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OZET

POECILIMON SIMILIS SIMILIS’IN KULTURE EDILEBILIR BAKTERIYAL FLORASININ
BELIRLENMESI VE MIKROBIYAL MUCADELE ETMENININ ARASTIRILMASI

Hiiseyin TEPE

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali 3
Danigman: Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2011, 69 Sayfa, 16 Sayfa Ek

Poecilimon similis similis’in (Retowski, 1889) (Yesil Cekirge, Tettigoniidae: Orthoptera)
bakteriyal floras1 ve entomopatojenlerinin belirlenerek bu zararliya karsi miicadele etmeninin
arastirmasi amagli yapilan bu ¢aligmada, ilk olarak zararlidan 12 adet bakteriyal izolat ve 1 adet
fungal izolat elde edildi. Bu izolatlardan bakteriyal izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler 6zellikleri, fungusun ise sadece molekiiler dzellikleri belirlendi.

Bakteriyal flora iiyelerinin zararli iizerindeki insektisidal etkileri arastirildi. PSS11 olarak
kodlandirilan ve Serratia marcescens oldugu saptanan izolatin 5. giinde zararl {izerinde %100°lik
6liim etkisine sahip oldugu tespit edildi. PSS5 olarak kodlandirilan izolatin ise yapilan kimyasal
testler ve 16S rRNA analiz sonuglarinin NCBI genom veri tabaninda bulunmamasi nedeni ile yeni
tiir olma ihtimali bulunmaktadir.

Sonraki ¢aligmalarda bu izolatin uygun bir formiilasyonda Poecilimon similis similis’in ve
benzer Poecilimon ve Isophya cinslerindeki =zararli yesilgekirgelere karsi uygulanmasi

planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Poecilimon similis similis, Yesil ¢ekirge, bakteriyal flora, Mikrobiyal
miicadele, Serratia marcescens, Beaveria bassiana
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Master Thesis
SUMMARY

DETERMINATION OF THE CULTURABLE BACTERIAL FLORA OF POECILIMON
SIMILIS SIMILIS AND INVESTIGATION OF ITS MICROBIAL CONTROL AGENT

Hiiseyin TEPE

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Remziye NALCACIOGLU
2011, 69 Pages, 16 Pages Appendix

The purpose of this study is to investigate the fight against the pest Poecilimon similis
similis (Retowski, 1889) (Green Grasshopper, Tettigoniidae: Orthoptera) by determining it's
bacterial flora and entomopathogens. At first, twelve bacterial isolate and one fungal isolate were
obtained from the pest. The morphological, physiological, biochemical and molecular features of
the bacretial isolates and molecular feature of the fungal isolate were determined.

The insecticidal effects of the members of bacterial flora on the pest were investigated. It is
found that Serratia marcescens isolate which was coded as PSS11 have a 100 % fetal effect on the
pest within 5 days. The isolate PSS5 is likely to be a new species because the results of
biochemical tests and 16S rRNA analysis of the isolate could not be found on NCBI genome
database.

This isolate can be used to control the harmful green grasshoppers which could be found on

Poecilimon similis similis and Pocelimon and Isophya species.

Key Words: Poecilimon similis similis, green grasshopper,bacteriyal flora, microbial control,
Serratia marcescens, Beaveria bassiana
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bugiin diinyamizda hizli niifus artisina karsin besin yetersizligi en Onemli
problemlerdendir. Bu hizli niifus artisina miikabil yerlesim yerlerinin ve sanayinin artmasi
ile birlikte tarim arazileri de olduk¢a daralmistir. Bu yanlis ve kontrolsiiz sanayilesme ve
yerlesmenin tarimda olusturdugu engelleri miitakiben mevcut tarim yerlerine boéceklerin
zararlarinin da eklenmesi besin a¢iginin daha da biiylimesine neden olmaktadir. Tiim bu
sartlar altinda besin tretiminin Oniindeki engelleri kaldirmak ya da en az seviyelere
indirmek en 6nemli konulardan birisi haline gelmektedir.

Insanlar yerkiiremizdeki tiim canlilarla ilgilendigi gibi boceklerle de yakindan
ilgilenmislerdir. Bocekler diinya iizerinde oldukc¢a genis bir alana yayilmis durumdadir.
Tanimlanan hayvan tiirleri igerisinde en fazla tiir sayisina sahip canli grubudur.

Bocekler, omurgasiz organizmalar (Invertebrata) olup, canlilar diinyasinin
Animalia alemi altinda bulunan, Arthropoda filumunun Hexapoda alt filumuna ait Insecta
siifi igerisinde yer alir. Diinyada tanimi yapilan hayvan tiirlerinin % 97 sini bocekler
olusturmaktadir. Dogada yasayan boceklerin % 99,5’inin insanlar i¢in faydali oldugu
bilinmektedir. Bilinen yaklasik 1 milyon 300 bin bocekten sadece % 0,5’1 doga ve insana
zarar vermektedir (Demirbag vd., 2008).

Boceklerin dogaya ve insanlara ¢ok c¢esitli faydalar vardir. Soyle ki, bocekler dogal
ortamda polen taginimina yardimeci olarak tozlagsmayi gergeklestirirler. Boylece c¢icekli
bitkilerde meyve ve tohum olusumunu saglarlar. Tabiatta 6lmiis ya da 6lmekte olan
organizmalar1 ve organik maddeleri kisa siirede ayristirarak, ortamin temizlenmesini ve
topragin daha verimli olmasini saglarlar. Bazi bocekler, baska bocekleri yerdiklerinden
dolay1 biyolojik miicadele materyali olarak kullanilirlar. Eskiden Cin’de kangren yaralarini
iyilestirmek icin bir ¢esit sinek larvalarinin kullanildig1 belirtilmektedir. Her bir bocek tiirii
tabiatta dogal denge ve besin zinciri i¢inde yer alirlar. Boceklerin en onemli faydalari ise
baz tiirlerin {irtinlerini (bal ve ipek gibi) insanlara dogrudan sunmalaridir (Demirbag vd.,

2008).



Dogada bircok zararli bocek tiirleri bulunmaktadir. Bu tiirler, o6zellikle {iirtin
kayiplarina sebep olmakta ve insan ve hayvan saglig1 yoniinden tehlike olusturmaktadir.
Diinyada iiretilen meyve, sebze, tahil, yas veya kuru her tiirlii gida maddelerinin, sanayi
hammaddelerinin ve depolanmis tirtinlerin, kiirk, deri ve kumas gibi maddelerin her yil
yaklasik %15-20°si boceklerden zarar gérmekte ve kullanilmaz hale gelmektedir. Bu
Zararlarin ekonomik karsilifi da yilda yaklasik olarak 7-10 milyar dolar civarindadir.
Ayrica bocekler viriis, bakteri, ve mantar hastaliklarinin sebep oldugu tifo, veba, sitma gibi
hastaliklar1 da yaymaktadir. Ancak, bunlar mevcut boceklerin ¢ok kiiclik bir oranini
olusturmaktadir (Demirbag ve vd., 2008).

Kelebekler, yusufcuklar ve kinkanathilarin belirli tiirleri, ¢ok giizel goriiniimlere
sahip olduklarindan 6zellikle koleksiyoncular tarafindan aranmaktadirlar. Bal arilarinin
balindan, ipek bdoceginin ipeginden, bazi kabuklu bitlerin boyasindan yaralanilirken
bazilar1 da denek hayvani olarak kullanilmaktadirlar. Buna ragmen birgok tiir 6zelliklede
cekirgeler, hamam bdocekleri, yarim kanatlilar, giiveler, karincalar, kinkanatlilar, termitler,
bitler, pireler, tahtakurulari, sinekler gibi toplam 10.000 kadar tiir insanlar i¢in gergek bir
sorun olusturmaktadir (Demirsoy, 1992).

Tiirkiye, Asya ve Avrupa kitalarimi birlestiren dogal bir koprii 6zelliginde
oldugundan, her iki kitaya ait bocek faunasinin biiyiik bir boliimiine sahiptir. Cografik
pozisyonu, kisa mesafelerde degisen iklimi ve ilging topografyasi iilkemize oldukg¢a farkli
ekosistemler ve habitatlar kazandirmis, dolayisiyla zengin bir bocek faunasinin ortaya
¢ikmasina neden olmustur. Bu fauna igerisinde Orthoptera tiirleri de 6nemli bir grubu
olusturmaktadirlar. Orthoptera, tiir sayis1t bakimindan zengin olmasiin yani sira zararl

tiirlere sahip olmasi nedeniyle de 6nemli bir takimdir (Lodos, 1983).

1.2. Orthoptera (Cekirgeler) Takim ve Zararlari

Orthoptera takimi (Cekirgeler) 24 binden fazla tiirii ile bocekler igerisinde tiir sayisi
bakimindan oldukg¢a zengin bir gruptur (Eades ve Otte, 2008). Ulkemizde 600’den fazla
bilinen tiir sayist ile iizerinde iyi ¢alisilmis bocek takimlarindan biridir (Unal, 2003).

Cekirgeler polifag’dirlar, hemen hemen biitiin bitkileri, kabuk veya kuru odun ve
hatta taslar1 yerler. Hareket kabiliyetleri bakimindan onlarla hi¢ bir bocek rekabet edemez.

Cekirgelerin stirtiler halinde yiizlerce mil gog ettigi ve yollar1 tizerindeki her tiirlii bitki



ortiistinii yiyerek genis bir alanin tahribine sebep olduklari bulunmustur. Cekirgelerle
miicadele i¢in, bocek oldiiriicii ilaglarin ve diger tedbirlerin kullanilmas1 konusunda bir¢ok
deneysel ¢alisma yapilmalidir (Demirsoy, 1992).

Bu takima ait baz tiirler siiriiler halinde uzun mesafelere ugarak go¢ edebilirler. Bu
gocler esnasinda konakladiklart yerlerde ozellikle kiiltiir bitkilerine yiiksek oranda zarar
verirler. Nitekim insanlik tarihinin ilk dénemlerinden itibaren biiyiik zararlara, aclik ve
goclere yol agmislardir (Canakcioglu, 1993). Ulkemizde 6zellikle 1950’ 1i yillarda son
derece zararli populasyonlar olusturan cesitli Orthoptera tiirleri, genis ¢apli miicadele
programlarinin uygulanmasina sebep olmustur. Ulkemizin Orthoptera faunasmin tespiti ile
ilgili ¢esitli arastirmacilar tarafindan bir¢cok ¢alisma gergeklestirilmistir (Demirsoy, 1975;
Karabag vd., 1971; 1974; 1980; Glimiissuyu, 1981; Ciplak ve Demirsoy, 1996; Ciplak vd.,
1996; Ciplak, 2003; Kovanci vd., 2003). Bu nedenle iilkemizde en iyi calisilmis bocek
takimlarindan biri de Orthoptera takimidir.

Cekirgelerin insan ve bitkilerde yaptiklar1 zarar tahmin edilemeyecek kadar
biiyiiktiir. Kaba bir tahminle diinyadaki mahsuliin 1/3 i bu hayvanlar tarafindan yok
edilmektedir denilebilir. Ornegin bir gekirge siiriisii 2 milyar bireyden olusabilir ve 3.000
ton kadar agirliga ulasabilir. Bu rakam bazen 50.000 tona kadar yiikselebilir. Korkung
biliytime yetenekleri vardir. Salgin hastaliklarin mikroplarini tasidiklari i¢in bitkilerin yani
sira insanlar1 da biiyiik 6l¢iide tehdit ederler. Siiriiniin boyutlar1 tahminin 6tesindedir; 5 ila
12 km?’lik bir alan1 kaplayan bir siirii yaklagik 700 milyon-2 milyar hayvan igerir (1.000-
3.000 tonluk bir kitle). Bu her hektara 2,5 ton ¢ekirge demektir. Bununla birlikte 250
km®lik bir alana yayilmis 35 milyar bireyden olusmus 50.000 tonluk siiriilerde
gozlenmistir (Demirsoy, 1992).

Eger bir larvanin son deri degistirmesine kadar erginin viicut agirliginin 10 misli
bitkisel besin yedigi diistiniiliirse, orta biiytikliikteki bir siirtiniin sadece genglik evrelerinde
20.000 ton yedigi hemen anlasilabilir. Ergin evrede de bu miktarin 2 misli kullanilir.
Ayrica hayvanlar bitkiyi 1sirarak kopardiklarindan, bitkinin biiyiik bir kismi da besin
olmadan yere diiserek yitirilir (Demirsoy, 1992).

Bir ¢ekirgenin giinde kendi agirligi kadar gidayi yiyebilecegi, 40 milyarlik bir
cekirge stiriisiiniin ortalama 80 bin ton agirliginda oldugu ve bu yiizden giinde yaklasik 80
bin ton musir1 tiikketebilecegi ve bunun da 40 bin insanin bir yillik yiyecegi oldugu

distiniildiigiinde, netice tiiyler tirperticidir (Deniz, 1993).



1.3. Cekirgelerin Olusturduklar: Salginlar

Cekirgeler diinyadaki sicak-yar1 kurak bolgelerde onemli zararlar Olusturan
boceklerdir. Locusta migratoria manilensis gecmis birkag yilda salginlar olusturarak ciddi
zararlar vermistir (Wright, 1986; Showler, 1995; Latchininsky, 2001; Huang ve Zhu, 2001;
Scanlan vd., 2001).

Colgekirgesi (Schistocerca gregaria Forsk) Afrika'nin Moritanya, Mali, Nijer, Cad,
Sudan, Etiyopya, Somali, Arabistan Yarimadasi’'nin hemen tamami, Iran ve Pakistan'in
giineyi ile Hindistan'in giiney batisinda cogalmakta ve buralardan dogu, bat1 ve kuzeye go¢
ederek biiyiik salgmlar yapmaktadir. Ulkemiz de 1865, 1878,1890, 1902, 1915, 1928,
1930, 1931, 1945, 1953, 1958, 1960 ve 1962 yillarinda bu salginlara maruz kalmistir
(Uvarov, 1977; Lodos, 1983; Ozbek, 1989). Bu salginlarin etkisiyledir ki, Cumhuriyet'in
ilk yillarinda (1926) "Cekirge Kanunu" adiyla bir kanun ¢ikarilmistir (Ozbek ve Yildirim,
1994).

Ulkemizdeki yerli ¢ekirge tiirleri de yer yer salgmlar yapmakta ve kisa mesafelere
de olsa gocler meydana getirmektedirler. Bati Anadolu'da yaygin olan ve verdigi zarar
yoniinden ¢ekirge tiirleri arasinda ilk siray1 alan Dociostaurus maroccanus Thunb. (Fas
Cekirgesi) (Balamir, 1956; Lodos, 1983) bu énemini giiniimiizde de korumaktadir. Ozbek
ve Yildirim (1994)’e gore bu tirtin tilkemizde 1833, 1861, 1865, 1875, 1881, 1904, 1927
ve 1931 yillarinda salginlar yaptigin1 ve 6nemli kayiplara neden oldugunu belirtmektedir.
Hatta D. maroccanus ve muhtemelen diger bazi ¢ekirge tiirlerinin meydana getirdikleri
kayiplar nedeniyle Tarim Bakanligi tiilkemizdeki c¢ekirge sorununu bilimsel olarak
arastirmak amaciyla 1931 yili temmuz ve agustos aylarinda Rus arastirict Akridoloji
biliminin kurucusu Uvarov'u Tiirkiye'ye davet etmistir (Uvarov, 1932).

Dogu Anadolu Boélgesi'nde 6zellikle de Erzurum, Kars ve Agr1 yaylalarinda yaygin
olarak bulunan Calliptamus italicus (L. 1758) ekolojik kosullarin bu bocegin gelismesi i¢in
elverisli oldugu yillarda epidemi yapmaktadir. Nitekim, 1978-1982 yillar1 arasinda Kars'n
Selim ilgesinde 5 yil siire ile bu ¢ekirgeye karsi ilag atilmasi mecburiyeti hasil olmustur.
Hatta 1981'de epidemi alani ¢ok daha genislemis Selim'e ek olarak Sarikamis ve Kars'in
baz1 koylerinde de ilaglama yapilmistir. Ayni tiir Erzurum'un Dumlu daglarinda 1982
yilinda yiliksek populasyon olusturmus ve ila¢ atilmasimni zorunlu kilmistir. 1992

Temmuz'unda ise Ilica (Erzurum)'ya bagli Ovacik beldesinin Ahircik Koyl yaylasinda



epidemi olmus; koyliler yaylaya ¢iktiklart i¢in ila¢ atilmasi mahsurlu bulunmustur. Bu
arada siddetli dolu diismesi, populasyonun onemli derecede azalmasina sebep olmustur
(Ozbek, 1989).

Ulkemizde son 5 yilda Corum, Ankara, Amasya, Ordu, Karabiik, Erzincan,
Gumiishane, Balikesir, Agri, Aydin ve Bingol’de yesilcekirgeler (Poecelimon sp. ve
Isophya sp.) genis alanlarda ¢ekirge istilalar1 olmus ve Il Tarim Miidiirliiklerince bunlara
kars1 kimyasallar kullanilarak miicadele ¢aligmalar1 yapilmaistir.

Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii’niin resmi internet sitesinde ki Zirai
Miicadele Rehberi’nde zararli ¢ekirgeler Dociostaurus maroccanus (Fas c¢ekirgesi),
Locusta  migratoria (Madrap  ¢ekirgesi), Pararcyptera labiata (Gudik ¢ekirge),
Calliptamus  italicus (italyan cekirgesi), Platycleis intermedia (Kiligh — Cekirge),
Melanogryllus desertus (Kara Cekirge), Oecanthus pellucens (Bag Horozcugu), Isophya
spp. (Yesil Cekirgeler), Poecilimon spp. (Yesil Cekirgeler) olarak belirlenmistir (URL11).

1.4. Cekirgelerin Sistematigi

1.4.1. Orthoptera (Arthropoda: Hexapoda): Diiz Kanathlar

Cekirgelerin siniflandirilmasina gesitli kaynaklarda farkliliklar mevcuttur. Asagida

ki siniflandirma Demirsoy (1992)’a ait siniflandirmadir.

Takim: Orthoptera (Cekirgeler),
Alt takim: Ensifera (Uzun antenli ¢ekirgeler): Antenleri, daima viicutlarindan daha
uzundur. Ses ¢ikarma organi {ist kanadin kaide kismina yakin konumlanmastir.
Familya: Gryllidae (Karagekirgeleri, Circirbocekleri)
Familya: Gryllotalpidae (Danaburunlari)
Familya: Tettigonide (Cayir ¢ekirgeleri, Ot ¢ekirgeleri, Yesilgekirgeler,)
Familya: Rhaphidophoridae (Kambur ¢ekirgeler, magara ¢ekirgeleri)
Familya: Gryllacrididae (Kozali ¢ekirgeler)
Alt takim: Caelifera (Kisa antenli ¢ekirgeler): Antenler kisa ve iplik seklindedir.
Ses ¢ikarma tist kanatlarin siirtiilmesiyle olmaz..
Familya: Acrididae (Tarla ¢ekirgeleri, Kir ¢ekirgeleri)

Familya: Tridactylidae (sucul ¢ekirgeler, ciicedanaburunlari)



Familya: Pyrgomorphidae (Konik baslilar)

Familya: Tetrigidae (Bataklik ¢ekirgeleri, bodur ¢ekirgeler)
Familya: Pamphagidae (Hantal ¢ekirgeler)

Familya: Cylindrachetidae

Familya: Pneumoriade

Familya: Proscopiidae

1.4.2. Familya: Tettigonide (Cayir ¢ekirgeleri)

Tettigonidae familyasi, Orthoptera takiminin Ensifera alt takimi igerisinde yer
almaktadir. Antartika disinda biitiin kitalarda, tropikal ormanlardan (Heller, 1995)
turbaliklara ve aga¢ seviyesinin ¢ok listiinde mevcut olan alpin zonlara kadar ¢ok farkl
habitatlarda goriilmektedirler. Cogu cayir ¢ekirgesi omnivor olup bitkiler, lesler ve zaman
zaman avladiklar1 kii¢iik canlilar {izerinden beslenirler. Bunlarin arasinda polen {izerinden
beslenen Zaprochilinae ve karnivor Saginae gibi, belirli besine 6zellesmis gruplar vardir.
Cayir cekirgelerinin beslenme aktiviteleri ekinlere zarar verebilir, fakat populasyon
seviyeleri diisiik oldugunda 6nemli ekonomik zararlar1 yoktur. Istisna olarak: Tettigoniinae
ve Conocephaline gosterilebilir (Jago, 1997; Mbata, 1992). Ozellikle bunlarin siirii
olusturan tiirleri potansiyel zaralilardir. Ornek olarak biiyiik siiriiler seklinde go¢ eden
Kuzey Amerika’nin ugamayan Mormon cekirgesi (Anabrus simplex) verilebilir (Saglam,
2004; Mert, 2008). Cekirgelerin insanlar tizerindeki olumlu etkileri arasinda ise, bazi
tiirlerinin insanlar i¢in besin teskil etmesi ve 6zellikle Cin gibi iilkelerde “Sarki soyleyen
ev hayvan1” olarak satilmasi sayilabilir (Gywnne, 2001).

Tettigonidae familyas1 tiyeleri, 6 familya iceren Tettigonioidea st familyasi
icerisinde yer alir (Tablo 1). Biitiin Tettigoniidae {iyelerinde ortak olan baslica karakterler;
kilig seklini almis bir ovipozitoriin varligt ve olduk¢a biiyiik ve yenilebilir olan
spermatofor {iretimidir. Tettigoniidae tiyeleri, belki de en ¢ok, erkeklerin tegminal
stridiilasyon yoluyla ¢ikarttiklar1 ¢agri sesleri ve on tibia dirseginin hemen altinda bulunan
ses organlar ile bilinirler. Fakat bu karakterler sadece Tettigoniidae tiyelerine 6zgi

olmayip, Gryllidae ve Gryllotalpidae gibi baska familyalarda da bulunur (Gwynne, 2001).



Tablo 1. Orthoptera takimina ait Ensifera alt takimi icerisinde yer alan iki biiyiik tist
familya ve familyalar (Gwynne, 2001).

Tettigonioidea Grylloidea
Haglidae Gryllidae
Tettigonidae Gryllotalpidae
Stenopelmatidae Mogoplistidae
Cooloolidae Schizodactylidae
Gryllacrididae

Rhaphidophoridae

Giintimiizde 1070 genus icerisinde yer alan 6000 yasayan tiir ile temsil edilen (Otte,
1997) bu grup iilkemizde “cayircekirgesi” olarak adlandirilmaktadirlar. Tettigoniidae
icerisinde yer alan alt familyalarin listesi tablo 1’de verilmistir.

Bu cizelgede goriildiigii gibi Tettigoniidae familyas1 icerisindeki en zengin grup,
diinya tizerine yayilmis 2000 civarinda tiir ile temsil edilen ve bu tezde bakteriyal florasi
calisilan Poecilimon similis’in de i¢inde bulundugu Phaneropterinae alt familyasidir

(Tablo2).

Tablo 2. Tettigoniidae familyasina ait alt familyalar ve icerdikleri tiir sayilar1 (Otte,

1997).
Alt Familya Tiir Sayisi
Austrosaginae 33
Bradyporinae 56
Conocephalinae 962
Hetrodinae 77
Lipotactinae 25
Listroscelidinae 50
Meconematinae 445

Meconopodinae 159



Tablo 2’nin Devami

Microtettigonidae 2
Phaneropterinae 2.013
Phasmodinae 2
Phyllophorinae 69
Pseudophyllinae 1.051
Saginae 50
Tettigoniinae 868
Tympanophorinae 7
Zaprochilinae 18

Cayir cekirgeleri diinya geneline yayilmis bir gruptur. Aym1 zamanda ¢ok ciddi
yiikselti farkliligi bulunan bolgelere de yayilmis durumdadirlar. Oyle ki Antarktika
haricindeki tiim kitalarda bulunan bu hayvanlar, tropikal alanlardan ¢ok yiikseklerdeki
alpin zonlara kadar dagilmis durumdadirlar (Heller, 1995). Ancak yayilim alani ile
kurduklar1 asil o6nemli iliski vejetasyonu bir mikrohabitat olarak etkin bicimde
kullanmalaridir. Oyle ki kanatlari, yapraklar (Nickle and Castner, 1995) ya da dallar: taklit
eden pek ¢ok kriptik tiir bilinmektedir.

Tettigonide familyas1 genuslar1 (Tablo3) cogunlukla yesil renkte olmakla birlikte
degisik renkte olanlar1 vardir. Antenleri kil seklinde ve uzundur. Tympanal organ vardir ve
1. ¢ift bacagin tibiasinda yer alir. Bu familyadaki tiirler kendilerine 6zgii bir ses ¢ikarirlar.
Tegmina arka kanatlar bazi tiirlerde gelismis, bazilarinda ise kisalmis ve nadiren de
gelismemistir. Ovipozitorleri gelismis olarak bulunur, bazi tiirlerde viicuttan uzundur.
Yumurtalarinin tek tek birakirlar. Bazi tiirler yumurtalarini bitki dokularinda actiklari
yariklara, bazilar1 ise topraga dizerler veya topraga birakirlar. Cogunlukla bitkiler ile

beslenmekle birlikte predatorleri de vardir (Ecevit, 2007).



Tablo 3: Tettigonide familyasinda bulunana baz1 cinsler asagida verilmistir (Ecevit,
2007).

Genus: Leptophyes sp.
Genus: Tylopsis sp.
Genus: Tettigonia sp.
Genus: Platycless sp.
Genus: Decticus sp.
Genus: Medecticus sp.
Genus: Isophya sp.

Genus: Poecilimon sp.

1.4.3. Genus: Poecilimon (Fischer, 1854)

Poecilimon (Orthoptera, Tettigoniidae) cinsi, yaklasik 140 tiir ile Phaneropterinae
alt familyas: igerisindeki en zengin cinslerden biridir. Bu takson tip ©rnegi olarak
Barbitistes jonicus Fieber (Poecilimon jonicus jonicus) kullanilarak, Fischer tarafindan
1853 yilinda adlandirilmistir. 70 den fazla tiirli Anadolu’da yasamaktadir. Bunlarin ¢ogu
Anadolu’ya endemiktir ve Tiirkiye’nin bati ve kuzey-batisinda yasamaktadir. Endemik
tirlerin bazilart Anadolu ile Yunanistan1 birbirine baglayacak Ege adalarinda bulunur,
diger alanlarda Poecelimon tiirleri yiiksek oranda gesitlilik gosterirler. Bu tiirler ¢ali bitki
ortiisiinde, igne yaprakli ormanlarin agik kenarlarinda ya da deniz seviyesinde olan orman
stnirmin yukarisindaki agik alanlarda yasarlar. Genellikle Isophya cinsi gibi yesil renklidir,
hepsinde kisa kanatlar mevcuttur. Cogu Pocelimon tiirii, erkek bireylerindeki “cerci”
yapist ile kolaylikla ayirt edilebilir (URL7). Ulkemizde bu gruptaki canlilarin teshis edilip
bilim diinyasina kazandirilmasinda, basta Prof. Dr. Tevfik Karabag (18 tiir), Do¢. Dr.
Mustafa UNAL (12 tiir) ve Dog. Dr. Hasan Sevgili’nin katkilar biiyiiktiir (URLS ve Mert,
2008).
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1.4.4. Poecilimon similis similis (Retowski, 1889)’in sistematik durumu ve teshis

karakterleri

Takim : Orthoptera
Alt Takim : Ensifera
Ust Familya : Tettigonioidea
Familya : Tettigoniidae
Alt Familya : Phaneropterina
Genus : Poecilimon Fischer, 1854
Tir : Poecilimon similis
Poecilimon similis similis Retowski, 1889

Poecilimon similis richteri Ramme, 1933

Poecilimon tiirlerini ayirt etmek i¢in kullanilan diagnostik karakterler, morfolojide
goriilen kiigtik farkliliklara dayanir. Kullanilan morfolojik karakterler arasinda en
Oonemlileri pronotum, tegmina, erkek serkuslar1 ve subgenital plakasi, disi subgenital
plakasi ve ovipozitordiir (Bei-Bienko, 1965; Salman, 1978).

Poecilimon cinsinde viicut rengi yesilin tonlarindadir. Ovipositor ventralde daima
diiz, yalniz u¢ kisimda yukar1 dogru kivrik ve dislidir. Vertexin fastigiumu antenin birinci
segmentinden dar ve antenler viicuttan ¢ok uzundur. Bu genel 6zelikler P.similis i¢in de
gecerli olmakla birlikte, genel renk yesil, kirli yesil ve kizilims: yesil olabilmektedir. Bu
calismada da belirtildigi gibi P.similis’in erkeklerinde pronotum orta kisimda konkav
(icbiikey), disilerde ise silindiriktir (Salman, 1978).

Biitiin Tettigoniidae iiyelerinde ortak olan baslica karakterler; kili¢ seklini almig bir
ovipozitorun varlig1 ve oldukc¢a biiyiik ve yenebilir olan spermatofor tiretimidir (Sekill).
Tettigoniidae {iyeleri, belki de en cok, erkeklerin tegminal stridulasyon yoluyla cikarttiklar
cagr1 sesleri ve on tibia dirseginin hemen altinda bulunan ses organlari ile bilinirler

(Saglam, 2004).
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Sekil 1. Bir Tettigoniidae iiyesi ¢ekirgenin lirettigi
spermatofuru yerken goriinttisii (URL1).

1.5. Cekirgelerin Biyolojisi

1.5.1. Cekirgelerde Ciftlesme Davranislary, Ovipozisyon ve Hayat Dongiisii

Nispeten biitiin cayir ¢ekirgelerinde ¢iftlesme, erkeklerin 6tme sesleri ile baslatilir.
Kanatlar havaya kaldirilir ve sag tegmende bulunan dorsal tarak, sol tegmenin alt kisminda
bulunan bir ¢izgiye siirtiiliir. Cogu tiirlerde disiler fonotaksis yoluyla erkeklere cevap
verirken, bazi disiler de erkeklere akustik olarak cevap verebilirler. Akustik cevap veren
disiler, erkeklerden farkli “tegminal” mekanizmalar kullanarak bu sesleri c¢ikartirlar
(Gywnne, 2001).

Ensifera alt takiminda erkekler tarafindan 6tme ile cezbedilen disilerin ¢ogu,
ciftlesme sirasinda aktif rol oynar. Caelifera alt takimma gore en biiyiik fark, ciftlesme
sirasinda erkeklerin disinin altinda bulunmasi1 ya da bundan tliremis bir kopulasyon
konumunu almasidir. Disi, ya erkekler tarafindan ¢ikarilan miizik ile ya da 6n abdomen
segmentinden veya arka gogus segmentinden disariya agilan deri bezlerinin salgilari ile
cezbedilir. Bu madde disiler tarafindan zevkle yalanir ya da kemirilir, Caelifera alt
takiminin aksine ¢iftlesme ¢cogunluk aksam vakitleri meydana gelir ve ancak bir ka¢ dakika
stirer (Saglam, 2004).

Déllenen disi, bitki dokularinin i¢ine veya topraga yumurtlar. Ensifera’da yumurta
degisik sekillerde birakilir. Kuvvetli, kili¢ seklinde ovipozitoru olanlar genellikle topraga
yumurta birakirlar (Tettigoniidae, Decticinae, Saginae, Ephippigerinae, Rhaphidophoridae
ve bir cok Gryllidae) (Saglam, 2004).



Bir defada birakilan yumurta sayisi, cayir¢ekirgelerinin ayni tiiriiniin bireyleri
arasinda dahi degisir. Bir disi, ¢ok defa haftalar siiren bir zaman siireci icerisinde, farkl
kulugka yerlerine farkli sayida yumurta birakilabilir. Tettigoniidae liyeleri tarafindan
birakilan yumurta sayisi, genellikle 150-200 arasinda degisir ve yumurtalar Caelifera alt
takimina ait tiirlerin aksine, kopiiksii bir kilif igcerisinde yer almazlar (Gywnne, 2001).

Tettigoniidae bireylerinde kislama, yumurta seklinde gergeklestirilir. Daglik ve
soguk bolgelerde yasayan tiirler i¢in en yaygin hayat dongiisii yilda bir nesildir (Gywnne,
2001). Cekirgelerin yasam dongiisii 5 nimf evresi ve ergin evresi olmak {izere 6 yasam

evresinden olusur (Sekil2).

§ a 2. Evre

1. Ewvre

Yumurta

Sekil 2. Cekirgelerde hayat dongiisii (URL2).

Bazi tilirlerde yumurtalarin birakildigi mevsime gore diyapoz suresi 2 yila
cikabilirken, bir¢ok tiirde, bir soguk dénem diyapoz altinda olan yumurtalarin agilmasi icin
yeterlidir (Ingrish, 1984). Daha sicak iklimlerde iki kere ovipozisyon goriilebilir, yani i¢
ice gecmis iki kusak olabilir (Ando, 1991) ya da hayat dongiisiiniin tiim evrelerinin tiim yil
boyunca goriildiigii stirekli cakisan kusaklar gozlenebilir (Saglam, 2004).

Yilmaz (2010) tarafindan yapilan bir ¢calisma da bir Tettigoniidae (Orthoptera) tiirii

olan Poecilimon cervus (Karabag) yumurta yapisi incelenmis. Yumurtalar ortalama 3.4x1.3
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mm boyutunda ve bilateral simetri gosteren uzamis oval yapidadir. Yumurtanin tizerinde
yer yer hafifce belirgin koryonik ¢okgen deseni bulunur. Yumurtanin posteriyor kutbu
yakininda bulunan mikropil bolgesinde 9-18 mikropil acikligt yer alir (Sekil3).
Yumurtanin anteriyor kutbundan posteriyor kutbuna dogru uzanan bir kaburga yapisi

mikropil bolgesi hari¢ tiim yumurtayi bir kusak seklinde sarar (Y1lmaz, 2010).

ekil 3: Cekirgenin kutikulas1 diseksiyon ile agildiktan sonra
kil 3: Cekirgenin kutikulasi diseksiyon il 1dik
yumurtalarinin, genel goriintiisii (URL3) ve binokiiler

mikroskobundaki goriiniimii.

Yumurta agilimi genellikle safak vakti gergeklesir ve bunun fotoperiyot tarafindan
tetiklendigi diistiniilmektedir (Reinhold, 1998). Nimfler, erginlerin kiiciik ve kanatsiz
formlaridir (Sekil4). Tettigoniidae bireylerinin nimfleri erginlige ulasmadan 6nce, tiire

bagli olarak, 4 ila 9 kez deri degistirirler (Gywnne, 2001).

Yaklasthhafta
C 22 G)

Yetiskin Evre

Sekil 4: Cekirgelerin yumurtadan ¢iktiktan sonraki nimf evresi (URLA4).
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Nimfler her deri degistirmede vucutlarin1 boyca yaklasik 1/4 oraninda biiyiitiir ve
gittikge daha ¢ok ergine benzerler. Nimf evresinin gelisme siiresi sicakliga baglidir. Bu
yiizden bu gelisme evresi biiyiik 6l¢tide degisiklik gosterebilir. Son deri degistirme, ergin
deri degisimidir (Sekil5). Bu evrede, kanatlarin sertlesmesi i¢in biraz daha uzun zamana
ihtiyag duyulur. Erkekler cok defa kopulasyon organi sertlesir sertlesmez ciftlesme

yetenegi kazanmalarma karsin, disilerin erginlesmesi daha uzun siire alir (Demirsoy,

1999).
b § ‘ .y
A AW N

Sekil 5: Cekirgelerin tiim hayat evresi goriintiisii, yumurta evresi, nimf
evresi (L1,L2,L.3,1.4,L5) ve yetiskin ¢ekirge (URLYS).

1.6. Cekirgelerle Miicadele

1.6.1. Kiiltiirel Onlemler

Toplu haldeki yumurtlama yerlerinin siiriilerek yumurtalarin yok edilmesi yontemi,

cekirge yogunlugunu azaltmak yoniinden faydali olabilir.

1.6.2. Kimyasal Miicadele

Rezervasyon alanlarinda zararli ¢ekirge nimflerinin goriilmeye baslamasindan ve

yapilan siirveylerle uygun yogunlugun saptanmasindan sonra derhal ilagli miicadeleye
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gecilir. Cekirgeler bu donemlerde toplu halde ve daha az hareketlidirler. Yumurta ag¢ilimu,
iklim kosullar1 ile ilgili olarak durakliyor ve tekrar bashiyorsa, arazide goézlem ve
kontrollere devam edilmeli, gerekirse bu alanlar tekrar ilaglanmalidir. Genellikle kimyasal
miicadele Fas, Giidiik ve Yesilcekirgelere karsi Nisan'da, Karacekirge ve Italyan
cekirgesine Mayis’ta, Madrap Cekirgesinin 2. donem nimflerine temmuz'da baslatilabilir.
Ancak miicadele cografi bolgelere ve iklim faktorlerine bagl olarak daha once veya daha
ileri bir tarihte de olabilir (Bagci, 2007).

Zararl cekirgeler (Orthoptera: Acrididae, Catantopidae, Tettigoniidae, Gryllidae)'e

karsi tavsiye edilen kimyasal ilaglar Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Zararli Cekirgeler (Orthoptera: Acrididae, Catantopidae, Tettigoniidae,
Gryllidae)'e Kars1 Tavsiye Edilen Ilaglar (Bagci, 2007; Ecevit, 2007).

Etkili maddenin Formiilasyonu Dozu (Preparat)
ad1 ve orani Dekara (Nimf) Dekara (Ergin)
Parathion Methyl 360 g/1 | Em. 100 ml
Malathion 190 g/1 E.C. 900 ml
Fenitrothion % 3 Toz 2.5kg

Ayrica son yillarda cekirgelere karsi miicadelede iilkemizde kimyasal olan Cypermethrin
adl1 pestisit kullanilmaktadir. Salgin olan birgok bolgede il ve flge Tarim Miidiirliikleri
ozellikle yesilgekirgelere karsi bircok alanda bu kimyali kullanarak yesilgekirgelerle
miicadele ¢alismalar1 yapmaistir.

Cypermethrin sentetik piretroitlerdendir. Sentetik piretroitler kontakt ve mide zehiri
etkilidirler. Insektisit etkileri yiiksek, sicakkanlilara etkileri ise diisiiktiir. Ayrica ne tam
metabolize olurlar ne de c¢abucak zehirliliklerini kaybederler. Bu nedenle kalinti ve
birikimleri ciddi problemlere sebep olur. Sularda pestisitlerin agir kontaminasyonlari
oksijen kitligina dolayisiyla da zehirlenmelere onciilitk eder ve en nihai olarakta baliklarin
kitlesel 6limlerine yol agarlar (Bradbury ve dig., 1985; David ve Somasundram, 1985;
Ghosh ve Chatterji, 1987; Agnihothrudu, 1988).

Cekirgelerin kontroliinde sentetik kimyasallar etkili olabilmektedir. Fakat bu
kimyasallar ¢evreye oldukc¢a zarar vermektedirler. Sonug¢ olarak daha tehlikesiz kontrol

metodlar1 bulmaya acilen ihtiya¢ vardir.
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1.6.3. Biyolojik Miicadele

Cekirgelerin ¢ok sayida dogal diismami vardir. Nematodlardan Mermin sp. ve
Agamermis sp. ¢ekirge viicudunda i¢ parazit olarak bulunmustur (Ecevit, 2007). Acerina
takimindan Eutrombidium sp. ve Charletonia sp. bir ¢ok ¢ekirgenin dig parazitidir (Ecevit,
2007). Coleoptera takimindan Mylabris scabiosae ve Trichodes amnios larvalart gekirge
yiikstiklerindeki yumurtalar1 yerler. Mantidae familyasindan Mantis religiosa, Bolivaria
brachyptera ve Empusa fasciata nimf ve erginleri bir¢ok ¢ekirgenin 6énemli predatorleridir.
Tettigoniidae familyasindan Saga sp. ve Decticus albifronts da ¢ekirgelerin predatorleridir.
Ayrica bir¢ok kuslar 6zellikle sigircik (Sturnus vulgaris), Alaca sigircik (Pastor roseus),
leylekgiller (Ciconidae), Kargagiller (Corvidea), Sercegiller (Passeridae) v.b kuslar ¢ekirge
nimf ve erginlerinin 6énemli dogal diismanidir (Bagc1, 2007). Cekirgelerde mikrosporodia
enfeksiyonlarida tespit edilmistir.

Nosema locustae ilk olarak Locusta migratoria’ dan (Canning, 1953) izole
edilmistir. Yine ¢ekirgelerden Iridoviridae familyasina mensup Cricket Iridovirus (CrIV)
(Kleespies ve vd. 1999), Reoviridae familyasina mensup Cytoplasmic Polyhedrosis Virus
(Colgan 1986), Picornaviridae familyasina mensup Crystalline Array Virus (Jutila vd.,
1970) ve Poxviridae familyasina mensup Entomopoxvirus (Henry ve Jutila, 1966; Purrini
vd., 1988; Purrini ve Rhode,1988; Meynadier vd., 1992) olmak tizere 4 familyaya ait viriis
izole edilmistir.

Son ylizyilldan giiniimiize kadar c¢ekirgelerde fungal salgin hastaliklar (epizootik)
kayitlara girmis ve Bruner 1902 ve Benois (1929) tarafindan 6zetlenmistir. En yogun
calisgmalar Howard (1901) tarafindan gergeklestirilen Entomophaga (= Entomophthora)
grylli (Fresenius) ile yapilan deneylerdir. Funguslar tim diinyadaki cekirgelerde siklikla
6lime neden olmuglardir. Bu durumlar Kuzey Amaerika’da (Treherne and Buckel, 1949;
Soper vd., 1983), Avrupa’da (Fresenius, 1856), Afrika’da (Chapman and Page, 1986),
Asya’da (Roffey, 1968), Avustralya’da (Milner, 1978) kayitlara alinmistir. Yine parazit
mantarlardan Empusa grylli'nin yagmurlu, serin ve nemli havalarda Fas, Italyan ve diger
cekirgelerde oliim meydana getirdigi apor edilmistir (Ecevit, 2007). Fakat simdiye kadar
bu funguslar suni ortamlarda iiretilemedigi icin pratik uygulamalarda kullanilamamustir.
Cekirgelerde patojenik olan ¢ok onemli tiirlerin sistematik durumu asagida sunulmustur

(Sekil6).
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Kindom Fungi

Divisio Eumycota

l

|

Subdivision
Zygomryootins Subdivivion deuteromycotina
Class | I
Gygomycetes
| Order (unknown)
Order ;
Order Hyphomycetales Family (unknown)
Entomophthorales Genus
Sorosporella sp.
‘ (Sorokin)
Family Family
Entomophthoraceae Moniliaceae
Genus |
Entomophaga | |
Beca::fm Genus 'Ge.nl.:s‘
E. grvlli Metarhiziom Verticillium
(Fres.) Batko
. B. bassiana
E. praxibuli i . .
(H:mber. (Bass.) Vuili | Malbom Vieacal
Milner et Soper ) B. broagaiarti Petch (Zimm.) Viega
(B6cc) ok M. flavoviride
Gams et Rozsypal

M. f. var.flavoviride
M. [. var, minus

M. {. (acridid hosts)

‘M. anisopliae
(Metsch.) Sorokin

Sekil 6. Cok onemli ¢ekirge patojeni tiirlerinde patojenik fungus tiirlerinin sistematik
durumu (Ainsworth et al., 1973 den degistirilerek).

M. flavovirideis istege bagl (fakiiltatif) bir patojendir, dogal durumlar altinda
bocegi tamamen kaplayabilir. Kolay bir sekilde yapay ortamlarda seri iiretebilir. Beauveria
spp. beauverisin, bassianin, bassianolide, oosporin, destruksin B gibi in vivo ve in vitro
ortamda pek cok toksik bilesik iiretmektedir (Zimmermann 2007a). Ancak Quesada-

Moraga ve Vey (2003) B. bassiana’nin ¢ekirgelere karsi patojenik olmasi ig¢in toksin
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tretimine gerek duymadigimi belirtmisdir. Beauveria amorpha ¢ekirgelere karst yogun

olarak patojenite gosterir, fungus hifleri ¢ekirgenin tiim vucudunu kaplayabilir (Sekil7).

Sekil 7: Beauveria amorpha tarafindan enfekte olmus bir ¢ekirge
(URLSO).

Bakterilerden Aerobacter aerogenes var. acridiorum Fas cekirgesi bagirsaklarinda
bulunmakta ve soguk havalarda toplu 6liimlere neden olmaktadir (Ecevit, 2007). Bacillus
thuringiensis (Bt)‘lerin cekirgelere karsi insektisidal aktiviteleri nadiren rapor edilmistir.
Cinden bir toprak numunesinden izole edilen ve karekterize edilen bir Bt susu olan BTH-
13 c¢ekirgelerde spesifik bir aktivite gosterir. Bu bakterinin Locusta migratoria
manilensis’e kars1 toksisite testleri uygulanmis ve sonuglar bakterinin larva ve yetiskin
cekirgelere kars1 yiiksek oranda toksik oldugunu gostermistir (Song vd., 2008). Yine bazi
calismalarda, ¢ekirgelere 6zgiil Bf suslari izole edilmistir (Zelazny vd., 1990, 1991, 1997).

Cekirgelerin sindirim kanalinin orta barsak i¢in ortalama pH degerleri Bodine adli
arastirmaci tarafindan (1925) 6,4-7,4 olarak verilirken, baska bir ¢alismada Bomar ve
arkadaslar1 (1991) yedi alandan toplanan Melanoplus differentialis’lerde ortabarsak pH’1
genellikle erkeklerde disilere gore daha yiiksek olmakla birlikte pH, 6.41 ile 6.68 arasinda
degistigini tespit etmistir. Ortabarsak pH’s1 {izerine son yapilan c¢aligsmalardan birisi de
ShuJuan adli arastirmacilar tarafindan 2009 yilinda yapilmis ve ortabarsak pH degeri

cinsiyetler arasinda degiskenlik gostermekle birlikte, disi bireylerde 6.92+0.043,
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erkeklerde ise 7.03+0.054 olarak tespit edilmistir. Tiirler arasinda degisiklik gostermekle
birlikte degisik arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalar cekirgelerin ortabarsak pH
degerinin 6,4 ile 7,4 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

B.t.toksinleri pH 9,5 de c¢ozinerek aktif olmakta ve enfektif o6zelligini
gostermektedir. Fakat ¢ekirgelerin ortabarsak pH larinin 6,4 ile 7,4 arasinda degisiklik
gostermesinden dolay1 B.z toksinleri ¢ekirgelere karst patojenik degildir. Bu neden otiirti
biyolojik miicadelede yogun olarak kullanilan B.z. ¢ekirgelerin miicadelesinden yetersiz
kalmaktadir.

Coccobacillus acridiorum d'Herelle Meksika’da Schistocerca pallens’dan izole
edilmis ve Steinhaus (1949) tarafindan Aerobacter aerogenes gibi yeniden adlandirilmistir.
Bu bakteri M. bivittatus, M. bilituratus (Bucher, 1959a), ve S. gregaria (Stevenson, 1954)
de olumlere neden olmustur. Fakat bu bakteri tiirli memelilerde enfeksiyon olusturdugu
bilinen Enterobacter aerogenes ile yakindan iliskilidir. Sonu¢ olarak bu gibi hijyenik
nedenlerden 6tiirii bu bakteri biyolojik kontrole bir aday olarak dikkate alinamayabilir.

Serratia marcescens, cekirgelerden ilk defa Stevenson adli arastirmaci tarafindan

(1959) izole edilmis ve bu kullanilarak salgin-epizootik sonlandirilmstir.
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1.7. Calismanin Amaci

Yukarida belirtilen tiim ¢abalara ragman, Poecilimon similis similis (Retowski, 1889)
(Yesil Cekirge, Tettigoniidae: Orthoptera)’in tarim alanlarina ve cesitli kiiltiir bitkilerine
zarar1 lilkemiz ve tiim diinyada hala etkin bir sekilde devam etmektedir. En son olarak
2010 yili Mayis ayinda, Corum Iskilip ilgesinin Elmali ve Catkara koylerinde cekirge
salgin1 meydana gelmis ve bu nedenden 6tiirii Iskilip Ilge Tarim Miidiirliigii tarafindan
cekirgelerle miicadele amagli 200 dekarlik alanda ilaglama yapilmistir. Bu zararlinin
etkinligini azaltmak veya ortadan kaldirmak c¢ok Onemli bir konu haline gelmistir.
Literatiire baktigimizda bu zararlinin kiiltiire edilebilir flora patojenlerinin tespiti ve bu
organizmalarin zararli lizerindeki patojeniteleri ile ilgili herhangi bir c¢alisma tespit
edilememistir.

Bu diistinceler 15181nda bu ¢ekirgenin entomopatojenlerinin belirlenmesi, yapilan bu

tez calismasinin amacini olusturmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Boceklerin Toplanmasi

Calismada kullanilan cekirgeler Haziran 2010 tarihinde, Corum ili, Iskilip Ilgesi,
Elmali1 Koyii, Arpaseki mevkii’inden (40°46'10.31"K ile 34°20'52.44"D yoriingesi 1160 m)
toplandi1. Bocekler, siteril edilmis 6zel kaplara konularak toplandiklar1 yer ve tarih not
edildikten sonra laboratuara getirildi. Laboratuarda larvalarin makroskobik incelemeleri
yapilarak olii ve hastalikli olanlar ayrildi. Toplanan ¢ekirgeler tiir tayini yaptirilmak tizere,
toplandiklar1 yer ve tarih not edildikten sonra Abant Izzet Baysal Universitesi Biyoloji
Boliimii'nden Saym Dog. Dr. Mustafa UNAL’a viicut yapisi bozulmadan %10’luk
formalin icerisinde 1erkek-1disi birey olacak sekilde gonderildi.

2.2. Bakteri izolasyonu ve Karakterizasyonu

2.2.1. Kiiltiire Edilebilir Bakteri izolasyonu

Laboratuara getirilen cekirge nimflerinden 5 adet, steril petri kaplar1 igerisine
konularak %70’lik etil alkol ile 5 dk. yiizey sterilizasyonu yapildi. Bu islemin ardindan
cekirgeler, icerisinde steril saf su bulunan petrilere alinarak 2-3 kez yikandi ve
tizerlerindeki alkol uzaklastirildi. Daha sonra homojenizator tiipiine aktarilan c¢ekirgelerin
iizerine 1 ml niitrient siv1 besiyeri ilave edildi ve steril homojenizator ile larvalarin iyice
ezilmesi saglandi. Elde edilen karisim steril edilmis bir tiilbent ile siiziildii ve siiziintii
baska bir tiipe alindi. Bu karigtmdan 10 pl, 50 pl ve 100 pl alinarak ii¢ ayr1 niitrient agar
besiyerine ekim yapildi. Kalan karisim 30°C’de 5-6 saat inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun
amaci, karisimda cok diisiik sayida olabilecek mikroorganizmalarin sayisini artirarak,
sonraki ekimde tespit edilmelerini kolaylastirmaktir. Bu inkiibe edilen karisimdan da 10 pl
ve 50 pl alinarak yine niitrient agar besiyerlerine ekim yapildi. Ayrica, bu inkiibe edilen
karisim seyreltildi ve her tiipten 10 pl, 25 pl ve 50 pl alinarak ayri ayri niitrient agar

besiyerlerine ekimler yapildi.
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Son olarak da, yiiksek sicakliga dayanikli bakterilerin izolasyonu i¢in, karisimdan 1
ml alinip, ependorf mikrosantrifiij tiip icerisinde 80°C’de 10 dk. bekletildi. Bundan da 10
pl, 25 pl ve 50 pl aliarak ti¢ ayri niitrient agar besiyerine ekim yapildi.

Niitrient agar besiyerine yapilan ekimlerin hepsi 30°C’lik etiivde 2-3 giin siireyle

inkiibe edildi.

2.2.2. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyonun ardindan niitrient agar besiyeri iizerinde biiyiiyen bakteri kolonileri,
binokiiler mikroskop altinda incelendi. Farkli koloni renk ve morfolojilerine sahip olanlar
steril edilmis 6zeyle dikkatlice segilerek cizgi ekimleri yapildi. Bu sekilde saf kiiltiirler
elde edildi. Elde edilen kiiltiirler, numaralandirilarak, sonraki c¢alismalarda kullanilmak

tizere %20’lik steril gliserol igersinde — 80 °C’de stoklanda.

2.2.3. lizolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

[Ik ayrimlari mikroskobik olarak yapilan izolatlarin mikroskopta koloni rengi,
yiiksekligi, morfolojisi, kolonilerin kenar goriinlisii, gram boyamaya gore bakteri

morfolojisi, spor boyama sonuclar1 belirlendi.

2.2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarinin icerigi hakkinda bilgi veren bir boyama
yontemidir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan
tabaka, gram pozitif olarak boyanan bakterilere gére cok daha incedir. Gram boyama i¢in
herbir izolat niitrient s1v1 besiyerine ekildi ve 30°C’ye ayarli su banyosunda 16-24 saat
inkiibasyona birakildi. Biiyliyen kiiltiirlerden bakteriyal smear hazirlandi ve alevden
gecirilerek tespit edildi. Hazirlanan smear, 1 dk kristal viole ile muamele edilerek dH,O ile
yikandi. Kurumasi beklenmeden 1 dk lugol ile muamele edildi. Aseton-alkolle renk

giderilinceye kadar yikandiktan sonra renk kaybimi durdurmak i¢in hemen dH,O ile
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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 olusturmadigini ve varsa endosporun hiicre igersindeki
pozisyonunu belirlemek amaciyla, yalniz gram olumlu izolatlar nutrient sivi besiyerine
ekildi ve 48-72 saat 30°C’ye ayarli su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan bakteriyal smearlar hazirlandi ve alevden gecirilerek tespit edildi. Hazirlanan
smearlar kiigiik bir filtre kagidiyla kapatilarak, malasit yesiliyle 5 dk su buhar1 {izerinde
boyandi. Daha sonra dH,O ile yikandi ve 30-60 saniye safranin ile muamele edildi. Tekrar
dH,O ile yikanarak a¢ik havada kurutuldu. Mikroskop altinda incelenerek kirmizi renkli
hiicreler igersinde yesile boyanmis sporlarin varligi arastirildi (Cappuccino ve Sherman,

1992).

2.2.4. lizolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.4.1. Izolatlarin Optimum Biiyiime Sicakhiklarinin Belirlenmesi

Izolatlarin maksimum ve minimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla
bakteriler niitrient siv1 besiyerine ekildi ve 30-55°C arasindaki sicakliklar i¢in 5 giin, 20-
30°C arasindaki sicakliklar i¢in 14 giin ve 20°C’nin altindaki sicakliklar i¢in 21 giin etiivde
inkiibe edilerek maksimum ve minimum biiylime sicakliklar1 ortaya ¢ikarildi (Sneath,
1968).

Izolatlarm optimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla niitrient sivi
besiyeri icinde yapilan 16-24 saatlik kiiltiirlerden, ODgop = 0,1 olacak sekilde yeniden
niitrient s1v1 besiyerine ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 10, 15, 30, 37, 45 ve 50 °C’lerde

biiyiitiildi. Yapilan bu kiiltiirlerden saat basi ornekler alinarak spektrofotometrede
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ODgoo’de absorbans degerleri 6l¢iilerek bakterilerin optimum olarak buytudugi sicakliklar

ortaya ¢ikarildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.4.2. lzolatlarin pH Arahklariin Belirlenmesi

Izolatlarin biiyiiyebildikleri pH araliginin belirlenmesi igin, degisik pH degerlerine
(3,4,5,6,7, 8,9, 10) sahip niitrient s1v1 besiyerlerine inokiile edildiler ve 30°C’ye ayarli
etiivde {ic giin inkiibe edildi. Inkiibasyon neticesinde iireme olup olmadigina

spektrofotometrede (ODggo’de) dlgiimler yapilarak karar verildi.

2.2.4.3. Izolatlarin NaCl Toleranslarinin Belirlenmesi

Izolatlarin NaCl toleranslarmin belirlenmesi amaciyla %3, 5, 7, 10, 12, 15 oraninda
NaCl eklenmis niitrient siv1 besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney
tiiplerine alarak herbir izolattan bunlara ekim yapild1 ve 14 giin boyunca 30°C’ye ayarl
etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda iireme olan ve olmayan tiipler belirlenerek,

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

2.2.5. lizolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

2.2.5.1. Nisasta Hidroliz Testleri

Izolatlarin nisastayr hidroliz edip etmediklerinin belirlenmesi i¢in “nisasta agar
besiyerleri” hazirland1 (Ek-1). Bu besiyerini iceren petrilere herbir izolattan ¢izgi ekim
yapildi ve 3 ve 7 giin boyunca 30°C’ye ayarh etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
petrilerin tizerine lugol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin olusumu nisastanin hidroliz

oldugunu, mavi rengin olusumu ise nisastanin hidroliz olmadigini gosterdi (Benson, 1985).
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2.2.5.2. Katalaz Testleri

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,O;) ve baz1 durumlarda
ise tamamen toksik olan siiperoksitler {iretmektedir. Mikroorganizmalar, olusan bu
tirtinlerin olumsuz etkisinden, bu maddeleri katalaz ve peroksidaz enzimlerinin yardimiyla
yikarak kurtulmaya calisirlar. izolatlarin katalaz enzimi iiretip iiretmediklerini ortaya
cikarilmas1 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’lik H,O, ¢ozeltisi ilave edildi ve gaz kabarciklarinin mevcudiyetinde testin

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

2.2.5.3. Oksidaz Testleri

Izolatlarin oksidaz enzimi iiretip, iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla triptik soy
agar besiyerleri hazirlandi. Herbir izolattan bu besiyeriyi igceren petrilere ¢izgi ekim yapildi
ve 30°C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra petrilere oksidaz testi ayiraci ilave edildi.

Siyah renk olusumlarinda testin pozitif olduguna karar verildi (Benson, 1985).

2.2.6. API 20E Panel Test Sistemi

Bu test uygulanirken niitrient agar iizerinde biiyiitiilmiis gece kiiltiirleri bir 6zeyle
alinarak %0.85 NaCl igerisinde iyice karigmasi saglandi. Buraya aktarilacak olan kiiltiir
miktar1 Mc Farland standardi kullanilarak belirlendi.

Hazirlanan bu kiiltiir daha sonra API 20E panelindeki tiim kuyucuklara dolduruldu.
Bu asamada kuyucuk igerisinde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi.

Kiiltiirleri ihtiva eden API panelleri 18-24 saat inkiibasyona tabii tutuldu. Elde edilen
sonuglar Ek Tablo 4.1’de tanimlandig1 gibi renklerine bakilarak sonucun pozitif mi yoksa

negatif mi olduguna karar verildi.
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2.2.7. API 50 CH Panel Test Sistemi

Izolatlarin bu test sisteminde degerlendirilmelerinin yapilabilmesi i¢in bir gece
onceden bakterilerin genel bir besiyeri olan tripton soy agar (TSA) besiyerine ¢izgi
ekimleri yapildi. Inkiibasyon sonunda elde edilen tek kolonilerden 3 ml’lik besiyeri
icerisinde ‘Mc Farland’ standart1 0,5 olacak sekilde aktarildi (Ek-2). Hazirlanan bu bakteri
karisimi test panellerinin baslangi¢ gozenegine ilave edilip panel, dik tutularak bakteri
karisiminin tiim test kuyucuklarina ayni anda ulasmasi saglandi. Ekimi yapilmis paneller
0zel bolmelerine yerlestirildikten sonra 24 saat ile 48 saat arasinda inkiibasyona tabi
tutuldu. Bu panel sisteminde API 20E’den farkli olarak panele sonradan ayirac ilavesi
yapildi. Elde edilen sonuglar Ek Tablo 4.2’de tanimlandig1 gibi renklerine bakilarak pozitif

veya negatif olarak degerlendirildi.

2.2.8. Secici ve Ayirt Edici Besiyerlerinin Kullanim

Baz1 besiyerler hem secici hem de ayirt edici maddeler ihtiva ettiklerinden her iki
amagc i¢in de kullanilabilir. MacConkey Agar (MCA), Mannitol salt agar (MSA) bunlara
ornek olarak verilebilir.

Cekirgelerden izole edilen bakteriler MacConkey Agar (MCA)’a ekilerek laktoz
fermantasyonuna bakildi. Ayrica besiyeride bulunan bile tuzu ve kristal violet boyasinin
gram olumlu bakterilerin biiytimelerini inhibe etme 6zelliginden dolay: izolatlarin gram
ozellikleri de teyit edildi ve sonuclar 24 ve 48 saat sonunda kaydedildi.

Diger taraftan izolatlar mannitol fermentasyonlarinin ve tuz toleranslarinin
belirlenmesi i¢in Mannitol Salt Agar (MSA) besiyerine ekim yapildilar ve sonuglar 24 ve
48 saat sonunda kaydedildi.
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2.3. izolatlarin Molekiiler Karekterizasyonlari

2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA'nin izolasyonu, Sambrook ve ark. (1989)’a gore gerceklestirildi. Bir
giin 6nceden 3 ml Leura-Bertani (LB)’ye ekim yapilarak 30°C’de inkiibasyona birakilan
bakteriler, ependorf tiipler igerisinde 13.000 rpm’de 3-4 dk santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra siipernatant uzaklastirildi ve pellet tizerine 500 pul TE tamponu eklendi (Ek-1). Sonra
pellet iyice ¢oziildii ve tizerine 10 mg lizozim ilave edilerek ve 37°C’de 1 saat bekletildi.
Hiicrelerdeki proteinlerin parcalanmasi i¢in 50 pl %10’luk SDS eklenerek 37°C’de 30 dk
inkiibe edildi. Daha sonra her tiipe 3 M’lik 55 pl sodyum asetat eklendi ve 65°C’de, 30 dk
alt-iist edilerek hiicrelerin par¢alanmasi saglandi. Tiiplere 500 pl fenol-kloroform-izoamil
alkol ilave edildi. Tekrar alt-iist edilerek karistirildi ve 13.000 rpm’de 4 dk santrifiij edildi.
Sonra tiiplerin i¢erisindeki karisimin iist faz1 aliarak yeni tiiplere aktarildi. Bu tiiplere 500
ul kloroform eklendi ve alt-iist edilerek 13.000 rpm’de 4-5 dk santrifiij edildi. Ust faz
alinarak yeni tiiplere aktarildi ve buna 3 ml 55 ul 3 M’lik sodyum asetat ve 1.000 pl
%96°’l1ik etil alkol ilave edildi. Karisim -20°C’de 45 dk bekletildi. Daha sonra 13.000
rpm’de 15 dk santrifiij edildi ve sivi kisim uzaklastirildi. Pellet tizerine 500 pl alkol ilave
edilerek 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Ust kisimdaki sivilar bosaltildi ve pellet agik
havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 50-100 pl steril TE tamponunda ¢oziilerek
+4°C’de saklandu.

2.3.2. 16S rRNA Geninin Analizi

16S rRNA genleri, herbir izolattan saflastirilan genomik DNA kullanilarak PCR ile
UNI16S-F  (5'-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3") ileri ve UNII6S-R (5'-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak ¢ogaltildi.
PCR reaksiyonlarinin kosullar1 Beffa (1996)’ya goére olusturuldu. PCR tiiptine 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 Taq 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 karisimi ilave edildi ve steril

saf su ile 50 pl'ye tamamlandi. Cogaltma islemi Biometra Personal Cycler cihazinda
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gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklari ve siireleri ise ilk denatiirasyon basamagi 95°C de 2
dk olarak gerceklestirildikten sonra, 94°C’de 1 dk (denatiirasyon igin), 56°C’de 1 dk
(hibridizasyon i¢in) ve 72°C’de 2 dk (polimerizasyon ig¢in)’da 36 dongii olarak
gerceklestirildi. Elde edilen PCR fiiriinlerinin 5 pl’si %1,1'lik agaroz jelde yiiriitiildii ve
etidyum bromiir boyast (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra "BioDocAnalyze" sistemiyle
gorintiilendi.

Izolatlarin genomik DNA'larindan PCR ile ¢ogaltilan 16S tRNA genleri baz dizin
analizi yaptirilmak tizere Macrogen firmasi (Kore)‘na gonderildi. Elde edilen yaklasik
1350 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizi sonuglart Gen bankasindaki mevcut diziler ile

karsilastirildi ve aralarindaki benzerlikler belirlendi.

2.4. izolatlarin insektisidal Aktivite Testleri

Insektisidal aktivite icin Corum ili, Iskilip Il¢esi, Elmali Koyii, Arpaseki mevkiinden
toplanarak laboratuara getirilen ve karekterizasyonu yapilan 4 ve 5. instar ¢ekirge nimfleri
kullanildi.

Bu deney icin ¢ekirgeden elde edilen izolatlarin spor olusturmayanlarinin 24-48
saatlik kiltirleri kullanildi. Bakteri yogunlugu, spektrofotometrede olciilerek ODggo’de
1,89 (1,8 x 10° bakteri/ml) olacak sekilde ayarlandi. Sonra 3000xg’de 10 dk santrifiij
edilen hiicrelerin olusturdugu pellet 5 ml steril PBS’de ¢6ziildii (Ben-Dov vd., 1995). Bu
sekilde hazirlanan kiltiirler larvalara verilecek olan uygun biyiikliikteki marul
yapraklarina emdirildi ve kutulara birakildi. Bu kutulara 4-6 saat boyunca a¢ birakilmis
10’er adet cekirge birakild1 ve 25°C, %50-60 nem oraninda 10 giin inkiibe edildi. Oliiler
giinliik kontrol edilerek, uzaklastirildi ve kaydedildi. Denemeler tiger tekrarli yapildi ve
Oliim oranlar1 Abbott formiiliine gore hesaplandi (Abbott, 1925).

2.4.1. En Yiiksek Insektisidal Etkiye Sahip izolatin (PSS11) Arazi Sartlarinda

Doz Uygulamalar

Poecilimon similis similis’den izole edilen ve en yiiksek insektisidal etkiye sahip
oldugu belirlenen bakteriyal izolatin arazi sartlarinda konagi iizerindeki virulansim

belirlemek icin insektisidal aktivite testleri yapildi. Izolatlar 2.3.3.1°de anlatildig1 gibi
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hazirlanip zararli tizerindeki patojenitesi tespit edildi. Bunun i¢in Trabzon Tonya Damli
mevkiinde ince fiber ipliklerden olusan telden 75cmx75x100cm boyutlarinda kapali alanlar
olusturuldu. Olusturulan bu kapali alanlara hazirlanan izolatlar 2x10°, 10°, 10" ve 10°

yogunluklarinda hazirlanda.

2.4.2. PSSllnumaral izolatin Arazi Doz Uygulamalari ile Laboratuar Doz

Uygulamalarinin Karsilastirilmasi

Poecilimon similis similis’den izole edilen PSS11 numarali izolatin 109, 107 ve 10°
yogunluklarinda hazirlanan karigiminin arazi sartlarinda ve laboratuar sartlarinda

Poecilimon similis similis Uizerine etkileri test edildi.

2.5. Enfekte Cekirgelerden Entomopatojenik Fungus izolasyonu

Yapilan arazi ¢aligmalar1 neticesinde fungal enfeksiyon kaynakli 6ldiigii goriilen bir
larva bulundu. Olii larvanin iizerindeki misellerden, 6ze yardimi ile PDAY (PDA + %l
yeast ekstrakt) besiyerine inokiilasyon yapildi (Vanninen ve ark., 1989). Bakteri
kontaminasyonunu engellemek i¢in besiyerine 50 pg/ml ampisilin, 20 pg/ml oraninda
genis spektrumlu bir antibiyotik olan tetrasiklin ve 200 pg/ml oranlarinda streptomisin
ilave edildi (Thara vd., 2001).

Bu sekilde elde edilen fungusun saf kiiltiirii olusturuldu. Bunun i¢in fungusdan 1 x
10* spor/ml oraninda siispansiyon hazirlandi ve PDAY (Patates dekstroz agar + % 1 maya
ekstrakt1) besiyerine yayma ekim yapildi. Bir giinlik inkiibasyondan sonra goriilen
koloniler alinarak saf kiiltiirler elde edildi. Tek spordan iireyen fungus Orneklerinden
saklama islemi yapildi. Saklama i¢in fungus PDA besiyerinde biiyiitiildiikten sonra belirli
oranda sporlar1 alindi ve 5:1 oraninda gliserol stoklar1 yapildi. Elde edilen stoklar -80°C’de

muhafaza edildi. Petrilerdeki saf kiiltiirler +4°C’de muhafaza edildi (Sevim, 2010).
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2.6. izole edilen Fungusun Molekiiler Karakterizasyonu

2.6.1. Fungal DNA izolasyonu

Funguslardan DNA izolasyonu igin kiiltiirler ilk olarak PDAY besiyerine ekildi ve 1
ay boyunca 28°C’de inkiibasyona birakildi. Sonra bu kiiltiirlerden koloniler alinarak 50 ml
PDB (Potates dekstroz sivi) besiyerine inokiile edildi ve 1-2 hafta boyunca 28°C’de ve 250
rmp’de kuru hava sallayicisinda inkiibasyona birakildi. Biiyliyen kiiltlirler steril filtre
kagidiyla stiziildiikten sonra siv1 azot icerisinde ogiitiilerek toz haline getirildi. Daha sonra
gretici firmanin Onerileri dogrultusunda NucleoSpin Plant Kit (50, Clontech) kitleri
kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirildi. izole edilen DNA’lar %1°lik etidyum
bromiir igeren agaroz jelde yiiriitillerek UV 15181 altinda goriintiilendi. Elde edilen DNA
ornekleri kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi (Sevim, 2010).

2.6.1.2. Fungal rRNA ITSS5-1TS4 Bélgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Funguslarin 18S ve 28S rRNA alt tiniteleri arasinda kalan ITS5-1TS4 bolgelerinin
(Sekil8) PCR ile cogaltilmasi icin ileri olarak ITSS: 5’-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ ve geri olarak ITS4: 5’-
TCCTCCGCTTATTGATATCG-3" primerleri  kullanildi.  ITS5-ITS4  bolgelerinin
cogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR reaksiyon karisimi, her bir ANTP’den 200 uM, her bir
primerden 50 pmol, 2,5 unite 7ag—DNA-polimeraz, 5 pl 10X 7aq DNA polimeraz
reaksiyon tamponu, 50 ng genomik DNA icerdi. Son hacim ddH,O ile 50 pl’ye
tamamlandi. PCR kosullari: 95°C’de 5 dakikalik denatiirasyondan sonra 95°C’de 1 dak.,
50°C’de 45 sn. ve 72°C’de 2 dak. 35 dongii ve son adim olarak 72°C’de 10 dak. seklinde
gergeklestirildi (Muro vd., 2005). PCR reaksiyonu 0,5 pg/ml etidyum bromiir katkili
%1’lik agaroz jelde 90 V’de 45 dakika elektroforez edildi. Qiaquick PCR 50 (Qiagen
GmbH, Leusten, the Netherlands) kiti kullanilarak jelden saflastirildi ve DNA dizi analizi
icin MacroGen (Kore) sirketine gonderildi.

Elde edilen yaklasik 500 bp uzunlugundaki ITS rRNA dizi sonuglari Gen

bankasindaki mevcut diziler ile karsilastirildi ve aralarindaki benzerlikler belirlendi.
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Sekil 8. ITS5-1TS4 bolgesini cogaltmak icin kullanilan primerlerin
pozisyonlari. (ITS5 forward ve ITS4 revers primer olarak
kullanilmistir) (Duke Universitesi Vilgalys laboratuari,
URL9’dan degistirilerek).



3. BULGULAR

Cekirgeler ile mikrobiyal miicadelede yeni bir etmen belirlemek amacli yapilan
calismada, Corum ili, iskilip Ilgesi, Elmali Koyii, Arpaseki mevkii’inden toplanan ve tiir
tayini yapilan zararlinin kiiltiire edilebilir bakteriyal floras1 belirlendi. Bakteriyal floray1
olusturan izolatlarin zararli {izerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Yapilan arazi
caligsmalar1 sirasinda bu zararlida dogal fungus enfeksiyonu gozlemlendi ve bu fungusun
molekiiler c¢aligmalar neticesinde tiirii belirlendi. Yapilan c¢alismalardan asagidaki

sonuglara ulasildi.

3.1 Zararh Cekirgenin Tiiriiniin Belirlenmesi

Tiir tayinini yaptirilmak iizere Abant Izzet Baysal Universitesi Biyoloji Boliimii'nden Dog.
Dr. Mustafa UNAL’a gonderilen ¢ekirgelerin Poecilimon similis similis (Retowski, 1889)

tiiriine ait olduklar: belirlendi.

3.2. Poecilimon similis similis (Retowski, 1889) Nimflerinin Bakteriyel Florasinin

Belirlenmesi

Bakteriyal flora belirlenmesi c¢alismalar1 sonucunda Poecilimon similis similis
(Retowski, 1889) bireylerinden koloni sekli, rengi ve biiyiikliigii gibi farkli morfolojik
ozelliklerinden yararlanarak 12 tane kiiltiire edilebilir bakteriyal izolat elde edildi ve
bunlar PSS1, PSS2, PSS3, PSS4, PSS5, PSS6, PSS7, PSS8, PSS9, PSS10, PSSI11 ve
PSS12 olarak kodlandirilda.
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3.3. Izolatlarin Karakteristik Ozelliklerinin Belirlenmesi ve Tiir Tayinlerinin
Yapilmasi

3.3.1. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Ik ayrimlari mikroskobik olarak yapilan izolatlarmn mikroskopta koloni rengi,
yiiksekligi, morfolojisi, kolonilerin kenar goriiniisii, bakteri sekli, gram boyama, spor
boyama sonuglari belirlendi.

Higbir izolatin ise spor ihtiva etmedigi belirlenmistir. izolatlatlarin morfolojik

ozellikleri tablo 5°da verilmistir.

Tablo 5. Izolatlarm morfolojik ézellikleri

Morfolojik Ozellikler
; Kolonilerin .
1zolat no Koloni [Koloni Koloni kenar Bak'Ferl Gram  [Spor INB’deki
. N .y . . sekli kaynak | . . .
rengi  [yiiksekligi  |morfolojisi  |gOriiniisi boyama | boyama Goriiniim

- n .
PSSl yesil konveks yuvarlak diiz pasil - gé; c B

PSS2  jagik . kokobasil - CL-
uruncu konveks yuvarlak diiz = hoec B
PSS3 krem  [konveks yuvarlak diiz kokobasil i - gé:c B
PSS4 lan konveks yuvarlak diiz basil + - gé:c B
PSS5 krem  |konveks diizensiz diiz okobasil " - gjé:’-c B
PSS6 sart kalkan arlak iz basil - . [CL- B

yumruksu yuv U 30°C

- " -
PSST sart konveks yuvarlak diiz pasil - gé; C B
PSS8 krem  |konveks yuvarlak diiz okobasil | -+ - gé;_c B
PSS9 iruncu. konveks yuvarlak diiz pasil i - gé;_c B

PSS10 yiiksek diiz . Kokus- + CL-
krem 4 tast cukur yuvarlak diiz ovoid T Bo°C B

PSS11 kalkan . basil - CL-
Kirmizi yumruksu flamentli dalgal © koo C

PSS12 . diize yakin . CL-
renksiz imsek yuvarlak dalgali basil + - koec B

Diiz.: Diizgiin, Yuv: Yuvarlak, Dal: Dalgali, CL: Canl1 larva, OL: Olii larva, B: Bulanik
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3.3.2. Izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

Izolatlarin bityiimeleri tizerine NaCl, pH, sicaklik gibi fiziksel faktorlerin etkilerinin

arastirilmasi amaciyla cesitli testler yapildi. Fiziksel 6zellikleri kapsayan bu testler Tablo

5’de verilmektedir.

Izolatlarm NaCl’ye olan toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler

sonucunda tiim izolatlarin %3 oraninda NaCl igeren besiyerlerinde biiylidiikleri goriildii.

%15 , %12 ve %10 NaCl’li besiyerinde ise hicbir izolatin bilyliyemedigi tespit edilmistir.

Izolatlarin pH toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler sonucunda da, pH 7 de

tim izolatlarin biytdiigi, pH’in asidik ya da bazik olmasi ile izolatlarin biiyiimedigi

belirlendi.

Izolatlarin sicakliga olan toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler

sonucunda ise hicbir izolatin 10°C’de biiyiimedigi 15-37°C arasinda tiim izolatlarin

biiyiidiigii belirlendi. Izolatlarm fizyolojik dzellikleri tablo 6°de verilmistir.

Tablo 6. izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

pH Testi NaCl Testi (%) Sicaklik Testi (°C)
izolat
No 4 6 7 10 | 3 5 (7/10|12 1510 [ 15|30 |37 |45 ]| 50
PSSI - Z |+ Sz - - -1 -T-1-T7T-T+ 7 1
+ + +
PSS2 I TF T+ o - - -1 -1-T= AR
+
PSS3 + |+ - |+ Z |- - - - - - + - -
+
PSS4 V4 + |+ -+ |- - - - - - + + |+
+
PSS5 V4 + |+ Z |- - - - - - |+ - - _
+ +
PSS6 Z + |+ Z |+ |Z |-]| - - - - -+ |+ |+ |-
+
+ +
PSS7 7 [+ Sz - (- - -1 -T1-T-1+[z]z [-
+ + +
+
PSSS -z - - - -1 -[-[-1+[z 1z [-
+ +
+
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Tablo 6’nin Devami. (Z+: Zayif biiytimiis)

PSSO | - | |+ |+ |+ |+ |+ | Z |+ |+ |-]-]-|-|-1Z|+1]Z |Z
+
PSS10 | -|\-|\Z2 |Z |\Z |+ |\Z |\Z |Z |- |-|-|-|-|-|-|1+1|2 |2
+ |+ |+ + + +

+ +
PSS11 | - |Z|+ |+ |+ |+ |+ | Z |+ |+ - - - - + |7 | Z
+

+ +

PSS12 | - | -|- |- |+ |- |- | -12Z |- |-|~-1|~-1]+-1- + | Z

+
+

3.3.3. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal ve Metabolik Ozellikleri

Baz1 enzimlerin varligi veya yoklugu, bazi enzimlerin iretilip tretilmedigi ve
izolatlarin bazi organik maddeleri fermente edip edemediklerini belirlemek bakteri
sistematigi agisindan bilyiik onem tasimaktadir. izolatlarin bu 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla katalaz testi, oksidaz testi, nisasta testi, MCA testi ve laktoz testi yapildi.

Bu testler ve sonuglar1 Tablo 7°de verilmektedir.

Tablo 7. izolatlarin klasik yontemlerle belirlenen biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimayasal Ozellikler
Izolotlar | Katalaz | Oksidaz | Nisasta MCA | Laktoz
Testi Testi Testi tezti

PSS1 - - + -

PSS2 7+ - + + G+
PSS3 7+ + + + -
PSS4 7+ - + + G+
PSS5 + - + + 7+
PSS6 7+ - + + -
PSS7 - - - -

PSS8 - - - -

PSS9 7+ - + + -
PSS10 - - -

PSS11 7+ - 7+ + G+
PSS12 - - - -

G+: Guglii pozitif, Z+: Zayif pozitif
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3.3.3.1. API 20 E Panel Testi

API 20 E test panellerine yapilan ekimler 1 gece 30°C’de inkiibe edildikten sonra
baz1 test kuyucuklar1 direk, bazilari ise ayirag ilave edilerek incelendi ve izolatlarin bazi
metabolik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi. Biiyltimesi yavas olan izolatlar McFarland

standardina gore yogunlugu 2 olacak sekilde, 2 gece inkiibe edilerek sonuglar kaydedildi

(Tablo 8).

Tablo 8. Izolatlarin API 20 E panel test sistemi ile belirlenen 6zellikleri

Testler | Substrat Aktivite PSS2 [PSS3/PSS6| PSS9 |PSS11
ONPG |ONPG Beta-galaktosidaz + + | + + +
ADH IArginin /Arginin dihidrolaz + + | + + +
LDC Lisin Lisin dekarboksilaz | + + + + +

.\ Ornitin
+ + | +
N Ornitin dekarboksilaz * *
CIT Sitrat Sitrat kullanimi + + + + +
Na e
H,S thiosulfate H,S tiretimi - - - - -
URE Ure Ure hidrolizi - - - + +
TDA Triptoofan |Deaminaz - - - - +
IND Triptofan  |indol iiretimi - - - - -
VP INa piruvat |Aseton tiretimi + - + + +
GEL Komur Jelatinaz - - - + +
elatin
GLU  (Glukoz | crmantasyon/ T R A
oksidasyon
MAN Mannitol Ferrpantasyon / + + | + + 7+
oksidasyon
INO Inositol Fermantasyon / - - - + n
oksidasyon
SOR  [Sorbitol | crmantasyon/ N
oksidasyon
RHA IRamnoz Ferrpantasyon / + + + - -
oksidasyon
SAC Sucrose Ferrpantasyon / + - - + 7+
oksidasyon
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Tablo 8’in Devami. Z+: zayif pozitif

MEL Melibiose Ferrpantasyon / + + - + 7+
oksidasyon

AMY IAmigdalin Ferrpantasyon / + + - + +
oksidasyon

ARA IArabinoz Ferrpantasyon / + + | + + 7+
oksidasyon

NO, INO, iiretimi + + | + + +

N> N, gazina reaksiyon| + - | Z+ + +

3.3.3.2. API 50 CH Panel Testi

API 50 CH test panellerine yapilan ekimler 1 gece 30 °C’de inkiibe edildikten sonra

bazi test kuyucuklar1 direk, bazilari1 ise ayra¢ ilave edilerek incelendi ve izolatlarin bazi

metabolik ve biyokimyasal ozellikleri belirlendi. Biiylimesi yavas olan izolatlar Mc

Farland standardina gore yogunlugu 0,5 olacak sekilde, 2 gece inkiibe edilerek sonuclar

kaydedildi (Tablo 9).

Tablo 9. izolatlarin APISOCH Panel Test Sistemi ile belirlenen dzellikleri

PSS1 | PSS4 | PSSS | PSS7 | PSS8 | PSS10 | PSS12
Test |Adi 2448 |24 (48 |24 /482448 244824 |48 |24 48
GLY |glycerol N I O O (R D 20 Y I DT O Y O T R
ERY |erythriol T e 7
DARA | D-arabinose Sl - - - -] - - |-
LARA | L-arabinose - - - -] -+ Z+ + |+
RIB | D-ribose ol e e e e e I S e s +l+ [+
DXYL | D-xylose oo T+ -+ -T+1+1+1+1+1-7-
LXYL |L-xylose T -
ADQO | D-adonitol S - e
methyl-BD- -l - -] - - - - - |-
MDX |xylopyranoside
GAL | D-galactose |+ - |+
GLU |D-glucose e o R R R S
FRU | D-fructose S e e U i U s R R R S
MNE |D-mannose + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
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Tablo 9’un Devami. 24: Deney yapildiktan 24 saat sonraki sonuglar. 48: Deney yapildiktan
24 saat sonraki sonuglar

SBE |L-sorbose ST - T-T-T-T-T+T7T+T+T+1]- 1-
RHA |L-rhamnose oot -T-T-1T-1-1T-1T-1-1-
DUL | dulcitol T T T T T -1T-7T-T1T-1_T712
INO inosidol T T T T -1 - T -1T-17-1T-1_-712
MAN | D-mannitol 4+ + |+ 4+ +1 -1+ -+1+ |+
SOR | D-sorbitol SN U U O O R B o I B I I

methyl-aD- oo oo oo+ +1-1+1-1-
MDM | mannopyranoside

methyl-aD- o T T+ - T - -1+ T-1T-1T-Tz1- -
MDG | glucopyranoside
NAG |N-asetylglucosamine | + | + |+ | + |+ |+ |+ | + Zt |+ |+

: + [+ [+ [+ [+ ] |-

AMY |amygdalin
ARB |arbutin T+l 1+ 1T+ +T+1+T+1+15 [+
ESC esculin-ferricsitrate |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [T ||+ | T |+ |+
SAL |salisin e R R R S
CEL | D-celiobiose R B R A i S S
MAL | D-maltose +l+ |+ |+ |+ |+ F ||+ |+

D- I R e e D A
LAC |lactose(bovineorgine)
MEL |D-melibiose S e T T i e - .

D- -+ |-+ |+ -+ T + . .
SAC |saccharose(sucrose)
TRE | D-trehalose + 1+l + ]+ 1+l +]++]]+]+]+ |+
INU inulin T T o o T o T +T1+1+1+1-72
MLZ | D-melezitoz N I R i D e
RAF | D-raffinose Sl e ] Fa
AMD | amidon(starch) A I I IO B R B .
GLYG | glycogen I T I T 1
XLT |xylitol S P T P A S + e
GEN | gentiobiose + |+ |+ + 1+ |+ |+ + + |+
TUR | D-turanose - -+ -T-1+1+1+1+1- 1-
LYX |D-lyxose I T e + N
TAG | D-tagatose + |+ |+ |+ |+ [+ +]+ - |+
DFUG | D-fucose T T T T T T +T1+17+1T+1-712
LFUC | L-fucose N I T I e T _ |-
DARL | D-arabitol S I + + 1. |-
LARL | L-arabitol S I + + - |-
GNT |potassium gluconate | - |Z+| - |Z+| - |+ | - | - + + o |+

potassium 2- T - T - T+ - T+-T~T-1T+1- 1=
2KG | ketogluconate

potassium 5- T o T o T+ T - T-T+1-1T+1-1-
5KG |ketogluconate
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3.3.4. izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu

3.3.4.1. izolatlarin 16S rRNA Gen Siralarinin incelenmesi

Bakteri sistematigi calismalarinda 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin ortaya
cikarilmasi 6nemli genetiksel 6zelliklerin basinda gelir. Bu amagla ilk olarak tiim bakteri
izolatlarindan elde edilen genomik DNA'dan PCR yardimiyla 16S rRNA gen bolgesine ait
yaklagik 1400 bp biyiikligtinde ki bir bolge cogaltildi (Sekil 9). Bu bolgenin baz

diziliminin analizi, Macrogen firmasina gonderilerek yaptirildi (Ek 3).

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

5000bp

3000bp

1500bp

1000bp
750bp

500bp

250bp

Sekil 9. Izolatlara ait 16S rRNA genlerinin PCR sonuglar1 % 1°1ik agaroz
jeldeki goriintiileri (M: Marker).

Izolatlara ait elde edilen 16S rRNA gen dizileri, gen bankasinda var olan diger
bakteriyal 16S rRNA gen dizileriyle karsilastirildi, bu gen dizilerine en fazla benzer olan
bakteriyal 16S rRNA genlerine sahip bakteriler belirlendi (Tablo 10).
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Tablo10. Belirlenen 16S rRNA dizinlerinin gen bankasindaki ile karsilastirilmalari

Izolat No Gen Bankasinin 16 S rRNA Dizin
Analizine Gore Onerdigi Tiir ve Cinsler
PSS1 Lactococcus garvieae

PSS2 Enterobacter sp.

PSS3 Pseudomonas putida

PSS4 Citrobacter freundii

PSS5 Uncultered bakteriyum

PSS6 Hafnia alvei

PSS7 Lactobacillus sp.

PSS8 Lactobacillus graminis

PSS9 Serratia sp.

PSS10 Lactococcus lactis

PSS11 Serratia marcescens

PSS12 Lactobacillus curvatus

Poecilimon similis similis (Retowski, 1889)’ten izole dilen 12 bakteriyal izolatin
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler o&zellikleri hep  birlikte
degerlendirildiginde ve Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology kitabindan da
faydalanildiginda izolatlarin benzerlik gosterdigi tiirler PSS1 Lactococcus garvieae, PSS2
Enterobacter sp, PSS3 Pseudomonas putida, PSS4 Citrobacter freundii, PSS5 Uncultered
bakteriyum, PSS6 Hafnia alvei, PSS7 Lactobacillus sp., PSS8 Lactobacillus graminis,
PSS9 Serratia sp., PSS10 Lactococcus lactis, PSS11 Serratia marcescens, PSS12

Lactobacillus curvatus olarak belirlenmistir.
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3.4. Insektisidal Aktivite Calismalar

Poecilimon similis similis (Retowski, 1889) nimfleri {izerinde ve laboratuar

kosullarinda gergeklestirildi.

3.4.1. izolatlarin Poecilimon similis similis (Retowski, 1889) iizerindeki
Insektisidal Etkileri

Ik olarak kiiltiirler hazirlandi ve ayn1 boyutlarda marul yapraklarma bulastirildi. Bu
marullari ihtiva eden plastik kutularin her birine 10’ar adet 4. ve 5. evre larvalar birakildi.
Her bir izolatin insektisidal etkisi 10 giin boyunca arastirildi ve 10. giin sonunda sonuglar
kaydedildi. Sekil 10°da goriildiigii gibi Serratia marcescen (PSS11) izolatt %100 etki ile

en yiiksek oldiiriicii sonug gostermistir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Oliim Orant (%)

Bakteriyal Izolatlar

Sekil 10. Poecilimon similis similis’in kiiltiire edilebilir bakteriyal flora tiyelerinin
zararh tizerindeki insektisidal aktiviteleri X ekseni: Yerel izolat numaralari, Y
ekseni: Oliim Oranlar1 (%). Testler tiger tekrarli olup, sonuglar Abbot
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formiiliine gore hesaplanmustir.

Sekil 11. Poecilimon similis similis’den izole edilen Serratia marcescens izolatinin
Poecilimon sp. lizerine karekteristik enfeksiyon rengi.

3.5. PSS12 Numarali izolatin Arazi Sartlarinda Doz Uygulamalari

Poecilimon similis similis’den izole edilen Serratia marcescens izolatiin 2%10°, 10°, 10’
ve 10° yogunluklarinda hazirlanan karigimimin arazi sartlarinda Poecilimon similis similis
tizerine etkisi denendi. Bu amagcla yapilan biyoassay denemeleri i¢in ¢ekirgelerin dogal
ortaminda 75*75*100cm boyutlarinda yanmaz ince gozenekli telden kapali ortam
olusturuldu. Bu ortamlarin her birine 10’ar adet 4. ve 5. evre larvalar birakildi. Her bir
konsantrasyonun insektisidal etkisi 10 giin boyunca arastirildi ve 10. giin sonunda sonuglar
kaydedildi (Sekill2).
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2*%109 109 105 Kontrol

Oliim Orant

Arazi Sartlarinda Doz Uygulamalait

Sekil 12. Poecilimon similis similis’den izole edilen Serratia marcescens izolatmin 2*10°,
10%, 107 ve 10° yogunluklarinda hazirlanan karisiminin arazi sartlarinda
Poecilimon similis similis tizerine etkisi. X ekseni: Yerel izolatin farkli
dozlarmin numaralari, Y ekseni: Oliim orani (%).Testler iiger tekrarl olup,
sonuclar Abbot formiiliine gére hesaplanmustir.

3.6. PSS12 Numarah izolatin Arazi Doz Uygulamalari ile Laboratuar Doz

Uygulamalarimin Karsilastirilmasi

Poecilimon similis similis’den izole edilen Serratia marcescens izolatinin 109, 107 ve
10° yogunluklarinda hazirlanan karigiminin arazi sartlarinda ve laboratuar Poecilimon
similis similis tizerine etkileri test edildi. Laboratuar sartlarmda 10°, 107 ve 10° S.
marcescens konsantrasyonlarinda 6liim oranlari esit iken, arazi sartlarinda %80 oranla en
yogun 6liim 10° konsantrasyonda olmustur. 10’ ve 10° konsantrasyonlarda 6liim orani

%50°dir (Sekil13).
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Laboratuar Arazi

Arazi Doz Uygulamasi ile Laboratuar Doz Uygulamasi

Sekil 13. Poecilimon similis similis’den izole edilen Serratia marcescens izolatinin 109,
107 ve 105 yogunluklarinda hazirlanan karistminin arazi sartlarinda
Poecilimon similis similis lizerine arazi sartlarinda ve laboratuar sartlarindaki
Olim etkilerinin karsilastirilmasi. X ekseni: Yerel izolatin farkli dozlarinin
numaralari, Y ekseni: Oliim oram (%).Testler iiger tekrarli olup, sonuglar
Abbot formiiliine gére hesaplanmistir.

3.7 izole Edilen Fungusun 18S ITS Gen Dizisinin Aydinlatilmasi

Arazi calismasi esnasinda dogal olarak fungal enfeksiyona yakalanmis Pocelimon

similis similis nimfi bulundu (Sekil14).

Sekil 14. Arazi Calismasi Esnasinda Bulunan Dogal Fungus Enfeksiyonlu
Pocelimon similis similis 5.evre Nimfi
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Bu izolati uygun sartlarda laboratuara getirilerek molekiiler karekterizasyon
calismalarina baslandi. Fungus sistematigi calismalarinda 18S rRNA genlerinin ITS
bolgelerinin baz dizilerinin ortaya ¢ikarilmasi 6nemli genetiksel 6zelliklerin basinda gelir.
Bu amagla ilk olarak fungal izolattan elde edilen genomik DNA'dan PCR yardimiyla ITS
rRNA gen bolgesine ait yaklagik 550 bp biiytikliigiinde ki bir bolge ¢ogaltildi (Sekill5). Bu
bolgenin baz diziliminin analizi, Macrogen firmasina gonderilerek yaptirildi. Elde edilen
yaklasik 550 bp uzunlugundaki ITS5-ITS4 dizi sonuglar1 Gen bankasindaki mevcut diziler
ile karsilastirildi ve aralarindaki benzerlikler belirlendi. Buna goére izolatimizin %98

oraninda Beauveria bassiana’ya benzedigi tespit edildi (Ek 5).

1000

700
600
500

400
300

550 bp

Seki 15. Izole edilen Fungusun 18S ITS (ITS5-1TS4)
Gen dizilerinin PCR sonucunun Jel
Elektroforezi Goriintiisii (M: Marker, 1: PCR
sonucu)



4. TARTISMA

Diinyamiz niifusunun siirekli artmasi sebebi ile tarimsal {iretime olan ihtiya¢ da
giderek artmaktadir. Bilim adamlarimiz tarafinca yapilan ¢aprazlama deneyleri sonucunda
verimli ve dayanikli irklarin tiretilmesi ile bu durum dengelenmeye calisilmaktadir. Fakat
bu calismalara ragmen, tarimsal zararli boceklerin verdigi zararlardan Otiirti {iretim

istenildigi kadar artmamaktadir.

Ekonomisi tarima dayali olan Tiirkiye, son yillarda sanayi toplumu olma yolunda
da buiyiik mesafe almistir. Ancak yinede tarim, iilke ekonomisinde 6nemli yer tutmaktadir.
Ulkemizde bitkisel {iretiminin %17’si tahillar, %3’ii baklagiller, %27’si endiistri bitkileri,
yagli tohumlar, yumru bitkiler ve digerleri dahil olmak {izere toplam %47’si tarla {iriinleri
ile, %29’u meyve, %16’s1 sebze, %8’1 diger yan lriinler ve ¢igekeilik olmak iizere toplam
%3531 de bahge bitkileri iiriinlerinden olugmaktadir (URL10).

Son verilere gore, 18,3 milyon hektarlik tarla {iriinleri ekim alani igerisinde en
biiyiik yeri %76’ lik ekilis orani ile tahillar almaktadir. Baklagiller toplam ekilis alaninin
yaklasik %8’ini, endiistri bitkileri %7,8’in1, yagli tohumlar %7,2’sini kapsamakta ve geriye
kalan %1 °lik alanda yem bitkileri ve diger tarla tirtinleri yetistirilmektedir (URL10).

Tahil ekili alanlarin  %67,3’Unii bugday, %26’sim1 arpa, %3,7’sini musir,
%3’tinit de yulaf, cavdar, kaplica, dari, piring, kusyemi ve mahlut almaktadir. Tahillar
gibi geleneksel tiikketim tirtinlerimizden olan mercimek, nohut, kuru fasulye, bakla, bezelye
ve boriilce iilke diizeyinde yaygin olarak iiretilmektedir. Ulkemiz diinya baklagiller
tiretimde 6nemli tilkeler arasinda yer almaktadir (URL10).

Ulkemizin ana ekonomisi tarim ve ziraat {izerinedir. Bu nedenden dolay1 ¢ekirgeler
polifag beslenmesi nedeni ile tiim tarimsal bitkilere zarar1 dokunan olduk¢a 6nemli bir
zararhdir.

Cekirgelerin insan ve bitkilerde yaptiklar1 zarar tahmin edilmeyecek kadar
buyiiktiir. Kaba bir tahminle diinyadaki mahsuliin 1/3 @ bu hayvanlar tarafindan yok
edilmektedir denilebilir. Ornegin bir cekirge siiriisii 2 milyar bireyden olusabilir ve 3.000
ton kadar agirliga ulasabilir. Bu rakam bazen 50.000 tona kadar yiikselebilir. Korkung

biiytime yetenekleri vardir. Salgin hastaliklarin mikroplarii tasidiklari icin bitkilerin yani
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sira insanlar1 da biiylik 6l¢lide tehdit ederler. Siirtiniin boyutlari tahminin 6tesindedir; 5 ila
12 km*’lik bir alan1 kaplayan bir siirii yaklastk 700 milyon-2 milyar hayvan igerir (1.000-
3.000 tonluk bir kitle). Bu her hektara 2,5 ton c¢ekirge demektir. Bununla birlikte 250
km*’lik bir alana yayillmis 35 milyar bireyden olusmus 50.000 tonluk siiriilerde
gozlenmistir (Demirsoy, S-395). Eger bir larvanin son deri degistirmesine kadar erginin
viicut agirliginin 10 misli bitkisel besin yedigi diisiiniiliirse, orta biiylikliikteki bir siirtiniin
sadece genclik evrelerinde 20.000 ton yedigi hemen anlasilabilir. Ergin evrede de bu
miktarin 2 misli kullanilir. Ayrica hayvanlar bitkiyi 1sirarak kopardiklarindan, bitkinin
biiytik bir kismi da iiriin olmadan yere diiserek yitirilir (Demirsoy, 1999).

Cekirgeler bitkilerin ¢ogu ile beslenirler. Birgok kiiltiir bitkisi tizerinde beslenirler,
caywr ve meralarda, tarla ve yem bitkilerinde, hububat, ay¢igcegi, pamuk ve bagda; cayir ve
otlaklarda, bag ve meyve fidanlarinda, yeni gelisen tohumlarin kok ve sapinda, baglarda
korpe filizlerinde, sebzelerde, pancar, pamuk ve tiitiin fidelerinde beslenir ve zarar
yaparlar.

Ulkemizde son 5 yilda Corum, Ankara, Amasya, Ordu, Karabiik, Erzincan,
Giimiishane, Balikesir, Agri, Aydin ve Bingol’de gekirge istilalar1 olmus ve Il Tarim
Miidirliiklerince kimyasallar kullanarak miicadele ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢ekirgelerin
cogu da Poecelimeon ve Isophya cinslerine ait yesilgekirgelerdir.

Giintimiize kadar kiiltiirel, kimyasal ve biyolojik miicadele yontemlerine ait ¢esitli
uygulamalarla zararliyla miicadele edilmeye c¢alisilmistir. Ancak, miicadelede tam bir
basar1 saglanamamistir. Birgok bocek tirli bireysel ya da populasyon seviyesinde
bakterilerle ¢ok yakindan iliski i¢cindedir (Bour Saux-Eude ve Gross, 2000). Bakterilerin
kullanildigr miicadele bakterilerin iirettii cesitli toksin-enzim gibi maddelerin barsak
peritrofik matriksini yada epitelyum dokusunu parcalamasiyla baslayan bir siirectir.
Patojenin konak canlida ¢ogalmasi, konakda ciddi enfeksiyonlara neden olabilir. Bunun
neticesinde konagin hastalanmasi ya da 6liimiiyle sonuglanir. Zararli boceklerin biyolojik
miicadelesinde bu organizmalarin kullanilmas1 bircok bilimsel arastirmaya temel
olusturmustur (Haiwen vd., 2005).

Simbiyotik bakterilerin 6nemine binaen biitiin bakteriyal floranin tespit edilmesi de
oldukca onemlidir. Bu nedenle, Poecilimon similis similis (Retowski, 1889)’e kars1 bir
bakteriyal miicadele etmeni tespit etmek maksadiyla yapilan bu ¢alismada, sadece saglikli
larvalardan elde edilen izolatlarla yetinilmedi, enfeksiyonlu nimflerden elde edilen fungus

izolati1 da c¢aligmaya dahil edildi. Bu c¢alisma sayesinde =zararli boceklere karsi
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kullanilabilecek insektisidal aktivitesi yiiksek, gilivenilir ve lilkemize ait bir mikrobiyal
miicadele etmenlerinin gelistirilmesi yolunda yeni adimlar atilmig oldu.

2010 y1li Mayis aymda, Corum Iskilip ilgesinin Elmali ve Catkara koylerinde cekirge
salgin1 meydana gelmistir. Bu nedenden otiirii 14/5/2010 tarihinde Iskilip Ilge Tarim
Mudiirligii tarafindan ¢ekirgelerle miicadele amaghi 200 dekarlik alanda ilaglama
yapilmistir. Bu ¢aligmada ¢ekirgelerin neden oldugu bu soruna ¢6ziim arama kapsaminda
Poecilimon similis similis (Retowski, 1889) (Yesil Cekirge, Tettigoniidae: Orthoptera)
tiirlintin entomopatojenleri arastirilmistir.

Calismada Poecilimon similis similis (Retowski, 1889) (Yesil Cekirge, Tettigoniidae:
Orthoptera)’den 12 adet kiiltiire edilebilir bakteriyal izolat ve 1 adet dogal enfeksiyona
neden olmus fungus izole edildi. Izolatlarin tiir tayininde rutin olarak kullanilan
konvansiyonel testlerin (morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal) yaninda tiir tayinlerinin
daha dogru bir sekilde yapilabilmesi i¢in gelistirilmis 16S rRNA dizi analizi, API 20 E ve
API 50 CH identifikasyon sistemleri de kullanildi. Bakterilerin tiir tayinleri i¢in Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology kaynak kitabindan yararlanildi. Yapilan tanilar API 20
E ve API 50 CH sistemleri analiz sonuglariyla desteklendi (Halda-Alija, 2004; Lian, 2004).
fungal izolat ise sadece 18S rRNA analizine tabi tutuldu.

16S rRNA genleri olduke¢a iy1 korunmus tiniversal siralara sahiptir (Woese 1990). Bu
genler bakteriler arasindaki akrabaliklar1 belirlemede ve bakterilerin tiir veya cins
seviyesinde identifikasyonlarinin yapilmasinda son yillarda olduk¢a 6nemli bir ara¢ haline
gelmistir (Sacchi vd, 2002).

Izolatlara ait tiim sonuglar birlestirildiginde ve Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology kitabindan da faydalanildiginda Poecilimon similis similis (Retowski,
1889)’in kiiltiire edilebilir bakteriyal florasinin Lactococcus garvieae (PSS1), Enterobacter
sp. (PSS2), Pseudomonas putida (PSS3), Citrobacter freundii (PSS4), Tanimlanamayan
bakteri (PSS5), Hafnia alvei (PSS6), Lactobacillus sp. (PSS7), Lactobacillus graminis
(PSS8), Serratia sp. (PSS9), Lactococcus lactis (PSS10), Serratia marcescens (PSS11),
Lactobacillus curvatus (PSS12) tiirlerinden olustugu belirlendi.

PSS1 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal o6zellikleri ve metabolik
enzim profilleri dikkate alindiginda Lactococcus cinsine dahil olduguna karar verildi.
Bunun yaninda 16S rDNA dizin analizi ve API20E test sistemlerinin sonuclarida izolatin
tiir seviyesinde karakterizasyonu neticesinde Lactococcus garvieae olduguna karar verildi.

Lactococcus garvieae (PSS1) ilk olarak boceklerden izole edilmistir. Bu tiir daha 6nce
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Japonya’da Park adli bilim adami ve arkadaslari tarafindan 1997°de, (Yellowtail=Seriola
quinqueradiata ) iilkemizde de sarikuyruk-kuzu adi ile bilinen bir baliktan izole edilmistir.
Yine Cagirgan (2004) adli arastirmaci tarafindan yapilan arastirmada alabaliklardan 20
farkli Lactococcus garvieae susu izole edilmistir. Normalde baliklardan izole edilen bu tiir
ilk olarak ¢ekirgelerden izole edilmistir.

PSS2 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ozellikleri ve metabolik
enzim profilleri dikkate alindiginda Enterobacter cinsine dahil olduguna karar verildi.
Bunun yaninda 16S rDNA dizin analizi ve API20E test sistemlerinin sonuglarida izolatin
tiir seviyesinde karakterizasyonu da yetersiz kalmistir. Enterobacter genusu iginde yer
alan, E. aerogenes, E. agglomerans, E. sakazakii ve E. gergoviae tiirleri daha once
boceklerden izole edilmis ve patojeniteleri ¢alisilmistir (Bucher, 1981; Martinez vd., 1994;
Klein ve Kaya, 1995; Demir vd., 2001; Kuzina vd., 2001).

PSS3 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal &zellikleri ve metabolik
enzim profilleri dikkate alindiginda Pseudomonas cinsine dahil olduguna karar verildi.
Bunun yaninda 16S rDNA dizin analizi ve API20E test sistemlerinin sonuglarida izolatin
tiir seviyesinde karakterizasyonu neticesinde Pseudomonas putida olduguna karar verildi.
Pseudomonas putida olarak belirlenen PSS3 nolu izolat diinyada toprak ve tatli su
ortamlarinda yasayan ¢ok yaygin bir bakteridir. Degisken metabolik 6zellikleri olan ve agir
enfeksiyonlara neden olabilen saprofitik bir toprak bakterisidir (Chen vd., 2005). ilk olarak
bocek florasinda bu ¢alismada belirlenmistir.

PSS4 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri ve metabolik
enzim profilleri dikkate alindiginda Citrobacter cinsine dahil olduguna karar verildi.
Bunun yaninda 16S rDNA dizin analizi ve API20E test sistemlerinin sonuglarida izolatin
tiir seviyesinde karakterizasyonu neticesinde Citrobacter freundii olduguna karar verildi.
Bu bakterinin kirli ortamlarda bakir iyilestirme i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir (Sharma
ve Fulekar, 2009).

PSS5 nolu izolat i¢in ise yapilan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testler, 16S
rRNA dizin analizi ve API 20E sistemlerinin analiz sonuglar1 bu bakteriyi herhangi bir cins
icerisine yerlestiremistir. Bu bakterinin ileride yapilabilecek DNA-DNA hibridizasyon
caligmalar1 neticesinde yeni bir tiir olarak ortaya ¢ikmasi muhtemeldir.

PSS6 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal o6zellikleri ve metabolik
enzim profillerince yapilan ¢alismalar, 16S rRNA dizin analizi ve API 20E sistemlerinin

analiz sonuglari neticesinde bu izolat Hafnia alvei olarak belirlendi. Hafnia alvei
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Enterobacteriaceae ailesinin bir {iyesidir. Gram olumsuz, katalaz {ireten, nigastayi
kullanabilen, oksidaz iiretmeyen bir bakteridir. Insan gastrointestinal sisteminde dogal
olarak bulunabilmekte fakat patojenite gostermeyebilir. Japonya'da yapilan bir calisma,
normal saglikli bireylerin digki 6rneklerinin yaklasik% 13'inden Hafnia alvei izole
edilebilecegi bildirilmis ve bildigimiz kadariyla bu ishal etkeni olarak hi¢ karsilagilmadigi
bildirilmistir (Laupland, 2006). Fakat Banglades’de 1991 yilinda sulu ishal olan 9 aylik
cocugun diski kiiltiiriinde gézlemlenmistir (Albert, 1991).

PSS7 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ozellikleri ve metabolik
enzim profillerince yapilan ¢alismalar, 16S rRNA dizin analizi ve API 20E sistemlerinin
analiz sonugclar1 neticesinde bu izolat Enterococcus sp, Firmicutes bacterium, Lactococcus
garviae ve Lactobacillus sp.’e %99 oraninda benzemektedir. PSS7 numarali izolat gram
olumsuz olmasindan dolay1 Enterococcus sp. degildir. Firmicutes bacterium grubu hem
gram olumlu hemde gram olumsuz boyandiklar1 i¢in sistematiginde tartismalar soz
konusudur. Onceleri Gram olumsuz grupta yer alirken sonradan gram olumlu bakteri
grubunda yer almistir. Cagirgan 2004 Tirkiye’deki Lactococcus garviae izotoplarinin
biyotiplendirilmesi adl1 yayinda yaptig1 Api 20 Test sonuglarina gore sar1 13 Api 20 test
sonuglar1 karsilastirildiginda:

Glycerol pozitif, Erythriol pozitif, D-xylose pozitif D-melibiose pozitif, D-raffinose
pozitif, amidon(starch) pozitif, glycogen pozitif, xylitol pozitif, L-fucose pozitif, potassium
gluconate negatif oldugu goriilmistiir. Yani bu sonuglar Cagirgan’in sonuglart ile tam
tersidir. Dolayisi ile PSS7 Lactococcus garviae degildir. Yapilan bu ¢aligmalar neticesinde
PSS7 izolat tiir seviyesinde belirlenememis ve Lactobacillus sp. olarak tanimlanmustir.

PSS8 nolu izolat i¢in ise yapilan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testler
neticesinde Lactobacillus cinsi oldugu belirlenmistir. Biyokimyasal testlet neticesinde bu
izolatin katalaz ve oksidaz tiretmedigi nisastayr kullanamadigi belirlenmistir. Yapilan
caligmalar, 16S rRNA dizin analizi sonuglar1 bu izolatin Lactobacillus graminis,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei oldugunu desteklemektedir. Berthier ve
Ehrlich adli aragtirmacilarin 1999 da yaptiklart bir ¢alismada: L. sakei, L. graminis ve
L.curvatus tirlerini birbirinden ayirt etmek i¢in kullanilan bes biyokimyasal 6zellikleri
incelendi. Bunlar: diisiik glukoz konsantrasyonu varliginda arginin hidrolizi, melibiose ve
ksiloz fermantasyonu, haem bagimli katalaz varlig1 ve D-laktat tiretimidir. L.sakei arginini
hidrolize edebilir, melibiose’yi fermente eder ve katalaz aktivetisine sahipken

L.curvatus’da bu ozellikler yoktur. L.graminis xylose’i fermente edebilirken L.sakei ve
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L.curvatus fermente edemez (Berthier ve Ehrlich, 1999). Yapilan ¢alismalar, 16S rRNA
dizin analizi ve API 20E sistemlerinin analiz sonuglari, bu izolat bizim izole ettigimiz
sar114 nolu bakteri xylose’u fermente edebildigi i¢in L. graminis olarak adlandirilmistir.

PSS9 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri ve metabolik
enzim profilleri dikkate alindiginda Serratia cinsine dahil olduguna karar verildi. Bunun
yaninda 16S rDNA dizin analizi neticesinde Serratia sp., Serratia grimesii, Serratia
proteamaculans ve Serratia liquefaciens oldugu belirlendi. API20E test sistemlerinin
sonuglar1  degerlendirildiginde PSS9 nolu izolatin Serratia grimesii, Serratia
proteamaculans ve Serratia liquefaciens’den farklt oldugu belirlenmistir. Yapilan bu
caligmalar neticesinde PSS9 nolu izolat tiir seviyesinde belirlenememis ve Serratia sp.
olarak tanimlanmistir.

PSS10 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri ve metabolik
enzim profillerince yapilan calismalar neticesinde bu izolatin gram olumlu, oksidaz ve
katalaz tiretmeyen, nisastay1 kullanabilen, kokus sekillidir. Yapilan ¢alismalar, 16S rRNA
dizin analizi sonuglarina gore bu izolat Lactococcus garvieae, Enterococcus seriolicida,
Enterococcus sp., Lactococcus lactis, Edwardsiella tarda’ya benzemektedir. (PSS10)
numarali izolat gram olumlu olmasindan dolay1 Edwardsiella tarda ve Enterococcus sp.
degildir. Ciinkii bunlar gram olumsuzdur. Onceki ¢alismalarda Enterococcus seriolaicida
olarak adlandirilan bakterinin biyokimyasal 6zellikleri, protein profili, 16S rRNA siralama
ve DNA hibridizasyon ¢alismalar1 Lactococcus garvieae ve Enterococcus seriolaicida ayni
tir oldugunu bildirilmistir (Domenech vd., 1993; Eldar vd., 1996; Teixeira vd., 1996).
Cagirgan 2004 Tirkiye’deki Lactococcus garviae izotoplarinin biyotiplendirilmesi adli
yayinda yaptig1 Api 50 Test sonuglari ile bu ¢alismada izole edilen sar1 16 kodlu bakterinin
Api 50 test sonuglart karsilastirildiginda: Bizim izolatimiz Glycerol pozitif, L-arabinose
pozitif, D-lactose(bovineorgine negatif, D-melibiose pozitif, D-melezitoz pozitif, D-
raffinose pozitif, potassium 5- ketogluconate pozitif olmasindan dolay1r Lactococcus
garviae’den farklidir ve Lactococcus lactis’dir. Yapilan ¢alismalar, 16S rRNA dizin analizi
ve API 20E sistemlerinin analiz sonuglari, bu izolatin Lactococcus lactis oldugu
belirlenmistir.

PSS11 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri ve metabolik
enzim profillerince yapilan ¢alismalar neticesinde Pseudomonas ve Serratia cinslerine ait
olabilecekleri belirlenmistir. PSS11 nolu izolatin gram olumsuz, oksidaz tiretmedigi,

katalaz trettigi ve nissatay1r kullandigi, basil formda oldugu ve kirmizi pigment tirettigi
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gelirlenmistir. Yapilan ¢alismalar, 16S rRNA dizin analizi sonuglarina gére bu izolatin
Serratia marcescens, Serratia nematodiphila, Pseudomonas fluorescens ile yiiksek oranda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Yapilan literatiir calismasi neticesinde Pseudomonas
fluorescens oksidaz pozitif oldugu goriilmistir. PSS11 adli izolatimiz oksidaz negatif
olmasindan dolay1 bu izolat Pseudomonas fluorescens degildir. PSS11 kodlu izolatin spor
olusturmayan, katalaz enzimi {ireten, gram (-), glikozu fermentlemesiyle Serratia cinsine
dahil edildi. Kirmiz1 renkte pigmentlere sahip olmasi, arginin ve arabinoz negatif, ornitin,
glukoz ve VP pozitif olmasiyla diger Serratia tiirlerinden ayrilan izolatin Serratia
marcescens olduguna karar verildi. Serratia genusu igersinde yer alan tiirler boceklerde
oldukca yaygindir. Bu cinste yer alan S. marcescens, S. entomophila, S. proteamaculans, S.
liquefaciens, S .rubidea ve S. fonticola daha 6nce yapilan bir¢ok calismada boceklerden
izole edilmistir (Lepesme, 1937; Steinhaus, 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,
Ozkan vd., 2010.

PSS12 nolu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal o6zellikleri ve metabolik
enzim profillerince yapilan calismalar neticesinde Lactobacillus cinsine ait oldugu
belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar, 16S rRNA dizin analizi sonuglarina gore bu izolat
Lactobacillus graminis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei’dir. PSS12 nolu izolat
yapilan biyokimyasal testlet neticesinde katalaz ve oksidaz {iretmeyen, nisastay1
kullanamayan, gram olumlu, basil formdadir. Berthier ve Ehrlich adli arastirmacilarin 1999
da yaptiklar1 bir calismada: L. sakei, L. graminis ve L.curvatus tirlerini birbirinden ayirt
etmek i¢in kullanilan bes biyokimyasal ozellikleri incelendi. Bunlar: diisiik glukoz
konsantrasyonu varliginda arginin hidrolizi, melibiose ve ksiloz fermantasyonu, haem
bagiml katalaz varhigi ve D-laktat tiretimidir. L.sakei arginini hidrolize edebilir,
melibiose’yi fermente eder ve katalaz aktivetisine sahipken L.curvatus’de bu ozellikler
yoktur. L.graminis xylose’i fermente edebilirken L.sakei ve L.curvatus fermente edemez
(Berthier ve Ehrlich, 1999). Bizim izole ettigimiz sar112 adli bakteri arjinini hidrolize
edemedigi i¢cin ve Melibiose negatif oldugu i¢in L.sakei degildir. Sar119 nolu bakteri
xylose’u fermente edemedigi icin L.graminis degildir. Melibiose negatif oldugu icin

L.sakei’de degildir. Dolayis1 ile Sar119 nolu izolat Lactobacillus curvatus’dur. Yapilan
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calismalar, 16S rRNA dizin analizi ve API 20E sistemlerinin analiz sonuglar1 bu izolatin
Lactobacillus curvatus oluguna karar verildi. Lactobacillus sakei ve Lactobacillus curvatus
suslarina ¢ok fazla teknolojik ilgi vardir. Her iki tiir gibi 6nceden hazirlanmis bitmis hamur
ve fermente bitki ve et malzeme gibi farkli yasam alanlarindan izole edilmistir (Kandler ve
Weiss, 1986). Yapilan literatiir ¢aligmalart neticesinde Lactobacillus curvatusun daha
onceden farkli alanlardan izole edilmesine ragmen yesil cekirgelerden ilk defa izole
edildigi saptanmustir.

Bu tez calismasinda ayrica iilkemiz acisindan olduk¢a 6nemli bir polifag tarim
zararlist olan Poecilimon similis similis (Retowski, 1889) (Tettigoniidae: Orthoptera)’e
kars1 mikrobiyal miicadelede kullanilabilecek bir bakteriyal miicadele etmeni tespit etmeye
yonelik insektisidal aktivite ¢calismalar1 gergeklestirildi. Bu ¢alismalarda Poecilimon similis
similis’ten izole edilen 12 adet kiiltiire edilebilir bakteriyal flora tiyesi kullanildi Tiim
izolatlarin Poecilimon similis similis (Retowski, 1889) iizerinde farkli derecelerde
insektisidal etkiye sahip olduklar1 belirlendi.

Calisma sonucunda, bocek orjinli yerel bir izolat olan Serratia marcescens’in 6nemli
bir Ortoptera zararlis1 olan Poecilimon similis similis (Retowski, 1889)’in tizerinde olduk¢a
etkili oldugu tespit edildi.

Yapilan arazi ¢aligmalar1 neticesinde dogal fungal enfeksiyonlu larvadan elde edilen
izolatin molekiiler karekterizasyonu yapilmistir. Yapilan 18S rRNA’nin ITS bolge
analizleri neticesinde izolatin Beauveria bassiana oldugu belirlenmistir. Literatiirde
cekirgelerden Beauveria bassiana ve Beauveria brongniartii izolasyonu Trabut (1891) ve
Brady (1979) tarafindan izole bildirilmistir.

Cekirgelerden S. marcescens izolasyonu ilk olarak Stevenson (1959) adh
arastirmaci tarafindan bildirilmistir. Cekirge bakterileri hakkinda genel bilgiler Bucher ve
Stephens (1959, a, b), Hunt ve Charnley (1981), Bucher (1959, b) ve Sezginman (1973)
tarafindan literatiirde bildirilmistir.

Bu calismada Poecilimon similis similis’in kiltiire edilebilir bakteriyal flora
tiyelerinin zararli tizerindeki insektisidal aktiviteleri belirlenmistir. Serratia marcescens
olarak belirlenen PSS11 kodlu izolat 10 giinliik inkiibasyon neticesinde zararli tizerinde
%100’lik 6liim oranina sahip olmustur. Yapilan literatiir ¢calismalar1 neticesinde daha
onceki c¢alismalarda Serratia marcescens’in g¢ekirgeler lizerinde patojen oldugu tespit

edilmis ve ¢alismalar bu bakteri tizerinde yogunlagsmustir (Kleespies vd., 2000).
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PSS11 numarali izolatin (Serratia marcescens) arazi sartlarinda doz uygulamalari
gerceklestirilmistir. Poecilimon similis similis’den izole edilen Serratia marcescens
izolatmm 2x10°, 10°, 10" ve 10° yogunluklarinda hazirlanan karisiminin arazi sartlarinda
Poecilimon similis similis iizerine etkisi belirlenmistir. 2x10° konsantrasyonda %90 ile en
biyiik 6liim orani gzlemlenmistir. 10° konsantrasyonda %80 oraninda 6liim gozlenirken,
10" ve 10’ konsantrasyonda ise %50 oraninda 6liim gézlemlenmistir.

PSS11 numarali izolatin (Serratia marcescens) arazi doz uygulamalar ile laboratuar
doz uygulamalarmin karsilastirilmasi: Laboratuar doz uygulamalarmda 10°, 107 ve 10’
konsantrasyonlardalO giin sonunda zararlinin %100’ 6lirken, arazi doz uygulamalarinda
ise 10° konsantrasyonda zararlinin %80’ Sliirken, 107 ve 10° konsantrasyonlarda 6liim
orani %50 de kalmustir.

Calisma sonucunda, Poecilimon similis similis (Retowski, 1889) (Yesil Cekirge,
Tettigoniidae: Orthoptera) orjinli yerel bir izolat olan Serratia marcescens’in énemli bir
Orthoptera zararlis1 olan Poecilimon similis similis tizerinde oldukca etkili oldugu tespit
edildi. Sonraki ¢aligmalarda bu etmenin basta Poecilimon similis similis olmak lizere Yesil
Cekirge (Tettigoniidae) zararlilarina karst bir mikrobiyal miicadele etmenine doniistiirme

calisilmalar: yapilacaktir.
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SONUCLAR

Bu c¢aligma sonucunda, diinyada ve tilkemizde basta kiiltiir bitkileri olmak {izere

bir¢ok tarimsal alanda ciddi zararlara yol acan Poecilimon similis similis’in (Retowski,

1889) (Yesil Cekirge, Tettigoniidae: Orthoptera) kiiltiire edilebilir bakteriyal florasi

belirlendi 12 bakteri tiirii ile bir fungus izolasyonu yapildi. Bakteriyal flora iiyeleriNIN

zararli tizerindeki insektisidal etkileri belirlendi. Calismada ulasilan sonuglar asagidaki gibi

siralanabilir:

1)

2)

3)

4)

S)

6)

Poecilimon similis similis’in (Retowski, 1889) (Yesil Cekirge, Tettigoniidae:
Orthoptera) nimflerinden 12 farkli bakteriyal izolat elde edildi. Bunlarin
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler o6zelliklerine gore
karakterizasyonlar1 yapildi ve tanimlanmalar1 gergeklestirildi.

Yapilan karakterizasyon ¢aligmalar1 sonucu, izole edilen bakterilerin 12’si tiir ve
1’1 de cins seviyesinde tanimlandi. Boylece, S. littoralis’in kiiltiire edilebilir
bakteriyal florasi: Lactococcus garvieae (PSS1), Enterobacter sp (PSS2),
Pseudomonas putida (PSS3), Citrobacter freundii (PSS4), Lactobacillus
graminis (PSS6), Lactobacillus sp. (PSS7), Lactobacillus graminis (PSSS),
Serratia sp. (PSS9), Lactococcus lactis (PSS10), Serratia marcescens (PSS11),
Lactobacillus curvatus (PSS12) olarak belirlendi.

Bakteriyal flora tiyelerinden PSS11 nolu izolat %100 oraninda zararl {izerinde
en yiiksek 6liim etkisine sahip olduklari belirlendi.

Yapilan karakterizasyon ¢aligmalar1 sonucu, izole edilen 1 adet fungus Beauveria
bassiana oldugu belirlendi.

PSS11 numarali izolatin (Serratia marcescens) arazi sartlarinda doz uygulamalari
gerceklestirilmistir.  Poecilimon  similis  similis’den izole edilen Serratia

. 10" ve 10° yogunluklarinda hazirlanan

marcescens izolatinin 2x109, 10
karisiminin  arazi sartlarinda  Poecilimon similis  similis lizerine etkisi
belirlenmistir.  2x10° konsantrasyonda %90 ile en biyiik 6lim oram
gdzlemlenmistir. 10’ konsantrasyonda %80 oraninda 6liim gozlenirken, 107 ve 10°
%50 oraninda 6liim gozlemlenmistir.

PSS11 numarali izolatin (Serratia marcescens) arazi doz uygulamalari ile

laboratuar doz uygulamalarinin karsilastirilmis. Laboratuar doz uygulamalarinda
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10°, 107 ve 10° konsantrasyonlarda 10 giin sonunda zararlinn %100’ &liirken,
arazi doz uygulamalarinda ise 10° konsantrasyonda zararlinmn %801 lmiis, 10’

ve 10° konsantrasyonlarda ise 6liim orani %50 de kalmustir.



6.

ONERILER

Bu calismada, Poecilimon similis similis’ten (Retowski, 1889) (Yesil Cekirge,

Tettigoniidae: Orthoptera) 12 farkl: kiiltiire edilebilir bakteri izole edildi ve bunlarin zararl

tizerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Calismada ulagilan sonuglardan hareketle,

gelecek calismalara yonelik olarak asagidaki hususlar belirlenmistir.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Elde edilen izolatlarin, benzer ortam ve tarim tirtinlerini kullanan baska zararlilar
tizerindeki insektisidal etkileri arastirilabilir.

Insektisidal aktivite testleri yapilirken zararli bocek larvalarina sadece tek bir
izolat uygulandi. Birden fazla izolatin etkisi ayn1 anda denenebilir.

Yiiksek oldiirticii etkiye sahip olan izolatlarin kararliliklar: arttirilabilir.
Labaratuar kosullarinda saglanan yiiksek o6ldiirme orani, alan uygulamalariyla
tarla kosullarinda denenebilir.

Yiiksek oldiiriicti etkiye sahip olan izolatlarin mikrobiyal miicadele preparatina
dontistiirme ¢alismalari baglatilabilir.

Farkli 6zelliklerdeki mikrobiyal etmenlerin (viriis, fungus, protozoa ve nematod
gibi) zararli lizerindeki etkileri belirlenebilir.

Yiiksek oldiirticti etkiye sahip olan bakterilerin bu aktiviteyi saglayan 6zellikleri
molekiiler yollarla saflastirilip, arastirilabilir.

Oldiiriicii aktivitesi yiiksek izolatin viriilansim etkileyen biyolojik faktorler

arastirilabilir.
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8. EKLER

Ek 1. Besiyeri, Ayirac ve Boyalarin Hazirlanisi

Ek 1. 1. Besiyerlerinin Hazirlanisi

Nisasta Agar: 1g patates nisastast 10 ml soguk ddH,0O’da ¢oziiliip 100 ml niitrient
agarla karistirildi ve otoklavlanarak steril edildi.

Niitrient Agar (NA): 5 g pepton, 3 g beef extract, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da

¢oziildi; otoklavlanarak steril edildi. Calismada ayrica ticari olarak satilan niitrient agar da
kullanildi.
Niitrient Broth (NB): 5 g pepton, 3 g beef extract, 1 g potasyum nitrat 1000 ml

ddH,O’da ¢oziildi; 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 ¢oziildi;

otoklavlanarak steril edildi.

Ek 1. 2. Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlanisi

Aseton Alkol: 250 ml % 95°lik etanol ve 250 ml saf aseton karistirilarak hazirlandi.
Bakir Siilfat (CuSO4) Soliisyonu: 20 g bakir siilfat (CuSO4.5H,0) 80 ml suda

¢Oziilerek hazirlandi.

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

hazirlandi.

Gram Iyodu: 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir (KI) 5 ml ddH,0O’da ¢oziildii; tizerine
250 ml ddH,0 ve 60 ml % 5’lik sodyum bikarbonat (NaHCO5) ilave edildi.

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

Kovak Kimyasali: 5 g p-dimetilaminobenzaldehid 75 ml amilalkolde ¢oztildi ve 25
ml HCl ilave edildi.
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Kristal Viyole Boyasi: Bu boya iki ayr1 soliisyon olarak hazirlanip ardindan ikisi

birbirine karistirildi: 1) 1 g kristal viyole, 10 ml etanol, 90 ml distile su ile karistirildi. 2) 4
g amonyum oksalat ve 400 ml ddH,O karistirildi. Bu iki soliisyon daha sonra birbirine
karistirilarak kullanildi.

Malasit Yesili: 5 g malasit yesili 100 ml ddH,O’da c¢oziildii; siizgeg kagidi

yardimiyla stiziilerek kullanildi.

Oksidaz Ayiract: 6% tetrametilfenilendiamin  hidroklorit, dimetil sulfoksit

¢Ozeltisinde hazirlanir.

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

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

Vogus-Proskauer-1 Ayiraci: 5 g a-naftol 100 ml’den az absolute alkolde ¢oziildi ve

100 ml’ye tamamlanip 5 °C’de muhafaza edildi.
Vogus-Proskauer-1I Ayiraci: 40 g KOH hizli bir sekilde 100 ml’den az ddH,O’da

¢oziildii; sogutuldu ve ddH,O ile 100 ml’ye tamamlandi; hazirlandiktan 7-8 saat sonra

kullanildi.

Ek 2. Mc FARLAND Standart Solusyonlari

Mc Farland Standardlar1 bakterilerin 6zelliklerini tespit etmek amaciyla panel test
sistemlerine yapilacak olan ekimlerde bir birim olarak kullanilir. Mililitredeki koloni

olusturabilecek bakteri sayisini verir. (CFU: Koloni olusturabilen birim)

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

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

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

1,0 Mc Farland Standardi igerigi

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

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

3,0 Mc Farland Standard: igerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 3,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution 97,0 ml
O.D. at 625 nm 0,48-0.6

4,0 Mc Farland Standardi igerigi

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

5,0 Mc Farland Standard: igerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 5,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution 95,0 ml
0.D. at 625 nm 0,8-1,0

Ek 3. Elde Edilen izolatlarin 16S rRNA Gen Siralari

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

TACGTATTCACCGACGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACT
TCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGAT
TAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTG
TAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTATCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAGTAAT
AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAACCATGCACCACCTGTATCCCGTGTCCCGAAGGAACTCCTTATCTCTAA
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GGATAGCACGAGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAA
CCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGCTACAG
AGAACTTATAGCTCCCTACAGCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGTGTCAGTTACAG
GCCAGAGAGCCGCTTTCGCCTCCGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACC
GCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAA
TGCACACAATGGTTGAGCCACTGCCTTTTACATCAGACTTAAGAAACCACCTG
CGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGGGACCTACGTATTACC
GCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTCCCTTTCTGGTTAGATACCGTCACTTAA
GTAATTTTCCACTCTACTTAACGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCG
AAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGGGTTGCCCCCATTGCCGA
AGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTG
TGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTAGTCCTTTAC
ACTACCAACTAGCTAATACAACGCGGGATCATCAAGTAGTGAAGCAATTGCTT
CTTTCAAATAAGAATCATGCGATTCTCATTGTTATGCGGTATTAGCGTTCGTTT
CCAAACGTTGTCCCCCGCTACTCGGCAGATTTCCCACGCGTTACTCACCCGTTC
GCCGCTCTTCATAAAAATAGCAAGCTATCTTTAATCATCGCTCGACTGCATAAT
CCACGCCGTCG

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

TGATCACGTATTCACCGATAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCC
GACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACATACTTTATG
AGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCT
CCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAA
AGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAG
CTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACGGTTCCCGAAGGCACTAAAGCAT
CTCTGCTAAATTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTT
TTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGA
AGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACT
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ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC
TTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTT
CACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTT
CGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACC
GCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCA
ATCGCTGCGGGTTATTAACCACAACGCCYTYCYCYTCGCTGAAAGTACTTTAC
AACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCA
TTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGT
TCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGA
GCCATTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCCGATGGTGTGAG
GCCCGAAGGTCCCCCACTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTT
TCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCGGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCC
GCCACTCGTCACCCAAGAGCAAGCTCTCTGTGCTACCGTTCGACTGCATGTGG
AGCTGCCGAAGCT

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

CCGGTAAGTATTACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGA
ACTTCACGCAGTCGAAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTG
AGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCGACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAA
CTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATC
CATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCT
TCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGA
GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCG
CCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGA
CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAG
TATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCAT
TTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACTGTACTCTAGCTTGCCAGT
TTTGGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATTCAACTTAACAAA
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CCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGT
ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGT
CAAAACAGTAAGGTATTCGCTCACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTAC
AATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCA
TTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGT
TCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAG
CCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGG
CCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTT
CGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCC
GCCGCTGAATCGGAAGGAGCAAGCTTCTTCTCATCCGCTCGACTGCATGTGTA
GGCTGCCGCAG

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

CGGCACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGA
CTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTATGAG
GTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTG
TGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC
AGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAA
GGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACGGTTCCCGAAGGCACTAAGGCATC
TCTGCCAAATTCCGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTYCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTT
TTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGA
AGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC
TTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTT
CACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCCTCTACGAGACTCAAGCCTGCCAGTT
TCAAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAGAC
CGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCA
ATTGCTGCGGTTATTAACCACAGCACCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAA
CCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATT



76

GTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTC
CAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGC
CGTTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCCGATGGCAAGAGGC
CCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTC
CAGTAGTTATCCCCCTCCATCGGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGC
CACTCGTCAGCAAAGCAGCAAGCTGCTTTCTGTTACCGTTCGACTGCATGTGTA
GCCTGCCG

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

GGGTCACGTATTCACATACGGCATTCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCC
GACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGATCGGCTTTTTGA
GATTAGCATCCTATCGCTAGGTAGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTC
CAGTTTGTCACTGGCAGTATCCTTAAAGTTCCCACCCGAAGTGCTGGCAAATA
AGGAAAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTATGTAAGTTCCCGAAGGCACCAATCCAT
CTCTGGAAAGTTCTTACTATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTT
TTAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCGTTAGCTGCGCCA
CTAAAGCCTCAAAGGCCCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGGCATGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGTACCTCAGCGTCAGTAT
TAGGCCAGATGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTC
ACCGCTACACCTGGAATTCTACCATCCTCTCCCATACTCTAGCTTCCCAGTATC
GAATGCAATTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACATCCGACTTAAAAAGCCG
CCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTCGCACCCTCTGTATT
ACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGCGAGTAACGTCCA
CTCATCTTGGGTATTAACCAAGAGAGCCTCCTCCTCGCTTAAAGTGCTTTACAA
CCATAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGGTTCCCCCCATT
GTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCC
CAGTGTGGCGGATCATCCTCTCAGACCCGCTACAGATCGTCGCCTTGGTAGGC
CTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACTTAGGCTCATCTATTAACGCAAGGTC
ACAAGTGATCCCCTGCTTTCCCCCGTAGGGCGTATGCGGTATTAGCATCCCTTT
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CGAGATGTTGTCCCCCATTAATAGGCAGATTCCTAAGTATTACTCACCCGTCCG
CCGCTAGGTCAATTACCGAAGCAATCTCCCCCGCTCGACTTGCATGTGTAAGC
CTGCCGCCC

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

CCCGGTACCGTATTACCGATAGCATTCTGATCCTACGATTACTAGCGATT
CCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTAT
GAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCC
TCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGCCATTACGCGCTGGCAAC
AAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAAGC
ATCTCTGCTAAATTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAG
TTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGG
AAGCCACGCCTCAAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGA
CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAG
TCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCAT
TTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTGACCAGT
TTCAAATGCAGTTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACATCTGACTTAATCAAC
CGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCA
ATCACTGTGGTTATTAACCACAATGCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAA
CCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATT
GTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTC
CAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGAGATCGTCGCCTAGGTGAGC
CATTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCGTGAGGC
CCGAAGGTCCCCCACTTTGGTCCGAAGACGTCATGCGGTATTAGCTACCGTTTC
CAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGC
CGCTCGTCACCCAGAGAGCAAGCTCTCTTGTGCTACCGCTCGACTGCATGTGTA
GCTGCCGCAG
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7 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CCCGGATACAGTATTACATACGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATT
CCGACTTCATGCAGGCGAAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTT
AAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTACCATCCATTGTAG
CACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACC
TTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCA
ACTAGTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACA
CGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCCGTGTCCCGAAGGAACTCCT
TATCTCTAAGGATAGCACGAGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
TTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTG
AGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGC
GCTACAGAGAACTTATAGCTCCCTACAGCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGTGTCA
GTTACAGGCCAGAGAGCCGCTTTCGCCTCCGGTGTTCCTCCATATATCTACGCA
TTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCACTCAAGTCTCCCAG
TTTCCAATGCACACAATGGTTGAGCCACTGCCTTTTACATCAGACTTAAGAAAC
CACCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGGGACCTACGT
ATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTCCCTTTCTGGTTAGATACCGTC
ACTTAAGTAATTTTCCACTCTACTTAACGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTAC
GATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGGGTTGCCCCCAT
TGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTC
CCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTAGTC
CTTTACACTACCAACTAGCTAATACAACGCGGGATCATCAAGTAGTGAAGCAA
TTGCTTCTTTCAAATAAGAATCATGCGATTCTCATTGTTATGCGGTATTAGCGT
TCGTTTCCAAACGTTGTCCCCCGCTACTCGGCAGATTTCCCACGCGTTACTCAC
CCGTTCGCCGCTTACTTCATAAAAATAGCAAGCTATCTTTAATCATCGCTCGAC
TTGTCATGAATGAGGCACGTCCGACCG

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

GGATAAGTATTCACATAAGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCG
GCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGA
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GATTAGCTAAACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAG
TAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATC
TCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
TCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGGC
ACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGT
TACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATT
TCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCCAGT
TTCCGATGCACTTCTTCGGTTGAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAAC
CGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGT
ATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTGGATACCGTC
ACTACCTGATCAGTTACTATCAAATACATTCTTCTCCAACAACAGAGTTTTACG
ATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATT
GTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCC
CAGTGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCACGGTCTTGGTGAGCC
TTTACCTCACCAACTAACTAATGCACCGCGGGTCCATCCTAAAGTGATAGCCG
AAACCATCTTTCAACCTTGCACCATGCGGTGCTAGGTTTTATGCGGTATTAGCA
TCTGTTTCCAAATGTTATCCCCCACTTTAGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCA
CCCGTCCGCCACTCACTCAAATGTTATCAATCAGAAGCAAGCTTCTTCAATCTA
ACGAGAGTGCGTTCGACTTGCAGAAGGAGCACGTCCGANAGTT

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

CCGGGTAAGTATTCACCGATAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTC
CGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGTACTTTAT
GAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCC
TCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAC
AAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACG



80

AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAGCT
ATCTCTAGCGAATTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAG
TTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCGCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCC
GGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACGTGAGCGTCA
GTCTTTGTCCAGGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGC
ATTTCACCGCTACACCTAGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTTGCCA
GTTTCAAATGCAGTTCCCACGTTAAGCGCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAA
ACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCG
TATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGT
CAATGCACAGTGCTATTCACTGAACCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAA
CCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATT
GTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTC
CAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGC
CATTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCATGAGGC
CCGAAGGTCCCCCACTTTGGTCCGTAGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTC
CAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGC
CGCTCGTCACCCAGGAGCAAGCTCCCTGTGCTACCGCTCGACTTGCATGTGTTA
GGCCGCCG

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

CGGGNACGTATTCACCGACGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCC
GACTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAG
AGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCC
TCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTA
GTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCCGTGTCCCGAAGGAACTCCTTATCT
CTAAGGATAGCACGAGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
TCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGCTA
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CAGAGAACTTATAGCTCCCTACAGCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGTGTCAGTTA
CAGGCCAGAGAGCCGCTTTCGCCTCCGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTC
CAATGCACACAATGGTTGAGCCACTGCCTTTTACATCAGACTTAAGAAACCAC
CTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGGGACCTACGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTCCCTTTCTGGTTAGATACCGTCACTT
AAGTAATTTTCCACTCTACTTAACGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATC
CGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGGGTTGCCCCCATTGCC
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAG
TGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTAGTCCTTT
ACACTACCAACTAGCTAATACAACGCGGGATCATCAAGTAGTGAAGCAATTGC
TTCTTTCAAATAAGAATCATGCGATTCTCATTGTTATGCGGTATTAGCGTTCGT
TTCCAAACGTTGTCCCCCGCTACTCGGCAGATTTCCCACGCGTTACTCACCCGT
TCGCCGCTCTTCATAAAAATAGCAAGCTATCTTTAATCATCGCTCGACTTGCGT
GTATTAGCACGCCGCCCCG

11 Numarali izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

GTTAACGTATTCACCGTNATGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCC
GACTTACATGGAGTCGAAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGTACTTTA
TGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAAC
AAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCC
ATCTCTGGAAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAG
TTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCTCCGG
AAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAATCGACATCGTTTACAGCGTGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGT
CTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATT
TCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCTAGCTTGCCAGTT
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TCAAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAAAC
CGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCA
ATTGATGAACGTATTAAGCTCACCACCTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAA
CCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATT
GTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTC
CAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGC
CATTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGC
CCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTC
CAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGC
CGCTCGTCACCCTCNGCAAGCTTCCCCGTGCTGCCGCTTGTACTTGCATGTGNA
GC

12 Numarali izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

TGGATAAGTCTTAGCATACGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCC
GGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAG
AGATTAGCTAAACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCT
CCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTA
GTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTAT
CTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
TCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGGC
ACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGT
TACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATT
TCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTT
TCCGATGCACTTCTTCGGTTGAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACC
GCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTGGATACCGTCAC
TACCTGATCAGTTACTATCAAATACATTCTTCTCCAACAACAGAGTTTTACGAT
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CCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGT
GGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCA
GTGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCACGGTCTTGGTGAGCCTT
TACCTCACCAACTAACTAATGCACCGCGGGTCCATCCTAAAGTGATAGCCGAA
ACCATCTTTCAACCTTGCACCATGCGGTGCTAGGTTTTATGCGGTATTAGCATC
TGTTTCCAAATGTTATCCCCCACTTTAGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACC
CGTCCGCCACTCACTCAAATGTTATCAATCAGAAGCAAGCTTCTTCAATCTAAC

GAGAGTGCGTTCGACTGCAGATGGAGCACGTCTGACCCG

Ek 4.1. API 20 E panel sisteminin i¢erdigi testler

Testler | Substrat Belirlenen Negatif Sonuclar Pozitif Sonuclar
Reaksiyon

ONPG | ONPG Beta- Renksiz Sar1
galaktosidaz

ADH Arginin Arginin Sar1 Kirmizi / Turuncu
dihidrolaz

LDC Lisin Lisin Sar1 Kirmizi / Turuncu
dekarboksilaz

OoDC Ornitin Ornitin Sar1 Kirmizi / Turuncu
dekarboksilaz

CIT Sitrat Sitrat kullanimi Acik yesil / Sar1 Mavi-Yesil / Mavi

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

thiosulfate
URE Ure Ure hidrolizi Sari Kirmizi / Turuncu
TDA Triptoofan Deaminaz Sar1 Kahverengi /
Kirmiz1
IND Triptofan Indol tiretimi Sar1 Kirmizi (2 dk.)
VP Na piruvat Aseton tretimi Renksiz Pembe / Kirmizi
(10 dk)
GEL Komiir Jelatinaz Siyah Siyah tabaka
jelatin tabaka dagilmamis dagilmis

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

MAN Mannitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
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Fk 4.1. Devami

SOR Sorbitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
RHA Ramnoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
SAC Sucrose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
MEL Melibiose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
AMY Amigdalin Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
ARA Arabinoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

Ek 4.2. API 50 CH panel sisteminin icerdigi testler

Test Ad1 Test Adr

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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Ek 5.1

Fungus ITS Sekansi

CCCCTTCNTCGGAGGAAAAGAAACCAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAAT
CCAGCAGGAAGAGCTCATATTTGTNGGTCAACACGTGGAGGGATCATTACCGA
GTWTWCAACTCCMCAACCMTTCTGTRAACCTACCYATCGTTGCTTCGGCGGAC
TCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACT
CCTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCG
GCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGYGGYGACCTSTGCGTAGTAATGCAG
CTCGCACCGGAACCCYGACGCGGCCACGCCTGTAAAACACCCAACTTCTGAAY
STTGACCTCRAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAATTAAAANCATATCNNGCTG
CTTCACGCTACACTCGCCGGGGAATCGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTCCTCC
GAAA
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