iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla
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 kaynag: olarak
besiyeri igersinde bulunan sodyum tiosiilfattan H,S iiretirlerse, olusan H,S, yine besiyeri
igerisinde indikator olarak bulunan demir siilfat ile reaksiyona girerek siyah bir ¢okelek
olusturur. Inkiibasyonun ardindan slantlarin alt kisminda siyah rengin olusup

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

2.3.5.6. Ure Hidroliz Testi

Baz1 bakteriler iireaz enzimi {iireterek, iireyi alkalik bir son iiriin olan amonyak ve
COy’e doniistiiriirler. Izolatlarda iireaz enziminin varligmin belirlenmesi amaciyla “iire

hidroliz besiyerleri” hazirlandi. Herbir izolattan besiyerine ekim yapilarak, 30°C’de 48-72
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saat inkiibe edildi. Eger izolatlar {ireaz enzimi iiretiyorlarsa, lirenin amonyaga pargalanmasi
sonucu alkali bir ortam olusur. Bu da, besiyeri icersinde indikatér olarak bulunan fenol
kirmizisinin, besiyerinin rengini koyu pembeye déniistiirmesine yol agar. Inkiibasyonun
sonucunda besiyerinin koyu pembeye doniisiip doniismedigine bakilarak testin sonucuna

karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.3.5.7. Nitrat1 Indirgeme Testi

Nitratin indirgenmesi, baz1 aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakteriler tarafindan
molekiiler oksijenin yoklugunda meydana gelen anaerobik bir olaydir. Nitrat (NO5"), nitrat
rediiktaz enzimi sayesinde nitrite (NO,") indirgenir. Izolatlarin nitrat1 nitrite indirgeyip
indirgemediklerinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla “nitrat broth besiyeri” hazirlandi ve steril
tiiplere 4’er ml dokiildii. Her bir izolattan tiiplere ekim yapildi ve 30°C’de 48-72 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda izolatlarin nitrat1 indirgeyip indirgemedikleri ortama
iki farkli ¢ozeltinin ilavesiyle belirlendi. Ortama Cozelti-1 (siilfanilik asit) ve Cozelti-I1
(dimetil-a-naftilamin)’den 250’ser pl eklenmesi sonucu, koyu kirmizi renk olusumu
gozlenip gozlenilmemesine gore testin sonucuna karar verildi (Benson, 1985).

Ayrica, testin negatif sonu¢ vermesi yani herhangi bir renk degisiminin
gozlenilmemesi durumunda iki muhtemel sonug vardir. Ya nitrat izolatlar tarafindan nitrite
indirgenememistir ya da nitritten sonra amonyum veya molekiiler azota kadar
parcalanmistir. Bu durumun belirlenmesi i¢in ortama (¢ozelti-I ve ¢ozelti-II ilavesi sonucu
renksiz olan besiyerine) ¢inko tozu ilave edildi. Cinko tozu ilavesinden sonra pembe renk
olusumu negatif sonu¢ olarak degerlendirildi. Ciinkii bu durum, nitratin nitrite izolatlar
tarafindan degil de, ¢inko tarafindan indirgendigini gosterir. Eger ¢inko tozu ilavesi sonucu
hala renk degisimi gozlenmiyorsa, nitratin nitritten sonra amonyum ve azota indirgenmis

oldugu anlagilir (Benson, 1985).

2.3.5.8. Katalaz Testi

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,O;) ve bazi durumlarda
ise tamamen toksik olan siiperoksitler iiretmektedir. Mikroorganizmalar, olusan bu

tirtinlerin olumsuz etkisinden, bu maddeleri katalaz ve peroksidaz enzimlerinin yardimiyla
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yikarak kurtulmaya calisirlar. Izolatlarin katalaz enzimi olusturup olusturmadiklarinin
ortaya ¢ikarilmasi amaciyla “triptik soy agar besiyeri” hazirland1. izolatlar 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 olusan gaz kabarciklarina gore

testin pozitif olduguna karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.3.5.9. Oksidaz Testi

Izolatlarn oksidaz enzimi iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla triptik soy
agar besiyerleri hazirlandi. Her bir izolattan bu besiyeriyi iceren petrilere ¢izgi ekim
yapildi. 30°C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra petrilere oksidaz testi ayiraci ilave

edildi. Olusan siyah renge gore testin pozitif olduguna karar verildi (Benson, 1985).

2.3.6. API 20E Panel Test Sistemi

Bu test uygulanirken niitrient agar {izerinde biiyiitiilmiis gece kiiltlirleri bir 6ze ile
alinarak %0.85 NaCl igerisinde iyice karigmasi saglanir. Burada aktarilacak olan kiiltiir
miktart McFarland standardi kullanilarak belirlenir (Bak Ek 1.). Hazirlanan bu kiiltiir daha
sonra tim kuyucuklara doldurulur, bu asamada bazi kuyucuklar tam doldurulurken bazi
kuyucuklarin ise mineral yag ile lizeri kapatilir. Bu asamada kuyucuk igerisinde hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edilmelidir. Daha sonra bu API panelleri 18-24 saat
inkiibasyona tabii tutulurlar. Elde edilen sonuglar Tablo 5’de tanimlandig1 gibi renklerine

bakarak sonucun pozitif mi yoksa negatif mi olduguna karar verildi.

2.3.7. API 50CH Panel Test Sistemi

Izolatlarin bu test sisteminde degerlendirilmelerinin yapilabilmesi bir gece dnceden
bakterileri genel bir besiyeri olan trptone soy agar besiyeri lizerine ¢izgi ekimleri yapilip
elde edilen tek koloniler 3ml besiyeri igerisinde 3 ml siv1 besiyeri igerisinde Mc Farland
standard1 0,5 olacak sekilde hazirlanir. Hazirlanan bu bakteri karisimi panel testleri sahip
oldugu baslangic gézenegine ilave edilip panel dik tutularak bakteri karigiminin tiim test

kuyucuklarina ayni1 anda ulagsmasi saglandi. Ekimi yapilmis panel testleri yerlestirildikten
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sonra 24 saat ila 48 saat arasinda inkiibasyona tabi tutuldu. Bu panel sisteminin API

20E’den farki panele sonradan ayira¢ damlatilmamasidir.

2.3.8. izolatlarin Bazi Genetiksel Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.3.8.1. izolatlarin Genomik DNA'larinin izolasyonu

Genomik DNA'nin izolasyonu, Sambrook (1989) ve arkadaglarina gore
gerceklestirildi. Elde edilen DNA pelleti, 50-100ul steril TE tamponunda ¢dziilerek

+4°C'de kullanilmak {izere sakland.

2.3.8.2. 16S rRNA Geninin PCR Yardim ile Cogaltilmasi

16S rRNA genleri, her bir izolattan saflastirilan genomik DNA'dan UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3") ileri ve UNI16S-R (5'-ATGGTACCGTGTGA
CGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimi ile g¢ogaltildi. PCR
reaksiyonlarinin 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 Tag 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 karisimu steril saf su ile 50ul'ye tamamlandi. Cogaltma
islemi 200ul'lik tiiplerde, "Biometra Personal Cycler"da gergeklestirildi. Reaksiyon
sicakliklar1 ve siireleri ise: Ilk denatiirasyon basamagi 95°C'de 2 dakika olarak
gergeklestirildikten sonra, 36 dongili 94°C'de 1 dakika (denatiirasyon i¢in), 56°C'de | dakika
(hibridizasyon i¢in) ve 72°C'de 2 dakika (polimerizasyon i¢in) seklinde ger¢eklestirildi.
Elde edilen PCR firiinlerinin 5Sul’si % 1,1'lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir

boyasi (0,5ug/ml) ile boyandiktan sonra "BioDocAnalyze" sistemiyle goriintiilendi.

2.3.8.3. 16S rRNA Geninin Baz Dizisinin Belirlenmesi ve Gen Bankasindaki
Siralarla Karsilastirilmasi

Yukarida agiklanan primerler kullanilarak genomik DNA'dan ¢ogaltilan 16S rRNA
genleri klonlama vektorii olan pGEM-T easy vektoriine klondandi ve dogrulugu teyit

edilen klonlarin baz dizin analizi Macrogen firmasi (Korea) tarafindan gergeklestirildi.
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Elde edilen yaklasik 1500 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizileri Gen Bankasinda var olan

dizilerle karsilastirilarak aralarindaki benzerlik oranlari ortaya ¢ikarildi.

2.4. izolatlarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

2.4.1. izolatlarin Biyoassay i¢in Hazirlanmasi

Elde edilen izolatlardan 24 saatlik gece kiiltlirleri hazirlandi. Bu gece kiiltiirlerinin
yogunluklart ODggo’de Olgiilerek kaydedildi. 3.000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra izolatlarin pelletleri alind1. Her bir ¢okelti mI’sinde 1,8x10° ya da 3,6x10° bakteri /ml
olacak sekilde PBS (Phosphate Buffered Saline) ile sulandirildi. PBS ¢ozeltisi 100 ml saf
suya bir tablet PBS konularak hazirlandi (Ben-Dov vd., 1995).

2.4.2. izolatlardan Hazirlanan Numunelerin G. gryllotalpa Nimflerine
Uygulanmasi

G. gryllotalpa’dan izole edilen izolatlarin uygulanmasi, ependorf tiipler kullanilarak
gergeklestirildi. PBS ile uygulama amaciyla hazir hale getirilen soliisyonlar esit boyutlarda
kiip seklinde hazirlanan patates ve havucglara 6 dk. boyunca emdirilmesi saglandi.
Uygulama yapilirken 10’ar adet larva kullanilarak iki tekrar gerceklestirildi. Normal

saglikli bireylerden elde edilen izolatlar i¢inse sadece 3’er larva ile uygulama yapildi.

2.4.3. izolatlardan Hazirlanan Numunelerin Malacosoma neustria Larvalarina
Uygulanmasi

G. gmyllotalpa’dan nifmlerinden elde edilen bakteriyal izolatlarin insektisidal
etkilerin daha ayrintili olarak test edebilmek adina farkli ve Onemli bir zararli olan
Malacosoma neustria 3. instar larvalar lizerinde insektisidal aktivitelerinin olup olmadigi
arastirildi. Her bir c¢okelti ml’sinde 1,8x10° bakteri/ml bakteri olacak sekilde PBS
(Phosphate Buffered Saline) ile sulandirildi. PBS ¢6zeltisi 100 ml saf suya bir tablet PBS
konularak hazirlandi (Ben-Dov vd., 1995).



3. BULGULAR

Bu calismada, Gryllotalpa gryllotalpa (Avrupa danaburnu)’nun bakteriyal florasi
belirlenmeye calisildi. Caligmalar sonucunda 15 bakteri izole edildi bunlardan 12 si tiir 3
tanesi cins seviyesinde belirlendi. Elde edilen izolatlarin tiir tayinlerinin yapilabilmesi igin
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler yapildi. Elde edilen izolatlarin bu zararh

tizerindeki insektisidal etkileri arastirildi.

3.1. G. gryllotalpa Ergin ve Nimflerinden Bakteri izolasyonu

Bakteri izolasyonu yapilacak olan ergin ve nimflerin yiizey sterilizasyonu yapilarak,
PBS icersinde ekstraktlar1 hazirlandi. Elde edilen ekstraktlar seyreltilerek nutrient agar
besiyeri iizerine yayma ekim yapild1 ve 30 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonucu petriler
tizerinde olusan koloniler dikkatlice secilerek c¢izgi ekim yontemiyle saflagtirildi.
Saflastirilip numaralandirilan toplam 35 izolattan koloni, renk ve morfolojilerine gore
farkl1 olduguna karar verilen 15 tanesi, diger testlere tabi tutulmak iizere ayrildilar. Bu
izolatlarin izole edildikleri kaynak (ergin veya nimf, o6li veya canli G. gryllotalpa

bireyleri) Tablo 7°de verilmistir.

3.2. izolatlarin Karakteristik Ozelliklerinin Belirlenmesi ve Tiir Tayinlerinin
Yapilmasi

3.2.1. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Izolatlarm morfolojik 6zellikleri Tablo 7°de verilmistir. Binokiiler mikroskop
incelemeleri sonucunda Ggl nolu izolatin kolonileri krem, flamentli, Gg2 nolu izolatin
kolonileri krem, diiz kenarli, Gg3 nolu izolatin kolonileri krem, dalgali, Gg4 nolu izolatin
kolonileri hafif sar1, Gg5 nolu izolatin kolonileri sarimtirak, diiz kenarli, Gg6 nolu izolatin
kolonileri krem, merkezlerinde kabarcik gibi yiginti olusturmus filamentli, Gg7 nolu
izolatin kolonileri hafif sarimtirak genis dalgali, Gg8 nolu izolatin kolonileri krem diiz
kenarli, Gg9 nolu izolatin kolonileri beyaz, tam dalgali, Gg10 nolu izolatin kolonileri krem

yayilici, Ggl1 nolu izolatin kolonileri krem c¢ok hafif dalgali genis, Ggl2 nolu izolatin



41

kolonileri krem genis dalgali, Ggl3 nolu izolatin kolonileri krem sar1 diiz kenarli, Ggl4
nolu izolatin kolonileri krem diiz kenarli, Gg15 nolu izolatin ise kolonileri krem ¢ok sik
hafif dalgali koloni morfolojisine sahip oldugu belirlendi.

Yapilan basit boyama sonucunda 15 izolatin tekli, zincir veya kiime halinde basil
formda oldugu goriildii.

Izolatlarin Gram boyamalar1 sonucunda Ggl, Gg3, Gg4, Gg7 ve Ggl5 nolu
izolatlarin mor renge boyandiklari i¢cin Gram pozitif, diger izolatlarin pembe renge
boyandiklar1 i¢in Gram negatif olduklar1 belirlendi.

Izolatlarin spor boyamas1 sonucunda sadece Ggl, Gg3, Gg6 ve Gg7 nolu izolatin 72-
96 saat i¢cinde endospor olusturdugu goriildii.

Yapilan hareket testleri sonucunda Gg6, Gg7, Ggl5 nolu izolatlarin hareketsiz, diger

izolatlarin hareketli oldugu goriildii.



Tablo 7. izolatlarin morfolojik 6zellikleri

izolat adi  Koloni rengi Koloni sekli Gram boyama Spor boyama Spor sekli Hareket testi izole edilen kaynak
Ggl Krem Flamentli + + Terminal + OE
Gg2 Krem Diiz-yuv - - ND + OE
Gg3 Krem Dal-yuv + + Merkezi + OE
Gg4 Krem-sar1 Kiv-yuv + - ND + OE
Gg5 Sar1 Dal-yuv - - ND + OE
Ggb6 Krem Filamentli-yuv + + Subterminal - CE
Gg7 Hafif sarn Dal-yuv + + Merkezi - CE
Gg8 Krem Diiz-yuv - - ND + CE
Gg9 Beyaz Dal-yuv - - ND + CE
Ggl0 Krem Yayilici-yuv - ND + CE
Ggll Krem Dal-yuv - - ND + CE
Ggl2 Krem Dal-yuv - - ND + CE
Ggl3 Krem Diiz-yuv - - ND + CE
Ggl4 Krem Diiz-yuv - - ND + CE
Ggl5 Krem Dal-yuv + - ND - CE

ND: Veri yok; Diiz.: Diizgiin; Yuv.: Yuvarlak; Dal

. Dalgali; CL: Canli larva; CE: Canli ergin; OL: Olu larva; OE: Olii ergin

(44
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3.2.2. izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

Izolatlarm fizyolojik dzellikleri Tablo 8°de verilmistir. Izolatlarin biiyiimeleri {izerine
etkili olan sicaklik, pH ve NaCl’e kars1 fiziksel 6zelliklerinin amacriyla testler yapildi.

Izolatlarin NaCl’ye olan toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler sonucun
da %2 oraninda NaCl igeren besiyerinde Gg7 ve Gg8 nolu izolatlarin biiyliyemedigi, diger
izolatlarin ise biiyliyebildigi, %4 oraninda NaCl igeren besiyerinde Ggl ve Gg4 nolu
izolatlarin ise bliyliyemedigi, Gg7 nolu izolatin ise cok az biiyiiyebildigi, %6 oraninda
NaCl igeren besiyerinde Ggl, Gg4 ve Gg9 nolu izolatin biiyliyemedigi, %7 oraninda NaCl
iceren besiyerinde Ggl, Gg2, Gg3 ve Gg4 nolu izolatin biiyliyemedigi, Gg5 ve Ggl2 nolu
izolatin ¢ok az biiyiiyebildigi, %8,5 oraninda NaCl iceren besiyerinde Ggl0 nolu izolatin
cok az biyiyebildigi, Ggll ve Ggl3 nolu izolatin biiyiiyebildigi digerlerinin ise
biiyliyemedigi tespit edildi.

Sicakligin izolatlarin biiylimesi {lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan
testlerde 27°C’ de Ggl ve Ggb nolu izolatlarin ¢ok az biiyliyebildigi, diger izolatlarin
bliyiiyebildigi tespit edildi. 37°C’ de Gg7 ve Gg9 nolu izolatin ¢ok az biiyiiyebildigi, Ggl
ve Ggl5 nolu izolatlarin biiyliyemedigi tespit edildi. 40°C’* de Ggl, Gg4, Gg7, Gg9 ve
Ggl5 nolu izolatlarin biiyliyemedigi, Gg6é nolu izolatlarin ¢ok az biiyiiyebildigi,
digerlerinin biiyiiyebildigi tespit edildi. 50°C’ de Gg6 nolu izolatin biiyiiyebildigi diger
izolatlatin bliyliyemedigi tespit edildi



Tablo 8. Izolatlarin fizyolojik 6zellikleri
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3.2.3. izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarm biyokimyasal zellikleri Tablo 9°da verilmistir. Baz1 enzimlerin varhg
veya yoklugu izolatlarin bazi organik maddeleri fermente edip edemediklerini belirledigi
i¢in bakteri sistematigi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. izolatlarin bu enzimleri iiretip
tiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla bir dizi test yapildi.

Indol olusum testi sonucu Gg5, Ggl1, Ggl3 ve Ggl4 nolu izolatin indol olusturdugu
digerlerinin ise olusturamadig1 gézlendi.

Katalaz testi sonucunda tiim izolatlarin katalaz enzimini tiretebildigi tespit edildi.

Yapilan oksidaz testi sonucunda Gg6 nolu izolatin oksidaz aktivitesine sahip
olduklar1 diger izolatlarin ise oksidaz aktivitesi gosteremedikleri belirlendi.

Jelatin hidroliz testi sonucunda Gg2, Gg5, Gg6 ve Ggl2 nolu izolatlarin jelatini
hidroliz ettigi, diger izolatlarin ise jelatini hidroliz etmedigi goriildii. Sitrat hidroliz testleri
sonucunda izolatlarin hepsinin sitrat1 hidroliz ettigi tespit edildi.

Izolatlarm sitrati kullanim ve nitrati indirgeme kabiliyetleri bakteri sistematigi
acisindan 6nemlidir. Bu amagla yapilan testlerde tiim izolatlarin sitrati kullanabildikleri
tespit edildi. Nitrat indirgeme testleri sonucunda Ggl, Gg2, Gg3, Gg5, Gg6, Gg8, Ggl0,
Ggll, Ggl2 ve Ggl4 numarali izolatlarin nitrat indirgedigi, Gg4, Gg7, Gg9, Ggl3 ve
Ggl5 nolu izolatlarin ise indirgeyemedigi goriildii. Ayrica Ggl4 numarali izolatin nitrati
nitritten sonra amonyum ve molekiiler azota kadar indirgeyebildigi tespit edildi.

Izolatlarm siilfiir metabolizmas1 sonucu H,S gazi iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi

amaciyla yapilan testler sonucunda higbir izolatin H,S gazi iiretmedigi belirlendi



Tablo 9. Izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri

; . . . Indol Mac Conke VP Sitrat Jelatin Ure Nitrat H,S
Izolatlar  Katalaz Testi ~ Oksidaz Testi Testi Agar ' Testi Testi Testi Testi  Testi Uretimi
Ggl + - - - - + - - + -
Gg2 + - - + - + + + + -
Gg3 + - - - - + - - + -
Gg4 + - - - - + - - - -
Gg5 + - + + + + + + + -
Gg6 + + - - - + - - + -
Gg7 + - - - - + - - - -
Gg8 + - - - + - - + -
Gg9 + - - - - + - - - -
GglO + - - - + + - - + _
Ggll + - + - + + - + + -
Ggl2 + - - - + + + + + -
Ggl3 + - + - + + - + - -
Ggl4 + - + - + + - - ++ .
Ggl5 + - - + - + - - -

14

++: Nitrattan amonyum ve molekiiler azota indirgeme
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3.2.4. API 20E Panel Test Sistemi ile Tespit Edilen Ozellikler

API 20E panel testlerine yapilan ekimler 1 gece 30°C’de inkiibe edildikten sonra bazi
test kuyucuklar1 direkt incelenerek bazilar1 ise ayira¢ ilave edilerek izolatlarin bazi
metabolik ve biyokimyasal oOzellikleri belirlendi. Biiylimesi yavas olan izolatlar Mc
Farland standardina gore yogunlugu 2 olacak sekilde 2 gece inkiibe edilerek sonuglar

kaydedildi (Tablo 10).

Tablo 10. API 20E panel test sonuglari

Testler Gg2 Gg7 Gg8 Gg9 Ggl0 Ggll Ggl2 Ggl3 Ggl4

Onpg + - + + + - - - +
Adh + + + - + + + + +
Led + + + - + + + + -
Odc + + + - + + + + +
Cit + + + + + + + + +
H2s - - - - - - - - -
Ure + + - - . i n n )
Tda - + - - - + - + +
Ind - + - - - —+ - + -
Vp - + + + + - - + +
Gel + + - - - - + - -
Glu + + + - + + - + +
Man + + + - + + - + +
Ino - + - - - + - + -
Sor + - + - + - - - +
Rha - + + - + + - + +
Sac + - + - + - - - +
Mel + - + - + - + - +
Amy + + + - + + - + +
Ara + - + - + - - - +
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3.2.5. API 50CH Panel Test Sistemi ile Tespit Edilen Ozellikler

API 50CH panel testlerine yapilan ekimler 1 gece 30°C’de inkiibe edildikten sonra
baz1 test kuyucuklar1 direk incelenerek bazilari ise ayirag ilave edilerek izolatlarin bazi
metabolik ve biyokimyasal oOzellikleri belirlendi. Biiylimesi yavas olan izolatlar Mc
Farland standardina gore yogunlugu 0,5 olacak sekilde 2 gece inkiibe edilerek sonuclar

kaydedildi (Tablo 11).

Tablo 11. izolatlarin API S0CH panel test sonuglari

Test Substrat Ggl Gg3 Gg4 Gg6 Gg7 Ggl5s
Adi

K - - - - - -
Gly Gliserol + + - + - -
Ery Erytritol - + - - - -

Dara D-Arabinoz -

Lara  L-Arabinoz - + - + - -
Rib D-Riboz + + - + - -
Dxyl D-Ksiloz - + - + - -
Lxyl L-Ksiloz - - - - - -
Ado D-Adonitol - - - - - -
Mdx  Methyl-BD- - - - - - -
xylopyranoside)
Gal D-Galaktoz - - - - - -
Glu D-Glukoz + + + + + +
Fru D-Fruktoz + + - + + -
Mne D-Mannoz - - + + + -
Sbe L-Sorboz - - - - - -
Rha L-Rhamnose - - - - - -
Dul Dulkitol - - - - - -
Ino Inositol - - - + - -
Man D-Mannitol - - + + + -
Sor D-Sorbitol - - - + + +
Mdm  Metyl-aD- - - - - - -
Mannopyranoside
Mdg  Metyl-aD- - - - + - -
Glukopyranoside
Nag N-acetylglukosamin + + - - - -
Amy  Amygdaline - + - + - -
Arb Arbutin + + - + + -
Esc Eskulin + + + + + +
Sal Salisin + + - + + -
Cel D-celiobioz + + - + - -
Mal D-maltoz + + + + - +

Lac D-lactoz -
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“Tablo 11’in devami1”

Test Substrat Ggl Gg3 Gg4 Gg6 Gg7 Ggl5s
adi

Mel D-Melibioz - + - - - R
Sac D-Sakkaroz - + - + - -
Tre D-Trehaloz + + - + + -
Inu Inulin - - - - - -
Mlz D-melezitoz - - - - - -
Raf D-raffinoz - - - - - -
Amd Amidon + - + + - -
Glyg Glikojen + - + + - -
XIt Ksitol - - - - - -
Gen Gentiobioz - - - - - -
Tur D-Turanoz - - - + - -
Lyx D-Lyxoz - - - + - -
Tag D-Tagatoz - - - + - -

Dfuc D-Fukoz - - - - - -
Lfuc L-Fukoz - - - - - -
Darl D-Arabitol - - - - - -
Larl L-Arabitol - - - - - -

Gnt Potassium - + - + - -
glukonate

2kg Potassium 2- + + - - + +
ketoglukonate

Skg Potassium 5- - - - - - -
ketoglukonate

3.3. izolatlarin Bazi Genetiksel Ozellikleri

3.3.1. 16S rRNA Genlerinin Baz Dizileri

Bakteri sistematigi caligmalarinda 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin ortaya
cikarilmasi onemli genetiksel 6zelliklerin basinda gelir. Bu amagla ilk olarak morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda birbirleriyle ayni tiir olabilecek olan izolatlar
disindaki tiim bakteri izolatlarindan elde edilen genomik DNA'dan PCR yardimi ile 16S
rRNA geni (yaklasik olarak 1500 bp) ¢ogaltildi. Cogaltilan 16S rRNA genleri pGEM-T
easy vektoriine klonland1 ve dogru klonlarin agaroz jelde incelenerek teyit edilmesinden
sonra baz dizisini belirleyen bir sirket (Macrogen, Korea) araciliiyla baz dizileri otomatik

dizi analizorleri ile belirlendi.
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Elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen dizileri, Gen Bankasinda var olan diger
bakteriyal 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirilarak bu gen dizilerine en fazla benzer olan
diger bakteriyal 16S rRNA genleri arasindaki benzerlik oranlar1 belirlendi (Tablo 12).
Morfolojik, boyama, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda birbirlerine ¢ok
benzeyen ama koloni biiyiiklikleri veya bagka sebeplerden dolayr farkli bir alttiir
olabilecegi tahmin edilen izolatlardan bazilar1 da yine 16S rRNA gen dizini

karsilastirmasina tabi tutuldular.

Tablo 12. Belirlenen 16S rRNA dizinlerinin Gen bankasindaki
genler ile karsilastirilmasi

izolatlar Gen bankasimin 16S rRNA Benzerlik Orani
dizin analizine gore (%)
onerdigi tiir ve cinsler

Ggl Bacillus thuringiensis 100
serovar kurstaki
Bacillus thuringiensis 99
Bacillus cereus 99
Gg2 Serratia sp. 99
Serratia odarifera 97
Serratia marcescens 97
Gg3 Bacillus gibsonii 99
Baciilus sp. 99
Bacillus licheniformis 99
Bacillus plakortidis 99
Bacillus murimartini 98
Gg4 Bacillus sp. 99
Bacillus marinus 99
Bacillus subtilis 98
Bacillus antharicus 98
Ggs Providencia retgeri 99
Providencia vermicola 99
Providencia alcalifaciens 98
Ggb6 Bacillus licheniformis 99
Bacillus sp. 99
Bacillus cereus 98
Gg7 Bacillus gibsoni 99
Bacillus clasuii 99
Gg8 Enterobacter hormechii 99
Enterobacter aeogenes 99

Pantoea sp. 98
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“Tablo 12’nin devami1”

Izolatlar Gen bankasimin 16S rRNA Benzerlik

dizin analizine gore Orani
onerdigi tiir ve cinsler (%)
Gg9 Paenibacillus xylanilyticus 98
Ggl0 Enterobacter sp. 100
Enterobacter hormaechei 100
Enterobacter aerogenes 100
Ggll Providencia rettgeri 100
Providencia sp. 100
Providencia stuartii 99
Ggl2 Serratia ficaria 99
Serratia nematodiphila 99
Serratia rubidaea 99
Serratia odorifera 98
Ggl13 Providencia stuartii 99
Providencia alcalifaciens 99
Ggl4 Enterobacter hormehechii 99
Ggls Bacillus arsenicus 99
Bacillus barbaricus 99
Bacillus sp. 99

3.4 Gryllotalpa gryllotalpa’mn Insektisidal Aktivitesinin Belirlenmesi

Ggl ve Ggl5 nolu izolatlar Gryllotalpa gryllotalpa nimfleri iizerinde %100 etki
gostermistir. Bu izolatlardan Ggl Bacillus thuringiensis ve Ggl5 nolu izolat ise Bacillus
arsenicus’ tur. Diger izolatlar ise Gg5, Gg9, Ggl0, Ggl1, Ggl2 ve Ggl4 %25, Gg2, Gg8
ve Ggl3 %50, ve Gg3, Gg4, Ggb6 ve Gg7 nolu izolatlar ise %75 etki gostermistir. Bu

oranlar Tablo 13’de gosterilmektedir.
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Tablo 13. G. gryllotalpa elde edilen
izolatlarin G.gryllotalpa
iizerindeki insektisidal etkileri

Izolatlar  Oliim Orami (%)

Ggl 100
Gg2 50
Gg3 75
Gg4 75
Gg5 25
Ggb 75
Gg7 75
Gg8 50
Gg9 25
Ggl0 25
Ggl1 25
Ggl2 25
Ggl3 50
Ggl4 25
Ggl5s 100
~kontrol® 0
Psteril ddH,0

3.5. izolatlarin Malacosoma neustria Uzerinde insektisidal Etkilerinin
Belirlenmesi

Ggl ve Ggl5 nolu izolatlar Malacosoma neustria’nin 3. instarlar1 lizerinde %75 ve
%70 etki gostererek en yiiksek etki gostermislerdir. Gg3, Gg4, Gg5 ve Ggb nolu izolatlar
%55 etki gostermiglerdir. Ggl3 nolu izolat %35, Gg7 ve Ggl0 nolu izolatlar %45 etki
gostermislerdir. Gg2 nolu izolat %40, Gg8 ve G12 nolu izolatlar %30, Ggl4 nolu izolat
%25, Gg9 nolu izolat %20 ve Ggl1 nolu izolat ise Malacosoma neustria’nin 3. instarlari
tizerinde %15 lik etki gosterek en diisiik etki gostermislerdir. Bu oranlar Tablo 14’de

gosterilmektedir.
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Tablo 14. G.gryllotalpa’dan izole edilen
izolatlarm M. neustria
uizerindeki insektisidal
etkileri

Izolatlar  Oliim Oram (%)

Ggl 75 +5
Gg2 40+20
Gg3 5545
Gg4 5545
Gg5 5545
Ggb 5545
Gg7 45+5
Gg8 30+10
Gg9 20+0
Ggl0 4545
Ggll 15+5
Ggl2 30+0
Ggl3 3545
Ggl4 2545
Ggl5s 70430
~kontrol® 0

bsteril ddH,O



4. TARTISMA

Ekonomisi tarima dayali olan Tirkiye son yillarda sanayi toplumu olma yolunda
hizla ilerlemektedir. Bu amacina ulasirken en biiyiik problem, toplumun ihtiya¢ duydugu
tarimsal riinleri karsilayamamaktadir. Gegmis yillarda tarim alaninda kendi ihtiyaglarini
karsilayan iilkemiz, su anda Onemli bir tarim ithalat¢ist1 olmustur. Bunun temel
sebeplerinden biri, sanayi toplumuna geciste azalan tarim alanlarinda, birim alana diisen
tarim miktarini artiramamaktir. Birim alandaki iirin miktarini artirma sartlarinin basinda
bitkilerin zararli boceklerden korunmasi gelmektedir (Demirbag ve Beldiiz, 1997).

Tarim alanlarinda biiyiik zarara neden olan boceklerden bir tanesi de Avrupa
danaburnudur. Bu zararli toprak altinda gecen biyolojisi sayesinde bir¢cok sebze ve
meyvenin toprak alt1 organlarina ¢ok bliyiik zararlar vermektedir (Aydemir, 2008).

Bu zararliya karsi bir biyolojik miicadele ajaninin gelistirilmesi ve Gryllotalpa
gryllotalpa’'nin bakteriyal florasinin belirlenmesinin amaglandig1 bu calisma kapsaminda
bakteriyal floranin belirlenmesi icin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testler
uygulanmustir.

Yapilan literatlir arastirmasi sonucunda daha once G. gryllotalpa’nin biyolojik
floras1 veya biyolojik kontrol ajaninin gelistirilmesi ile ilgili herhangi bir calisma tespit
edilememistir. Bu ¢alisma bugiine kadar G. gryllotalpa nin bakterial floras1 lizerine yapilan
ilk ¢alismadir.

Tiir tayinlerinde biiylime 6zellikleri ve morfolojik 6zelliklerine bakilarak elde edilen
izolat sayis1 tam olarak 15°tir. Bu 15 izolatin 12’si tlir seviyesinde 3 tanesi ise cins
seviyesinde belirlenmistir.

Bu tanm1 ¢aligmalarinda bakterilerin tiir tayininde rutin olarak kullanilan morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerin disinda, son yillarda bakterilerin tiir tayinlerinin
dogru bir sekilde yapilabilmesi i¢in gelistirilmis li¢ yeni metod olan 16S rRNA dizin
analizi, API 20E ve API 50CH sistemleri kullanilmistir. Bakterilerin tiir tayinleri i¢in
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology kaynak kitab1 kullanilmig ve yapilan tanilar
API 20E ve API 50CH analiz sonuglariyla desteklenmistir (Halda-Alija, 2004; Lian vd.,
2004).

Bu sistemlerin rutin olarak gergeklestirilen klasik testlere kars1 bazi avantajlar1 vardir.

Bu avantajlardan en  Onemlileri  izolatlarin aym1  ortam = sartlar1  altinda
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degerlendirilmeleri ve bu tiir test panellerinin igerdigi testlerin hepsinin klasik yontemlerle
yapilmasi i¢in gereken masraf ve zamanin ¢ok biiyiik 6l¢iide geri kazanilmis olmasidir.

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

16S rRNA genleri oldukca iyi korunmus 6zel siralara sahiptir (Woese, 1990). Bu
genler bakteriler arasindaki akrabaliklari belirlemede ve bakterilerin tiir veya cins
seviyesinde tanimlanmalarinin yapilmasinda son giinlerde olduk¢a dénemli bir ara¢ haline
gelmistir (Sacchi vd., 2002).

16S rRNA alt tnitelerinin genlerine gore gergeklestirilen molekiiler tanimlama
tekniklerinin gelisimi ile karmasik yapiya sahip mikrobiyal birlikleri anlamak daha da
kolay olmustur. 16S rRNA genlerinin analizi biitin bakterileri tanimlamada
kullanilabilecek bir yontemdir. Bu yontem klasik mikrobiyal metotlarin aksine ¢ok 6nemli
iki avantaj saglar. Bu avantajlardan ilki olduk¢a hizli bir metot olmasi ikincisi ise
tanimlama dogrulugunun oldukga gelismis olmasidir (Springer vd., 1996).

Yapilan calismalarda Ggl nolu izolati Gram (+), spor olusturan, katalaz enzimi
tireten, basil seklinde bir bakteri oldugu i¢in Bacillaceae ailesine dahil edildi. Glukoz
tiretebildigi ve arabinozu fermente edemedi8i i¢in Bacillaceae ailesi igindeki diger
tiirlerden ayrilarak Bacillus thuringiensis olduguna karar verildi. Yapilan rutin ¢alismalarin
sonunda 16S rRNA dizin analizi ve API50 CH sistemlerinin analiz sonuglari1 da bu izolatin
Bacillus thuringiensis oldugunu desteklemektedir.

Bacillus thuringiensis bilinen en yaygin bocek patojenidir ve biyolojik miicadelede
biiylik dnem tagimaktadir (Lacey vd., 2001). Diinyadaki biyopestisit satiglarinin %95’ini B.
thuringiensis kokenli {riinler olusturmaktadir (Gaugler, 1997). Simdiye kadar yapilan
bir¢ok calismada bu bakteri boceklerden izole edilmis ve izole edildikleri bocek iizerine
olan insektisidal etkileri calisilmistir. Ozellikle Lepidoptera ordusuna ait tiirlerin
larvalarinda yiiksek insektisidal etkiye sahiptir. B. thuringiensis disinda Bacillus cinsi
icinde yer alan B. cereus, B. subtilis, B. sphaericus, B. popilliae, B. circulans, B. polymyxa,
B. lentimorbus, B. megaterium ve B. fribourgesis gibi tiirlerde daha 6nce boceklerde birgok
kez izole edilmis ve izole edildikleri konak iizerinde insektisidal etkilere sahip olduklar
belirlenmistir. (Heimpel, 1962; Steinhaus ve Marsh, 1962; Kuzina vd., 2001; Reeves ve
Nayduch, 2002; Demir vd., 2002; Osborn vd., 2002).
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Gg2 nolu izolatin Gram (-), spor olusturmayan, hareketli, basil formda, bakteriler
oldugu icin Serratia cinsine dahil edildi. Serratia cinsi VP (+) olmasi ve glukozun
fermantasyonu ile diger Enterobacter’lerden ayrilir. Arabitol (+) olmasiyla Serratia
fonticola dan, indol liretemediginden Serratia odarifera dan ayrildi. Tiim bu sonuglar bir
arada degerlendirildiginde bu izolatin tiir seviyesinin belirlenmesinde 16S rRNA dizin
analizi ve API 20E test sistemlerinin de yetersiz kaldigi bunlarin da sadece cins
seviyesinde giivenilebilir sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu nedenle bu izolatin cins
seviyesinde birakilmasi yani Serratia sp. olduguna karar verildi. Serratia cinsi igerisinde
yer alan tiirler boceklerde oldukca yaygindir. Bu cinste yer alan S. marcescens, S.
entomophila, S. proteamaculans, S. liquefaciens, S. rubidea ve S. fonticola daha 6nce
yapilan bir ¢ok calismada boceklerden izole edilmistir (Lepesme, 1937; Steinhaus ve
Marsh, 1962; McLaughlin ve Keller, 1964; Bell, 1969; Sikorowsi, 1985; O’Callaghan ve
Jackson, 1993; Klein ve Kaya, 1995; Sikorowski vd., 1995; O’Callaghan vd., 1996; Sezen
ve Demirbag, 1999; Jackson vd., 2001; Kuzina vd., 2001; Osborn vd., 2002; Jeyaprakash
vd., 2003).

Gg3 nolu izolatin Gram (+), spor olusturan ve katalaz irettigi icin Bacillaceae
ailesine dahil edildi. Yapilan rutin ¢aligmalar sonucunda ksilozda biiyiime olmadigindan
Bacillus thuringiensis olmadigi, koloni morfolojisinin ve renginin uymadigindan Bacillus
licheniformis olmadig1 tespit edildi. Yapilan rutin ¢aligmalar 16S rRNA ve API S0CH test
sonuglarina gore Bacillus gibsonii olabilecegine karar verildi.

Gg4 nolu izolatin Gram (+), spor olusturmayan, katalaz (+) oldugundan Bacillaceae
ailesine dahil edildi. 40°C’de biliylime olmadigindan ve morfolojik 06zellikleri
benzemediginden Bacillus subtilis tiiriinden, sicaklik testlerinin uymamasindan Bacillus
antharicus tiriinden ayrildi. Tir seviyesinde ise karar verilemedigi i¢in cins seviyesinde
birakilmasina yani Bacillus sp. olduguna karar verildi

Gg5 nolu izolatin Gram (-), spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik olmasiyla
Enterobacteriaceae ailesine dahil edildi. Mannitol iiretebilmesiyle ve nutrient agar
besiyerisinde kahverengi koloni olusturmasiyla Providencia cinsine ait olduguna karar
verildi Inositol iiretememesiyle Providencia rettgeri olmadig: arabitol {iretememesiyle de
Providencia vermicola olabilecegine karar verildi. Yapilan biyokimyasal ve 16S rRNA
sonuclarina da bu izolatin Providencia vermicola olabilecegini desteklemektedir.

Ggb6 nolu izolatin Gram (+), spor olusturan, katalaz enzimi liretmesiyle Bacillaceae

ailesine dahil edildi. Ksiloz ve arabinozda biiyiime olmadigindan Bacillus cereus
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olmadigina, sicaklik testinde ve koloni morfolojisine gore Bacillus licheniformis
olabilecegine karar verildi. Yapilan biyokimyasal testler ve 16S rRNA sonuglarina da bu
izolatin Bacillus licheniformis olabilecegini desteklemektedir.

Gg7 nolu izolatin Gram (+), spor olusturan ve katalaz enzimi Trettiginden
Bacillaceae ailesine dahil edildi. Arabinoz iiretememesiyle Bacillus subtilis ve Bacillus
lentus tiirlerinden, mannitol iiretmesiyle de Bacillus marinus, Bacillus cereus ve Bacillus
brevis tlirlerinden ayrilarak, Bacillus clasuii olabilecegine karar verildi.

Gg8 nolu izolatin Gram (-), spor olusturmayan, hareketli, oksidaz iiretmeyen basil
formda bakteriler oldugu icin Enterobacteriaceae familyasina ait oldugu tespit edildi. Bu
cinsin igerdigi iyeler arasinda bir karsilastirma yapildiginda ise; lisin dekarboksilaz
tretebildikleri i¢in E. agglomerans olmadigi, sorbitolu fermente edebildigi i¢in E.
gergoviae olmadigi, iireaz iiretemedigi icinde E. aerogenes olduguna karar verildi.
Klebsiella pneumonia ve Enterobacter aerogenes birbirleriyle ¢cok sik karistirilan iki tiirdiir
(Sneath, 1986). Bu iki tiirii sahip olduklar1 hareket 6zelliklerine bakarak ayirt edebilmek
miimkiindiir. Bunun sonucunda da Enterobacter aerogenes olduguna karar verildi.

Gg9 nolu izolatin kolonilerinin beyaz, Gram (-), spor olusturmayan, katalaz enzimi
tireten, oksidaz ve inositol iiretemedigi belirlendi. API 20E ve 16S rRNA sonuglarina gore
Paenibacillus xylanilyticus olduguna karar verildi.

Ggl0 nolu izolatin Gram (-), spor olusturmayan, hareketli, oksidaz {iretmeyen basil
formda bakteriler oldugu ig¢in Enterobacteriaceae ailesine ait oldugu tespit edildi.
Sorbitolu fermente edebildigi i¢in E. hormaechei olmadigi, iireaz liretemedigi icinde E.
aerogenes olabilecegi fakat arabinoz iiretemedigi i¢in olmadigina karar verildi. Sonucta bu
izolatin tiir seviyesinde ayrimi yapilamadi. Cins seviyesinde yani Enterobacter sp. olarak
birakildi.

Ggl1 nolu izolatin Gram (-), spor olusturmayan, oksidaz liretmeyen ve iire iirettigi
tespit edildi. Bu testler sonucunda Enterobacteriaceae ailesinden Providencia cinsine ait
oldugu belirlendi. Vp testinin (-) olmasiyla Providencia stuartii olmadigi, indol ve arabitol
tiretmesiyle Providencia rettgeri olduguna karar verildi.

Ggl2 nolu izolatin Gram (-), spor olusturmayan, basil formda, hareketli, giiclii bir
katalaz aktivitesine sahip oldugu i¢in Serratia cinsine ait oldugu tespit edildi. Bu cinsin
icerdigi liyeler arasinda bir karsilagtirma yapildiginda ise; arabitol liretememesiyle Serratia

ficaria olmadigi, sorbitolu fermente edemedidi i¢in Serratia rubidae olmadigi, indol
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tiretemedigi i¢cin Serratia odorifera olmadigina, Serratia nematodophila olduguna karar
verildi.

Ggl3 nolu izolatin Gram (-), spor olusturmayan, basil formda Enterobacteriaceae
ailesine ait oldugu belirlendi. Arabitol liretemedigi ve indol iiretebildiginden Providencia
stuartii olmadigina, iireyi hidroliz ettigi i¢in Providencia alcalifaciens olduguna karar
verildi.

Ggl4 nolu izolat Gram (-), katalaz iireten, basil seklinde oldugu tespit edildi. Glukoz
uretmesi, hareketli olmasi ile Enterobacteriaceae ailesine ait belirlendi. Arabitolu fermente
edebilmesi, jelatin ve inositolu iiretememesiyle Enterobacter hormehechii olduguna karar
verildi.

Ggl5 nolu izolatin Gram (+), spor olusturmayan, basil seklinde oldugu tespit edildi.
Glukoz {iretmesi, ksiloz ve mannitol iiretememesiyle Bacillus anthracis oldugunu
diisiindiirdii. Fakat pH 3’de biiyliyememesinden Bacillus arsenicus olabilecegine karar
verildi.

G. gryllotalpa iilkemiz tarim alanlarinda ¢ok ciddi zararlara yol agmaktadir. Bu
bocegin kontrolii i¢in kimyasal ve mekanik miicadele uygulanmasina ragmen zararliyla
miicadelede kesin bir sonug elde edilememistir (Baykal ve Kovanci, 1995).

Izole edilen bu bakterilerden Ggl ve Ggl5 nolu izolatin G. gryllotalpa iizerinde
%100 etkisi olmustur. Bu bakterilerden Ggl nolu izolat Bacillus thuringiensis‘tir. Bacillus
thuringiensis bilinen en yaygin bocek patojenidir ve biyolojik miicadelede biiylik 6nem
tasimaktadir. Boylece G. gryllotalpa karsi biyolojik kontrol ajani olabilecek bir bakteriyal
izolat tespit edilmistir.

Boceklerin bakteriyal mikrofloralar1 bagirsaklarinda bulunmaktadir. Bu flora zengin
ve ¢esitli olup, genellikle Gram (-) ve Gram (+) bakterilerden olugsmaktadir (Boucias ve
Pendland, 1998). Zararli boceklerin patojenleri ¢alisilirken bakteriler arasindaki zorunlu
simbiyotik iligkilerde biiylik 6nem tasimaktadir (Baerwald ve Boush, 1968; Helmuth,
1956; Rubio ve McFadden, 1966; Klein ve Kaya, 1995; Hagen, 1996; Jeyaprakash vd.,
2003). Bazi bakteriler ise bocekler igin patojeniktir. Patojenite daha ¢ok bocegin
bagirsaginda meydana gelmektedir. Patojenik bakteri konakta bulundugu siire iginde
cogalir ve hastalik olusturur. Simbiyotik bakteriler zararlinin bagirsaginda patojeniteyi
olusturacak olan proteinleri liretmesi saglanabilir.

Simbiyotik bakterilerin bu kadar 6nemli olmalarindan dolay1 biitiin bakteriyal

floranin tespit edilmesi oldukc¢a 6nemlidir.
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Bu nedenle bu zararliya karsi bir mikrobiyal ajan gelistirmek maksadiyla yapilan bu
calisma sayesinde zararli boceklere karst kullanilabilecek insektisidal aktivitesi yiiksek,
giivenilir ve iilkemize ait biyolojik kontrol ajanlarinin olusturulmasi yolunda adim atilmig

olunacaktir.



5. SONUCLAR

Bu calisma sonucunda iilkemiz meyve ve sebze tarlalarinda ciddi zararlara yol agan

Gryllotalpa gryllotalpa nin bakteriyal floras1 ve biyolojik kontrolii hakkinda 6nemli
bilgiler elde edildi.

1)

2)

3)

4)

Olii ve saglikli nimflerden 15 farkli bakteri izole edildi. Izole edilen bakterilerin
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve bazi molekiiler 6zellikleri tespit edildi.
Yapilan testler sonucu, izole edilen 15 bakteriden, 12’si tiir seviyesinde, 3’1 ise
cins seviyesinde tanimlandi. Tanimlanan bakterilerin Bacillus thuringiensis
kurstaki, Serratia sp., Bacillus gibsoni, Bacillus sp., Providencia vermicola,
Bacillus licheniformis, Bacillus clausii, Enterobacter aerogenes, Paenibacillus
xylanilyticus, Enterobacter sp., Providencia rettgeri, Serratia nematodophila,
Providencia alfalifacien, Enterobacter hormehechi ve Bacillus arsenicus
olduklar1 belirlendi.

Izole edilen bu bakterilerin G. gryllotalpa nimfleri iizerine olan insektisidal
etkilerinin belirlenmesi i¢in farkli zamanlarda bioassaylar gerceklestirildi. Bu
sonuclara gore en yiiksek etkiler Ggl ve Ggl5 nolu izolatta %100 ve Gg3, Gg4,
Gg6 ve Gg7 nolu izolatlarda %75 etki gosterdi.

Ayrica izole edilen bu bakterilerin Lepidoptera takimina ait olan 6nemli bir
zararli olan Malacosoma neustria tirii lizerinde de insektisidal etkileri arastirildi.
Bu zararl iizerinde en yiiksek insektisidal etki Ggl nolu izolatta %75, Gg15 nolu

izolatta ise %70 olarak belirlendi.



6. ONERILER

Bu calismada Gryllotalpa gryllotalpa’dan 15 farkli bakteri izole edilmis ve G.
gryllotalpa lizerinde insektisidal etkileri arastirilmistir. Ayrica Lepidoptera grubundan olan
Malacosoma neustria lizerinde de insektisidal etkileri arastirilmistir.

1) Elde edilen izolatlarin baska tarim zararlilar1 {izerinde de insektisidal etkilerinin

arastirilmasi gerekmektedir.

2) Cins seviyesinde belirlenen izolatlara DNA-DNA hibridizasyon yontemi

uygulanarak tiir seviyesinde belirlemek miimkiin olabilir.

3) lzolatlarin hiicresel yag asidi analizleri yapilarak tanisi daha da giiclendirilebilir.

4) En yiiksek insektisidal aktivite gosteren Ggl ve Ggl5 izolatlarinin birer

mikrobiyal miicadele ajan1 olarak gelistirilebilmesi i¢in gerekli patojenite
testlerinin yapilmasi, preparatin hazirlanmasi labarotuar ve arazi sartlarinda

denenmesi gerekmektedir.
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8. EKLER
Ek 1., Mc FARLAND Standart Solusyonlari

Mc Farland Standardlar1 bakterilerin 6zelliklerini tespit etmek amaciyla panel test
sistemlerine yapilacak olan ekimlerde bir birim olarak kullanilir. Mililitredeki koloni
olusturabilecek bakteri sayisini verir. (CFU: Koloni olusturabilen birim)

0,5 Mc Farland Standard: igerigi yaklasik olarak 1x107 ile 1x10® CEU/mI’dir.
Barium Chloride, 0,048M solution 0,5 ml

Sulfuric Acid, 0,18M solution 99,5 ml

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

1,0 Mc Farland Standardi igerigi

Barium Chloride, 0,048 M solution 1,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution 99,0 ml
0.D. at 625nm 0,16-0,2

2,0 Mc Farland Standardi icerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 2,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution 98,0 ml
0.D. at 625 nm 0,32-0,4

3,0 Mc Farland Standard: igerigi

Barium Chloride, 0,048 M solution 3,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution 97,0 ml
0.D. at 625 nm 0,48-0,6

4,0 Mc Farland Standardi icerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 4,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution 96,0 ml
0O.D. at 625 nm 0,64-0,8

5,0 Mc Farland Standard: icerigi

Barium Chloride, 0,048 M solution 5,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution 95,0 ml
0.D. at 625 nm 0,8-1,0
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EK 2. Besiyeri, Ayira¢ ve Boyalarin Hazirlanisi

EKk 2. 1. Besiyerlerinin Hazirlanisi

Nitrat Broth

Nitrient Agar (NA):

Nitrient Broth (NB):

Nitrient Jelatin:

Sabouraud Dextroz Agar:

Sabouraud Dextroz Broth:

Simmon’s Sitrat Besiyeri:

Tryptic Soy Agar (TSA):

Tryptofan Broth:

Ure Hidroliz Besiveri:

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

5 g pepton, 3 g beef extract, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da
¢oziildii; otoklavlanarak steril edildi. Calismada ayrica ticari
olarak satilan niitrient agar da kullanildi.

5 g pepton, 3 g beef extract, 1 g potasyum nitrat 1000 ml
ddH,O’da ¢oziildii; pH’1 7,0’a ayarlanarak otoklavda steril
edildi.

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

10 g pepton, 40 g dextroz, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da
¢oOziildii; pH’1 5,6’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

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

23 g hazir besiyeri 1000 ml ddH,O’da ¢oziildi;
otoklavlanarak steril edildi.

40 g hazir besiyer 1000 ml ddH,O’da ¢ozildi;
otoklavlanarak steril edildi.

15 g hazir triyptofan broth 1000 ml ddH,O’da ¢o6zildii;
otoklavlanarak steril edildi.

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 kirmizisi
karisgmma 117 ml ddH,O ilave edildi; pH’1 6,8°¢
ayarlandiktan sonra 0,45 pum gozenek biiyiikliigline sahip
steril filtrelerden gecirilmek suretiyle steril edildi.

Ek 2.2. Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlanisi

Aseton Alkol:

250 ml % 95’lik etanol ve 250 ml saf aseton
karistirilarak hazirlandu.

Bakar Siilfat (CuSQOy) Soliisyonu: 20 g bakir siilfat (CuSO4.5H,0) 80 ml suda ¢oziilerek

Dimetil-a-Naftilamin:

Gram lyodu:

Katalaz Aviraci:

hazirland.

5 g a-naftilamin 1000 ml ve 5 N’lik asetik asitte
¢Oziilerek hazirlandi.

1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir (KI) 5 ml ddH,O’da
¢Oziildii; iizerine 250 ml ddH,O ve 60 ml % 5’lik
sodyum bikarbonat (NaHCO5) ilave edildi.

Ayirag olarak % 10’luk hidrojen peroksit (H,O,)
¢oOzeltisi kullanildi.



Kovak Kimyasali:

Kristal Viyole Bovasi:

Malasit Yesili:

Oksidaz Aviraci:

Safranin:

Silfanilik Asit:

Vogus-Proskauer-1 Aviraci:

Vogus-Proskauer-1I Avyiraci:
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5 g p-dimetilaminobenzaldehid 75 ml amilalkolde
¢oOziildii ve 25 ml HCI ilave edildi.

Bu boya iki ayri soliisyon olarak hazirlanip ardindan
ikisi birbirine karistirildi: 1) 1 g kristal viyole, 10 ml
etanol, 90 ml distile su ile karistirildi. 2) 4 g amonyum
oksala 0 ml ddH,O karistirildi. Bu iki soliisyon
daha s rbirine karigtirilarak kullanildi.

5 g malasit yesili 100 ml ddH,O’da ¢oziildii; slizgeg
kagid1 yardimuryla siiziilerek kullanildi.

6% tetrametilfenilendiamin  hidroklorit, dimetil
sulfoksit ¢ozeltisinde hazirlanir.

2,5 g safranin O, 100 ml %d95’lik etanol ve 500 ml
ddH,O0 karistirilarak hazirlandi.

8 g siilfalinik asit 1000 ml ve 5 N’lik asetik asit (1
kisim asetik asit: 2,5 kisim distil su) i¢inde ¢oziilerek
hazirlandi.

5 g a-naftol 100 ml’den az absolute alkolde ¢oziildi
ve 100 ml’ye tamamlanip 5 °C’de muhafaza edildi.

40 g KOH hizl bir sekilde 100 ml’den az ddH,O’da
¢oziildii; sogutuldu ve ddH,O ile 100 ml’ye
tamamlandi; hazirlandiktan 7-8 saat sonra kullanildi.
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