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Yiksek Lisan Tezi
OZET

SPODOPTERA LITTORALIS’IN KULTURE EDILEBILIR BAKTERIYAL FLORASININ
BELIRLENMESI VE BAKTERIYAL MUCADELE ETMENININ ARASTIRILMASI

Filiz OZKAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri EnstitUsu
Biyoloji Anabilim Dal

Danmisman: Dog. Dr. ismail DEMIR
2010, 89 Sayfa, Ek (9)

Mikrobiyal  etmenlerin  Spodoptera littoralis  (Lepidoptera:  Noctuidae)’in
mucadelesinde kullanilmasina yonelik yapilan bu ¢alismada, ilk olarak zararlidan 10 adet
bakteriyal izolat elde edildi ve bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiler 6zellikleri belirlendi. Bakteriyal flora tyelerinin ve entomopatojenik organizma
koleksiyonumuzda bulunan Bacillus cinsine ait 12 bakteriyal izolatin zararl: Gzerindeki
insektisidal etkileri arastirildi. ki ayr1 Bacillus thuringiensis var. kurstaki izolatinin (Mnd ve
BnBt) 10 ginde zararh Uzerinde %100’luk 6lim etkisine sahip olduklar: tespit edildi. En
verimli oldugu belirlenen Mnd izolatinin zararhnin 1, 2, 3 ve 4. evreleri izerinde 10 glinde
sirasiyla %97, %27, %97 ve %97 6lum etkisine sahip oldugu belirlendi. Bu izolatin farkl
besinler de zararl Uzerindeki 6ldiricu etkisi; marulda %93, fasulyede %83, lahanada %70,
pazida %63, maydanozda %50 ve misirda %43 seklinde tespit edildi. Mnd’den hazirlanan Bt
spor-kristal karisima S. littoralis larvalari tizerinde %100 6lduricl etki gosterdi.

Sonraki c¢alismalarda bu izolatin uygun bir formilasyonda Spodoptera littoralis ve

benzer zararlilara karsi uygulanmasi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Spodoptera littoralis, Bakteriyal flora, Bakteriyal miicadele, Bacillus

thuringiensis



Master Thesis

SUMMARY

Determination of the Culturable Bacterial Flora of Spodoptera littoralis and

Investigation of Bacterial Control Agent of Its

Filiz OZKAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. ismail DEMIR
2010, 89 Pages, Appendix (9)

In order to find a significant microbial control agent against Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae), first of all we determined 10 bacterial isolates and identified these
isolates based on morphological, physiological, biochemical and molecular characters. The
insecticidal effects of 10 bacterial isolates from S. littoralis and 12 bacteria belonging to
Bacillus genus from our culture collection were tested on the pest. Two Bacillus thuringiensis
var. kurstaki isolates (Mnd and BnBt) have 100% mortality on the pest whitin 10 days. The
Mnd was studied more detail. It was detected that this isolate has 97%, 27%, 97% and 97%
mortality effects on 1., 2., 3. and 4. instar larvea of the pest whitin 10 days, respectively.
Lethal effect on larvae at different aliments of this isolate was determined 93% on lettuce,
83% on bean, 70% on cabbage, 63% on chard, 50% on parsley and 43% on corn. Bt spore-
crystal mix prepared from Mnd isolate was indicated 100% lethal effect on S. littoralis larvas.

In the further research, development of a suitable formulation from this isolate and its

application againts S. littoralis is planed.

Key words: Spodoptera littoralis, Bacterial flora, Insecticidal activity, Bacterial control,

Bacillus thuringiensis
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Tarim, artan dinya nifusunun yeteri kadar beslenebilmesi agisindan en 6nemli
sektordur. Dlnyamizda ortaya ¢ikan aglik sorunu, kiresel bir felaket halini almistir.
Dolayisiyla, artan besin ihtiyacinin karsilanmasi: amaciyla tarimsal tretimde yiksek verim
ve kalitenin hedeflenmesi gerekmektedir. Bu nedenle Urtinlerimize ortak ¢ikan ve buyuk
kayiplara neden olan zararlilarla etkili bir micadele stratejisi gelistirmek ¢ok 6nemli bir
durum haline gelmistir. Bu surecte son elli yildir, kimyasal pestisitler kesin ¢oziim olarak
gorulmustir. Yogun ve bilingsiz olarak ydrittlen kimyasal pestisit uygulamalari, sadece
insan sagligini etkilemekle (karsinojen, mutajen ve teratojen) kalmamis, bitki ve hayvan
turlerinin yok olmasina ve bu kimyasallarin yer alt: sularina karisarak hedef alinmayan
diger organizmalarin etkilenmesine neden olmustur.

Hizlh nhfus artisinin beraberinde getirmis oldugu kentlesmeyle birlikte, her gegen
gin tarim alanlar1 azalmakta ve kisi basina disen tarim Grdnd miktarin da disis
olmaktadir. Gegmiste, tarimsal trtin bakimindan kendi kendine yeten llke konumunda olan
Turkiye, simdi bircok Ulkeden tarimsal Grln ithal etmektedir. Bunun en &6nemli
sebeplerinden biri ekonomik olarak Onemli bitkilerde zararli bdceklerle micadelenin
bilincli ve yeterli sekilde yapilmamasidir (URL-1, 2011).

Dinya nufusunun artisina paralel olarak, tarimda istenilen Gretim artigini
gerceklestirmek icin sdrddrilebilir yontemlerin ve kalici ¢ozimlerin gelistirilmesi ve
uygulanmas: zorunludur. Bu da ancak, organik tarim ile mimkindir. Organik tarim,
cevrenin ve dogal tarim kaynaklarinin korunmasini, bozulan ekolojik dengenin yeniden
tesisini, biyolojik cesitliligin devamni, kimyasal kirlilik ile zehirli kalintinin
sonlandirilmasmi, olumsuz cevre kosullarini azaltici ve diinya nifusunun sosyal ve
ekonomik refahini gelistirecek sistem ve uygulamalar1 icermektedir. Her gecen giin hizla
tikenen dogal kaynaklarin dengeli kullanimini1 ve dogal dengenin korunmasini hedefleyen
bu sistemde, 6zellikle cevre kirliliginin blyuk boyutlara ulastigir ve gevre bilincinin 6n
plana ¢iktigi ginimizde, organik tarim ve biyolojik micadele daha buyik ©6nem

kazanmistir (Lampkin,1994).



Tarim alanlarinda zararhlara karst micadele amaciyla ginimize kadar kimyasal
mucadele en fazla kullanilmakta olan yontemdir. Ancak, kimyasal insektisitlerin
istenilmeyen ¢esitli yan etkileri de agikca ortaya konulmustur. Organik driin yetistiriciligi,
surddralebilir tarim uygulamalarinin  yayginlastiriilmasina ve biyolojik  gesitliligin
korunmasina yonelik faaliyetler de kimyasal insektisitlerden uzaklagilmasini
ongormektedir. Bu gelismelerin timi kimyasal insektisitlerin en az diizeyde kullanimini
saglamak amaciyla, diger micadele yontemlerinin gelistirilmesi ¢abalarini arttirmistir. Bu
suregte biyolojik micadele buyuk o6nem kazanmis ve bu konudaki c¢alismalar
yogunlasmustir. Bu, alternatif yontem arayisi icerisinde tek basina veya entegre programlart
dahilinde biyolojik mucadele 6n plana ¢ikan yontemler arasindadir.

Biyolojik mucadele, zararli, hastalik ve yabanci otlarin diger canlilarin yardimiyla
ekonomik zarar esiginin altinda tutulmasidir. Bir baska deyisle, dogada zararli olan
canlilari tamamen yok etmeden dogal dengeyi koruyucu, onarici ve destekleyici dnlemlerin
uygulamasidir. Biyolojik miicadelede etkili olan dogal diismanlar predatorler, parazitoidler
ve patojenler olarak (¢ ana grupta toplanmistir. Predatorler, zararlilar Uzerinde dogrudan
beslenerek etkili olan faydal: boceklerdir. Parazitoidler, yumurtalarini diger bir bdcegin
ergin ya da ergin Oncesi donemleri dedigimiz yumurta, larva ve pupa gibi gelisme
donemleri icerisine birakarak etkili olan genellikle ar1 grubundan faydalilardir. Patojenler
ise diger canhlarda oldugu gibi zararhlarda da hastalik yapan etmenlerdir. Hastalik
olusturan patojenler funguslar, bakteriler, virisler ve nematodlar gibi canlilardir (Weeden
et al., 2007). Biyolojik micadelede ¢ temel yaklasim vardir: (i) Mevcut dogal
dismanlarin korunmasi ve etkinliklerinin arttirilmasi, (ii) dogal diisman popilasyonunun
cogaltiimas: ve desteklenmesi ve (iii) dogal dusmanlarin ithal edilmesi. Bu U¢ yontem,
birbirinden bagimsiz olarak dustnilmemelidir. Cinkd, bu yontemler birbirinin
tamamlayicist durumundadir. Bunlar, aym1 zamanda bir zararliya karst uygulanacak
biyolojik micadelenin asamalarini teskil eder.

Biyolojik micadelede kullanilan etmenler bakteriler, virtsler, funguslar, nematodlar,
protozoonlar ve rekombinant tekniklerle gelistirilen organizmalardan olusmaktadir (Peter,
1984). Belirtilen gruplara ait etmenler zararli boceklerde degisik hastaliklar olusturarak
bocek populasyonlarmin dengede tutulmasini ve zararlilarin en az seviyeye inmesini
saglamaktadir. Bunlarin blytk bir cogunlugu konaga 6zgu oldugu icin yalnizca miicadele
edilmek istenilen organizma Uzerinde etkilidir. Bu 0Ozellikleriyle mikrobiyal etmenler,

faydali ve predator bocekler, yuksek organizasyonlu ve insanlar gibi hedef dis1



organizmalar Uzerinde herhangi bir risk olusturmaz. Bunlar, tamamen dogal olmalar:
sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu 06zellikleri, kimyasal
insektisitlerin yerini gelecekte biyolojik etmenlerin alacagini gostermektedir.

EDWIP (The Ecological Database of the World’s Insect Pathogens) ve VIDIL ( Viral
Diseases of Insect in the Literature Database) verilerine gore, 2.285 farkli mikroorganizma
tirundn, 9.407 Dbocek turuyle iliskili oldugu belirlenmistir. Toplam 2.285
mikroorganizmanin 1.504*0n0 protozoonlar, 411’ini funguslar, 168’ini virtsler, 146’sin1
nematodlar, 51’ini bakteriler ve 5’ini de diger organizmalar olusturmaktadir (Braxton vd.,
2003). Bu verilerin sayis1 her gecen gun yeni kesiflerle artmaktadir.

Zararli bocekler, orman, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, sus bitkilerinde,
koruma altina alinmis bolgelerde yetisen bitki turleri Gzerinde, depolanmis Grtinlerde,
veterinerlik ve tibbi alanlarda buyuk zararlara yol agarlar (Lacey vd., 2001).

Tarim drdnlerinde, dretimin dusmesindeki en 6nemli nedenlerden birisi zararh
boceklerdir. Gerek pamuk Urlinu ve gerekse de musir, soyafasulyesi, aycicegi, titun gibi
Turkiye ekonomisinde 6nemli yere sahip 0runler Uzerinde birgok tarimsal zararh
yasamaktadir. Bunlar, drinler Gzerinde cesitli derecelerde zararlar meydana getirerek
blyik ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Pamuk yaprakkurdu (Spodoptera littoralis Boisd., Lep.: Noctuidae ) tim dunyada
oldugu gibi tlkemizde de en ©6nemli polifag tarim zararhilarindan birisidir. Zararlinin
mucadelesinde yaygin bir sekilde kimyasal insektisitler kullanilmakta olup, alternatif
yontemler arastirilmaktadir.

Farkli yontemler de kullaniimasina ragmen, tim dunyada oldugu gibi gtinimizde
ulkemizde de zararli boceklerin miicadelesinde cesitli kimyasal insektisitler hala etkin bir
sekilde kullaniimaktadir. Bu insektisitlerin ekolojik dengeyi bozarak dogal gevreye zarar
vermesi, hedef organizmalar disinda yararh bocekler zerinde 6ldiriicu etki gostermesi,
insan saghgini olumsuz etkilemesi gibi nedenlerle yasaklanmaya baslanmis ve hatta
bircogu da kullanimdan kaldirilmistir. Kimyasal insektisitlerin yerine diger birgok
zararlhrda oldugu gibi Pamuk yaprakkurduyla miicadelede de alternatif yollar arastiriimaya
baslanmistir. Boylece, biyolojik micadele ¢alismalar: blyik 6nem kazanmis ve bu alanda
cok dnemli gelismeler saglanmstur.

Dinyada, Pamuk yaprakkurdu ile kimyasallar, genetigi degistirilmis pamuk, cesitli
parazitler, predatorler ve mikroorganizmalar kullanilarak  micadele edilmeye

calisilmaktadir. Fakat, yapilan tim bu cahismalar bu bocegin populasyonunun zarar



seviyesinin altinda tutmak igin yeterli olmamis ve zararliyla micadele halen etkin bir sorun
olmaya devam etmektedir.

Pamuk yaprakkurduna karsi uygulanacak bir biyolojik micadele etmeninin hangi
donem ve kosullarda, nasil verilecegini belirlemek icin dncelikle zararliyr gok iyi tanimak
ve biyolojisini bilmek gerekir. ikinci husus ise biyolojik miicadelede kullanilacak etmenin
tespit edilmesidir. Boyle bir etmenin tespit edilebilmesi igin ilk olarak mevcut biyolojik
etmenlerin zararl: Gzerinde test edilmesi ve zararli bocekte muhtemel hastalik olusturabilen
yeni bir patojenin arastirilmas: gerekmektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda, Glkemiz ekonomisinde blyik bir yeri olan basta pamuk olmak
Uzere, cok sayida tarim uUrununde zarar olusturan Pamuk yaprakkurdu (Spodoptera
littoralis)’nun, uygulanmakta olan mucadele yontemleriyle uyumlu hatta onlara alternatif
olusturabilecek bir bakteriyal miicadele etmeninin tespiti cok blyik 6nem tasimaktadir. Bu
surecte, calismada S. littoralis‘e karst mikrobiyal micadelede kullanilabilmesi amaciyla
zararlmin Kiiltire edilebilir bakteriyal flora belirlendi. izole edilen bakterilerin zararl
Uzerindeki olduricu etkileri test edildi. Ayrica, farkli boceklerden izole edilmis, 6lddrici
etkileri yiiksek, KTU Fen Fakiltesi Biyoloji Bélumi, Mikrobiyoloji Laboratuar:
entomopatojen koleksiyonunda depolanan bakteriyal etmenlerden Bacillus cinsine ait 12

izolatin zararh tzerindeki 6lddrcu etkileri tespit edildi.

1.2. Organik Tanm ve Biyolojik Mucadele

Tarimsal Uretimde kullanilan kimyasallarin (ilag, gtbre gibi) olumsuz etkilerinin
insan ve toplum saglig: Gzerindeki zararlari artarak kendini hissettirmeye baslamistir. Tim
bu olumsuz etkilerin ortadan kaldirilmas: amaciyla kimyasal giibre ve tarimsal savas
ilaglarinin hi¢ ya da miumkin oldugu kadar az kullanilmasi, bunlarin yerini ayni gorevi
yapan organik gubre ve biyolojik micadele yontemlerinin almas: temeline dayanan
Ekolojik Tarim Sistemi gelistirilmistir.

Organik tarimda, kimyasal mucadelede kullanilan pestisitlerin ¢evreye ve insan
saghigina olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak ve pestisit kullanimmin azaltilmasi
cabalarin1 dogurmustur. Pestisitlere alternatif dogal metotlardan biri de organik tarimda
dogal dusmanlarin kullanildigi biyolojik mucadeledir. Organik tarim, cevresel ve
ekonomik olarak strdurulebilir tarimsal Gretim sistemini olusturmay: amaclayan bir
yaklasim olarak tanmimlanabilir. Organik tarimda biyolojik micadele, uygun diger
mucadele yontemleriyle birlikte uygulandiginda ¢ok etkilidir. Son yillardaki biyolojik

mucadele anlayisi, dogada mevcut olan faydali organizmalarin  korunmas: ve



etkinliklerinin artirilmas: yonindedir. Dogal dismanlarin yeterli yogunluga ulasamadigi
durumlarda etkinligini arttirmak icin laboratuarda retilerek dogaya salimi1 yapilmaktadir.
Dogal disman populasyonunun c¢ogaltilmas: iki genel metot ile yapilmaktadir. Bunlar
dogal dusmanlarin kitle Gretimi ve periyodik kolonizasyonu veya dogal dusmanlarin
genetik yolla cogaltilmasidir. Dogal dismanlar insektaryumlarda dretilmekte ve kritik
zamanda asilama veya kitle halinde salim olmak dzere iki yol ile salimi yapilmaktadir.
Klasik biyolojik micadele yontemi olarak da tanmimlanan dogal dismanlarin ithali,
ekosistemde yeni olan ve bir salgin olusturan zararhinin o yoérede bulunmayan dogal
dismanlarinin zararhnin anavatanindan getirilip o alana yerlestirilmesi esasina dayanir.
Organik tarimda biyolojik micadele c¢evre dostu bir uygulama olup, diger tarim

sistemlerine gore daha kalicidir.

1.3. Turkiye’de Uretilen Cesitli Tannm Urtnleri ve Bunlann Ekonomideki Yeri

Insan nifusunun devamli artmasindan dolay:, tarimsal Uretime olan ihtiya¢ da
giderek artmaktadir. Caprazlama deneyleri sonucu verimli wrklarin dretilmesiyle bu
dengelenmeye calisilmaktadir. Fakat, bu caligmalara ragmen, verim istenildigi kadar
arttirllamamistir (Aktas ve Yurdakul, 2005). Burada tarimsal zararlilarin etkisi oldukga
onemlidir.

Pamuk bitkisi, yaygin ve zorunlu kullanim alamyla insanlik agisindan, yarattig
katma deger ve istihdam olanaklariyla da uretici Glkeler agisindan buytk ekonomik 6neme
sahiptir. Artan nlfus, dogal elyafa olan ilginin giderek artmasi ve yasam standardinin
yiikselmesi, pamuk bitkisine olan talebi de arttirmaktadir. Ulkemiz genelinde énemli bir
yeri olan pamuk Gretiminde verim azalmasi, kalitenin ve Gretimin diismesindeki en énemli
nedenlerden birisi zararl: boceklerdir. Pamuk, gerek uriin, gerekse yaprak tzerinde bircok
tarimsal zararli bOcek yasayan bir bitkidir. Bunlar, pamuk Uzerinde cesitli zararlar
meydana getirerek blyik ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Misir, dinyada bugday ve celtikten sonra en fazla tarimi yapilan tahil bitkisidir.
Muisir (degisik sekillerde insan hayatinda yer almaktadir; yag, nisasta, tane tuketimi, misir
gevregi ve slajik yem gibi) gerek insan gidas: ve hayvan yemi olarak kullanilmasi ve
gerekse endustri hammaddesi olarak islenmesinden dolay:r blyik Onem tasidigindan,
yetistiriciligi de oldukca 6nemlidir. Karadeniz Bdlgesinde ve llkemiz genelinde dnemli
yeri olan misir zerinde verim azalmasi, kalitenin ve Uretimin dismesindeki en dnemli

nedenlerinden birisi zararli boceklerdir. Misir  gerek Urlin, gerekse govde ve kokleri



Uzerinde bircok tarimsal zararl bocek yasayan bir bitkidir. Bu zararlilar misir izerinde
cesitli zararlar meydana getirerek buiytik ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar.

Soyafasulyesi, ulkemiz insaninin beslenmesinde ¢ok 6nemli yeri olan sebzelerden
biridir. Ozellikle insanimizin protein ihtiyacimin karsilanmasinda énemli bir rol oynar. Taze,
kuru, konserve, dondurulmus, giineste ve yapay yollarla yesil olarak kurutularak kullanilabilir.
Yag icerigide oldukca yiiksektir. Uretimde biiyiik paya sahip olup, iilke ekonomisinde de
onemli olan sebzelerdendir.

Aycicegi, dinyada ve Ulkemizde en 6nemli yag bitkilerinden biri olup, tlkemizde
genellikle yaghk olarak yetistirilir. insan beslenmesinde, 6zellikle bitkisel yaglarin 6nemi
blyuktar. Aycicegi, tlkemiz bitkisel yag retiminde %50 ile en biylk pay: olmakta ve yag
bitkileri Uretiminde de basta gelmektedir.

Turkiye’nin baslica tarimsal ihracat trlnleri arasinda yer alan, yillik ortalama 400-500
bin dolarlik ihracat getirisi olan thtlin; Gzim, incir, zeytin ve pamuk gibi geleneksel ihrag
tarim Grdnleri arasinda katma degeri en ylksek drinddr. Ayrica tutin Dinya’nin en 6nemli
sanayi Urtnlerindendir.

Yukarida belirtilen 6nemli endUstriyel drlinlerin yaninda tilkemizde ¢ok sayida sebze de
uretilmektedir. Bunlarin da cesitli 6lceklerde Uretimleri yapilarak bdlge ve llke ekonomisine
katkilar saglamaktadir. Domates, sogan, patates basta olmak Ulzere ¢ok sayida sebze ihrag

urtinlerimiz arasinda yer almaktadir.

1.4. Tannmsal Zararhlar

Yukarida belirtildigi gibi tarim alanlarinda 6nemli miktarlarda cesitli tarimsal trinler
uretilmektedir. Bunlar, degisik miktar ve oranlarda insan ve diger canlilar igin dnemli
besin kaynaklar:1 olarak tiketilmektedir. Ayrica, bunlarin Gretimlerini yapan Ureticilere
sagladiklar1 ekonomik Kkatkilar da oldukca onemlidir. Ozellikle bir tarim (lkesi
oldugumuzu dusunecek olursak, bu Gretimin bizim igin ne kadar daha blylk bir 6neme
sahip oldugu ortaya cikmaktadir. Cesitli cevresel, iklimsel ve kiltirel etkiler yukarida
belirtilen ve 6nemi vurgulanan tarim drdnlerinin Gretiminde etkili olmaktadir. Bu etkiler
zaman zaman 6nemli Grin kayiplarina da neden olmaktadir.

Zararh bocekler de bitkisel Griin kayiplarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Cevresel
olarak bakildiginda bitkilerin farkli kisimlarini etkileyen ¢ok sayida zararl vardir (Sekil 1).
Bunlar, bitkilerin kdk uclarindan baslayarak, yaprak, stirgun, tomurcuk, meyve gibi bitun
kisimlarin Gzerinde degisik miktar ve oranlarda zararlar olusturmaktadir. Bu zarar ve

etkinin yeri ve derecesine bagli olarak da, bitki tamamen kuruyabildigi gibi, 6énemli



derecelerde bitkisel yap1 ve Urin kayiplari ortaya ¢ikmaktadir. Sonu¢ olarak bundan

ureticiler, tuketiciler ve ihracatcilare dolayisiyla, tim tlke etkilenmektedir.
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Sekil 1. Boceklerin bir bitki Gzerinde etkili olarak zarar olusturdugu kisimlar
(Halkalar, bitkinin kék ucundan en ug¢ noktaya kadar zararlinin etkili
oldugu muhtemel zararl gruplarini ve zarar seklini gostermektedir.)

Bu zararlilar, micadele edilmesi gereken 6nemli sorunlar olarak butiin dinyanin
karsisinda durmaktadir. Zararlilarin bulunduklar: yer ve etkili olduklar1 bdlgelere gére
degisik mucadele yontemleri uygulanarak bu sorunun Ustesinden gelinmeye

calisiimaktadir.



1.4.1. Zararhlarla Micadele Yontemleri

Insanoglu  yaradihsindan beri tarimla ugrasmaktadir. Tarim  Grlnlerinin
azalmasindaki en 6nemli sebep yukarida da belirtildigi gibi bitkilere zarar veren bdcek
populasyonlaridir. Bu boceklerin zarar seviyelerini en alt diuzeyde tutmak icin yapilan
caligmalar, zararlilarla mucadele yontemleri olarak adlandirilmaktadir. Tarimda gesitli zirai

muicadele yontemleri vardir.

1.4.2. Kulturel Mucadele
Toprak bakimi, islenmesi ve gubrelenmesi, yabanci ot ve atiklarin temizlenmesi ve

bitki ndbetlesmesi gibi toprakla ilgili yapilmasi gereken seylerdir.

1.4.3. Dogal Mucadele
Insanlarin herhangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bocek populasyonlarmin

kontrol altinda tutulmasidair.

1.4.4. Yasal Mucadele
Yasal yollardan vyararlanilarak zararlilarin yayilmalarini 6nlemektir. Karantina,

ambargo, muayene veya sertifika uygulamak bunlarin basinda gelmektedir.

1.4.5. Mekanik Micadele
Bocekleri gesitli yontemlerle toplama islemidir. Isik tuzaklariyla pusuya dustrerek,

yem ve feromon tuzaklari kullanilarak gerceklestirilir.

1.4.6. Fiziksel Micadele
Sicak ve nemden yararlanilarak bdceklerin 6ldurulmesi, elektrik veya radyo dalgalar:

kullanilarak boceklerin kisirlagtirilmasimi iceren miicadele yontemleridir.

1.4.7. Kimyasal Mucadele

Cesitli kimyasallarin toz veya sulu halde kullanilmas suretiyle yapilan micadeledir.
Ulkemizde cok yaygin bir sekilde kullanilmasina ragmen, gelismis tilkeler bu yontemi terk
etmektedir.

Zararh populasyonu olustugunda kimyasal miicadele tek care olarak belirlenmistir.
(Anonim, 2008). Kimyasal insektisitlerin potansiyel olumsuz etkilerinden dolay:
zararhlarin  micadelesinde kullanilabilecek diger yontemlerin arastirilmas: yararh

olacaktir.



1.4.7.1. Kimyasallanin Cevreye Olan Etkileri

Tim dinyada oldugu gibi Glkemizde de zararli boceklerin miicadelesinde cesitli
kimyasal insektisitler kullanilmaktadir. Fakat, kullanilan bu insektisitler dogal cevre ve
hedeflenmemis organizmalar (zerinde olumsuz etkilere sahiptir (Ecevit, 1988; Unal,
1998). Ozellikle 1950’lerden sonra insektisitlerin olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi,
zararh boceklerin mucadelesinde yapilan ¢aligmalarin daha etkili ve guvenli mucadele
etmenleri bulmaya yonlendirmistir.

Zararli boceklerle micadelede 1800’10 yillarin ortalarina kadar, zararhlarin
toplanmasi veya yikanmasi seklinde mucadele ediliyordu. Bu tarihten sonra 6nce kuikdrt ve
arsenik, daha sonralar: ise kursun asetat, cryolite ve borik asit gibi ¢cok az kimyasal madde
boceklere karsi kullanildi. Dikloro-difenil-trikloroetan (DDT)’nin 1938-1940 yillarinda
insektisit 6zelliginin kesfedilmesinden sonra kimyasal mucadelede yeni bir ¢ag acildi.

Diinya Saglik Orgiitine (WHO) gore insektisitlere dayanikhilik, “normal bir
populasyondaki bireylerin cogunu oldirdugi tespit edilen zehirli bir maddenin bir dozuna
karsi, ayni tarin diger bir populasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin
gelismesi” olarak tarif edilmektedir. Baska bir tanima gore ise dayaniklilik, “ bir arthropod
tirindn bir wrkinin, ayni tirdn duyarl: populasyonunda saptanmis olan LD1go degerinin iki
kat1 olan ilag dozundan etkilenmemesi” olarak agiklanmaktadir.

Zararh boceklerle ilgili toksisite denemelerinde her zararlinin kendine has bir doz
olum egrisi vardir. Kullanilan ilag dozu arttiginda 6liim oram da artar. iste bu durumda
eger doz arttiginda 6limdeki artis oran1 yavas yavas azaliyorsa, o canhya Kkarsi kullanilan
toksik maddeye kars1 bir mukavemet baslamis demektir.

Arthropodlarin insektisitlere karsi1 dayanikliligi ilk olarak 1908 yilinda San Jose
kabuklu biti (Quadraspidiotus perniciosus)’nde godzlenmis ve her gegen yil bu sayi
artmistir. DDT’nin piyasaya surulmesiyle dayanikli populasyonlarin gériilme orani birden
bire ve belirgin bir sekilde artis gostermistir. Daha sonraki yillarda (1984 yilinda) yapilan
calismalara gore 447 bocek tlrinln insektisitlere karsi dayanikli oldugu belirlendi. Bu
sayinin her gecen yil arttigi ve gtinimizde 1000 turtn Gzerinde oldugu dustntlmektedir.
Bu tlrlerin basta Diptera ve Coleoptera olmak (zere arthropodlarin 14 farkl takimina ait
oldugu bilinmektedir.

Insektisitlere dayamiklilik sonucu, doz arttirmmina gidilmekte ve uygulamalar
arasindaki sure kisaltilmaktadir. Bu cabalar da sonugsuz kaldiginda daha etkili ve zehirli

bir insektisit kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun maddi bedeli 61¢tulemeyecek kadar
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yilksek olmaktadir. Ornegin, Nikaragua’da pamuk tarimi 1950’li yillarda basar1 kazanmis
ve 1965 yilinda Ust noktaya ulagmistir. Ancak, bu basarida takip eden 5 yilda yanls
insektisit kullanim: sonucu %16’ya yakin azalma olmustur. Hizla gelisen mukavemet
sonucunda Heliothis zea ve Spodoptera sunia populasyonunda patlama gerceklesmis ve
mucadele imkansiz hale gelmistir. Ayrica, sekonder zararli konumdaki birgok tur dnemli
zararlara yol agcmustir. Sonu¢ olarak, uygulama dozu 2 katina cikarilmis, bazen bir
uygulama sirasinda 5 farkli insektisitin birden kullanildigi olmustur. Bu da Uretim
maliyetlerini cok arttwmistir. Benzer durum, Meksika’daki pamuk tarlalarinda
gerceklesmistir. Yiksek dozlarda ve daha zehirli insektisit kullanimi sonucu insan
zehirlenmelerinde blylk artis olmus ve pamuk tarlalarindan sdrtklenen ilaglarin komsu
turuncggil bahcelerindeki zararlilarin  biyolojik micadelesine ters etkisi sonucu,
turuncgillere daha yogun pestisit uygulanmas: yapilmistir. Sonug¢ olarak, cok fazla
uygulamanin getirdigi maliyet ve Urlin kayb1 sonucu 1970’lerde pamuk Uretimi bitme
noktasina gelmistir.

Asir1 dozda ilag kullanimi zararh Gzerine etkili olmaktan daha gok, cevre kirliligi ve
diger yan etkileri ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica, insektisitlere dayanikliligin sonucu olarak
sosyal harcamalarda da artis gOrulmuistir. Zararhlarla micadele ic¢in uygulanan
kimyasallar, hedef =zararli bocegin haricinde diger canlilart da olumsuz yonde
etkilemektedir. Kimyasallarin yogun bir sekilde kullanilmasi, zaman icinde zararh
boceklerde insektisitlere karsi dayaniklilik mekanizmasinin gelismesine neden olmaktadir.
Gergeklesen bu dayaniklilik mekanizmasi, ilagtan kagma gibi davranigsal olabilecegi gibi
birbirine ¢ok yakin akraba tirler arasinda dahi zararliya direng gosterebilecek irklarin
olusabilmesi seklinde de gerceklesebilir. Bazen de boceklerin vicut yapilarindan
kaynaklanan yapisal dayaniklilik s6z konusudur. Ornek vermek gerekirse, boyle bir
durumda bdcek, kahin kutikula tabakas: sayesinde uygulanan insektisite karsi direnclidir.
Gergeklesen dayaniklilik davraniglari arasinda en onemlisi fizyolojik dayanikhiliktir.
Clnkd, bu dayanikhilik kazanilmis ve kalitimsal hale geldigi icin bdceklerin yeni
nesillerine aktarilir. Bir diger dayaniklilik mekanizmasi ise bir bocegin bir insektisite karsi
dayaniklilik kazandiktan sonra benzer insektisitlere kars1 kendini koruyabilmesidir. Buna
da capraz dayaniklilik ad1 verilir (Ecevit, 1988).

Insektisitlerin etki tarzi bakimindan zararl ve faydali bocekler arasinda bir farklilik
yoktur. Fakat, etkileri bakimindan farkliik vardir. Faydali bdcekler olarak kabul edilen

predator ve parazitler insektisitlerden daha fazla etkilenmektedir. Ne yazik ki parazit ve
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predatorlerdeki dayanikliligin olusumu, zararli boceklerdeki kadar ¢abuk olmamaktadir.
Bunun sonucu olarak, zararli populasyonlari tUzerinde dengeleyici olan predatorler ve
parazitler ortadan kalkmakta ve zararlilar daha ¢abuk yayilmaktadir (Ecevit, 1988).

Buna ilaveten, dogal denge bozulmakta, tir cesitliligi azalmakta ve daha Once
problem olmayan yeni bazi zararhlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda sekonder zararlilara
kars: ilave ilaglama yapma zorunlulugu meydana gelmektedir. Ornegin, Cukurova’da
beyaz sinegin, dogal dismanlarmin insektisitlerden zarar gormesi nedeniyle sorun haline
geldigi bilinmektedir (Unal, 1998).

Insektisitlerin kullanildig: alanlarda dogal olarak yasayan polinatér canhlar da yok
oldugu igin bu alanlardaki zirai Urlnlerde tozlasma orani azalmaktadir (Ecevit, 1988).
Bitkilerde tozlasmada ©6nemli rol oynayan bal arilari ve yaban arilari insektisitlerden
etkilenen 6nemli bir canli grubunu olusturmaktadir. Kimyasal insektisitler yalnizca bocek
tirlerine degil, dogada bulunan bitki Ortisine de =zarar vermektedir. Kimyasal
insektisitlerin dogada toprak ve bitkilerde birikmelerinden dolay: yok olmalar: ¢ok uzun
sturmektedir. Olusan bu birikim topraktaki normal mikrobiyal populasyonu bozarak toprak
veriminin dusmesine neden oldugu gibi bitkiler araciligiyla besin zincirine dahil olarak
besin zincirinin en Ust seviyesindeki canlilara kadar ulagmaktadir. Belli bir alana
uygulansalar dahi kolayca yok olmadiklarindan dolayi, ruzgar ve yagmur gibi dogal
olaylarla ¢ok daha genis alanlara yayilabilmeleri insektisitlerin zararini daha da
artirmaktadir (Unal, 1998).

Herhangi bir yolla sulara erisen kimyasal maddeler bahklar tarafindan alinir.
Baliklarin biylme, ureme, kagma ve saklanma gibi bazi yetenekleri, insektisitlerin
blnyelerinde birikimlerine gore azahr veya tamamen yok olur. Rakipler karsisinda daha
kolay avlanmalar: sonucu baz: tlrlerin butlinuyle ortadan kalkmasi séz konusu olabilir
(Unal, 1998). Ekonomik 6neme sahip balk tiirlerinde biriken insektisitler beslenme
yoluyla insanlara gecer. Insektisitlerin baliklar1 6ldiirme etkilerinden baska sulardaki
oksijen miktarini da dustrerek, su canlilarinin yasammai tehdit etmektedir.

Insektisitler kullanildiklar: alanlardaki bitkilerin cimlenmesi, vejetasyonu ve liremesi
Uzerine de olumsuz etkiler yapmaktadir. Bazen bitkilerin bilirli doku kisimlarinda,
Ozellikle yaprak ve surglnlerinde yanma denilen bir takim lekeler ile renk degisimlerinin
meydana gelmesine sebep olusturmaktadir. Hatta bazen tim bitkinin oldigt goruldr

(Ecevit, 1988). Bitkilere bulasan insektisitler, bitki zerinde biraktiklar1 kalintilarla,
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besinin tat ve kokusunu bozabildigi gibi, beslenme yoluyla insan viicuduna alinarak toksik

etkilere de yol agmaktadir.

1.4.7.2. Insektisitlerin Insanlar Uzerine Olan Etkileri

Insektisitler dogrudan dogruya veya dolayl: olarak insan saghigin etkilemektedir. Bu
etkiler akut ve kronik toksisite olarak iki grup altinda toplanabilir (Ecevit, 1988).

Bir kimyasalin bir kez veya kisa bir zaman diliminde (Ornegin, 24 saat) birkac kez
ahnmas: sonucunda viicutta olusan hasar akut toksisite olarak tanimlanir (Unal, 1998).
Akut toksisite ilacin imali sirasinda ¢alisanlarin ilaglardan zehirlenmesi sonucu ortaya
cikabildigi gibi bu ilacin tasinmasi, depolanmas: ve kullanilmas: esnasinda guvenli
kullanim kurallarina uyulmamas: sonucu da ortaya ¢ikabilir (Ecevit, 1988). Bursa’da 1963
yilinda, parathionla ilaglanmis seftaliyi yiyen 32 kisiden 7’sinin ayni gin 6lmesi akut
toksisiteye ornek verilebilir. Insektisitlerin Gretim ve kullanimlar: sirasinda meydana gelen
is kazalari, bu ilaglarin insan sagligina karsi olumsuz etkilerini ¢cok cabuk bir sekilde
gostermesine sebep olmaktadir. Ornegin, Hindistan’in Bhopal kentinde 1984 yilinda,
ABD’ye ait Union Corbide Sirketi’nin bir fabrikasindan gevreye yayilan yaklasik 45 ton
metil izosiyonat gazi, civardaki 2500 Kisiyi uykularinda 6ldurmus ve fabrika cevresindeki
¢ok genis bir alan1 yasanmaz hale getirmistir. Aradan 4 yil gectikten sonra bile, fabrika
cevresindeki koylulerden her yil ortalama 500 Kisinin 6lmesi, tehlikenin boyutlarini
gostermesi acisindan oldukga énemlidir (Unal, 1998).

Kronik toksisite ise bir kimyasalin akut toksisiteye neden olmayacak kadar distik
dozlarda uzun siure alinmasi halinde sicakkanlilarda meydana getirdigi fizyolojik
diizensizlik olarak tanimlanir (Unal, 1998). Insektisitlerle bulasik veya bekleme siiresi
dolmadan insektisit kalintis1 iceren bitkisel besinlerin yenmesiyle de kronik toksisite
meydana gelebilmektedir. Ornegin, Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde hekzaklorobenzenli
(HCB) insektisitle ilaglanmis tohumluk bugday: yiyen 3000 kiside Porfiria (Karayara)
hastaliginin gorilmesi ve bunlarda %11 oraninda 6lum meydana gelmesi, diinya ¢apinda
ilgi uyandiran bir zehirlenme olayidir (Unal, 1998). Ayrica, disiik dozlarda alinan bu
insektisitlerin insan vicudunda birikimi sonucu, gelecek kusaklarda neler meydana
getirecegini de simdiden tahmin etmek oldukga zordur. Insektisitlerin sinir sistemi
uzerindeki enzimlere etkili olusu, énemlerini bir kat daha arttirmaktadir. Bugun 6zellikle
fazla miktarlarda kullanilan klorlandirilmis hidrokarbonlarin insan ve hayvanlarin beyin,
karaciger, bobrek ve yag dokularinda toplanarak toksik etkide bulundugu bilinmektedir
(Ecevit, 1988).
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Diinya Saglik Orgiiti’nin 1985 yili raporlarina goére, her yil 1.000.000 Kisi
pestisitlerden zehirlenmekte ve bunlarin yaklasik 20.000°i 6limle neticelenmektedir.
Dinya pestisit tuketiminin 1/3’0 az gelismis Ulkelerde gerceklesmesine ragmen, diinya
pestisit dliimlerinin %75’i bu tlkelerde meydana gelmektedir (Unal, 1998).

Zararl boceklerle micadelede kullanilan insektisitlerin anlatilan yan etkilerinden
dolayi, kimyasal micadelenin ginimizde mimkin oldugunca kisitlanmas: ve bunun
yerini cevresel acidan daha givenli olan biyolojik micadelenin almasi gerektigi
dustnilmektedir.

Son 25 yili askin bir suredir, zararli béceklerle miicadelede yukarida bahsedilen
zararh etkileri nedeniyle kimyasal insektisit kullanmanin yerine alternatif veya destek
yontemleri arastirmaya baslanmis (Bernard ve Jack, 2003) ve boylece biyolojik miicadele

cag1 baglamistir.

1.4.8. Biyolojik Mucadele

““Biyolojik miicadele’’s6zcligl ilk defa 1919 yilinda Kalifornia Universitesi’nden
Harry Smith tarafindan *bocek populasyonlarmin tabii veya cesitli uygulamalarla kontrol
altina alinmast” icin kullanilmistir. Bununla birlikte, teknolojik gelismelerle bu tanim
onemli arastirmalara temel olusturmustur.

Gunumuzde biyolojik mucadele, ** zararlh boceklerin yapmis oldugu zarari en aza
indirmek igin bu boceklerin dogal dismanlarmi kullanma’ olarak tanimlanabilir. Dogal
disman terimi, predatOr ve parazitlerle birlikte hastalik olusturan mikroorganizmalar: da
kapsamaktadir (Peter, 1984). Ancak, boceklerde hastalik olusturan mikroorganizmalarin
kullanimi, genellikle mikrobiyal micadele olarak adlandirilir.

Biyolojik micadele, kimyasal micadelenin tim olumsuz yodnlerini ortadan
kaldirmasi bakimindan son yillarda tercih edilmesi gereken bir micadele yontemi halini
almistir .

Biyolojik mucadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal micadele, zararli boceklerle
micadelede patojen mikroorganizmalarin kullanilmasmi kapsar. Entomopatojen olarak
adlandirilan bu mikrobiyal micadele etmenleri (bakteriler, virtsler, funguslar, nematodlar,
protozoonlar) zararli boceklerde hastalik olusturarak bocek populasyonlarmin dengede
tutulmasini ve zararlarmin en aza indirilmesini saglamaktadir. Bu entomopatojenlerin
blytk bir cogunlugu konaga 6zel oldugu icin yalnizca micadele yapilmak istenilen
organizma Uzerinde etkili olur. Bu 0zelligiyle, faydal: ve predatdr bocekler, hayvanlar ve

insanlar gibi hedef dis1 organizmalar Gzerinde herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen
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dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu 6zellikleri,
gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagini1 gostermektedir.

Biyolojik mucadele, diger mucadele yontemlerine gore dogal dengenin kurulmasina
yardimci olmasi, uzun vadede kalic1 sonuglar vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi
bakimindan en ¢ok tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir (Ogurlu, 2000).

Biyolojik micadeleyi asil énemli kilan, ekosistemi bozmamas: ve zararli turler
Uzerinde kalic1 ve dinamik bir etki meydana getirmesidir. Bu iki 6zellik diger mucadele
yontemlerinde bulunmaz. Biyolojik micadele diger micadele yontemlerine gdre yan
etkilerinin olmayisi, baslangigta masrafli olsa da ilerleyen yillarda ilk kurulus
harcamalarmi tolere ederek en az masrafla en iyi sonucun alinabilmesine imkan vermesi,
etkisini uzun slire devam ettirebilmesi, zararlilarda dayanikliliga ve bagisikhga yol
acmamasi1 ve zararhy: direkt olarak Oldirmekten baska, treme gicuni azaltma ve
gelisiminde dengesizlikler yaratma gibi dolayli faydalar saglamas: bakimindan birgok
avantajlara sahiptir. Buna karsin esasli bilgi gerektirmesi, baslangigta risk tasimas: ve
neticenin ge¢ alinmasi gibi tolere edilebilecek dezavantajlari bulunmaktadir.

Biyolojik mucadelenin ilk uygulama donemleri ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Asya’da avci karincalardan bu hususta yararlanildigi ve bu karincalarin M.S. 900-1200
yillar1 arasinda narenciye zararlilarina karsi kullanildigi bilinmektedir. Bin ikiyizli
yillarda Yemen’de palmiye agaclarindaki zararhlara karsi karincalarin kullanildig:r ve
Arabistan’da her yil daglardan getirilen avci karinca kolonilerinin, hurma agaclarinda zarar
yapan bir diger karinca tirlne kars1 kullanildigi kayitlidir (Ogurlu, 2000).

Ingiltere’de (1770)’li yillarda tarim arazileri ve seralardaki cesitli bitkiler tizerinde
zarar yapan afitlerle micadelede gelin boceklerinden faydalanilmistir. Fransa’da kavak
agaclarinda zarar yapan Lymantria dispar L. (Lep: Lymantriidae) tirtillariyla miicadelede
(1840 yilinda) kosucu boceklerden faydalanildig: bilinmektedir. Bir kurbaga ttrt olan Bufo
marinus L. (Anura: Bufonidae) (1844 yilinda) zararli boceklere karsi kullanilmak Gzere
Jamaika’dan Barbados’a nakledilmistir. Poecilia reticulata (Lepistes, Guppy), lepistes
baliklari sivrisineklerle mucadelede bataklik bélgelerde halen kullaniimaktadir.

Biyolojik micadelede elde edilen bu basarilar, uygulayicilari cesaretlendirmis ve
ginimize kadar blylk bir gelisme goOstererek ilerletilmistir. Son yillarda c¢alismalar
agirhkli  olarak boceklerde hastalik olusturan entomopatojenlerin  izolasyonu,

karakterizasyonu ve biyolojik mucadele de kullanimina yonelmistir.
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1.4.8.1. Biyolojik Mucadelede Kullamlan Etkin Gruplar
Biyolojik mucadelede etkili bir sekilde kullanilan organizmalar predatorler, parazitler
ve mikroorganizmalar olarak 3 ana grup altinda toplamak miumkindur. Zararl boceklerin

dogal diismanlari olan bu canlilar, zararlilarla micadelede biyiik potansiyele sahiptir.

1.4.8.1.1. Predatorler

Bocek predatorleri, bocekleri yakalayan ve besin kaynagi olarak yiyen hayvanlardir.
Bu predatorleri baliklar, amphibiler, surungenler, kuslar, bdceklerle beslenen cesitli
omurgasiz hayvan gruplart ve karnivor bocekler olusturur. Ormanlarda zarar yapan
bocekler disunuldugunde, bu gruplardan kuslar ve karnivor bdceklerin  biyolojik
mucadelede kullanilma potansiyeli oldugu sdylenebilir. Kuslar i¢in mutlak yararli veya
mutlak zararl denilememekle birlikte, kuslart orman igin genelde faydal: hayvanlar olarak
saymak mimkindur. Zira, zararli boceklerin erginlerini, pupalarini, larvalarini ve
yumurtalarimi yiyen pek ¢ok kus tird, bu yonleriyle dogal dengenin saglanmasinda 6nemli

rol oynamaktadir (Ogurlu, 2000).

1.4.8.1.2. Parazitler

Bocek parazitleri, hayatim1 tek bir konukgu ferdi (zerinde tamamlayan ve
konukgusunu zayiflatan, gerileten, gelismesine mani olan veya Oldiren organizmalara
denir. Konukgu ise paraziti tasiyan canliya verilen isimdir. Buna gore parazitin ya belirli
bir sure ya da tim hayat dongusi boyunca, kendisinden daha gelismis baska bir canhnin
Uzerinde veya iginde yasamasi gerekir. Bu slre zarfinda parazit, konukgunun vicut
isisindan, besininden ve hatta hormonlarindan faydalanarak konukgu organizmanin
zararina gelismekte ve cogalmaktadir. Bocek parazitleri kendi gelisimleri tamamlandiginda
her zaman bocegi oldurirler.

Bocek parazitizmi oldukga sik rastlanilan bir durumdur ve birgok bocek kendisiyle
baglantili bir veya c¢ogunlukla birka¢ parazit ture sahiptir. Butin parazit bocekler
baglandiklar: konagin hayat dongusu igindeki belli bir safhaya 6zellesmis durumdadir. Bu

yuzden bazilari1 pupa ve yumurta safhasi ile sinirlanmisken, bazilari da larval parazitlerdir.

1.4.8.1.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalardan (Gretilen insektisitlerin, hedef bocek tirleri icin oldukca
spesifik olmalar1, bakteriler sayesinde ayristirilabilir olmalar1 ve zararli boceklerde bu
bilesiklere karsi diren¢ gelisiminin yavas olmas: bakimindan olduk¢a avantajhidir. Fakat,

distk tesirli olmalari ve yiksek dretim maliyetleri agisindan bakildiginda farkl
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uygulamalar igin kullanimlar1 kisitlanmig olur. Ancak, rekombinant DNA teknolojisi
bunun gibi birgok negatif 0zelligin Ustesinden gelebilmek igin cesitli imkanlar saglar.
Ozellikle Bacillus thuringiensis’lerin insektisidal aktiviteleri ve bdcek bakiiloviris
sistemleri, etkili, glivenli ve spesifik olarak gelistirilmis biyolojik miicadele etmenleridir.

Dogada, boceklerin hastalanmalarina ve 6limlerine neden olan orjini bakteri, virus,
mantar, nematod veya protozoa olan pek ¢cok mikrorganizma mevcuttur (Lipa, 1975). Bu
mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandirilir. Dogada bulunan entomopatojenler
bocek populasyonlarmin dengelenmesinde blylk 6neme sahiptir. Birgok entomopatojen
mikroorganizma, tarla ve bahce bitkilerinde, seralarda, sis bitkilerinde, koruma altina
alinmig alanlarda yetisen bitki tirleri tzerinde, orman arazilerinde, depolanmis Uriinlerde,
veterinerlik ve tibbi alanlarda zararlara yol acan vektor ve zararli boceklerin biyolojik
mucadelesinde kullanilir (Lacey ve Kaya, 2000; Lacey vd., 2001).

Entomopatojenlerin yakin gelecekte, mikrobiyal micadele etmeni olarak, sadece
fiyat ve etkinlik bakimindan degerlendirildiginde bile kimyasal pestisitlere gore daha
kullanisli hale gelecegi disunulmektedir. Buna ilave olarak, bu entomopatojenlerin
mikrobiyal mucadele etmeni olarak kullaniimalari, ekosistemdeki biyolojik cesitliligin
strdurtilmesi, zararh tdrlerin dogal dusmanlarinin korunmasi, besinler tzerinde kalinti
birakmamasi, hedeflenmemis diger organizmalar ve insanlar agisindan guvenli olmasi gibi
bircok avantajlara sahiptir (Lacey vd., 2001).

Zararh boceklerin diger dogal dusmanlar: gibi entomopatojenler de tek bir tir veya
gruba spesifiktir ve bazilar1 zararli boceklerin uzun zaman periyotlart boyunca
mucadelesini saglayabilir (Lacey vd., 2001). Entomopatojenlerin zararl boceklere karsi
kullanim stratejileri temelde diger biyolojik etmenlerinin kullanimlariyla aynidir (Hamm,
1984; Harger, 1987). In vitro kosullarda uretilip uygulanabildigi gibi uygun kosullarda
saklanip dogal ortamda tekrar aktif hale gecebilirler.

Birgok virtisun boceklerin hastalanmasina neden olarak bocek salginlarmi
etkiledikleri bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Cigneyici agiz yapisina sahip bocekler,
Ozellikle yaprak yiyenler, virtis enfeksiyonlarina karsi daha hassastir. Bu durumda yaprak
yiyen Lepidoptera tirtillariyla, Hymenoptera’mn yalanc: tirtillar: viral etmenlerden daha
fazla zarar gordrler (Weiser, 1969). Bu virusler genellikle 2-3 yilda bir meydana ¢ikan
epidemilerde cogalarak bircok larvay: olddriler ve boylece afetlerini ortadan kaldirirlar
(Lipa, 1975). Virusler birgok bocek takimuyla iligkilidir. Bununla birlikte biyik bir kismi
Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda bulunmaktadir.
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Simdiye kadar smiflandirilan bocek virlslerinin blyik bir kismi Baculoviridae,
Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae
ve Iridoviridae familyalarina aittir. Bu bdcek viruslerinden, Baculoviridae familyasi sadece
artropodlar igin spesifiktir (Demirbag ve Belduz, 1997). Cogu baculovirusler sadece bir
veya yakindan iliskili birkag bocek tiruni enfekte edebilir (Arif ve Kurstak, 1991).
Insanlar ve diger hedeflenmemis organizmalar igin giivenli bir mikrobiyal etmen olmass,
bu virtslerin biyolojik micadelede kullanilma potansiyelini arttirmaktadir (Granados ve
Federici, 1986; Groner, 1986). Hastalanan larva 6nce uyusuk bir hal alr ve sonra
beslenmeyi birakir. Olmeden énce agacin tepesine tirmanir ve arka bacaklarina asili olarak
olir. Dokular1 koyulasir, ayrigir ve vicutlar: sivi hale geger (Lipa, 1975).

Entomopatojenik funguslar, degisik habitatlarda yasayan bircok bdcek turiinu enfekte
edebildikleri igin farkli cevresel faktorlere uyum saglamislardir. Bu nedenle,
entomopatojenik funguslarin biyolojileri blylk cesitlilik gostermektedir. Bazi gruplar
zorunlu hiicre ici parazitken, bazilar1 ortamda canli konagin olmadigi durumlarda saprofit
olarak hayatta kalabilen firsatci patojenlerdir (Hajek, 1997).

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda 6limlerine yol acan birgcok
nematod turu bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan cahsmalarda birgok nematod
familyasina ait tdrlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iligskili oldugu
belirlenmistir (Poinar, 1979, 1990; Kaya ve Stock, 1997). Yapilan calismalar, zararl
boceklerin  biyolojik micadelesinde kullanilma potansiyeli tasimalari bakimindan 7
familya  (Ozerinde  yogunlagmistir.  Bunlar ~ Mermithidae, = Tetradonematidae,
Allantonematidae,  Phaenopsitylenchidae,  Sphaerulariidae,  Steinernematidae  ve
Heterorhabditidae familyalaridir (Kaya ve Stock, 1997). Steinermatidae ve
Heterorhabditidae familyalari gunumiizde, Ozellikle toprak bdceklerinin mikrobiyal
mucadelesinde en sik kullanilan gruplardir (Glazer ve Lewis 2000; Liu vd., 2000; Lacey
vd., 2001). Bu nematodlar, B. thuringiensis’den sonra, Amerika’da yillik 2-3 milyon
dolarlik market satislariyla en fazla kullanilan mikrobiyal micadele etmenleridir (Georgis,
1997).

Protozoonlarin zararli bocek populasyonlarinda meydana getirdikleri salginlar, az
rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklar1 ferdi ve kicuk gruplar halindeki
olimler, zararlh bocek populasyonlarinin zarar esiginin altinda tutulmas: bakimindan
onemlidir (Maddox, 1987; Brooks, 1988). Protozoa enfeksiyonlari bocek populasyonlarini

dengede tutmasi bakmmindan buyuk bir 6neme sahiptirler (Maddox, 1987; Brooks, 1988).



18

Entomopatojenik protozoonlar genellikle konaga spesifiktir. Boceklerde olusturduklari
hastaliklar yavas ilerler. Virllanslar: disuktur ve cogu kez boceklerde kronik enfeksiyonlar
olustururlar. Virtlanslarinin disuk olmasi nedeniyle protozoonlarin enfekte ettigi
boceklerin  Olumi bazen haftalar sirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993). Cogu
entomopatojenik protozoonun hayat dongusi komplekstir. Sadece canli konak icersinde
gelisebilirler ve ¢ogu tiirln gelisimini tamamlayabilmesi i¢in bir ara konaga ihtiyaci vardir.

En yaygin sekilde kullanilan mikrobiyal miicadele etmeni Bacillus thuringiensis
Berliner bakterisidir. Bircok bocek ordosuna ait tirlere karsi aktif olan yeni suslarin izole
edilmesi ve yapilan genetik diizenlemeler, bu bakterinin kullanim alanlarini genisletmistir
(Lacey vd., 2001). Mikrobiyal insektisitlerin satiglar1 son yillarda buyik artis gostermistir.
Ancak, bu miktar, toplam uriin koruma satiglarmin %1-1,5’lik kismini teskil etmektedir.
Bunun c¢ok blyidk bir kismmi (%95) Bacillus thuringiensis kokenli insektisitler
olusturmaktadir (Gaugler, 1997; Georgis, 1997).

Mikrobiyal mucadele etmenlerinin genis spektrumlu insektisitlere alternatif olarak
kullanilma potansiyelleri vardir. Fakat daha yaygin olarak kullanilabilmeleri igin;

- Virllanslarinin ve 6ldirme hizlarmin arttirillmas,

- Degisen cevre kosullarina karst (soguk havalar, kurakhk sartlari gibi)
dayanikliliklarinin arttirilmas,

- Urettikleri toksinlerin etkinliklerinin arttiriimasi,

- Uygulanan diger miicadele yontemleriyle uyumlarinin daha iyi arastirilmasi,

- Diger cevresel avantajlarmin belirlenmesi gerekmektedir.

1.4.8.1.3.1. Bakterilerin Mikrobiyal Micadelede Kullanimi

Entomopatojen bakteriler, ginimuzde zararli boceklere karsi en fazla kullanilan
mikroorganizmalardir. Spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak Gzere iki gruba
ayrilirlar. Boceklerle mucadelede, daha ¢ok spor olusturan bakteriler kullaniimaktadir.
Yapilan arastirmalar, bunlarin sporlarmin kuraklik ve yilksek sicakliga karsi dayanikli
oldugunu gostermistir. Spor olusturmayan bakteriler ise olaganistu kosullar karsisinda
olduk¢a dayaniksiz ve hassastir. Buna gore, boceklere karsi yapilacak micadelede, spor
olusturan ve fakdltatif bakterilerin kristal tasiyanlarmin kullanilmas: tavsiye edilmektedir
(Ogurlu, 2000).

Son yillarda patojenik potansiyeli hayli ylksek bir bakteri olan Bacillus thuringiensis
Uzerinde durulmaktadir. Bu bakterinin biyolojik micadelede, diger bircok bakteriye

nazaran daha etkili oldugu bilinmektedir. B. thuringiensis’in ¢ok sayida varyetesi vardir.
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Bunlar, basta Lepidoptera olmak uzere Diptera ve Coleoptera turlerine karsi da
kullanilmaktadir. Bu bakterinin spor ve kristalleri piyasaya toz, islanabilir toz veya sulu
karisim halinde sunulmaktadir. B. thuringiensis’den hazirlanan karisimlarin uygulandigi

bocekler, bu karisimlarin ihtiva ettigi toksin sebebiyle olrler.

1.4.8.1.3.1.1. Bacillus thuringiensis’lerin Genel Ozellikleri

Bacillus thuringiensis, Bacillaceae familyas: igersinde yer almaktadir. Bacillaceae
familyasinin tyeleri endospor ureten Gram-olumlu hareketli ya da hareketsiz cubuk sekilli
bakterilerdir. Bu familyanin Bacillus ve Clostridium olmak tzere iki 6nemli cinsi vardir.
Bu cinsler birbirlerinden cogunlukla oksijen ihtiyaclarina gore ayrilirlar. Bacillus cinsine
ait tlrler aerobik, Clostridium cinsine ait turler ise anaerobiktirler. Her iki cins de zincirler
olusturan cubuk sekilli hiicrelere sahiptir (Tanada ve Kaya, 1993).

B. thuringiensis, Bacillus cinsi iginde B. cereus grubu icersinde yer almaktadir. Bu
grup alt1 tirden olusmaktadir. Bunlar, B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B.
mycoides (Turnbull vd., 1990), B. pseudomycoides (Nakamura, 1998) ve B.
weihenstephanensis (Lechner vd., 1998) bakterileridir.

B. thuringiensis Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarindaki boceklere karsi
insektisidal 6zellige sahip kristal yapida toksin dreten, spor olusturan, gram-olumlu ve
aerobik bir toprak bakterisidir (Beegle ve Yamamoto, 1992) (Sekil 2). Buna ragmen,
hastalikli ve saglikli bdceklerden, bitkilerin yaprak yuzeylerinden ve depolanmis
urinlerden de izole edilmistir (Carozzi vd., 1991; Burges ve Hurst, 1977; Kaelin vd.,
1994).

Son zamanlarda yapilan arastirmalara gore B.s thuringiensis’in Hymoneptera,
Homoptera, Orthoptera ve Mallophaga gibi bécek takimlarinda ve ayrica, nematodlar,
keneler ve protozoonlar gibi canlilarda aktivitesi tespit edilmistir (Feitelson,1993; Feitelson
vd.,1992).
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Endospor KEristal

Sekil 2. Bacillus thuringiensis bakterisinin elektron mikroskobik gérinimi
(Waheed ve Kogan, 2003).

1.4.8.1.3.1.2.insektisidal Kristal Proteinin Hedef Bdéceklerdeki Mekanizmasi

B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
gruplarindaki hassas boceklere karsi kristal protein (cry) genlerinin olusturdugu aktif
insektisidal kristal proteinler (ICP) sayesindedir. Bu proteinin etkili olabilmesi igin
sindirilmesi gerekmektedir (Visser vd., 1993). Farkli bocek takimlari (Hymenoptera,
Homoptera, Dictyoptera, Mallophaga), nematod (Strongylida, Tylenchida), kene (Acari),
yass1 kurt (Digenea) ve protozoonlara (Diplomonadida) karsi da etkili olduklar: tespit
edilmistir (Feitelson, 1993; Zukowski, 1995).

ICP’ler, normal kosullar altinda ¢6ziinmeden bulunur, bu nedenle insanlar ve diger
yuksek organizma gruplart igin bir risk olusturmazlar. Buna karsilik pH 9,5’de ¢ozlinebilir
Ozellik tasimalari, kristal proteinlerine yogun bir insektisit 6zelligi kazandirmaktadur.
d—endotoksinler bagirsakta ¢ozunerek protoksine donuslir. Daha sonra bagirsak enzimleri
tarafindan protoksinler parcalanarak aktif toksinler elde edilir. Aktif toksinler bagirsak
epitel htcrelerinin reseptorlerine tutunarak bocegin bagirsak duvarmi felce ugratir ve
buray: tahrip ederek gozenekler olusturur. Boylece, bagirsakta bulunan besin artiklar
bocek vicuduna ve kana karisir (Sekil 3). Zehirlenen bocek, toksin aktivitesi sebebiyle
hemen Olebilecegi gibi 2-3 gin icerisinde kan zehirlenmesi sonucu da Olebilir. B.
thuringiensis’in larvalar Uzerinde sebep oldugu semptomlar, yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, sivi halde diski ¢ikarma, kusma ve vicut igeriklerinin kahverengiden
siyaha dontsmesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994).

B. thuringiensis’in hedef bocek uUzerindeki mekanizmas: Schnepf ve arkadaslar:
(1998) tarafindan 0zetlenmis olup, bu mekanizma asagidaki basamaklardan olusmaktadir

1) Spor ve ICP’lerini tasiyan, B. thuringiensis’in larva tarafindan alinmasi ve cry
toksinlerinin sindirilmesi,

2) ICP’lerin orta barsakta ¢6ztinmesi,
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3) ICP’lerinin proteazlar ile aktiflestirilmesi,

4) Aktif ICP’lerinin orta barsak hilicre membranlarindaki 6zgun reseptorlere
baglanmasi,

5) Hucre membranlarinin tahribati ve barsak hiicre membraninda kanallar ve
deliklerin olusumu ve epitel hiicrelerinin parcalanmasi (Lithy ve Ebersold, 1981; Smedley
ve Ellar, 1996),

6) Orta barsaktan acgilan kanaldan barsak muhteviyatinin hemosoéle karismast,

7) Larvada fazla miktarda B. thuringiensis’in  ¢ogalmasmin ve olusan kan

zehirlenmesinin 6lUmu artirmasi.

Baallus thurinziensis (Bt) Ciziinebilirlik Aktivasyon
0 4 % Btoksi
- kristal

Sekil 3. Bacillus thuringinsis’in hedef boceklerdeki etki mekanizmas: (URL-8, 2011)
(Modifiye edilmis).
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ICP’lerin Ozgiin reseptOrlere baglanmasmin insektisidal spektrum ile ilgili oldugu
tespit edilmistir (Denolf vd., 1997). Van Rie ve arkadaslari (1989), tuttin (Heliothis
virescens) ve domates kurtlarmin (Manduca sexta) firca seklindeki membran vesikillerine
baglandiklarmi gostermistir. Fakat, baglanma yerlerinin sayisi1 farklidir ve degisik biyolojik
aktiviteler gosterir. Baglanma yerleri icin butun boceklerde toksin ilgisi ayni degildir.

1.4.8.1.3.1.3. Bocek Populasyonlarimin Bacillus thuringiensis’e Direncliligi

Laboratuar kosullarinda farkli bocek turlerinde B. thuringiensis’e karsi direnclilik
tespit edilmistir (Schnepf vd., 1998). Direnclilik tespit edilen bdcek tirleri Plodia
interpunctella, Cadra cautella, Leptionatarsa decemlineata, Chrysomela scripta,
Tricholplusiani, Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Ostrinia
nubilalis ve Culex quinquefasciatus’tur (Schnepf vd., 1998). Diren¢ olusturan B.
thuringiensis suslari, B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp. israelensis,
B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve diger B. thuringiensis alt tirleridir.

Bir cesit guve olan Plutella xylostella’nin, B. thuringiensis subsp. kurstaki ve B.
thuringiensis subsp. aizawai’ya karsi direng gelistirdigi Hawai, Filipinler, Endonezya,
Malezya, Orta Amerika ve bazi Amerika sehirlerinde gértlmustir (Schnepf vd., 1998). B.
thuringiensis’de direnclilik ile ilgili yaygin goris, zararliyla micadele B. thuringiensis ve
B. thuringiensis toksin genlerini kullanma ile basarilabilmistir. B. thuringiensis’lerin direng

mekanizmas: Schnepf ve arkadaslari (1998) tarafindan ayrintili olarak incelenmistir.

1.5. Pamuk Yaprakkurdu ( Spodoptera littoralis, Boisdual, Lep.: Noctuidae )
Pamuk yaprakkurdu Lepidoptera takimina ait, Noctuidae familyasinda yer alan ¢ok
onemli bir tarim zararlisidir. Tarim drtnlerinin  6zellikle toprak dsti kisimlariyla

beslenirler. Bu nedenle genellikle bitki yapraklari Gizerinde zararl etkilerini gosterirler.

1.5.1. Tanim ve Yasayisi

1.5.1.1. Ergin

Spodoptera littoralis’in erginlerinde, 6n kanatlar gri-kahverengi ve kanatlar1 tizerinde
karisik sekillerde agik sar1 renkli cizgiler bulunan bir kelebektir (Sekil 4A). On kanatlarda
yan kenarlara paralel, fakat uca dogru uzanan ve 6énden arkaya dogru daralan iki milimetre
eninde kursuni renkli bir serit bulunur. Bu seritten ¢ikan ve kanat ucuna kadar olan kisimda
onden arkaya dogru uzanan sar1 renkli ¢ ¢izgi bulunur. Arka kanatlar beyaz renkte olup,
vucuda yakin kisimlart hafif gridir. Kanat agikligi 22-45 mm’dir. Arka kanatlarin yan

kisimlarinda koyu renkte ince bir ¢izgi bulunup, kanat uglar1 beyaz tuylidir. Abdomen gri
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veya grimsi kahverengidir. Disi ile erkek kelebekler arasinda dis gorinls ile renk
bakimindan fark yoktur. Sadece disi kelebekler biraz daha buyuktur (URL-2, 2011).

1.5.1.2. Yumurta

Kelebekler yumurtalarint konukgu bitkinin yapraklarinin arka yiizeyine paketler
halinde birakir ve abdomeninden ¢ikardig: devetlyu rengindeki pullar ile orter. Paketlerde
yumurtalar ¢ogunlukla iki sirali ve duzenli olarak dizilir (Sekil 4B). Ayrica, 1-3 kath
paketlere de rastlanabilmektedir. Her yumurta paketinde 80-360 yumurta bulunur. Disi
kelebekler bir ka¢ defada toplam olarak 1200 kadar yumurta birakabilir. Tek bir yumurta
incelendiginde, yaklasik 0.4 mm capinda, yuvarlak ve boyuna dilimli oldugu gérulir. ilk
birakildiginda yesilimtirak renkli iken, acilmaya yakin renkleri degiserek koyu
kahverengiye doner (URL-2, 2011).

1.5.1.3. Larva

Yumurtadan yeni ¢ikan larvalar 1.0-1.5 mm uzunlugunda, yesil renkli ve killidur.
Bas, vicuda gore buyuk, koyu kahve veya siyah renklidir. Larva 6 donem gegirir.
Larvalarin dénemleri degistikce boyuyla birlikte rengi de degisir. ileri dénemlerinde
dordlnct ve onuncu vicut halkalarinda dorsalde sagda ve solda olmak (zere iki adet
kahverengimsi siyah leke olusur. Larvalarda bas kism: vicudun sonuna gore daha dardir
(Sekil 4C). Olgun larva 4-5 cm boyunda gri-kahve ya da siyahimtirak renkli olabilir, deri
kadife gibidir. Protoraks haric, her segmentin dorsalinde her iki yanda ¢izgiyi andirir birer
siyah leke vardir. Degisiklik gostermekle birlikte viicudun dorsali boyunca orta kisminda
Kirli sar1 bir ¢izgi uzanir (URL-2, 2011).

1.5.1.4. Pupa
Son donem larvalar topraga inerek pupaya donudsir. Pupa topragin 2-8 cm
derinliginde bulunur ve 16-18 mm boyundadir (Sekil 4D). Ik olustugunda sarimtirak olan

rengi daha sonra kahverengiye donusir (URL-2, 2011).
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Sekil 4. Spodoptera littoralis’in biyolojisi A) Ergin, B) Yumurta, C) Larva, D) Pupa
ve Larva

1.5.2. Spodoptera littoralis’in Beslenmesi ve Hayat Dongusu

S. littoralis kelebekleri ginduzleri bitkisinin yapraklari arasinda, golgede, los ve
kuytu yerlerde gizlenerek istirahat halinde gegirir. Gece ugusur ve 1s18a gelirler. Erginlerin
yumurta birakmalar1 7-8 gln stirmektedir. Birakilan yumurtalar, yazin 2-4 gunde agilir.
Larvalar yeni ¢iktiginda bir arada bulunur ve larvalarin bu sekilde bir arada bulunmalar:
‘ocak’ olarak adlandirilir. Yumurtadan ¢ikan larvalar 6nce yumurta kabuklarini yer, daha
sonra yapragin alt epidermisini yiyerek zar kisimlarina dagilirlar. Zararhnin 6 larva donemi
vardir ve larva donemi yazin 17-23 giinde tamamlanir. Gunlin sicak saatlerinde, Ozellikle
de buyik donem larvalar, daha serin olmasi nedeniyle bitkinin alt kismina veya topraga
iner. Olgun larva topraga girerek pupa olur. Yazin pupa dénemi 6-10 giin strer (Sekil 5).
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| 610Gun |

Sekil 5. Spodoptera littoralis’in hayat dongust (URL-3 ve 4, 2011).

Pamuk yaprakkurdu bir doliini 25-30 gunde tamamlar. Belirli bir kiglama donemi
yoktur. Kisin her doneminde zararlya rastlamak mimkinddr. Zararl, pamukta temmuz
baslarindan itibaren bulunabilir. Agustos ayindan itibaren zararli olabilecek yogunluga
ulasarak dollerinin 2 veya 3’int pamukta gegirir. Yilda 5-6 dol verebilir (Anonim, 2008).

1.5.3. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayihsi

Zararli, Akdeniz Bolgesi’nde yogun olup, pamuk yetistiriciligi yapilan tum
bolgelerde bulunmaktadir. Polifag bir zararli olan S. littoralis’in diger konukgular: arasinda
biber, domates, hayvan pancari, seker pancari, ispanak, yerfistigi, borilce, maydanoz,
ebeglimeci, horozibigi, yonca, piring ve tirfil yer almaktadir (Anonim, 2008).

Larvalar yumurtadan ¢iktiktan hemen sonra zarar yapmaya baslar ve dnceleri toplu
halde bir arada bulunurlar (Sekil 6). Yumurta kabugunu yedikten sonra yapragin alt
ylzeyini kemirir ve yapragin epidermisini yiyerek yapragi zar gibi yaparlar. Daha sonra
yaprak elek gibi bir hal alr. Larvalar birka¢ gin sonra yapragin ve bitkinin diger
kisimlarina dagilir. Bu sirada bitkinin bitln kisimlarina zarar verirler. Biyldikce diger
yapraklara gecerek beslenir ve yapraklar: delik desik ederler. Onemli olmamakla birlikte
tarak ve cicekler ile de beslenirler. Larvalar, 0zellikle tgtincii donemden itibaren ok

oburlasir. Bu durumda, pamukta kozay: delerek icine girip beslenir. Populasyonun yuksek
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oldugu tarlalarda yapraklar tamamen yenildiginden bitkiler ‘karadal’ denilen bir gorinus
alr. Zararli pamugun koza olusturma doneminde micadele esigine ulastiginda ilaglama
yapilmaz ise zarar orani yuksek olur (Anonim, 2008).

Zaral Adana, icel, Antalya ve Hatay ve Mugla (Dalaman, Fethiye) illeri ve bu illere
bagli ilgelerde oldukga yaygindir (URL-2, 2011).

Sekil 6. Spodoptera littoralis’in zarar sekilleri A) Pamuktaki, B) Maruldaki, C)
Domatesteki, D) Piring yapragindaki zarar gortntileri (URL-5, 6 ve 7, 2011).
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1.5.4. Spodoptera littoralis ile Miicadele Ydntemleri

Gunumuze kadar, degisik yontemler kullanilarak S. littoralis ile miicadele edilmeye
caligild: ve bu uygulamalarla zararl, zarar esiginin altinda tutulmaya 6zen gosterildi.

S. littoralis ile kultirel micadele zararlinin tercih ettigi nemli ve los ortami imkanlar
Olclisiinde saglamayarak gercgeklestirir. Bu nedenle, gerekmedikce tarla sulanmasi
yapiimamalhdir. Sik ekimden kag¢milmahdir. Kdulturel micadelesinde ortam neminin
yuksek olmamasi i¢in ¢caba gosterilmesi 6nerilmektedir.

S. littoralis’e kars1 uygulanan kimyasal mucadelede tavsiye edilen ilaglar sunlardir:
Lufenuron 50 g/1 EC 30 ml, Cyfluthrin 50 g/1 EC 150 ml, Fenpropathrin 185 g/1 EC 150
ml, Mephospholan 250 g/1 EC 300 ml, Thiodicarb % 80 DF , 90 g, Thiodicarb % 37.5 DF
190 g, Methomyl 270 +, Diflubenzuron 40 g/1 EC 250 ml, Chlorpyrifos-ethyl 480 g/1 EC
180 ml, Hexaflumuron 100 g/1 EC 75 ml, Chlorfluazuron 50 g/1 EC 75 ml, Beta-cyfluthrin
25 g/1 EC 150 ml, Methomyl 360 g/1 EC 200 ml. Zararhyla kimyasal miicadelede halen
daha kullanilmakta olan kimyasal insektisit isimleri ise Chlorpyrifos-ethyl EC 480,
Chlorantraniliprole WG, Diflubenzuron SC 480, Diflubenzuron SC 480, Hexaflumuron
EC, Indoxacarb EC, Indoxacarb SC, Lufenuron EC, Methoxyfenozide SC, Novaluron EC,
Pyridalyl EC, Teflubenzuron SC, Thiodicarb DF’dir.

S. littoralis ile mekanik micadelede feromen tuzag: olarak Spot-1 Pherocon kit
(Pamuk yaprakkurduna) 0.3038+0.0062 mg/kapsul Agromed 10/20.12.2002 (Z-9, E-11
Tetradecadienylacetate+Z-9, E-12 T Tetradecadienylacetate) ithal (imp.) kullaniimaktadir.

Zararhnin dogal diismanlari, Chrysoperla carnea (Steph.) (Neuroptera: Chrysopidae)
ve Nabis pseudoferus Rm. (Hemiptera: Nabidae) olmak Ulzere iki predator ve bir
parazitoid, Microplitis rufiventrris Kok. (Hymenoptera:Braconidae) tespit edilmistir.
Gunumuzde dogal diismanlar: da kullanilarak zararhyla biyolojik miicadele yapilmaktadir.

Biyolojik mucadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal micadele, zararli boceklerle
mucadelede patojen mikroorganizmalarin kullanilmasmi kapsar. Mikrobiyal micadele
etmenleri virtsler, funguslar, nematodlar, protozoonlar, bakteriler zararli boceklerde
hastalik olusturarak bdcek populasyonlarmin dengede tutulmasini ve zararlarmin en aza
indirilmesini saglamaktadir. S. littoralis ile mikrobiyal micadele etmenleriyle yapilan
calismalar asagida agiklanmastir.

Masetti vd., (2008), Spodoptera littoralis’in kisa doénemde micadelesi yoniinden
yeni bir S. littoralis-SINPV icerikli formulasyonu ile Bacillus thuringiensis toksini icerikli

bir Grind karsilastirmistir. Uygulamadan 4 giin sonra, B. thuringiensis toksininin daha
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fazla 6lime neden oldugu ancak, SI-NPV uygulamasiyla kontrol Unitesi arasinda énemli
farkin bulundugu tespit edilmistir. SI-NPV uygulamasinda LTso degerinin 2. D6nem
larvalarda 7.32 gun oldugunu belirlemislerdir.

Farag (2008b), Spodoptera littoralis’in 3. evre larvalarina karsi Metarhizium
anisopliae icerikli Bioranza, Beauveria bassiana icerikli Biovar, Bacillus thuringiensis var.
kurstaki icerikli Delfin WG ve Neem-Azal T/S’yi test etmistir. En ylksek 61i0m oranina
Biovar’in neden oldugunu, bunu Bioranza’nin takip ettigini bulmustur.

Maniania ve Fargues (1992), Paecilomyces fumosoreseus’a ait 10 izolat ve Nomureae
rileyi’ye ait 6 izolatin Mamestra brassicae ve Spodoptera littoralis larvalarina karsi 20 ve
25°C sicakliklardaki etkisini degerlendirmis ve S. littoralis larvalarina karsi tim izolatlarin
20°C’de 25°C’den ¢ok daha etkili oldugu saptanmistir.

El-Husseini vd., (2008), sekerpancari zararlilarina karsi Beauveria bassiana
konidisporlarmmi toz ve sivi olarak sekerpancari alanlarina uygulamiglardir. Uygulama
teknigine baglh olarak farklh zararlilarin reaksiyonunda da farkliliklar oldugu saptanmustr.
Bu zararhlar arasinda Spodoptera littoralis igin her iki teknik de olumlu sonug vermistir.

Farag (2008a), Metarhizium anisopliae (Bioranza) ve Beauveria bassiana
(Biovar)’nin ticari formulasyonlarin1 Spodoptera littoralis ve Agrotis ipsilon’a karsi
laboratuar kosullarinda test etmistir. Bioranza’nin S. littoralis’e karsi LCso degeri Biovara
gOre 1.63 kat daha ylksek bulunmustur. LTso degerlerine gore ise Biovarin daha hizh
0lime neden oldugu tespit edilmistir.

Campos-Herrera ve Gutierrez (2009), zararli micadelesinde kullanimi yoninden 17
entomopatojen nematodu test etmis ve bunlar arasinda Steinerneva feltiae Riaja irkinin
Spodoptera littoralis’de % 91 6lime neden oldugunu tespit etmistir. Nemetodun etkinligi
Uzerine toprak yapisinin etkisini belirlemek i¢in yapilan denemeler sonucunda
agir topraklarin negatif etkisi oldugunu tespit etmislerdir.

Osman ve Mahmoud (2009), sekiz biyoinsektisiti (Dipel 2x, Biofly, Agrin, Bioguart,
Spinosad, Neemix, Mectin ve Match) Onerilen doz, onerilen dozun yarist ve 1/4°0
oranlarinda laboratuar kosullarinda Spodoptera littoralis larvalarina kars: test etmislerdir.
Tum biyoinsektisitlerin 1. donem larvalara 3. ve 5. déneme gore daha etkili oldugu
belirlenmistir. Calismalarin sonucunda Match, Mectin ve Spinosadin S. littoralis

mucadelesi igin potansiyel etkili insektisitler oldugu sonucuna varmglardir.
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1.6. Cahsmanmn Amaci

Yukarida belirtilen tiim ¢abalara ragman, Pamuk yaprakkurdu (Spodoptera littoralis
Boisd., Lepidoptera: Noctuidae)’nun pamuk ve cesitli sebzelerdeki zarar1 tilkemiz ve tum
dinyada hala etkin bir sekilde devam etmektedir. Ayrica, zararlimin kultiire edilebilir
bakteriyal flora ve bu flora tyelerinin zararl Uzerindeki patojenite calismalar: da hentiz
yapilmamstir.

Bu zararlmin etkinligini azaltmak veya ortadan kaldirmak elzem bir konu haline
gelmistir. Bu dusunceler 1s1iginda yapilan bu tez ¢alismasmin amaci, tlkemiz ve dinyada
onemli tarim zararhlarindan biri olan Spodoptera littoralis’in kiilttire edilebilir bakteriyal
florasin1 belirlemek ve bunlarin, zararhya karst mikrobiyal miicadelede kullaniima
potansiyellerini arastirmaktir. Ayrica, degisik zararlilardan izole edilmis ve ¢esitli zararlhilar
uzerinde yiksek oOlduricu etkiye sahip olduklar: bilinen cesitli Bacillus cinsi bakteriyal
izolatlarin zararli Gzerindeki etkilerini tespit etmek ve bu etkileri karsilastirarak S.

littoralis’e kars1 yeni bir mikrobiyal micadele etmeni belirlemek amacglanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Boceklerin Toplanmasi

Bu calismada, bakteri izolasyonu icin gerekli olan Spodoptera littoralis (Boisd., Lep.:
Noctuidae ) (Pamuk yaprakkurdu) larvalari, 3-4 Eylul 2010 tarihlerinde Adana ilinin
Ceyhan ve Dogankdy ilcelerinden toplandi. Larvalar, toplandiklari yer ve tarih not
edildikten sonra, onceden steril edilmis 6zel kaplara konularak laboratuara getirildi.
Laboratuarda larvalarin makroskobik incelemeleri yapilarak 6lu ve hastalikli olanlar

ayrildu.
2.2. Bakteri izolasyonu ve Karakterizasyonu

2.2.1. Kultiire Edilebilir Bakteri izolasyonu

Laboratuara getirilen S. littoralis larvalarindan 20 adet, steril petri kaplar: igerisine
konularak %70’lik etil alkol ile 5 dk. yizey sterilizasyonuna maruz birakildi. Sonra
icerisinde steril saf su bulunan petrilere alinarak 2-3 kez yikanip, alkolden arindirildi. Daha
sonra homojenizator tipune 1 ml nitrient sivi besiyeri ilave edildi. Steril homojenizator ile
larvalarin iyice ezilmesi saglandi. Elde edilen karisim bir tulbent ile suzilerek, suzinti
baska bir tipe alindi. Bu karisgmdan 10 pl, 50 pl ve 100 pl alinarak t¢ ayr1 ndtrient agar
besiyerine ekim yapildi. Kalan karigim 30°C’de 5-6 saat inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun
amaci, karisimda ¢ok dusuk sayida olabilecek mikroorganizmalarin sayisini artirarak,
sonraki ekimde tespit edilmelerini kolaylastirmaktir. Bu inkibe edilen karigimdan da 10 pl
ve 50 ul alinarak yine nutrient agar besiyerlerine ekim yapildi. Ayrica, bu inkilibe edilen
karisim seyreltildi ve her tupten 10 ul, 25 pul ve 50 ul alinarak ayri ayri nitrient agar
besiyerine ekim yapildi.

Son olarak, karisgtmdan 1 ml alinip, ependorf mikrosantriftj tup igerisinde 80°C’de 10
dk. bekletildi. Bundan da 10 pl, 25 pl ve 50 pl ahinarak t¢ ayri nutrient agar besiyerine
ekim yapildi. BOylece, yiksek sicakliga dayanikli bakterilerin izolasyonu da sagland:.

Nutrient agar besiyerine yapilan ekimlerin hepsi 30°C’lik etlivde 2-3 gun slreyle
inkiibe edildi.
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2.2.2. Saf Kulttrlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyonun ardindan niitrient agar besiyeri tizerinde biiyliyen bakteriyel koloniler,
binokiler mikroskop altinda incelendi ve farkli koloni renk ve morfolojilerine sahip olanlar
steril edilmis platin 6zeyle dikkatlice secilerek ¢izgi ekimleri yapild: ve saf kultirler elde
edildi. Elde edilen kalturler, numaralandirilarak, sonraki ¢alismalarda kullaniimak uzere

%20’ lik steril gliserol icersinde — 80 °C’de stokland.
2.2.3. Izolatlarin Boyanma Ozellikleri

2.2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarmin igerigi hakkinda bilgi veren bir boyama
yontemidir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan
tabaka, gram pozitif olarak boyanan bakterilere gore ¢cok daha incedir. Gram boyama igin
herbir izolat nitrient sivi besiyerine ekildi ve 30°C’ye ayarl su banyosunda 16-24 saat
inkiibasyona birakildi. Blyiyen kulttrlerden bakteriyal smear hazirlandi ve alevden
gecirilerek tespit edildi. Hazirlanan smear, 1 dk kristal viole ile muamele edilerek dH,0O ile
yikandi. Kurumas: beklenmeden 1 dk lugol ile muamele edildi. Aseton-alkolle renk
giderilinceye kadar yikandiktan sonra renk kaybini durdurmak igin hemen dH,O ile
yikandi. Safranin ile 30-60 saniye muamele edildi ve smear tekrar dH,O ile yikandi. Agik
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).

2.2.3.2. Endospor Boyama

Izolatlarin endospor olusturup olusturmadigimni ve varsa endosporun hiicre igersindeki
pozisyonunu belirlemek amaciyla, yalniz gram olumlu izolatlar nutrient sivi besiyerine
ekildi ve 48-72 saat 30°C’ye ayarl su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan bakteriyal smear hazirland1 ve alevden gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan
smearlar kigik bir filtre kagidiyla kapatilarak, malasit yesiliyle 5 dk su buhari Uzerinde
boyandi. Daha sonra dH,O ile yikand: ve 30-60 saniye safranin ile muamele edildi. Tekrar
dH.0 ile yikanarak ac¢ik havada kurutuldu. Mikroskop altinda incelenerek kirmizi renkli
hicreler icersinde yesile boyanmis sporlarin varlig: arastirild: (Cappuccino ve Sherman,
1992).



32

2.2.4. 1zolatlanin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.4.1. izolatlarin Optimum Biyiime Sicakhklarmin Belirlenmesi

Izolatlarin maksimum ve minimum biyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla
bakteriler nutrient siv1 besiyerine ekildi ve 30-55°C arasindaki sicakliklar igin 5 gin, 20-
30°C arasindaki sicakliklar igin 14 giin ve 20°C’nin altindaki sicakliklar igin 21 giin etlivde
inklibe edilerek maksimum ve minimum blylme sicakliklari ortaya ¢ikarildi (Sneath,
1968).

Izolatlarin optimum bilyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla niitrient sivi
besiyeri iginde yapilan 16-24 saatlik kulttrlerden, ODgoo = 0,1 olacak sekilde yeniden
nitrient stvi besiyerine ekim yapildi. Hazirlanan kiltdrler 10, 15, 30, 37, 45 ve 50 °C’lerde
blydtuldd. Yapilan bu kilturlerden saat basi 6Ornekler alinarak spektrofotometrede
ODgoo’de absorbans degerleri dlgulerek bakterilerin optimum olarak bluyudugi sicakliklar

orataya ¢ikarildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.4.2. Tzolatlann pH Arahklarmin Belirlenmesi

Buyuyebildikleri pH araligmin belirlenmesi igin izolatlar degisik pH degerlerine (3,
4,5,6,7,8,9, 10) sahip nltrient siv1 besiyerlerine inokule edildi ve 30°C’ye ayarl: etlivde
iic glin inkiibe edildi. Inkiibasyon neticesinde treme olup olmadigina spektrofotometrede

(ODgoo’de) Olctiimler yapilarak karar verildi.

2.2.4.3. izolatlarin NaCl Toleranslarmin Belirlenmesi

Izolatlarin NaCl toleranslarmin belirlenmesi amaciyla %3, 5, 7, 10, 12, 15 oraninda
NaCl eklenmis nutrient sivi besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney
tuplerine alinarak herbir izolattan bunlara ekim yapildi ve 14 giin boyunca 30°C’ye ayarl:
etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tireme olan ve olmayan tipler belirlenerek,

izolatlarin hangi oranlarda tuzu tolere edebildiklerine karar verildi (Sneath, 1968).

2.2.5. izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

2.2.5.1. Nisasta Hidroliz Testleri
Izolatlarin nisastayr hidroliz edip etmediklerinin belirlenmesi icin “nisasta agar
besiyerleri” hazirland1 (Ek-1). Bu besiyerini iceren petrilere herbir izolattan ¢izgi ekim

yapild1 ve 3 ve 7 giin boyunca 30°C’ye ayarl etiivde inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
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petrilerin Uzerine lugol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin olusumu nisastanin hidroliz

oldugunu, mavi rengin olusumu ise nisastanin hidroliz olmadigin1 gosterdi (Benson, 1985).

2.2.5.2. Katalaz Testleri

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,O) ve bazi durumlarda
ise tamamen toksik olan stperoksitler tretmektedir. Mikroorganizmalar, olusan bu
urtinlerin olumsuz etkisinden, bu maddeleri katalaz ve peroksidaz enzimlerinin yardmmiyla
yikarak kurtulmaya cahsirlar. izolatlarin katalaz enzimi Uretip Uretmediklerini ortaya
¢ikarilmas: amaciyla “triptik soy agar besiyeri” hazirlandi. izolatlar bu besiyeriyi iceren
petrilere ekildikten sonra, 24-48 saat 30°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
petrilere %3’10k H,O, ¢Ozeltisi ilave edildi ve olusan gaz kabarciklarina gore testin pozitif

olduguna karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.2.5.3. Oksidaz Testleri

Izolatlarin oksidaz enzimi tretip, uretmediklerinin belirlenmesi amaciyla triptik soy
agar besiyerleri hazirlandi. Herbir izolattan bu besiyeriyi iceren petrilere ¢izgi ekim yapildi
ve 30°C’de 24-48 saat inkibe edildikten sonra petrilere oksidaz testi ayirac: ilave edildi.

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

2.2.6. APl 20E Panel Test Sistemi

Bu test uygulanirken nitrient agar Uzerinde blyutilmis gece kultirleri bir 6zeyle
alinarak %0.85 NaCl icerisinde iyice karismasi saglanir. Burada aktarilacak olan kultir
miktar1 Mc Farland standardi kullanilarak belirlenir (Bak Ek 2.).

Hazirlanan bu kilttir daha sonra APl 20E panelindeki tim kuyucuklara dolduruldu .
Bu asamada kuyucuk igerisinde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilir.

Daha sonra bu API panelleri 18-24 saat inkubasyona tabii tutuldu. Elde edilen
sonuclar Tablo 1’de tammlandigi gibi renklerine bakilarak sonucun pozitif mi yoksa

negatif mi olduguna karar verildi.
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Tablo 1. API 20 E panel sisteminin igerdigi testler

Testler | Substrat Belirlenen Negatif Sonuglar Pozitif Sonuclar
Reaksiyon
ONPG | ONPG Beta- Renksiz Sari
galaktosidaz
ADH Arginin Arginin Sar Kirmizi / Turuncu
dihidrolaz
LDC Lisin Lisin Sart Kirmizi / Turuncu
dekarboksilaz
OoDC Ornitin Ornitin Sar Kirmizi / Turuncu
dekarboksilaz
CIT Sitrat Sitrat kullanim1 | Acik yesil / Sar1 Mavi-Yesil / Mavi
H,S Na H,S Uretimi Renksiz / Gri Siyah tortu
thiosulfate
URE Ure Ure hidrolizi San Kirmizi / Turuncu
TDA Triptoofan Deaminaz Sar Kahverengi /
Kirmizi
IND Triptofan Indol tiretimi Sart Kirmizi (2 dk.)
VP Na piruvat Aseton Uretimi Renksiz Pembe / Kirmizi
(10 dk)
GEL Koémir Jelatinaz Siyah Siyah tabaka
jelatin tabaka dagilmamis dagilmis
GLU Glukoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi-Yesil San
MAN Mannitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari
INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar
SOR Sorbitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari
RHA Ramnoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sart
SAC Sucrose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sart
MEL Melibiose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar
AMY | Amigdalin Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari
ARA Arabinoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar
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2.2.7. AP1 50 CH Panel Test Sistemi

Izolatlarin bu test sisteminde degerlendirilmelerinin yapilabilmesi icin bir gece
onceden bakterilerin genel bir besiyeri olan tripton soy agar (TSA) besiyerine cizgi
ekimleri yapildi. Inkiibasyon sonunda elde edilen tek kolonilerden 3 ml’lik besiyeri
icerisinde ‘Mc Farland’ standart: 0,5 olacak sekilde aktarildi (Ek-2). Hazirlanan bu bakteri
karisimi test panellerinin baslangic gdzenegine ilave edilip panel, dik tutularak bakteri
karisimmin tum test kuyucuklarina ayni anda ulasmasi saglanir. Ekimi yapilmis paneller
0zel bolmelerine yerlestirildikten sonra 24 saat ile 48 saat arasinda inktbasyona tabi
tutulur. Bu panel sistemini APl 20E’den uygulanisindaki farki: panele sonradan ayirag
ilavesi yapilmamasidir. Elde edilen sonuglar Tablo 2’de tanimlandigi gibi renklerine

bakarak sonucun pozitif mi yoksa negatif mi olduguna karar verildi.

Tablo 2. API 50 CH panel sisteminin icerdigi testler

Test Adi Test Adi

GLY Glycerol NAG N-asetylglucosamine
ERY Erythriol AMY Amygdalin

DARA | D-arabinose ARB Arbutin

LARA | L-arabinose ESC Esculin-ferric sitrate
RIB D-ribose SAL Salisin

DXYL | D-xylose CEL D-celiobiose

LXYL |L-xylose MAL D-maltose

ADO D-adonitol LAC D-lactose(bovineorgine)
MDX Methyl-BD-xylopyranoside MEL D-melibiose

GAL D-galactose SAC D-saccharose(sucrose)
GLU D-glucose TRE D-trehalose

FRU D-fructose INU Inulin

MNE D-mannose MLZ D-melezitoz

SBE L-sorbose RAF D-raffinose

RHA L-rhamnose AMD Amidon(starch)
DUL Dulcitol GLYG Glycogen

INO Inosidol XLT Xylitol

MAN D-mannitol GEN Gentiobiose

SOR D-sorbitol TUR D-turanose

MDM | Methyl-aD-mannopyranoside | LYX D-lyxose

MDG Methyl-aD-glucopyranoside | TAG D-tagatose
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2.2.8. izolatlarin Molekiiler Karekterizasyonlar

2.2.8.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA'nin izolasyonu, Sambrook vd., (1989) gore gercgeklestirildi.

Bir giin 6nceden 3 ml Leura-Bertani (LB)’ye ekim yapilarak 30°C’de inkiibasyona
birakilan bakteriler, ependorf tipler icerisinde 13.000 rpm’de 3-4 dk santrifuj edildi.
Santrifujden sonra supernatant uzaklastirild: ve pellet Gizerine 500 pl TE tamponu eklendi
(Ek-1). Sonra pellet iyice ¢ozildi ve tzerine 10 mg lizozim ilave edilerek ve 37°C’de 1
saat bekletildi. Hucrelerdeki proteinlerin pargalanmasi igin 50 pl %10’luk SDS eklenerek
37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra her tupe 3 M’lik 55 pl sodyum asetat eklendi ve
65°C’de, 30 dk alt-Ust edilerek hicrelerin pargalanmas: saglandi. Tuplere 500 pl fenol-
kloroform-izoamil alkol ilave edildi. Tekrar alt-ust edilerek karistirild: ve 13.000 rpm’de 4
dk santriftj edildi. Sonra tlplerin icerisindeki karigimin tst fazi alinarak yeni tlplere
aktarildi. Bu tiplere 500 pl kloroform eklendi ve alt-ist edilerek 13.000 rpm’de 4-5 dk
santrifiij edildi. Ust faz alinarak yeni tiiplere aktarild: ve buna 3 ml 55 pl 3 M’lik sodyum
asetat ve 1.000 pl %96°lk etil alkol ilave edildi. Karisim -20°C’de 45 dk bekletildi. Daha
sonra 13.000 rpm’de 15 dk santriftj edildi ve sivi kistm uzaklastirildi. Pellet izerine 500
ul alkol ilave edilerek 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Ust kissmdaki sivilar bosaltild:
ve pellet agik havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 50-100 pl steril TE tamponunda
cozillerek +4°C’de saklandi.

2.2.8.2. 16S rRNA Geninin PCR ile Cogaltilmasi

16S rRNA genleri, herbir izolattan saflastirilan genomik DNA'dan UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3') ileri ve UNI16S-R (5-ATGGTACCGTGTGA
CGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimiyla g¢ogaltildi. PCR
reaksiyonlarinin kosullar: Beffa (1996)’ya gore olusturuldu. PCR tupine 12 ng kalip DNA,
5 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril KC1), 1,5 mM MgCl,,
0,5 mM U Taqg DNA polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM
dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karisimu ilave edildi ve steril saf
su ile 50 pl'ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pl'lik tiplerde, "Biometra Personal
Cycler" cihazindada gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklari ve sureleri ise ik
denattirasyon basamagi 95°C de 2 dk olarak gergeklestirildikten sonra, 94°C’de | dk
(denatiirasyon icin), 56°C’de | dk (hibridizasyon igin) ve 72°C’de 2 dk (polimerizasyon
icin) seklinde 36 dongl olarak gerceklestirildi. Elde edilen PCR drunlerinin 5 pl’si
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%1,1'lik agaroz jelde ydratuldi ve etidyum bromur boyas: (0,5 pg/ml) ile boyandiktan

sonra "BioDocAnalyze" sistemiyle gorintilendi.

2.2.8.3.16S rRNA Geninin Baz Dizisinin Belirlenmesi ve Gen

Bankasindaki Siralarla Karsilastiriimasi

Yukarida agiklanan primerler kullanilarak genomik DNA'dan gogaltilan 16S rRNA
genleri PCR ile gogaltild: ve dogrulugu teyit edilen genlerin baz dizin analizi Macrogen
firmas: (Kore) tarafindan gerceklestirildi. Elde edilen yaklasik 1350 bp uzunlugundaki 16S
rRNA dizileri Gen Bankasinda var olan dizilerle karsilastirilarak aralarindaki benzerlik

oranlari ortaya ¢ikarild.

Tablo 3. Cesitli boceklerden izole edilen ve konaklarinda yiksek oldirici etkiye sahip
Bacillus cinsi bakteriler

Kodu Bakteri Izole Edilen Konak Ahnan Kaynak
Lyd 6 Bacillus thuringiensis | Lymantria dispar Demir vd., (Incelemede)
Lyd 7 Bacillus thuringiensis | Lymantria dispar Demir vd., (Incelemede)
Arl Bacillus circulans Anoplus roboris Demir vd., 2002
Lyd 8 Bacillus thuringiensis | Lymantria dispar Demir vd., (Incelemede)
Ar4 Bacillus sphaericus Anoplus roboris Demir vd., 2002
Mnd Bacillus thuringiensis | Malacosoma neustria Kati vd., 2005
Xd 3 Bacillus thuringiensis | Xyleborus dispar Sezen vd., 2008
As 3 Bacillus cereus Amphimallon solstitiale | Sezen vd., 2005
Mm 7 Bacillus Melolontha melolontha | Sezen vd., 2007
weihentstephanensis
Mm 5 Bacillus sphaericus Melolontha melolontha | Sezen vd., 2007
BnBt Bacillus thuringiensis | Balanius nucum Sezen vd., 1999
Mm 2 Bacillus thuringiensis | Melolontha melolontha | Sezen vd., 2007
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2.3. Insektisidal Aktivite Testleri

Spodoptera littoralis (zerindeki insektisidal aktivite testleri igin i) Spodoptera
littoralis’ten izole edilerek karakterizasyonu gerceklestirilen 10 bakteriyal izolat ve ii)
degisik zararlilardan izole edilmis ve farkli zararlilar tzerinde yliksek oranda oOlduricu
etkiye sahip 12 Bacillus cinsi izolat kullanild: (Tablo 3). Bu izolatlar, Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimi, Mikrobiyoloji Laboratuar:1 kiltr

kolleksiyonundan sagland:.

2.3.1. S. littoralis’in Laboratuar Kalttrt

Spodoptera littoralis larvalarinin kiiltirii Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi
Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma Bolimu Ogretim yesi sayin Do¢.Dr. M. Kubilay ER
tarafindan 27.07.2010 tarihinde laboratuarimiza gonderilmis olup S .littoralis kiltirintn
laboratuara uyumunun saglanmasi ve devam ettirilmesi asagida anlatilan sekilde
tarafimizdan gerceklestirildi.

S. littoralis 25+2 °C sicaklik, % 65+5 nispi neme sahip karanlhik ortamda iklim
dolabinda kiltire edildi. Zararl: erginleri % 20°lik bal solisyonu ile beslendi. Erginlerin
beslenmesi ve yumurtlamasi igin A4 kdgidi daire haline getirilerek bantlanmis ve iki tarafi
11cmx7cmx4cm ebatindaki iki plastik saklama kabi ile kapatilmis duizenekler kullanildi.
Alt kistmda bulunan kabin tabanina pecgete ve pecetenin Usttine igerisinde bal solusyonu ile
doyurulmus pamuk bulunan kicuk plastik petriye yerlestirildi. Kelebeklerin Uzerine
yapisma riskini distrmek igin bal solisyonunun petri kab: icerisinde fazla olmamasina
dikkat edildi. Bu sekilde hazirlanmis her bir dizenek igerisine 25 ergini gecmemek
kaydiyla kelebekler konuldu, besinleri glnlik olarak kontrol edildi. Dlizenegin kagit kismi1
gin asir1 olarak degistirildi ve kagit Uzerine birakilmis yumurtalar kesilerek 90 mm
capindaki plastik petri kaplarina aktarildi.

Gunlik kontroller ile henlz yeni ¢ikmis olan 1. dénem larvalar dogal besinlerin
bulundugu ortamlara aktarildi. Bu amagla ilk doénem larvalar igin petri kaplar1 ve daha
sonra plastik kutular kullanildi. Bu kaplarin kapaklarinda 1 adet 100 mm c¢apinda tdl ile
kaplanmis acikliklar havalandirma icin olusturuldu.

Kaplarin igine besin sulanmasini engellemek amaciyla talas koyulup tzerine dogal
besin olan marul kucuk parcalar seklinde yerlestirildi. Yumurtadan cikig tarihi ile
etiketlendikten sonra boceklerin ginlik bakimmi ve takibi yapildi. Larva doénemleri

ilerlediginde bir kutuya en fazla 25-30 larva gelecek sekilde diizenleme yapildi. Larvalarda
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kanibalizm gorulmesi nedeniyle kutular icerisinde surekli ve yeterli besin olmasina 6zen
gosterildi. Ileri dénemlerde kutular siirekli kontrol edilerek ve prepupalar icerisinde steril
toprak bulunan ayr1 bir kutuya aktarilarak kanibalizmden korundular. Burada pupa olup ve
daha sonra pupadan cikan kelebekler dikkatli bir sekilde erginler igin hazirlanmig
diizeneklere aktarild.

2.3.2. Orneklerin Hazirlamsi

2.3.2.1. Bakteriyal izolatlarin Hazirlams:

S. littoralis’ten izole edilen ve Kkarakterizasyonlar: yapilan kiltire edilebilir
izolatlardan spor olusturmayanlar 24-48 saat, 30°C’ye ayarl sallayicida 5 ml nitrient sivi
besiyeri igerisinde inkiibe edildi. inkiibasyon neticesinde bakteri yogunlugu,
spektrofotometrede odlclilerek ODggo’de 1,89 (1,8 x 10° bakteri/ml) olacak sekilde
ayarlandi. Sonra 3000xg’de 10 dk santrifiij edilen hticrelerin olusturdugu pellet, 5 ml steril
PBS’de ¢Ozuldu (Ben-Dov vd., 1995).

Sekil 7. Insektisidal aktivite deney diizenegi.
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2.3.2.2. Spor- Kristal Suspansiyonlarin Hazirlanmasi

B. thuringiensis izolatlar1 ‘nutrient agar’ besiyerlerinde bes gun buyutdldd.
Besiyerlerinden toplanan spor-kristal karsimlari soguk 1 M NaCl’ de siispanse edildi. Daha
sonra bu karisim 1300 x g’de 4°C’de 5 dk santriftj edildi. Elde edilen pelte steril ddH,O ile
iki kez yikandi ve steril ddH,O’da ¢ozlldi. Kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza

edildi. Test edilecek numuneler 1.8 x 10° spor-kristal/ml olacak sekilde hazirland:.

2.3.3. Biyotestler

2.3.3.1. Spodoptera littoralis’ten Elde Edilen izolatlarin insektisidal Aktivitesi

S. littoralis’den izole edilen 10 bakteriyal izolatin konag: Uzerindeki virulansini
belirlemek icin insektisidal aktivite testleri yapildi. Izolatlar 2.3.2.1’de anlatildig: gibi
hazirlanip laboratuar kultirt halindeki zararli larvalar: Gizerindeki patojenitesi tespit edildi.

ODgoo’de 1,89 (1,8 x 10° bakteri/ml)’a ayarlanan izolatlar, larvalara verilecek olan
uygun bayuklikteki marul yapraklarina emdirildi. Hazirlanan marul érnekleri tzerlerine 3.
evre 4-6 saat a¢ birakilmig 10’ar adet larva birakildi ve 25°C, %50-60 nem oraninda 10 giin
inkiibe edildi (Sekil 7). Oluler ginlik kontrol edildi, uzaklastirild:1 ve kaydedildi.
Denemeler uUger tekrarli yapildi ve Olim oranlari Abbott formiline gore hesaplandi
(Abbott, 1925).

2.3.3.2. Farkh Boceklerden Elde Edilen Yiiksek Insektisidal Etkiye Sahip
Bacillus izolatlarmin S. littoralis Uzerindeki Etkileri

Cesitli zararhlardan izole edilen ve konaklarinda yiksek oldirtcu etkiye sahip 12
Bacillus turinin S. littoralis larvalart Gzerindeki etkileri belirlendi. Bunun igin
2.3.2.1.’deki gibi hazirlanan izolatlar ODggo’de 1,89 yogunlugunda plastik kutular
icerisindeki uygun buyuklukteki marula bulastirildi. Her kutuya 10’arli olmak tizere 3’er

kutuya 3. evre 4-6 saat a¢ birakilmis larvalar yerlestirildi.

2.3.3.3. Farkh Doz Denemeleri

2.3.3.2 numarah test sonucunda Balanninus nucum’dan izole edilen BnBt (Bacillus
thuringiensis subs. kurstaki) ve Malacosoma neustria’dan izole edilmis olan Mnd (Bacillus
thuringiensis subs. kurstaki) izolatlarmin Bacillus cinsi tirler arasinda Spodoptera littoralis
Uzerinde en yuksek olddrici etkiye sahip olduklar: belirlendi. Bunun igin bu iki izolatin
zararh Uzerinde doz denemeleri yapilmaya karar verildi. Mnd ve BnBt nolu izolatlar
2.3.2.1°de belirtildigi gibi hazirland.



41

Hazirlanan karisimin konsantrasyonlar: 1,8 x 10%/2, 1,8 x 10° ve 1,8 x 10° x2 bakteri
olacak sekilde ayarlandi. Her dozdan plastik kutulardaki uygun biyulklikteki marullara
bulastirildi. Her kutuya 4-6 saat a¢ birakilmis 3. evre larvalar yerlestirilip, 25°C, %50-60

nem bulunan ortamda 10 giin inkibe edildi.

2.3.3.4. Mnd Tzolatmin Farkh Evreler Uzerine EtKkisi

Bu deneyde, 2.3.3.3 numarali basamakta gerceklestirilen denemede kullanilan 2
izolattan S. littoralis Gzerinde en ylksek 6lduruct etkiye sahip oldugu belirlenen ve ileride
zararh Uzerinde kullanilabilecek bakteri secildi. Boylece, Mnd ile calismalara devam
edildi.

Bu izolatin S. littoralis farkli evreleri Gzerindeki 6ldurict etkisi belirlendi. Bunun
icin izolat 2.3.2.1°deki gibi hazirlandi ve yogunlugu ODgy’de 1,89°a ayarlandi.
Karigimdan plastik kaplar icerisinde bulunan uygun blyuklikteki marullara bulastirildi. Bu
kutularin her birine ayr1 ayr1 3’er tekrarli olmak tizere 4-6 saat a¢ birakilmis 1., 2., 3. ve 4.

evre larvalar yerlestirildi ve 25°C, %50-60 nemli ortamdal0 giin inkiibe edildi.

2.3.3.5. Mind Izolatimin Farkh Sicakhklardaki Etkisi

Bu deney, farkli sicakliklarin Mnd nolu Bacillus izolatmin zararli Gzerindeki
Oldurict etkisine herhangi bir etkisinin olup olmadigmi belirlemek amaciyla
gerceklestirildi. Bunun igin izolat 2.3.2.1°deki gibi hazirlandi ve yogunlugu ODgy’de
1,89’a ayarlandi. Karisimdan plastik kaplar icerisinde bulunan uygun blydklikteki
marullara bulastirildi. Bu kutularin her birine ayr1 ayr1 3’er tekrarli olmak (izere 4-6 saat a¢
birakilmis 10’ar adet 3. evre larva yerlestirildi. Iki ayr1 setten biri 20°C digeri ise 30 °C’de
%50-60 nem oraninda 10 gln inkibe edildi

2.3.3.6. Mind zolatmin Virilans1 Uzerine Farkh Besin Maddelerinin Etkisi

S. littoralis polifag bir zararli oldugu igin bu ¢alismada Mnd izolatinin, farkl
besinlerle beslenmekte olan larvalar tizerindeki virtilanslarmin belirlenmesi amagland:. ilk
olarak izolat 2.3.2.1°de belirtildigi gibi hazirlandi. Yogunlugu ODggo’de 1,89’a ayarland:.
Karisimdan plastik kutular icerisindeki uygun ve esit biyuklukteki misir, fasulye, lahana,
pazi, maydonoz ve marul yapraklarina bulastirildi. Bu kutularin her birine ayr1 ayr1 3’er
tekrarl olmak (izere 4-6 saat a¢ birakilmis 10’ar adet 3. evre larva yerlestirildi ve 25°C’de

%50-60 nem oraninda 10 glin inkibe edildi.
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2.3.3.7. Mnd izolatimin Spor ve Kristal Kansimlarmin S. littoralis Uzerindeki
Etkisi

Mnd nolu Bacillus thuringiensis subs. kurstaki izolatmin spor ve kristal karisimi
2.3.2.2°ye gore hazirlandi ve yogunlugu ODggo’de 1,89’a ayarlandi. Karigimdan plastik
kaplar icerisinde bulunan uygun biyuklukteki marullara bulastirildi. Bu kutularin her
birine ayr1 ayr1 3’er tekrarli olmak Uzere 4-6 saat a¢ birakilmis 10’ar adet 3. evre larva

yerlestirildi ve 25°C’de %50-60 nem oraninda 10 gun inkiibe edildi.

2.3.3.8. Mind Izolatmin Saksi Denemeleri

Bu calisma, 15 cm capindaki saksilarda blylmekte olan marullar (zerinde
gerceklestirildi. Deney sonucunda blytmekte olan, marulla beslenen S. littoralis larvalar:
uzerinde Mnd (Bacillus thuringiensis subs. kurstaki) bakterisinin etkisi belirlendi.

Ik olarak Mnd (Bacillus thuringiensis var. Kurstaki) izolat1 2.3.2.1’e gére hazirland:
ve yogunlugu ODgoo’de 1,89’a ayarland:. iki farkl: uygulama icin 3 tekerriirlii 2 saks: seti
kuruldu (Sekil 8-A). Bu saks1 gruplarmi olusturmak icin 15 cm ¢apinda 6 adet saksi alind:.
Her bir saksiya marul fideleri dikildi ve 8-10 gun bekletilerek deney igin hazir hale
getirildi. Birinci gruptaki 3 marula  hazirlanan B. thuringiensis var. Kkurstaki
stispansiyonundan ODsggo’de 1,89 konsantrasyonunda sprey araciligiyla puskirtme yapild.
Kuruduktan sonra (zerlerine 3. evre 4-6 saat a¢ birakilmig 10°ar adet larvalar yerlestirildi
ve 25°C’de %50-60 nem oraninda 10 gun inkibe edildi. Daha sonra larvalarin saksidan
cikisint 6nlemek amaciyla saksiya 30 cm c¢apinda, 40 cm uzunlugunda deney igin
yaptirilan demir kafesler gecirildi (Sekil 8A). Bu demirlerin etrafi tul ile cevrilip
bantlanild: (Sekil 8B). Kontrol olan 2. gruba ise sadece su puskurtuldi ve kuruduktan
sonra marullarin tzerine yine 10’ar adet 3. evre 4-6 saat a¢ birakilmis larvalar yerlestirildi.
Bu deneyin sonucunda, 10 gln icinde laboratuar kosullarinda 25°C’de ve 50-60 nem
oraninda B. thuringiensis var. kustaki bulastirilmis ve bulastirilmamis marul yapraklarina

S. littoralis’in verdigi zarar karsilastirildi.
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Sekil 8. B. thuringiensis var. kustaki’nin S. littoralis larvalari tizerindeki
etkinliginin belirlendigi saksi1 deney diizenegi. A) Deney i¢in hazirlanmig
marul ve kafes sistemi, B) Saks: tllle kaplanmis gorunttsi



3. BULGULAR

Pamuk yaprakkurdu Spodoptera littoralis ile bakteriyal miicadelede yeni bir etmen
belirlemeye yonelik olarak yapilan ¢alismada, zararhnin kilture edilebilir bakteriyal floras:
belirlendi. Bakteriyal floray: olusturan 10 izolat ve daha once farkli zararlilardan izole
edilmis Bacillus cinsine ait 12 tdrln zararli Gzerindeki insektisidal etkileri arastirildi.

Yapilan ¢calismalardan asagidaki sonuclara ulasildi.

3.1. Spodoptera littoralis Larvalarindan Bakteri Izolasyonu

Izolasyon calismalar: sonucunda S. littoralis larvalarindan koloni sekli, rengi ve
blyukligu gibi farkli morfolojik 6zelliklerinden yararlanarak 10 tane kilture edilebilir
bakteriyal izolatlar elde edildi ve bunlar SLTRB 1, SLTRB 2, SLTRB 3, SLTRB 4,
SLTRB 5, SLTRB 6, SLTRB 7, SLTRB 8, SLTRB 9 ve SLTRB 10 olarak kodlandirild:.

3.2. Izolatlann Karakteristik Ozelliklerinin Belirlenmesi ve Tiir Tayinlerinin
Yapilmasi

3.2.1. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Ilk ayrimlari1 koloni morfolojisine gére yapilan izolatlarin binokiiler mikroskop
incelemeleri sonucunda; SLTRB 1 numarali izolatin sar1 renkli dizgin-yuvarlak oldugu,
SLTRB 2 numarali izolatin krem renkli diizguin-yuvarlak, SLTRB 3 numaral: izolatin koyu
krem renkli dizgin-yuvarlak, SLTRB 4 numarali izolatin krem renkli diizgun-yuvarlak,
SLTRB 5 numaral izolatin sar1 renkli dalgali-yuvarlak, SLTRB 6 numarali izolatin krem
renkli dizgun-yuvarlak, SLTRB 7 numarali izolatin kirmizi renkli duzgin-yuvarlak,
SLTRB 8 numarali izolatin yesil renkli dalgali-yuvarlak, SLTRB 9 numaral: izolatin koyu
krem renkli diizgun-yuvarlak ve SLTRB 10 numaral izolatin sar1 renkli diizglin-yuvarlak
koloni morfolojilerine sahip oldugu belirlendi (Tablo 4).

Yapilan basit boyama sonucunda SLTRB 1, SLTRB 2, SLTRB 3, SLTRB 4, SLTRB
5, SLTRB 6, SLTRB 7, SLTRB 8 numaral: izolatlarin basil, SLTRB 9 numarali izolatin
kokkobasil ve SLTRB 10 numarali izolatin kokkus seklinde oldugu tespit edildi (Tablo 4).

Gram boyama sonucunda SLTRB 5 ve SLTRB 10 numarali izolatlarin gram (+)

oldugu ve higbir izolatin ise spor ihtiva etmedigi belirlendi.
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Tablo 4. izolatlarin morfolojik 6zellikleri

Morfolojik Ozellikler

izolatlar Koloni Koloni Gram Hareket Spor Hucre Kaynak | NB’deki

rengi sekli boyama boyama Sekli Gorinim
SLTRB 1 Sar Diz.-Yuv. - - - Basil CL B
SLTRB 2 Krem Diz.-Yuv. - + - Basil CL B
SLTRB 3 Koyu Diiz.-Yuv. - + - Basil CL B
SLTRB 4 Krem Diz.-Yuv. - + - Basil CL B
SLTRB 5 Sar Dal.-Yuv. + - - Kokus CL B
SLTRB 6 Krem Diz.-Yuv. - Z+ - Basil CL B
SLTRB 7 Kirmizi Diz.-Yuv. - + - Basil CL B
SLTRB 8 Yesil Dal.-Yuv. - Z+ - Basil CL B
SLTRB 9 Koyu Diiz.-Yuv. - - - Kokkabasil CL B

krem
SLTRB 10 Sar Diiz.-Yuv. + 5 - Kokus oL B

Diiz.: Dlizgiin, Yuv: Yuvarlak, Dal: Dalgal, CL: Canl1 larva, OL: Olii larva, B: Bulanik

3.2.2. izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

Izolatlarin biytimeleri tizerine NaCl, pH, sicaklik gibi fiziksel faktorlerin etkilerinin
arastirtlmasi amaciyla cesitli testler yapildi. Fiziksel 6zellikleri kapsayan bu testler Tablo
5’de verilmektedir.

Izolatlarin pH toleranslarmin belirlenmesi amaciyla yapilan testler sonucunda pH 3’te
sadece SLTRB 4 ve SLTRB 9 numaral izolatlarin, pH 4’te ise SLTRB 2, SLTRB 4,
SLTRB 6 ve SLTRB 9 numaral: izolatlarin blytdagu tespit edildi (Tablo 5). pH 10°da ise
izolatlarin hepsinin blyadagu belirlendi.

Izolatlarin NaCl’ye olan toleranslarmin belirlenmesi amaciyla yapilan testler
sonucunda tim izolatlarin %3 oraninda NaCl iceren besiyerlerinde blyudukleri goralda.
%15 NaCl’li besiyerinde sadece 10 nolu izolatin biytdugt, digerlerinin ise blytimedigi
tespit edildi (Tablo 5).

Izolatlarin sicaklhiga olan toleranslarmin belirlenmesi amaciyla yapilan testler
sonucunda higbir
buyudigt belirlendi. SLTRB 1, SLTRB 6 ve SLTRB 8 numaral izolatlarin 45°C’de

izolatin 10°C’de buytumedigi 15-37°C arasinda tum izolatlarin

blytmedigi belirlendi. Ayrica, higbir izolatin 50°C’de biiyimedigi tespit edildi.
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Tablo 5. izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

pH Testi NaCl Testi (%) Sicakhik Testi (°C)

izolatlar
3|/4|5/6|7(8[9(10|3 |57 10|12 |15|10| 15|30 |37 |45 |50

SLTRB 1 S I I I I IR IR = = S+ ]+ [+
SLTRB 2 S T 1 O A S - - -+ |+ [+ +
SLTRB 3 S I I 1R B I A S - - -+ |+ [+ +
SLTRB 4 S I O O A B B = S -+ ]+ [+ +
SLTRB 5 S I I 1R B I A S - - -+ |+ [+
SLTRB 6 S T A I O I A S = S -+ ]+ [+ +
SLTRB 7 S I I 1R B I A S - - -+ |+ [+
SLTRB 8 SO I A I I A IR S = N T R +
SLTRB 9 o I I S o O O O O A O IR I - = S+ |+ [+ +
SLTRB10 | - | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|+ |+ |+ ]| -]+ ]|+ |+ +

3.2.3. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal ve Metabolik Ozellikleri

Bazi1 enzimlerin varligi veya yoklugu, bazi enzimlerin Uretilip Uretilmedigi ve
izolatlarin bazi organik maddeleri fermente edip, edemediklerini belirlemek bakteri
sistematigi acisindan bilyilk 6nem tasimaktadir. izolatlarin bu enzimleri uretip
uretmediklerinin belirlenmesi amaciyla bir dizi test yapildi. Bu testler ve sonuglar1 Tablo
6’da verilmektedir.

Katalaz testi sonucunda SLTRB 1, SLTRB 2, SLTRB 4, SLTRB 7, SLTRB 8§,
SLTRB 9, SLTRB 10 numaral izolatlarin katalaz enzimi tretirken, digerlerinin katalaz
enzimini Uretemedigi tespit edildi. Oksidaz testi sonucunda SLTRB 2, SLTRB 3, SLTRB
4, SLTRB 5, SLTRB 6, SLTRB 7 ve SLTRB 9 numarali izolatlarin oksidaz aktivitesi
gOstermedikleri, diger izolatlarin ise oksidaz aktivitesine sahip olduklar1 belirlendi.

Nisasta hidroliz testi sonucunda SLTRB 4, SLTRB 5 ve SLTRB 7 numaral: izolatlar

nisastay: hidroliz ederken, diger izolatlarin nisastay: hidroliz edemedikleri belirlendi.



47

Tablo 6. izolatlarin klasik yontemlerle belirlenen biyokimyasal 6zellikleri

‘ Biyokimayasal Ozellikler
Izolatlar Katalaz Testi Oksidaz Testi NisasFa
Testi

SLTRB 1 + + ;
SLTRB 2 +

SLTRB 3

SLTRB 4 + ; n
SLTRB 5 - - +
SLTRB 6

SLTRB 7 i - i
SLTRB 8 A A

SLTRB 9 +
SLTRB 10 + +

3.2.3.1. API 20 E Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen Ozellikler

API 20 E test panellerine yapilan ekimler 1 gece 30°C’de inkiibe edildikten sonra
bazi test kuyucuklar: direk, bazilar1 ise ayira¢ ilave edilerek incelendi ve izolatlarin bazi
metabolik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi. Buyiumesi yavas olan izolatlar McFarland
standardina gore yogunlugu 2 olacak sekilde, 2 gece inkiibe edilerek sonuclar kaydedildi
(Tablo 7).

3.2.3.2. API 50 CH Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen Ozellikler

API 50 CH test panellerine yapilan ekimler 1 gece 30 °C’de inkiibe edildikten sonra
bazi test kuyucuklar: direk, bazilari ise ayrac ilave edilerek incelendi ve izolatlarin bazi
metabolik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi. Blylmesi yavas olan izolatlar Mc
Farland standardina goére yogunlugu 0,5 olacak sekilde, 2 gece inkiibe edilerek sonuglar
kaydedildi (Tablo 11).
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Tablo 7. izolatlarin API 20 E panel test sistemi ile belirlenen ézellikleri

SLTRB [ SLTRB | SLTRB | SLTRB | SLTRB [SLTRB[SLTRB|SLTRB
Testler [Substrat IAktivite 1 2 3 4 5 7 8 9
+ + + + + + - -
ONPG ONPG Beta-galaktosidaz
- - + - - - + +
ADH lArginin IArginin dihidrolaz
- + - + + + - -
LDC Lisin Lisin dekarboksilaz
- - + + - + - -
oDC Ornitin Ornitin dekarboksilaz
CIT Sitrat Sitrat kullanimi - + + + + + + +
Na P - = - + = + = -
hs thiosulfate | 12> Uretimi
URE Ure Ure hidrolizi . * + - - - - -
TDA Triptoofan  [Deaminaz - - - - - * - -
IND Triptofan lindol Gretimi * . - - - * - -
VP Na piruvat  |Aseton Uretimi B + + * * * - -
Komur . + - = - - + + -
GEL jelatin Jelatinaz
- ar - -
GLU Glukoz Fermantasyon / oksidasyon + + + Z+
. - = + + + + Z+ - -
MAN Mannitol Fermantasyon / oksidasyon
. - ar o - -
INO [nositol Fermantasyon / oksidasyon + + Z+
- + o - -
SOR Sorbitol Fermantasyon / oksidasyon + + Z+
- ar - - -
RHA Ramnoz Fermantasyon / oksidasyon + + +
. = + + + + Z+ - -
SAC Sucrose Fermantasyon / oksidasyon
e : - + - + + + + +
MEL Melibiose Fermantasyon / oksidasyon Z
o - - + + + + Z+ = -
AMY IAmigdalin Fermantasyon / oksidasyon
- . S + + + + + + +
ARA |Arabinoz Fermantasyon / oksidasyon Z

Z+:zaylf pozitif
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Tablo 8. izolatlarin API50CH Panel Test Sistemi ile belirlenen dzellikleri

Testler Acik Adi SLTRB 6 SLTRB 10
GLY glycerol - - + +
ERY erythriol - = o -
DARA D-arabinose = = - -
LARA L-arabinose - - + +
RIB D-ribose - - + +
DXYL D-xylose - = o -
LXYL L-xylose = = o -
ADO D-adonitol - = - -
MDX methyl-BD-xylopyranoside - - - -
GAL D-galactose - - + +
GLU D-glucose - + + +
FRU D-fructose - + + +
MNE D-mannose - + + +
SBE L-sorbose - = - -
RHA L-rhamnose = = - -
DUL dulcitol - = - -
INO inosidol = = e +
MAN D-mannitol o - + +
SOR D-sorbitol - - + +
MDM methyl-aD-mannopyranoside - - - -
MDG methyl-aD-glucopyranoside - - - -
NAG N-asetylglucosamine - - + +
AMY amygdalin - - + +
ARB arbutin - - + +
ESC esculin-ferric sitrate + + + +
SAL salisin - + + +
CEL D-celiobiose - + + +
MAL D-maltose - + + +
LAC D-lactose(bovineorgine) - - + +
MEL D-melibiose o - + +
SAC D-saccharose(sucrose) - + + +
TRE D-trehalose - + + +
INU inulin = = - -
MLZ D-melezitoz - + - -
RAF D-raffinose = = - -
AMD amidon(starch) - = o -
GLYG glycogen - + o -
XLT xylitol - = o -
GEN gentiobiose - + - -
TUR D-turanose - + = -
LYX D-lyxose = = o -
TAG D-tagatose - + = -
DFUG D-fucose = = - -
LFUC L-fucose - - - +
DARL D-arabitol - - - +
LARL L-arabitol - - - =
GNT potassium gluconate v v v -
2KG potassium 2- ketogluconate - - - -
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3.2.4. Tzolatlarin Molekiler Karakterizasyonu

3.2.4.1. izolatlarin 16S rRNA Gen Siralan

Bakteri sistematigi caligmalarinda 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin ortaya
cikarilmas: 6nemli genetiksel 6zelliklerin basinda gelir. Bu amacla ilk olarak morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda birbirleriyle ayni tir olabilecek olan izolatlar
disindaki tim bakteri izolatlarindan elde edilen genomik DNA'dan PCR yardimiyla 16S
rRNA geni ¢ogaltildi. Sekil 9’da goruldigi gibi tim izolatlara ait 16S rRNA geninin PCR
sonucunda yaklasik 1400 bp buyukluginde oldugu agaroz jel elektrofozunda tespit edildi.
Baz dizisini belirleyen bir sirket (Macrogen, Kore) araciligiyla baz dizileri otomatik dizi
analizorleriyle belirlendi (Ek 3).

3.2.4.2. izolatlarin 16S rRNA Dizilerine Gére Benzerlik Oranlar

Izolatlarin 16S rRNA gen dizileri, gen bankasinda var olan diger bakteriyal 16S
rRNA gen dizileriyle karsilastirilarak, bu gen dizilerine en fazla benzer olan diger
bakteriyal 16S rRNA genleri arasindaki benzerlik oranlar: belirlendi (Tablo 9). Morfolojik,
boyama, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda birbirlerine ¢ok benzeyen
ama koloni buyuklukleri veya baska sebeplerden dolay: farkl bir alttur olabilecegi tahmin
edilen izolatlardan bazilari da yine 16S rRNA gen dizini karsilagtirmasina tabi tutuldu.

S. littoralis’ten izole dilen 10 bakteriyal izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
ve molekuler dzelliklerinin arastiriimasiyla saglanan sonuglar degerlendirildi.

Bu sonuclar “"Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’” kitab1 ve gen
bankasindaki siralariyla karsilastirildi ve saglanan benzerlik ve farklilik sonucunda S.
littoralis’in kulttre edilebilir bakteriyal floras: Flavobacterium sp. (SLTRB 1), Klebsiella
variicola (SLTRB 2), Enterobacter hormaechei (SLTRB 3), Enterobacter sp. (SLTRB 4),
Arthrobacter sp. (SLTRB 5), Klebsiella pneumoniae (STRB 6), Serratia marcescens
(SLTRB 7), Pseudomonas aeruginosa (SLTRB 8), Acinetobacter sp. (SLTRB 9) ve
Staphylococcus sp. (SLTRB 10) olarak belirlendi.
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M SLTRB SLTRBSLTRB SLTRB SLTRBSLTRB SLTRBSLTRB SLTRB SLTRB
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5000bp

3000bp

1500bp

 SeToeSevew

1000bp
750bp

500bp

250bp

Sekil 9. izolatlara ait 16S rRNA genlerinin PCR sonuglar1 % 1’lik agaroz jeldeki
goruntileri (M: Marker)

Tablo 9. izolatlarin 16S rRNA sekanslarmin gen bankalarindaki siralarla
karsilastiriimalari

Izolat Gen Bankasimn 16 S rRNA Dizin Benzerlik Kullanilan

Analizine Gore Onerdigi Tur ve Cinsler Oram (%) Baz Sayisi
SLTRB 1 Flavobacterium sp. % 99 1338
SLTRB 2 Klebsiella variicola % 99 1348
SLTRB 3 Enterobacter hormaechei % 99 1353
SLTRB 4 Enterobacter sp. % 99 1349
SLTRB5 | Arthrobacter sp. % 98 1630
SLTRB 6 Klebsiella pneumoniae % 99 1354
SLTRB 7 Serratia marcescens % 99 1349
SLTRB 8 Pseudomonas aeruginosa % 99 1345
SLTRB9 | Acinetobacter sp. % 100 1320
SLTRB 10 | Staphylococcus sp. % 99 1348
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3.3. insektisidal Aktivite Cahsmalar
Insektisidal aktivite calismalar: laboratuar kiiltiirii haline dénisturtilmis Spodoptera
littoralis larvalar: Gizerinde ve laboratuar kosullarinda gerceklestirildi.

3.3.1. Spodoptera littoralis’ten Elde Edilen izolatlarnn Insektisidal Etkileri

IIk olarak kiiltirler hazirland: ve ayn: boyutlarda marul yapraklarina bulastirildi. Bu
marullar: ihtiva eden plastik kutularin her birine 10’ar adet 3. evre larvalar birakildi. Her
bir izolatin insektisidal etkisi 10 gun boyunca arastirildi ve 10. gun sonunda sonuglar
kaydedildi. Sekil 10°de gorildugu gibi Klebsiella pneumoniae (STRB 6) izolat1 %77 ile en
yuksek oldurtuci etki gosterdi. Bunu %67 ile Flavobacterium sp. (SLTRB 1) ve %57 ile
Klebsiella variicola (SLTRB 2) ve Serratia marcescens (SLTRB 7) izolatlar: takip etti.
Arthrobacter sp. (SLTRB 5), Pseudomonas aeruginosa (SLTRB 8) ve Acinetobacter sp.
(SLTRB 9) izolatlar1 ise %30’luk bir insektisidal etki gosterdi. Geri kalan izolatlardan
Staphylococcus sp. (SLTRB 10) %20, Enterobacter sp. (SLTRB 4) %17 ve Enterobacter
hormaechei (SLTRB 3) %3’llik 6lim oranlar1 ortaya koydu.
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Bakteriyal Izolatlar

Sekil 10. S. littoralis’in kdlttire edilebilir bakteriyal flora dyelerinin zararl
uzerindeki insektisidal aktiviteleri X ekseni: Yerel izolat numaralari, Y
ekseni: Oliim Oranlar: (%). Testler tiger tekrarl: olup, sonuglar Abbot
formilune gore hesaplanmastir.
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3.3.2. Farkh Zararhlarindan izole Edilen Bacillus Turlerinin insektisidal
Etkileri

Farkli zararlilardan izole edilmis Bacillus turlerinin S. littoralis larvalar1 zerinde
farkl 6lim oranlarina sahip olduklar: tespit edildi. Sekil 11’de gorialdigu gibi larvalar
Uzerinde Malacosoma neustria ve Balanninus nucum’dan izole edilmis Bacillus
thuringiensis var. kurstaki izolatlarinin (Mnd ve BnBt) zararli Gzerinde her ikisinin de
%100 6lim etkisine sahip olduklar1 belirlendi. Geri kalan izolatlardan Xd 3’in %77, Ar 4
ve Mm 7°nin %70, As 3 ve Mm 2°nin %63, Ar 1 izolat1 %57, Lyd 7 %50, Lyd 8 ve Mm 5
izolatlar1 %43 ve Lyd 6 % 30 6ldirticu etkiye sahip oldugu tespit edildi.

100

Oliim Orant (%)
)

Bakteriyal izolatlar

Sekil 11. Farkli zararlilardan izole edilen Bacillus tdrlerinin S. littoralis larvalar:
tzerindeki insektisidal etkileri X ekseni: Yerel izolat numaralari, Y ekseni:

olim orant (%).Testler Gger tekrarl olup, sonuglar Abbot formuliine gore
hesaplanmistir.
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3.3.2.1. Farkh doz denemeleri

Insektisidal aktivite calismalar1 sonucunda Bacillus turlerinin S. littoralis larvalar:
uzerinde S. littoralis’ten elde edilen izolatlara gore daha ylksek 6lim etkisi gosterdigi
belirlendi. Bu izolatlardan (daha 6nceki galismalardan Bacillus thuringiensis var. kurstaki
oldugu bilinen) Mnd ve BnBt kodlu izolatlarin S. littoralis larvalari Uzerinde doz
denemeleri yapildi.

Deneme sonucunda her iki izolatin da 1,8 x 10%2, 1,8 x 10° , 1,8 x 10° x2
konsantrasyonlarin zararl Uzerinde %94’10k 6lum etkisine sahip oldugu belirlendi. 10
guinliik deney siiresinde 1,8 x 10° x2 konsantrasyonunda Mnd (Bacillus thuringiensis var.

kurstaki) izolatinin S. littoralis larvalarini 4. gtinde tamamen 6ldirdugu tespit edildi.
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Sekil 12. Farkli bdceklerden izole edilmis Mnd ve BnBt kodlu Bacillus tirlerinin
izolatlarin farkli doz oranlarmmin S. littoralis larvalari Gzerindeki insektisidal
etkileri X ekseni: Yerel izolat numaralari, Y ekseni: Olim oran1 (%).Testler
ucer tekrarli olup, sonuglar Abbot formiliine gore hesaplanmistir.

Bu deneyler sonucunda, Spodoptera littoralis’in Lepidoptera takimina ait bir zararlh
olmasi ve Mnd nolu izolatin da Bacillus thuringiensis var. kurstaki olup, hem Lepidopter
olan Malacosoma neustria‘dan izole edilmesinden hem de Lepidopter uzerinde etkili susu
olmasindan dolay: calismalara bu izolat ile devam edildi. Bu izolatin zararhnin farkh

larval dénemler Uzerindeki etkisi belirlenerek, farkli sicakliklarda ve farkli besinlenme
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rejimlerindeki etkinligi ortaya c¢ikartildi. Daha sonra kristal spor karisimlarinin larvalar
uzerindeki insektisidal aktivitesi arastirildi. Son olarak da bu izolatin saksi1 denemeleri
yapildi.

3.3.2.2. Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin Spodoptera littoralis’in Farkh

Evrelerine Etkileri
Bu deney sonucunda Onceki testlerde S. littoralis Uzerinde etkili Malacosoma

neustria‘dan izole edilmis Mnd (Bacillus thuringiensis var. kurstaki) izolatmin 1,8 x 10°
yogunlugunda zararlinin 1, 2, 3 ve 4. evreleri Uzerinde 10 ginlik test suresinde sirasiyla
%97, %27, %97 ve %97 6lum etkisine sahip oldugu tespit edildi (Sekil 13).
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Sekil 13. Malacosoma neustria‘dan izole edilmis olan Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(Mnd) *nin S. littoralis’in farkli dénem larvalar: Uzerindeki insektisidal etkileri
X ekseni: Yerel izolat numaralar;, Y ekseni: Oliim oran: (%).Testler tger
tekrarli olup, sonuglar Abbot formuliine gére hesaplanmastir.

Bu ¢alisma sonucunda, Sekil 13’de de goruldigu gibi Bacillus thuringiensis var.
kurstaki’nin S. littoralis’in 1., 3. ve 4., donem larvalar1 Uzerinde %97 gibi oldukga yuksek
Oldirme etkisine sahip olurken, 2. donem larvalar: Uzerinde ise oldukga dustk bir etkiye
sahip oldugu tespit edildi.
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3.3.2.3. Farkh Sicakhklarin Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin Virulansina
Etkileri

Bu calismada Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin 20 ve 30°C’lerde S. littoralis
larvalar iizerindeki etkisi belirlendi. Deney sonucunda bakterinin 1,8 x 10° bakteri/ml
konsantrasyonunda S. littoralis larvalar: Gzerinde 20°C’de %76 oraninda 6lum etkisine
sakipken, 30°C’de bu etki % 86’ya ¢ikmistir (Sekil 14). Deneyin 1. guniinde larvalar
sicagin oda kosullarina oranla artmasi etkisiyle hizl hareket ettigi gozlenmisken ilerleyen

glinlerde larvalarin hareketlerinin yavaslayarak 6lumin meydana geldigi gozlenmistir.
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Sekil 14. Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin 20 ve 30°C’de S. littoralis’in 3. Evre
larvalar: Ozerindeki insektisidal etkileri X ekseni: Yerel izolat numaralari, Y
ekseni: Olum orani (%)

3.3.2.4. Farkh Beslenme Rejimlerinin Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin
Virulansina Etkileri

Spodoptera littoralis’in beslendigi farkli besinlerin bakterinin viriilans: tzerindeki
etkisini belirlemek amaciyla B. thuringiensis var. kurstaki 1.89 x 10° konsantrasyonunda
musir, fasulye, lahana, pazi, maydonoz ve marul gibi farkl besinlere bulastirilarak larvalara
verildi. Bu deney sonucunda en yiksek 6lim %93 ile marul denemesinde g6zlendi. Bunu

sira ile %83, 70, 63, 50 ve 43 ile fasulye, lahana, pazi, maydonoz ve misir denemeleri takip
etti (Sekil 15).
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S. littoralis larvalart B. thuringiensis var. kurstaki’li besinleri yedikten sonra
davraniglarinda yavaslama, beslenmelerinde azalma ve bunu takiben buyumelerinin

yavasladig1 gozlenmistir.

Fasulye Lahana Pazi Maydonoz Misir Marul
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Sekil 15. Farkli besinlerin Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin S. littoralis 3. Evre
larvalar1 Uzerindeki virulansina etkileri X ekseni: Yerel izolat numaralari, Y
ekseni: Olum oran1 (%).Testler ticer tekrarli olup, sonuglar Abbot formiiliine
gore hesaplanmistur.

3.3.2.5. Spor ve Kristal Kangimlarin insektisidal Aktivitesi

Bacillus thuringiensis var. kurstaki spor-kristal karigimmin 1,8 x  10°
konsantrasyonunda S. littoralis larvalar: tizerinde %100’luk 6lim etkisine sahip oldugu
tespit edildi. Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin normal karigimindan hazirlanan
biyosey sonucu ile spor-kristallerinden hazirlanan biyosey sonuglari karsilastirildiginda
ikisinde de %2100 olim go6zlenmistir (Sekil 16). Fakat, Bacillus thuringiensis var.
kurstaki’nin normal karisimindan hazirlanan biyoseyin kontrol grubunda 6lim gozlendigi
icin bu oran %93’e dusmustur. Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin hem normal
karisimi hem de spor-kristal karigimi S. littoralis larvalar: Gizerinde kisa sirede etkili bir

patojenitenin meydana gelmesine neden olmaktadir.
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Oliim Orani (%)

Bt Karigimi Bt spor-kristal karigimi

Uygulanan Karisimlar

Sekil 16. Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin spor-kristal karigiminin S. littoralis 3.
evre larvalart tzerindeki insektisidal etkisinin bakteri ile karsilastirilmas: X
ekseni: Yerel izolat numaralar, Y ekseni: Olim orani (%). Testler tger tekrarl
olup, sonuglar Abbot formiliine gore hesaplanmastir.

3.3.2.6. Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin Saksi Denemelerinde S. littoralis
Larvalan Uzerindeki Etkisi

Saks1 denemelerinde 1,8 x 10° bakteri/ml konsantrasyonunda Bacillus thuringiensis
var. kurstaki bulastirilmis ve bulastirilmamis marul Uzerindeki S. littoralis larvalarinin
Uzerinde 1. guin, 5. giin ve 10. glin sonundaki etkileri karsilastirildi. Birinci gin (Sekil 17 A
ve B) iki grupta da fazla bir zarar ve farklhilik g6zlenmemisken, 5. gun (Sekil 17 C ve D)
B. thuringiensis’in zararh Uzerindeki etkisini gostermeye baslamas: nedeniyle, zararhnin
beslenmesinin de yavaslamasiyla birlikte bitki Gzerindeki zarari belirgin bir sekilde
azalmstir. Onuncu gun sonunda Bacillus thuringiensis var. kurstaki bulastirilmis marulda
larvanin tahribat ve zararmin oldukga disik oldugu gozlenirken, Bacillus thuringiensis
var. kurstaki bulastirilmamis (kontrol) marul, zararlidan biyik oranda etkilenmis ve
kullanilmaz hale gelmistir (Seki 17 E ve F).
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Sekil 17. Bacillus thuringiensis var. kurstaki bulastirilmis ve bulastiriimamas
marullarin 1, 5 ve 10. gin gorintileri Btk: Bacillus thuringiensis var.
kurstaki  bulastirilmig, K: Bacillus thuringiensis var.  kurstaki
bulastirilmamis.
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Yapilan 10 gunlik saks: denemeleri sonucunda, Bacillus thuringiensis var. kurstaki
bulastirilmis saksilardaki boceklerin beslenmelerinin yavaslayarak buytumelerinin durdugu,
bunun sonucunda da Bt yemis ve yememis larvalarin arasinda belirgin bir sekilde fark
olustugu tespit edilmistir (Sekil 18 ).

Sekil 18. Bacillus thuringiensis var. kurstaki bulastirilmis ve bulastirilmamis
marullarla beslenen larvalarin 10.gin sonundaki goérunumi Btk: Bacillus
thuringiensis var. kurstaki puskdrtulmis, K: Bacillus thuringiensis var.
kurstaki puskuarttilmemis.

Bu deney sonucunda zararhnin hedef bitki Gzerindeki hasarmnin Bacillus thuringiensis
var. kurstaki etkisiyle gozle gorultr derecede azaldig: tespit edilmis olup, bu bakterinin S.
littoralis Uzerinde etkili bir mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanilabilecegi bu testler

sonucunda da belirlenmistir.



4. TARTISMA

Insan niifusunun siirekli artmasiyla birlikte tarimsal dretime olan ihtiyag da giderek
artmaktadir. Caprazlama deneyleri sonucu verimli ve dayanikh wklarin dretilmesiyle bu
durum dengelenmeye calisiimaktadir. Fakat, bu ¢alismalara ragmen, tarimsal zararlhlardan
dolayi Uretim istenildigi kadar artmamaktadir.

Ekonomisi tarima dayali olan Turkiye, son yillarda sanayi toplumu olma yolunda da
blylk mesafe almistir. Ancak yinede tarim, tlke ekonomisinde énemli yer tutmaktadir.
Tarimsal alanlardaki en biyik problem, toplumun ihtiyaci olan tarimsal Uriin artislarini
toplumun ihtiyac:t Olglsiinde yeterli miktarda arttiramamaktir. Ge¢mis yillarda tarim
uretiminde kendi ihtiyaclarmi karsilayan birkag tilkeden biri olmasina ragmen utlkemiz, su
anda Onemli bir tarim ithalat¢is1 durumundadir. Bunun temel sebeplerinden biri sanayi
toplumuna geciste tarim alanlarinin azalmasi ve nufus artisina paralel olarak saglanan trtin
ve birim alana disen tarim miktarmin arttirilamamasidir. Birim alandaki Grin miktarini
arttrma  kosullarinin  basinda, bitki ve drinlerinin  zararli bdceklerden korunmasi
gelmektedir. Bu boceklerin zarar seviyelerini en alt diizeyde tutmak icin yapilan ¢alismalar
zararhlarla micadele yontemleri olarak adlandiriimaktadir. Tarimda cesitli zirai micadele
yontemleri vardir. Tarimsal tretimde bitki koruma alaninda kullanilan teknikler, insan ve
cevre saghigi agisindan 0zel bir 6neme sahiptir. Genel olarak bitki hastalik ve zararlilariyla,
zamaninda ve dogru mucadele yapilmadiginda, urin kaybmin %30-35 civarinda oldugu
kabul edilmektedir. Bu kaybi1 onlemek amaciyla en fazla kullanilan yontem, kimyasal
mucadeledir. Ancak, bilingsizce pestisit uygulandiginda, tarim ilaglar1 sadece zararhlar:
degil, bunlari baski altinda tutan faydali bocekleri de dogrudan ve dolayli olarak
etkilemektedir. BOylece, dogal denge bozulmakta, tur cesitliligi azalmakta, daha dnceden
problem olmayan potansiyel zararlilar sorun olmakta ve bu zararhlara karsi ek ilaglama
yapma zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir.

Bir ekosistemdeki zararlilari tamamen yok etmek yerine ekonomik zarar esiginin
altinda tutma prensibine dayanan *“entegre micadele” bugtin Turkiye’de zararlilara karsi
basariyla kullanilabilir sekilde gelistirilmistir. Ancak, maalesef bircok dreticisi bu yontemi
uygulayamamaktadir. Tarim drtnlerinde gorilen hastalik, zararli ve yabanci otlarla
mucadelede, entegre miicadele prensiplerine uyulmas: strdurdlebilir bir tarim yaklasimi

acisindan mutlaka gereklidir. Tarlalarda uygulanacak entegre micadele programlarinda,
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tarlada mevcut buttin hastalik, zararli ve yabanci otlarin miicadelesi birlikte distntlmeli ve
micadelenin yOnetimi, ana zararlilarin mucadelesi esas alinarak yapilmalidir. Tarlada
bulunan diger hastalik, zararli ve yabanci otlarin micadelesi ise bunlara entegre
edilmelidir. Entegre micadele programinda, zararhlara karst belirlenen tim micadele
yontemleri birlikte degerlendirilmeli, dncelikle bitkinin saglikli yetistirilmesi icin kilttrel
onlemler ahnmalidir. Bdylece, bitkinin zararli ve hastaliklara karsi dayaniklhiliginin
arttirilmasi saglanmis olacaktir. Kultirel 6nlemlerin alinmasina ragmen, Griin tarlasina
zararlh, hastalik ve yabanci ot bulasmas: halinde, insan ve gevreye en az olumsuz etkisi
olan mucadele yontemlerine 6ncelik verilmelidir. Bunlar, mekanik micadele ve biyolojik
mucadele yontemleridir. Bu yontemlerin uygulanmasina ragmen, zararh ve hastaliklarin
artis1 engellenemiyorsa, Urin kaybi1 meydana gelmeden 6nce son care olarak kimyasal
mucadeleye basvurulmalidir. Kimyasal mucadele zorunlu ise ¢evre dostu, insan sagligina
ve dogal diismanlara olumsuz etkisi en az olan spesifik ilaglar kullanilmali, etkili en distuk
dozda ve en uygun zamanda uygulanmalidir. Tarim Urinlerini zararlidan kurtarma yolu ise
cesitli micadele yontemlerinden gegmektedir.

Lepidoptera takiminda yer alan Spodoptera littoralis Boisdual (Pamuk yaprakkurdu)
gerek dinya ve gerekse tlkemiz agisindan ¢ok énemli bir tarim zararhisidir. Zararlh, pamuk
ve misir gibi drdnlerin yogun ekildigi bolgelerde 6zellikle gok etkisi olmaktadir. Polifag
bir zararli olan S. littoralis’in diger konukgular: arasinda biber, domates, hayvan pancari,
seker pancari, 1spanak, yerfistigi, bortlce, maydanoz, ebeglimeci, horozibigi, yonca ve
tirfil yer almaktadir. Yumurtadan ¢ikan larvalar dnceleri yaprak alt yiizeyinde toplu olarak
epidermis kismiyla beslenmek suretiyle yapragin zar gibi kalmasina neden olurlar. Daha
sonralar1 bitkinin diger kisimlarina yayilarak tim kisimlarda zarara neden olur. Uglinci
doneminden itibaren daha hizli beslenen larvalarin zarar olusturma potansiyeli bu
donemden sonra artar. Populasyonun yiksek oldugu yerlerde yesil aksamin tamamen
kaybolmasina neden olabilirler (Anonim, 2008). Zararl, bitkiler tizerinde cesitli tahripler
olusturarak hastalik yapan cesitli mikroorganizmalarin bitkilere tasinmasina ve urin
kayiplarina neden olarak 6nemli ekonomik sorunlar olusturmaktadir.

Spodoptera littoralis’in micadelesinden tam bir basar1 alinabilmesi igin tirtillarin
dagilmadan ve henlz Ust yapaklarda toplu olarak yasadiklari devrede mucadelesinin
yapilmasi gerekir. Zararh larvalari dagildiktan ve alt yapraklara gectikten sonra her ilacin

oralara tam nifuz etmemesi sebebiyle micadelesi de olduk¢a giic olmaktadir. Ayrica S.
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littoralis larvalari son donemler oldukga direncli olmaktadir. Bununla birlikte bu devreden
sonra beslenmez ve bir giin sonra da topraga inerek pup olurlar.

Gunumuize kadar kulturel, kimyasal ve biyolojik micadele yontemlerine ait cesitli
uygulamalarla zararhyla micadele edilmeye calisilmistir. Ancak, mucadelede tam bir
basar1 saglanamamistir. Bircok bodcek turi bireysel ya da populasyon seviyesinde
bakterilerle ¢ok yakindan iliski i¢cindedir (Bour saux-Eude ve Gross, 2000). Bazi bakteriler
bocekler icin patojendir. Zararli boceklerin patojenleri ¢alisilirken, bakteriler arasindaki
zorunlu simbiyotik iligkiler blyik 6nem tasimaktadir (Baerwald vd., 1968; Helmuth, 1956;
Rubio vd., 1966; Hagen, 1966; Sezen vd., 2007; Ince vd., 2008; Sevim vd., 2010; Gokce
vd., 2010). Bocek ve patojenleri arasindaki iliskiye dikkat edildiginde patojenitenin
cogunlukla bagirsaklarda basladigi gorilur (Autori, 1941; Kemarrec vd., 1986). Bu,
bakterilerin Urettigi cesitli maddelerin bagisak yulzeyini parcalamasiyla baslayan bir
strectir. Patojen bakterinin konak iginde ¢cogalmasi, konagin hastalanmasi ya da 6limuyle
sonuclanir. Zararli boceklerin biyolojik mucadelesinde bu organizmalarin kullanilmasi
bircok bilimsel arastirmaya temel olusturmustur (Haiwen vd., 2005). Simbiyotik
bakterilerin zararlinin barsaginda patojeniteyi olusturacak proteinleri tretmesi saglanabilir.

Simbiyotik bakterilerin 6Gnemine binaen butiin bakteriyal floranin tespit edilmesi de
oldukca Onemlidir. Bu nedenle, Spodoptera littoralis’e karsi bir bakteriyal mucadele
etmeni tespit etmek maksadiyla yapilan bu ¢alismada, sadece saglikli larvalardan elde
edilen izolatlarla yetinilmedi, saglikli bireylerin mikrobiyal florasi1 da g¢alismaya dahil
edildi. Bu ¢alisma sayesinde zararli boceklere karsi kullanilabilecek insektisidal aktivitesi
yuksek, guvenilir ve tlkemize ait bir mikrobiyal mucadele etmenlerinin gelistirilmesi
yolunda yeni adimlar atiimis oldu.

Bocekler, tastyict vektorler olarak btinyelerinde bircok bakteri bulundurur ve
bunlarin bir kism: bitkiler ve insanlarda gesitli hastaliklara neden olurken, bazilar1 ise
boceklerde cesitli sorunlar olusturur. Mikrobiyal etmen gelistirmenin temelinde zararh
bocekleri hastalandiran, zayiflatan veya 6ldiren mikroorganizmalarin kesfedilmesi yatar.
Bu amag¢ dogrultusunda yapilmas: gereken ilk is, zararlilarin bakteriyal floralar: taranmali
ve Oldlricu etkisi yuksek olan izolatlarin belirlenmesidir.

Yapilan literatir arastirmasi sonucunda daha Once Spodoptera littoralis’in
mikrobiyal florasiyla ilgili herhangi bir calisma tespit edilememistir. Dolayisiyla, bu

calisma, S. littoralis’in mikrobiyal florasi tizerine yapilan ilk ¢caligmadir.
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Cahsmada S. littoralis’ten 10 adet kilture edilebilir bakteriyal izolat elde edildi.
Izolatlarin tur tayininde rutin olarak kullanilan konvansiyonel testlerin (morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal) disinda, son yillarda tir tayinlerinin daha ve etkin dogru bir
sekilde yapilabilmesi icin gelistirilmis 16S rRNA dizi analizi, APl 20 E ve API 50 CH
identifikasyon sistemleri de kullanildi. Bakterilerin tur tayinleri icin Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology kaynak kitabindan yararlanild: ve yapilan tanilar AP1 20 E ve API
50 CH sistemleri analiz sonuclariyla desteklendi (Halda-Alija, 2004; Lian, 2004).

Bu sistemler sayesinde izolatlarimizin sahip oldugu metabolik aktiviteler ve
biyokimyasal 6zellikleri hakkinda ¢ok genis miktarda bilgi edinildi. Rutin ¢calismalarla elde
edilen veriler tur tayini icin yetmedigi durumlarda bu test sistemlerinden elde edilen veriler
sayesinde tur tayinleri yapilabildi.

16S rRNA genleri oldukca iyi korunmus universal siralara sahiptir (Woese 1990).
Bu genler bakteriler arasindaki akrabaliklari belirlemede ve bakterilerin tur veya cins
seviyesinde identifikasyonlarmin yapilmasinda son yillarda oldukga 6nemli bir ara¢ haline
gelmistir (Sacchi vd, 2002).

16S rRNA alt Gnitelerinin genlerine gore gercgeklestirilen molekuler identifikasyon
tekniklerinin gelisimiyle karmasik yapiya sahip mikrobiyal komuniteleri anlamak daha da
kolay olmustur. 16S rRNA genlerinin analizi butin bakterileri tanimlamada
kullanilabilecek bir yontemdir. Bu yontem klasik mikrobiyal metotlarin aksine ¢cok 6nemli
iki avantaj saglar. Bu avantajlardan ilki oldukga hizli bir metot olmasi, ikincisi ise
identifikasyon dogrulugunun oldukga gelismis olmasidir (Springer vd., 1996).

Spodoptera littoralis’in mikrobiyal miicadelesinde yeni ve daha etkin bir bakteriyal
mucadele etmeni tespit etmeye yonelik yapilan bu ¢alismada, S. littoralis’ten 10 kulttre
edilebilir bakteriyal izolat elde edildi. izolatlarin molekiiler, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekuler 6zellikleri belirlenere tanimlandi. Boylece, S. littoralis’in kilture edilebilir
bakteriyal floras: 5°i cins ve 5’i tur seviyesinden belirlenerek zararhinin kilttire edilebilir
bakteriyal florasinin Flavobacterium sp. (SLTRB 1), Klebsiella variicola (SLTRB 2),
Enterobacter hormaechei (SLTRB 3), Enterobacter sp. (SLTRB 4), Arthrobacter sp.
(SLTRB 5), Klebsiella pneumoniae (STRB 6), Serratia marcescens (SLTRB 7),
Pseudomonas aeruginosa (SLTRB 8), Acinetobacter sp. (SLTRB 9) ve Staphylococcus sp.
(SLTRB 10) seklinde oldugu ortaya ¢ikarildi. Bu izolatlar S. littoralis’ten ilk kez izole
edilirken bazilar1 (Flavobacterium sp., Enterobacter hormaechei, Enterobacter sp.,

Arthrobacter sp., Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa,
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Acinetobacter sp., Staphylococcus sp.) farkli tarimsal zararlilardan ¢ok kez izole edilmistir.
Bu tespitlere karsin Klebsiella variicola (SLTRB 2) izolatinin ilk kez bdcekten izole
edildigi distntlmektedir.

SLTRB 1 (Flavobacterium sp. ) kodlu izolatin gram (-), spor tretmeyen, hareketsiz,
katalaz ve oksidaz dUretebilen ve basil formda bakteriler oldugu belirlendi. Oksidaz
uretebilmeleri ile Acinetobacter’lerden, glukozu fermente edemeyisleri ile Enterobacter ve
Pasteurellaceae Uyelerinden ayrilan bu izolatin, Flavobacter cinsine ait olduguna karar
verildi. Ayrica, bu bakterinin nitrati indirgeyebildigi; sitrati ve mannitolu kullanamadigi;
nutrient agar tzerinde olusturdugu kolonilerin sar1 renkli oldugu ve kolonilerinin oldukca
yavas gelistigi tespit edildi. Beta galaktosidaz Uretebilmeleri ve Ureyi parcalayamamalari
ile Flavobacter turleri arasinda F. meningosepticuma benzemesine ragmen, indol
uretememesi ve glukozu fermente edememesi ise bu tir olmadigint géstermektedir. Bu
sonuglar, bir arada degerlendirildiginde bu izolatin tir seviyesinde karakterizasyonunda
16S rDNA dizin analizi ve API20E test sistemlerinin de yetersiz kaldigi, bunlarinda sadece
cins seviyesinde givenilebilir sonuglar verdigi goruldi. Flavobacterium sp.’nin literatlr
taramas1 yapildiginda daha oOnce Bahar ve arkadaslari tarafindan Oberea linearis
larvalarindan izole edildigi tespit edilmistir.

SLTRB 2 (Klebsiella variicola) kodlu izolatin gram (-), spor uretmeyen, hareketli,
basil formda bir bakteri oldugu belirlendi. Bu 6zellikleri ile birlikte glukozu fermente edip
gaz Uretebildikleri dikkate alindiginda, izolatin Enterobacter cinsine ait oldugu
gOrulmektedir. Yapilan calismalar, 16S rRNA dizin analizi ve APl 20E sistemlerinin
analiz sonuglari, bu izolatin Klebsiella variicola oldugunu desteklemektedir. Bugiine kadar
bu izolatin boceklerden izole edildigine dair literatlirde herhangi bir kayda rastlanmamastur.

SLTRB 3 (Enterobacter hormaechei) kodlu izolatin gram (-), oksidaz (-) ve
fermantatif 6zelliklere sahip oldugundan Enterobacter cinsine ait oldugu gorilmektedir.
Biyokimyasal testler Kkarsilastirildiginda Enterobacter taylorae ile Enterobacter
hormaechei subsp. steigerwaltii’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Enterobacter
hormaechei subsp. steigerwaltii’nin Greyi parcalayabilmesi ile Enterobacter taylorae’den
ayrilmistir (C.M.O’H vd.,1989). Yapilan caligmalar, 16S rRNA dizin analizi ve APl 20E
sistemlerinin analiz sonuglari bu izolatin Enterobacter hormaechei oldugunu
desteklemektedir. Enterobacter hormaechei, 1989 yilinda O’Hara ve arkadaslari tarafindan
Rhynchites bacchus larvalarindan izole edilirken daha sonra 2010 yilinda bu izolat Gokge

ve arkadaslar: tarafindan ayni zararl larvalarinda bir kez daha tespit edilmistir.
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SLTRB 4 (Enterobacter sp.) kodlu izolatin gram (-), spor Uretmeyen, hareketli ve
basil formda bakteriler oldugu belirlendi. Ayrica bu iki bakterinin katalaz enzimi urettigi;
sitrat1 kullandigi; nisastay: hidroliz ederken, jelatin ve treyi hidroliz edemedikleri; %5
oraninda NaCl’ye toleransli olduklari ve glukoz ve laktozu fermente edebildikleri
belirlendi. Morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal Ozellikler ve metabolik enzim profilleri
dikkate alindiginda bu izolatin, Enterobacter cinsine dahil olduklarina karar verildi. Bu
sonuglar, bir arada degerlendirildiginde izolatin tir seviyesinde karakterizasyonunda 16S
rDNA dizin analizi ve API20E test sistemlerinin de yetersiz kaldigi, bunlarinda sadece cins
seviyesinde glvenilebilir sonuclar verdigi gorildi. Enterobacter genusu iginde yer alan, E.
aerogenes, E. agglomerans, E. sakazakii ve E. gergoviae tlrleri daha dnce bdceklerden
izole edilmis ve patojeniteleri ¢calisilmistir (Bucher, 1961, 1981; Martinez vd., 1994; Klein
ve Kaya, 1995; Demir vd., 2001; Kuzina vd., 2001, 2002). Enterobacter sp. izolat: Gokce
ve arkadaslar: tarafindan Rhynchites bacchus larvalarindan izole edilmistir.

SLTRB 5 (Arthrobacter sp.) kodlu izolatin gram (+), spor Uretmeyen ve kokus
formda bakteriler oldugu belirlendi. Glikozu fermentlemesi nedeniyle Actinobacteria
ailesine dahil edilmistir. Tir seviyesinde karar verilemedigi igcin Arthrobacter sp. olarak
cins seviyesinde bwrakilmistir. Ince ve arkadaslarmin  (2008) Thaumetopoea
pityocampa’dan tiriind tespit edemedikleri bir Arthrobacter’i elde ettiler.

SLTRB 6 (Klebsiella pneumoniae) kodlu izolatin gram (-), spor lretmeyen ve basil
formda bakteriler oldugu belirlendi. Bu 6zellikleri ile birlikte glukozu fermente edip gaz
uretebildikleri dikkate alndiginda bu izolatin Enterobacter cinsine ait oldugu
gorulmektedir. Klebsiella pneumoniae ve Enterobacter aerogenes birbiriyle ¢ok sik
karsilastirilan ki tdrdur (Sneath, 1986). Klebsiella pneumoniae hareketsiz, Ureyi
parcalayabilmeleri ve ornitin dekarboksilaz testinin sonucunun negatif olmas: sebebiyle
Enterobacter aerogenes turiinden ayrilmistir. Yapilan ¢caligmalar, 16S rRNA dizin analizi
ve APl 20E sistemlerinin analiz sonuglar: bu izolatin Klebsiella pneumoniae oldugunu
desteklemektedir. Bu izolat Lyudmila ve arkadaslari tarafindan 2000 yilinda Meksika
meyve sinegi, Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae)’ten izole edilmistir.

SLTRB 7 (Serratia marcescens) kodlu izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi
ureten, gram (-), glikozu fermentlemesiyle Serratia cinsine dahil edildi. Kirmizi renkte
pigmentlere sahip olmasi, arginin ve arabinoz negatif, ornitin, glukoz ve VP pozitif
olmasiyla diger Serratia tirlerinden ayrilan izolatin Serratia marcescens olduguna karar

verildi. Serratia genusu igersinde yer alan tirler boceklerde oldukga yaygindir. Bu cinste
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yer alan S. marcescens, S. entomophila, S. proteamaculans, S. liquefaciens, S .rubidea ve
S. fonticola daha 6nce yapilan bircok ¢alismada boceklerden izole edilmistir (Lepesme,
1937; Steinhaus, 1951, 1959; Steinhaus ve Marsh, 1962; McLaughlin ve Keller, 1964;
Bell, 1969; Lipa ve Wiland, 1972; Sikorowsi, 1985; Krieg, 1987; O’Callaghan ve Jackson,
1993; Martinez vd., 1994; Klein ve Kaya, 1995; Sezen ve Demirbag, 1999; Jackson vd.,
2001; Kuzina vd., 2001; Osborn vd., 2002; Jeyaprakash vd., 2003; Sezen vd.,2004, 2005
2007; Bahar vd., 2007; ince vd., 2008; Sevim vd., 2010; Gokce vd., 2010).

SLTRB 8 (Pseudomonas aeruginosa ) kodlu izolatin gram negatif, katalaz enzimi
ureten, oksidaz reaksiyonu gosteren, nisastay: hidrolizlemeyen, yesil renk pigment Ureten,
basil seklinde bir bakteriler oldugu i¢in Pseudomonadaceae ailesinin Pseudomonas cinsine
dahil edildi. Izolatin 40°C’de biyumesi, sukrozu fermentleyememesi, jelatini
hidrolizleyebilmesi, arginin dehidrolaz pozitif olmasi, glikozu fermentleyememesi, inositol
negatif olmas: ile diger Pseudomonas tirlerinden ayrilarak Pseudomonas aeruginosa
olduguna karar verildi. Yapilan caligmalar, 16S rRNA dizin analizi ve APl 20E
sistemlerinin analiz sonuglar1 bu izolatin Pseudomonas aeruginosa oldugunu
desteklemektedir. Pseudomonas cinsine ait bircok tir boceklerle iligkilidir. P. aeruginosa,
P. chlororaphus, P. fluorescens, P. maltophila ve P. melophthora tiirleri boceklerden izole
edilmistir (Gumpert ve Schwartz, 1962; Lysenco, 1963; Ivanov ve Gukasjan, 1966;
Baerwald vd., 1968; Lipa ve Wiland, 1972; Lipa, 1975; Dorn, 1976, 1977; Bucher, 1981,
Fitt ve O’Brien, 1985; Martinez vd., 1994; Sezen ve Demirbag,1999; Demir vd., 2001;
Kuzina vd., 2001; Sezen vd., 2001; Sezen vd., 2007; Bahar vd., 2007; ince vd., 2008;
Sevim vd., 2010; Gokce vd., 2010).

SLTRB 9 (Acinetobacter sp. ) kodlu izolatin hareketsiz, spor olusturmayan, gram (-),
katalaz enzimi Ureten, kokkobasil seklinde bakteriler oldugu igin Moraxellaceae
familyasina dahil edildi. Oksidaz enzimi UGretemedikleri icin de bu familya igindeki diger
cinslerden ayrilarak Acinetobacter cinsine dahil olduguna karar verildi. Tim bu sonuclar
bir arada degerlendirildiginde, izolatin tlr seviyesinde karakterizasyonunda 16S rDNA
dizin analizi ve API 20 E test sistemlerinin de yetersiz kaldigi, bunlarin da sadece cins
seviyesinde guvenilebilir sonuclar verdigi gorilmektedir. Yapilan literatir caligmasi
sonucunda Acinetobacter calcoaceticus’un daha 6nce boceklerden izole edildigi tespit
edildi (Sramova vd. 1992).

SLTRB 10 (Staphylococcus sp.) kodlu izolatin gram (+), spor tretmeyen, hareketsiz,

katalaz ve oksidaz enzimi Uretebilmeleriyle Staphylococcus cinsine dahil edildi. Yapilan
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rutin ¢calismalarin yaninda, 16S rDNA dizin analizi ve APl 20 E sistemlerinin analiz
sonuclarmin da bu taniy1 desteklemesinden dolayi, 10 numarali izolatin Staphylococcus sp.
olduguna karar verildi. Daha Onceki calismalar sonucunda Anastrepha ludens (Diptera:
Tephritidae)’den 3 adet Staphylococcus sp. (S. aureus, S. carnosus ve S. xylosus), Hylesia
metabus (Lep.: Saturniidae)’dan 3 farkl: Staphylococcus sp. (S. gallinarum, S. sciuri ve S.
warneri) ve Hepialus gonggaensis (Lep.:Saturniidae)’ten de S. kloosii izole edilmistir
(Kuzina vd., 2001; Osborn vd., 2002; Yu vd.).

Yukarida da belirtildigi gibi Lyd 1, Ar 1, Lyd 8, Ar 4, Mnd, Xd 3, As 3, Mm 7 ve
Mm 5 nolu izolatlar daha 6nce farkli zamanlarda degisik bdceklerden izole edilmistir.
Dolayisiyla, bu ¢alismamizla birlikte bu izolatlarin boceklerde simbiyont olarak yasadigi
bir kez daha tespit edilmis oldu. Ayrica, Lyd 7 nolu izolatin da ilk kez bu ¢alismayla
boceklerde simbiyont olarak bulundugu belirlenmis oldu.

Ulkemiz agisindan oldukga 6nemli bir polifag bir tarim zararlis1 olan S. littoralis’e
kars1 mikrobiyal micadelede kullanilabilecek bir bakteriyal miicadele etmeni tespit etmeye
yonelik insektisidal aktivite ¢alismalar1 gerceklestirildi. Bu ¢alismalarda S. littoralis’ten
izole edilen 10 adet kulture edilebilir bakteriyal flora Gyesi ve farkli zararhda degisik
zararhlardan izole edilmis ve konaklar1 lizerinde yuksek oldiricu etkiye sahip olduklari
bilinen 12 Bacillus turi kullanild: (Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boluimda kiltar koleksiyonu). Tim izolat ve tarlerin S. littoralis tGzerinde farkli derecelerde
insektisidal etkiye sahip olduklari belirlendi.

Bakteriyal flora Uyelerinden SLTRB 6 kodlu izolat zararli Gzerinde %77 ile en
yuksek oldurd etkiyi gosterirken, bunu %67 ile SLTRB 1 kodlu izolat takip etti. Bacillus
tirlerinden Malacosoma neustria’dan izole edilen FOTRB 6 (Bacillus thuringiensis var.
kurstaki) numarali izolatin S. littoralis tzerinde %93 ve Balanninus nucum’dan izole
edilmis olan FOTRB 11 (Bacillus thuringiensis var. kurstaki) %90 patojenik etkisi oldugu
tespit edildi.

SLTRB 6 (Klebsiella pneumoniae) kodlu izolatin literatlr taramas: yapildiginda daha
once Lyudmila ve arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda Meksika meyve sinegi, Anastrepha
ludens (Diptera: Tephritidae)’ten izole edildigi bilinmekte olup, konagi Uzerindeki
insektisidal etkisi tespit edilmemistir. Spodoptera littoralis larvalar1 tzerinde % 77
olduruct etkisi tespit edildi. Bu biyosey sonucglarina gore, simbiyotik ve patojenik

bakterilerin farkli bocekler Gizerinde farkl: virulanslar gosterdigi tespit edilmistir.
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SLTRB 1 (Flavobacterium sp.) kodlu izolatin literatlir taramas: yapildiginda daha
once Bahar ve arkadaslar1 tarafindan (2007) Oberea linearis larvalarindan izole edildigi
tespit edildi. Bu izolatin O. linearis larvalari Uzerinde herhangi bir insektisidal etki
gostermedigi belirlenmistir. Ancak, bu calismada izole edilen Flavobacterium sp. S.
littoralis larvalar1 (Gzerinde % 67 oraninda oOlduriici etki gosterdi. Bu durum
Flavobacterium tirlerinin boceklerde simbiyont olarak yasamasinin yaninda farkl bocek
populasyonlarinda patojen olabilecegini de gostermektedir. Bakterinin virllans: tiirden tlre
ve konaktan konaga da degisebilir.

Bdceklerin dogal dusmanlart dustinildiginde bitin mikroorganizmalar arasinda, B.
thuringiensis 6nemli bir yer tutmaktadir. B. thuringiensis gram-olumlu, spor olusturan ve
farkl habitatlarda yasayabilen bir bakteridir (Goldberg ve Margalit, 1977; Heimpel, 1967;
Martin ve Travers, 1989; Meadows vd., 1992; Smith ve Couche, 1991). Bu bakteri yakin
iligki icerisinde bulundugu bakterilerden spor olusumu esnasinda drettigi kristal yapilar
sayesinde ayrilmaktadir. Bacillus thuringiensis bilinen en yaygin bocek patojenidir ve bu
bakteri biyolojik mucadelede blylik 6nem tasimaktadir (Lacey vd., 2001). Diinyadaki
biyopestisit satiglarmin %95’ini B. thuringiensis kokenli trtinler olusturmaktadir (Gaugler,
1997). Bu tir ve suslar: simdiye kadar yapilan bircok ¢alismada bdceklerden izole edilmis
ve cesitli insektisidal aktivite testlerinde kullanilmistir. Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki Ozellikle Lepidoptera takimina ait zararlilar tzerinde yiksek insektisidal etkiye
sahiptir. Bu takim igersinde yer alan Noctuidae familyasina ait Agrotis segetum (Krieg,
1961; Lipa ve Wiland, 1972), Agrotis exclamationis (Lipa ve Wiland, 1972), Busseola
fusca (Steinhaus ve Marsh, 1962), Heliothis armigera (Majumder vd., 1955), Peridroma
margaritosa (Steinhaus, 1951), Prodenia praefica (Steinhaus ve Marsh, 1962) ve
Trichoplusia ni (Tanada, 1956; Krieg, 1961; Steinhaus ve Marsh, 1962) turleri, B.
thuringiensis’in izole edildigi 6rneklerden bazilaridir. Son yillarda yapilan calismalarda
Balaninus nucum (Sezen ve Demirbag, 1999), Melolontha melolontha (Coleoptera:
Scarabaidae) (Sezen vd., 2001a), Malacosoma neustria (Lepidoptera: Lasiocampidae)
turlerinden B. thuringiensis izole edilmis ve izole edildikleri konaklar tUzerinde sirasiyla,
%45, 80, 68, 66 ve 56 insektisidal etkiye sahip olduklari belirlendi. Ayrica, Hyphantria
cunea’dan izole edilen B. thuringiensis izolatmin Gypsonoma dealbana (Lepidoptera:
Tortricidae), Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabaidae) ve Agelastica alni
(Coleoptera: Chrysomelidae) tzerinde insektisidal aktiviteleri calisilmis ve sirasiyla, %93,

44 ve 24 insektisidal etkiye sahip olduklari hesaplanmustir.
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Belirtilen calismalar ve bizim yaptigimiz testler B. thuringiensis bakterisinin
bocekler icin patojen oldugunu ve virllansinin bocekten bocege degistigini gostermektedir.
B. thuringiensis bakterisinin kristal proteinleri 6zellikle Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera
takimlarindaki boceklere kars: toksik aktivite géstermektedir (Hofte ve Whiteley, 1989).
CrylAb, Cry 1B, 1C, 1D, Cry 2A, 2B toksin gruplarmi igeren Bacillus thuringiensis var.
kurstaki, aizawai ve thuringiensis gibi Bacillus suslari dinyada etkin bir sekilde tarim
zararhlariyla micadelede kullaniimaktadir.

Test bocegimizin Lepidoptera takimina ait olmasi, tarama testleri sonucunda bunun
uzerinde en yuksek oldiricu etkiyi gosteren Bacillus tirii olmasi ve bu turin yine
Lepidopter takimina ait bir zararhdan izole edilmis olmasi nedeniyle daha sonraki
calismalarda FOTRB 6 (Bacillus thuringiensis var. kurstaki) kullanildi.

En verimli oldugu belirlenen Mnd izolatinin Spodoptera littoralis larvalar1 Uzerinde
1,8 x 10%2, 1,8 x 10° , 1,8 x 10° x2 dozlar: oranlarinda %94 ve BnBt (Balanninus
nucum’dan) izolat1 %94 oraninda 6ldiriict etki gosterdi. 1,8 x 10° x2 konsantrasyonunda
Mnd (Bacillus thuringiensis var. kurstaki) izolatinin S. littoralis larvalarmi 4. ginde
tamamen 6ldurdigu tespit edildi.

Zararhnin 1, 2, 3 ve 4. evreleri Gizerinde 10 gunde sirasiyla %97, %27, %97 ve %97
olim etkisine sahip oldugu tespit edildi. Spodoptera littoralis Uzerinde Bacillus
thuringiensis’in 6ldirme potansiyeli biyolojik testlerle belirlenmistir (Amos ve Merr
(1989). Yapilan biyosey sonucunda Bacillus thuringiensis’in Spodoptera littoralis’in 1., 3.
ve 4., donem larvalar1 Uzerinde yuksek oldiricu etkisi gozlenmisken, 2.donem larvalari
Uzerinde fazla 6lduruct etkisi olmadig: tespit edilmistir (Amos ve Meir, 1989).

Laboratuar kosullarinda farkli bocek turlerinde B. thuringiensis’e karsi direnclilik
tespit edilmistir. Direnclilik tespit edilen bocek tirleri Plodia interpunctella, Cadra
cautella, Leptionatarsa decemlineata, Chrysomela scripta, Tricholplusia ni, Spodoptera
littoralis, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Ostrinia nubilalis ve Culex
quinquefasciatus tdrleridir (Schnepf vd., 1998). Direng olusturan B. thuringiensis suslari;
B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp. israelensis, B. thuringiensis subsp.
tenebrionis ve diger B. thuringiensis alt turleridir (Schnepf ve ark. (1998)).

Amos ve Meir (1989), Spodoptera littoralis Uzerinde Bacillus thuringiensis’in
oldurme potansiyelini biyolojik testlerle belirlemigsler. Yapilan bioassay sonucunda B.

thuringiensis’in S. littoralis’in 1., 3. ve 4., donem larvalar1 (zerinde %2100’luk 6ldurucd
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etkisi goOzlenirken, 2. donem larvalar1 Uzerinde bu oran %20’lere kadar dustlgi
gOzlenmistir.

Mohamed ve arkadaslari tarafindan, Pamuk yaprakkurdu Spodoptera littoralis’in
Bacillus thuringiensis’e direnglilik 4 susu ile belirlendi. Bu ¢alismada, B. thuringiensis var.
entomocidus, B. thuringiensis var. fintimus; EI-Mansoura’da pamuk tarlasindan toplanan
Pectinophora gossypiella’nin 6li larvalarindan izole edilmis lokal izolat olan Ci, ve
Shalateen alanindan Sudanese sinirina kadar olan smirdaki misir ¢ollerinden alinan toprak
orneklerinden izole edilen Dlyg izolatlari kullanilmstir. Bu izolatlarin etkinliginin
belirlenmesi igin Misir Bitki Koruma Arastirma Enstitist koleksiyonunda bulunan
Spodoptera littoralis larvalar: kullanilmistir. B. thuringiensis’ in farkl: suslarina larvanin
duyarliligi secilim, capraz diren¢ ve kalitim diren¢ uygulamalari yontemleri ile tespit
edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda Dlg, Ent, Fin ve Cy; izolatlarinin S. littoralis larvalarina
kars1 ylksek patojenik etki gosterdigi tespit edilmis olup Dlyg susunun en etkili izolat
oldugu g6zlenmistir.

Mnd nolu izolatin S. littoralis larvalar1 tizerinde 20°C’ de %76 oraninda 6liim
gozlenirken 30°C’de %86 oraninda 6lim tespit edilmistir. Farkl sicakhk uygulamasinda
30°C’de B. thuringiensis var. kurstaki’nin virilansinin en yuksek oldugu gdzlenmistir.
Farkli sicaklik uygulamasinda 30°C’de B. thuringiensis var. kurstaki’nin virilansinin en
yuksek oldugu g6zlenmistir. 10°C’den daha dusuk ve 30°C’den daha yiiksek sicakliklarin
uzun bir sure arahginda bakteriyal patojenlerin aktivitesi tzerinde zararh etkilere sahip
olabildigi gozlemlenmistir (Ignoffo, 1992). Bunun sebebi sicakliktan veya yiiksek veya
distik sicaklik ekstremlerinden dolayr boceklerin  beslenmelerindeki azalmadan
kaynaklaniyor olabilmektedir (Han, 2000). Daha yiksek sicakliklarda Ozellikle 30°C
Uzerinde oldugu tropik bdlgelerde bu durum B. thuringiensis drlnlerinin aktivitesinde
distise neden olur (Morris, 1983). Toksinin olasi inaktivasyonuna ek olarak yuksek
sicakliklar pek ¢ok bocek icin beslenme oranlarinin digsmesi anlamina gelmistir ve pH’nin
zararh etkilerini arttirmistir (Nishiitsutsuji-Uwo ve ark., 1976)

Yapilan farkli besin uygulamasi testinde; marulda %93, fasulyede %83, lahanada
%70, pazide %63, maydonozda %50 ve misirda %43 oraninda 6lum tespit edilmistir.
Farkli besin uygulamasinda izolatin marul tzerinde zararliya verildiginde patojenitesinin
en yiksek olacag: tespit edilmistir. Bu besinler yapisinda bulunan gesitli kimyasallar
Bt’nin etkinligini etkileyebilir. Yapraklarda tzerinde mevcut olan aldehitler, ketonlar,

karboksilik asitler ve onlarin tirevleri gibi ucucular B. thuringiensis sporlar1 izerinde
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onemli bir antibiyotik etkiye sahiptir ve bazen inaktivasyonuna veya normal blylime
periyodunda gecikme sebebi olabilirler (Smirnoff, 1972; Ferry ve ark., 2004).

Izolatin, laboratuar kosullarindaki saks: denemeleri de zararh tizerindeki etkinliginin
onemli derecede oldugu gosterildi. Yapilan 10 gtinlik saks: denemeleri sonucunda Bacillus
thuringiensis  bulastirilmis  saksilardaki  boceklerin  beslenmelerinin  yavaslayarak
blytmelerinin durdugu ve hedef bitki tzerindeki hasarmin gozle gorulebilir derecede
azaldig: tespit edilmis olup, B. thuringiensis’nin etkili bir mikrobiyal mucadele etmeni
olarak kullanilabilecegi bu testler sonucunda da belirlenmistir.

Yapilan bu calismalarla S.littoralis’ten izole edilen bakteriler ile farkli zararlilardan
izole edilen bakterilerin olduricl etkileri karsilagtirildi. Farkl zararhilardan izole edilen
bakterilerin 6ldurtcu etkisinin daha ylksek oldugu gézlendi.

Her boblge, ekolojik gevre kosullart agisindan kendine 6zgu Ozelliklere sahiptir. Bu
cevre kosullari hem mikroorganizmalar hem de konaklar1 lzerinde degisik seviyelerde
etkili olur. Bir bolgeden izole edilen yiksek olduruct Ozellige sahip olan bakterilerin,
farkli bolgelerdeki etkisi az olabilir veya hi¢ etki gostermeye bilir. Bu Ozellikler goz
oniinde bulunduruldugunda, zararhnin bulundugu bélgeden uygun konaklardan elde edilen
mikrobiyal miicadele etmeni o zararliyla micadele igin en iyi ¢6ziim olabilir. Bu etmenin
bulunabilmesindeki en iyi yol ise zararlinin bakteriyal florasmin arastirilmas: ve elde
edilen izolatlarin zararh Uzerinde test edilmesidir.

Gahsma sonucunda, bocek orjinli yerel bir izolat olan B. Thuringiensis var.
kurstaki’nin 6nemli bir Lepidoptera zararlis1 olan Spodoptera littoralis tizerinde oldukca
etkili oldugu tespit edildi. Ozellikle saks1 denemesi ve farkli besin uygulamasiyla da
etkinligi tescil edildi. Sonraki calismalarda bu etmenin basta S. littoralis olmak uUzere
Lepidoptera zararlilarina kars: bir mikrobiyal miicadele etmenine donistiirme calisiimalart

yapilac



5. SONUCLAR

Bu calisma sonucunda, dinyada ve ulkemizde basta pamuk olmak (zere bir ¢ok

tarim bitkisinde ciddi zararlara yol acan Spodoptera littoralis’in kultire edilebilir

bakteriyal florasi belirlendi. Bakteriyal flora tUyeleri ve farkli zararlilardan izole edilmis

Bacillus turlerinin zararh tzerindeki insektisidal etkileri belirlendi. Calismada ulasilan

sonuclar asagidaki gibi siralanabilir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

S. littoralis larvalardan 10 farkli bakteriyal izolat elde edildi. Bunlarin morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiler 6zelliklerine gore karakterizasyonlari
yapildi ve tanimlanmalar1 gerceklestirildi.

Yapilan karakterizasyon calismalari sonucu, izole edilen bakterilerin 5’1 tlr ve 5°i
de cins seviyesinde tanimlandi. Boylece, S. littoralis’in kiltire edilebilir
bakteriyal florasi Flavobacterium sp. (SLTRB 1), Klebsiella variicola (SLTRB
2), Enterobacter hormaechei (SLTRB 3), Enterobacter sp. (SLTRB 4),
Arthrobacter sp. (SLTRB 5), Klebsiella pneumoniae (STRB 6), Serratia
marcescens (SLTRB 7), Pseudomonas aeruginosa (SLTRB 8), Acinetobacter sp.
(SLTRB 9) ve Staphylococcus sp. (SLTRB 10) olarak belirlendi.

Bakteriyal flora Uyelerinden SLTRB 1 ve SLTRB 6 nolu izolatlarin sirasiyla %
77 ve % 66 oranlariyla zararh (zerinde en yiksek 6lum etkisine sahip olduklari
belirlendi.

Farkli zararhilardan izole edilen ve degisik zararhilar tzerinde ylksek 6lddricu
etkiye sahip oldugu bilinen Bacillus turlerinde Mnd ve BnBt’nin S. littoralis
larvalar1 tizerinde % 100 6ldirticu etkiye sahip olduklar1 belirlendi.

Insektisidal aktivite calismalar1 sonucunda en verimli oldugu belirlenen Mnd
izolatimin Spodoptera littoralis larvalar: izerinde 1,8 x 10%2, 1,8 x 10° , 1,8 x
10° x2 dozlarmin %94 oraninda dldiriicii etki gosterdi.

Mnd kodlu izolatin zararlinin 1, 2, 3 ve 4. evreleri tzerinde 10 giinde sirasiyla
%97, %27, % 97ve %97 6lum etkisine sahip oldugu tespit edildi.

Ayni izolatin  S. littoralis larvalar1 lizerinde 20°C’de %76 ve 30°C’de % 86

oraninda 6ltm etkisi oldugu tespit edilmistir.
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8) Mnd kodlu izolatin farkl: besinlerle uygulamasi sonucunda; fasulye ile %83,
lahana ile %70, pazi ile %63, maydonoz ile %50 ve misir ile %43 oraninda
zararh Gzerinde 61im tespit edildi.

9) Ayni izolatin laboratuar kosullarindaki saksi1 denemelerinde de zararl tzerinde
oldukga etkin oldugu ve bakteri bulastirilmamis marullarin biydk bir kismmin 10
glnluk test suresinde zararhh tarafindan yenildigi ve devaminda bitkinin

porsudugu ve kullanilmaz bir hale geldigi tespit edildi.



6. ONERILER

Bu calismada, Spodoptera littoralis’ten 10 farkl: kiltiire edilebilir bakteri izole edildi

ve bunlarin zararh Gzerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Ayrica, farkli boceklerden

izole edilen yuksek insektisidal etkiye sahip 12 Bacillus tirlndn S. littoralis Uzerindeki

etkileri cesitli testlerle belirlendi. Calismada ulasilan sonuglardan haraketle, gelecek

caligmalara yonelik olarak asagidaki hususlar belirlenmistir.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Elde edilen izolatlarin, benzer ortam ve tarim drdnlerini kullanan baska zararlilar
uzerindeki insektisidal etkileri arastirilabilir.

Insektisidal aktivite testleri yapilirken zararli bocek larvalarina sadece tek bir
izolat uygulandi. Birden fazla izolatin etkisi ayni anda denenebilir.

Yuksek olduricu etkiye sahip olan izolatlarin kararlhiliklar: arttirilabilir.
Labaratuar kosullarinda saglanan yiksek oldirme orani, alan uygulamalariyla
tarla kosullarinda denenebilir.

Yiksek oldiricu etkiye sahip olan izolatlarin mikrobiyal micadele preparatina
dondstirme calismalar: baslatilabilir.

Farkli 6zelliklerdeki mikrobiyal etmenlerin (virus, fungus, protozoa ve nematod
gibi) zararl Uzerindeki etkileri belirlenebilir.

Yiksek olduruct etkiye sahip olan bakterilerin bu aktiviteyi saglayan ozellikleri
molekuler yollarla saflastirilip, arastirilabilir.

Oldiriicii aktivitesi yiiksek izolatin viriilansmni etkileyen biyolojik faktorler

arastirilabilir.
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8. EKLER

Ek 1., Besiyeri, Ayira¢ ve Boyalarin Hazirlanisi

Ek 1. 1., Besiyerlerinin Hazirlamisa

Nisasta Agar: 1g patates nisastasi 10 ml soguk ddH,O’da ¢6zulip 100 ml nutrient
agarla karstir1ldi1 ve otoklavlanarak steril edildi.

Ndtrient Agar (NA): 5 g pepton, 3 g beef extract, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da
¢ozildu; otoklavlanarak steril edildi. Calismada ayrica ticari olarak satilan nutrient agar da
kullanild:.

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

Sabouraud Dextroz Agar: 10 g pepton, 40 g dextroz, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da

Tryptic Soy Agar (TSA): 40 g hazir besiyer 1000 ml ddH,O’da ¢6zuldi;
otoklavlanarak steril edildi.

Ek 1.2., Ayrraclar ve Boyalarnin Hazirlansi

Aseton Alkol: 250 ml % 95’lik etanol ve 250 ml saf aseton karistirilarak hazirland:.

Bakir Sulfat (CuSO4) Solusyonu: 20 g bakir sulfat (CuSO4.5H,0) 80 ml suda
cozllerek hazirlands.

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

Gram lyodu: 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodir (KI) 5 ml ddH,O’da ¢0zildi; Gzerine
250 ml ddH,0 ve 60 ml % 5’lik sodyum bikarbonat (NaHCO3) ilave edildi.

Katalaz Ayiract: Ayirag olarak % 10’luk hidrojen peroksit (H,O,) ¢ozeltisi kullanildi.

Kovak Kimyasah: 5 g p-dimetilaminobenzaldehid 75 ml amilalkolde ¢6zildi ve 25
ml HCI ilave edildi.

Kristal Viyole Boyasi: Bu boya iki ayri soliisyon olarak hazirlanip ardindan ikisi
birbirine karstirildi: 1) 1 g kristal viyole, 10 ml etanol, 90 ml distile su ile karistirildi. 2) 4
g amonyum oksalat ve 400 ml ddH,O karistirildi. Bu iki solisyon daha sonra birbirine
karistirilarak kullanildi.

Malasit Yesili: 5 g malasit yesili 100 ml ddH,O’da c¢ozildl; stzgeg¢ kagidi
yardimyla stiziilerek kullanild.

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

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

Sulfanilik Asit: 8 g stlfalinik asit 1000 ml ve 5 N’lik asetik asit (1 kisim asetik asit:
2,5 kisim distil su) iginde ¢ozilerek hazirland.

Vogus-Proskauer-1 Ayiract: 5 g a-naftol 100 ml’den az absolute alkolde ¢ozuldi ve
100 mI’ye tamamlanip 5 °C’de muhafaza edildi.

Vogus-Proskauer-11 Ayiraci: 40 g KOH hizli bir sekilde 100 ml’den az ddH,O’da
¢ozildu; sogutuldu ve ddH,O ile 100 ml’ye tamamland:; hazirlandiktan 7-8 saat sonra
kullanildi.
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Ek 2., Mc FARLAND Standart Solusyonlan

Mc Farland Standardlar1 bakterilerin 0zelliklerini 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 1x10” ila 1x10® CFU/ml dir.
Barium Chloride, 0,048M solution 0,5 ml

Sulfuric Acid, 0,18M solution99,5 ml

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

1,0 Mc Farland Standardr icerigi

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

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

2,0 Mc Farland Standard: icerigi

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

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

3,0 Mc Farland Standard: icerigi

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

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

4,0 Mc Farland Standard: icerigi

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

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

5,0 Mc Farland Standard: icerigi

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

0O.D. at 625 nm 0,8-1,0



92

Ek 3., Elde Edilen izolatlarin 16S rRNA Gen Siralan

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

TTAGGCTGCGGGAGGCTACACATGACAAGCCGAGGGGTACGATTCTTTCGGGA
ATCTGAGACCGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTATGCAACTTGCCCTACTGAAA
AGGATAGCCCTTCGAAAGGAGGATTAATACTTTATAACAGATTGAATGGCATC
ATTTAATTTTGAAAGATTTATCGCAGTAGGATAGGCATGCGTAAGATTAGTTA
GTTGGAGAGGTAACGGCTCACCAAGACGATGATCTTTAGGGGGCCTGAGAGG
GTGAACCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGAGGAATATTGGACAATGGGTGGAAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGTA
GGACGACTGCCTTATGGGTTGTAAACTACTTTTATCTGGGGATAAACCTACTCA
CGTGTGAGTAGCTGAAGGTACCAGAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAA
AGGGTCCGTAGGCGGATTAATCAGTCAGTGGTGAAATCCCGCAGCTTAACTGT
GGAACTGCCATTGATACTGTTAGTCTTGAGTGATGTTGAAGTGGCTGGAATGT
GTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATTACGCAGAACACCAATTGCGAAGGC
AGGTCACTAAGTATCAACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTTGCTGTTGGG
GTTTCGGCTTCAGTGGCTAAGCGAAAGTTATAAGTATCCCACCTGGGGAGTAC
GTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGC
ATAATGACAGATCTAGAAATAGATTTTTCTTCGGACAGAATGCAAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTAGGTTAAGTCCTGCAACGAGC
GCAACCCCTATCATTAGTTGCCAGCGTTTAAAGACGGGGACTCTAATGAGACT
GCCGGTGCAAACCGCGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCACGGCCCT
TACGTCTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAAGTACAGAGGGCAGCTACTT
GGCAACAAGATGCGAATCTCAAAAACTTATCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCA
ACTCGACTCTATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCATATCAGCCATGATGCG
GTGAATACTGTACCGG

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

CGGCAGCCGGTACCTACGGACGAGTCGAGCGGTAGCCAGAGAGCTTGCTAATC
GGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAG
GGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAA
AGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT
GGTAGGTGAGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGG
ATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
GTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATA
AGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGG
TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTG
GCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTG
GAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGC
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CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTG
GTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGT
GAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAA
CTCAAAGGAGACTGCCAGTGATATACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAA
AGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCC
GGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTAG
ATCAGAATGCTATATGGAATACGTGATCTGA

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

CGTCAGACGGCCTACCACCTGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTG
CTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG
AGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC
AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGA
GGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGT
AAGGTTAATAACCTTGCCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
ACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTC
TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGA
ACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACA
AAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTC
CGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTA
GATCAGAATGCTCGCTGGCTTGAAGTGGATCATT

4 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirast;

ACGGTCGGCGCTACCATACTGGCAAGTCGAGCGGTAACACAGAGAGCTTGCTC
TCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG
AGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC
AAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGA
GGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT
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GTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCGTT
AAGGTTAATAACCTTGGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
ACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCT
GAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAA
CTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAA
AGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCC
GGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGTAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTA
GATCAGAAACCTcGCTTCTAAGAGTTATCA

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

AGCGGGCTGAGGCATACACGTGCAGTCGAACGATGAATCCCAGGCTGGCTCTG
GTGGAGAGTGTCGAAGGGGTGAGTGACGCGTGAGTGGCGGCCCCTGGTTCTGG
GATATGCGGGGGGTACTGGATCTACCACCGAATATGACTGCGGAACGAAGGTA
CTGTGGTGAAATTATTGGGTGTTGGGGGATGGACTCTCGCCGCGGCGGTCCGT
TGGTGAGGTAATGCGTGCACCCGCGGACGCGTGACAGCCAGGGCCGCAGGGT
GATCGGCCACTTCGGTATCGACCCGGAGCCTCCAGAAGGAACTGATGAAGTCC
TCGGGAAGGTTCGCGGATGATCCCGCACCGGCTGCAAGCCACCCAACCGATGG
ACGCCCGCTTTCCCATCACTAACCTCTTCCACAAGAAAATACGAGCATGTCCCA
AAACATCCACAGCAAACCCCTTCCCAATCCCTACCATCCCCAACAAATGTTCA
GACGTGATATCTTTTTCCATAATATATTGGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCAGTT
TGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGAGGCTCAACCTCGGATCTGCGGTGGGTAC
GGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA
AATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATCGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCATT
TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCTAACACGATTAGATACCCTG
GTAGTCCATGCCGTAAACATTGGGCACTAGGTGTGGGGGGACATTCCACGTTT
TCCGCACCATAGCTAACACATAAGTGCCCCGCCAGAGGAGTACGGCCGCGGGEG
CTACAAACTCAAAGGGAGTGGACGGGCGGCCCGCACAAGCGGGCGGAGCATG
CTGAATAATTCGATGCACCCGAACAACCCTAACGAAGGCATGACATACGGCGA
AGGCAGGTCTCTGTGCATTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGA
ACAGGATGAGATACCATGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGCTGTG
GGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCTTGC
GGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGCGGAGCGTGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT
TGACATGTTCCAGACCGGGCTAGAGATAGTCCTTCCCTTCGGGGCTGGTTCACA
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GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCACGTAGTGGTGGGGACTCATG
GGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTG
CGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGG
GTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAA
CGCTGCGGTGAATACGTTCCGTGCAGGATCCCGGCCCGTG

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

CGTCGGACGCCTACCTACTGACAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCT
CGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGA
GGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCA
AAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGC
TGGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAG
GATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTG
TGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATA
AGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGG
TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTG
GCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTG
GAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGLCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTG
GTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGT
GAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAA
CTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAA
AGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCC
GGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAG
ATCAGAATGCTTCATGGTAGAGTTGATCAAGTTATC

7 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasr;

CCGTCCGCGCTTATACACTGTCGAGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTGCTC
CCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG
AGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC
AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGA
GGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGT
GAACTTAATACGTTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC
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TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCTGT
GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
ACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCT
GAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAA
CTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAA
AGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCC
GGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAG
ATCAGAATGTTTATCGGTAATAACGTTAA

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

AGCTGCGGCAGCTAACATAAGGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCT
GGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGG
GATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGT
GGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGA
AGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTT
AATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACC
TGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAAT
TTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTG
GGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTG
ACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGT
AACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAG
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT
GGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTG
CCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCA
GTCTGCAACTCGACTGCGTGTAAGTTCGGNAATCGCTAGTAATCGTGAATCAG
AATGTCTTTGTTAAACTTATCC
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9 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

TAACAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCGGCGGACGGG
TGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGGGA
TGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGC
GCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACC
AAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGG
GGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTA
AAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTCTAGTTAATACCTAGGGATAGTGGA
CGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGG
CTTATTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATA
CTGGTGAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTA
ATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTA
GTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATACTAGAAACTTTC
CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAATCTAGATACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
TTCCTTACTTGCCAGCATTTCGGATGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAA
ACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGG
CTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACACAGCGATGTGAT
GCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC
ATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCTTGCAGCCGTAAGT

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

CCGGGTCACACGTGTACCATCGGCAGTCGAGCGAACAGATGAGAAGCTTGCTT
CTCAGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAG
ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGC
ATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCGC
CGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCG
ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAA
CGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAG
AACAAATTTGTTAGTAACTGAACAAGTCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGA
AGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAA
AGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCT
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TCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATT
AAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ATAATACAAAGGGCAGCGAATCCGCGAGGCCAAGCAAATCCCATAAAATTATT
CTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACTTGTAAGCTGGAATCGCATAC
GTAATCTGCTACATCACGCTACCCTTAGGCTAGAGCTGATCATGTTCAAA
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