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Yiksek Lisans

OZET

FASULYE TOHUM BOCEGIN (ACANTHOSCELIDES OBTECTUS SAY)'DEN BAKTERI
[ZOLASYONU VE TANIMLANMASI
Ekrem OKUTAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Kazim SEZEN
2019, 50 Sayfa, 9 Sayfa Ek

Bu ¢alismada, Acanthoscelides obtectus’a karsi etkili bir mikrobiyal miicadele etmeni
gelistirebilmek icin zararlidan bakteri izolasyonu yapildi, izolatlarin morfolojik
biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonlar1 gerceklestirildi. A. obtectus’un bakteri
izolasyonu ve tanimlanmasini belirlemek igin yapilan ¢alismada, 9 bakteriyel izolat elde
edildi ve bunlar Aol-9 olarak isimlendirildi. Bu izolatlarin 1s1k mikroskopisi ile
morfolojileri, geleneksel mikrobiyolojik yontemler ve API kitleri kullanilarak biyokimyasal
ozellikleri belirlendi. Molekiiler tanimlamada 16S rDNA gen dizileri sekanslanarak
GenBank verileriyle karsilastirildi. Elde edilen sonuglara gore bu izolatlardan 7 tanesi Gram
(+) (Aol, Ao2, Ao3, Ao4, Ao5, Ao8 ve Ao9), bunlardan 5’i sporlu (Ao3, Ao4, Ao5, Ao8
ve A09) bakteridir. Izolatlardan 2 tanesi Gram (=) (Ao6 ve Ao7) olarak belirlendi. Oksidaz
enzim aktivitesi incelendiginde 3 izolatta (Ao6, Ao7 ve Ao8) oksidaz testinin pozitif, diger
izolatlarda negatif oldugu tespit edildi. Katalaz enzim aktivitesi incelendiginde ise, 6
izolatta (Aol, Ao2, Ao4, Ao5, Ao8 ve A09) pozitif sonug belirlendi. izolatlardan 3’iiniin
de (A03, Ao6 Ao7) katalaz negatif oldugu anlasildi. 16S rDNA gen sekans analizlerinin
sonuglarina gore Ao5 izolatt Bacillus thuringiensis olarak tanimlandi. Su ana kadar
tamamlanan insektisidal aktivite testlerine gére Ao5 izolatt %80 oliim orani ile en etkili
izolattir. B. thuringiensis Ao5 izolatmin zararlinin biyolojik miicadelesinde degerli

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Acanthoscelides obtectus, Bakteriyel flora, Biyolojik miicadele
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Master Thesis
SUMMARY

ISOLATION AND DETERMINATION BACTERIA FROM BEAN WEEVIL
(ACANTHOSCELIDES OBTECTUS SAY)
Ekrem OKUTAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Kazim SEZEN
2019, 50 Pages, 9 Pages Appendix

In this study, to develop an effective microbial control agent against Acanthoscelides
obtectus, we isolated bacteria and characterized as morphological, physiological,
biochemical and molecular. In the studies to determine the bacteria from A. obtectus, 9
bacterial isolates have been isolated and named as Aol-9. They are determined as
morphological using light microscopy, biochemical features using both conventional
microbiological methods and API kits. For molecular characterization, analyzed the
sequences of 16S rDNA gene and compared the isolates in GenBank. According to the
obtained results, 7 of these isolates are Gram (+) (Aol, 2, 3, 4, 5, 8 ve 9), 5 of them include
spore form, (Ao3, Ao4, Ao5, Ao8 and A09), and 2 of isolates are Gram (—) (Ao6 ve Ao7).
Oxidase enzyme activity was determined in 3 isolates (Ao6, Ao7 ve Ao8) as positive, other
isolates were observed as oxidase negative. According to catalase enzyme activity test, 6 of
isolates (Aol, 2, 4, 5, 8 and 9) were observed as positive. And the rest of 3 isolates (Ao3,
Ao6 and Ao7) were also observed as catalase negative. According to the results of 16S
rDNA base sequence analysis, Ao5 isolate was identified as Bacillus thuringiensis.
According to the insecticidal activity tests results, the most effective isolate was 80% for
Ao05 isolate. B. thuringiensis isolate (Ao5) may be valuable as biological control agent

against A. obtectus.

Key Words: Acanthoscelides obtectus, Bacterial isolation, Biological control
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Ulkemizde milli yemekler icerisinde 6nde gelen kuru fasulye en ¢ok tiiketilen
baklagillerden birisidir. Baklagiller, protein ihtiyacini karsilamasi 6zellikle tahil proteininin
baz1 aminoasitleri sinirlt miktarda ihtiva etmesi ve hayvansal gidalarin maliyet bakimindan
daha masrafli olmasi ile karsilagtirildiginda olduk¢a 6nem arzetmektedir (Sehirali, 1988).
Baklagillerin besin olarak kullanilmasinin yanisira, hayvan yetistiriciliginde, kagit sanayi,
ila¢ endiistrisi, boya ve regine yapimi, mobilya imalati, kozmetik gibi diger sektorlerde de
kullanilmaktadir (Saragoglu ve Erkan, 2016). Ulkemizde 898.197 dekar alanda 235.000 ton
fasulye (Phaseolus vulgaris) tiretimi yapilmaktadir (Aydogan vd., 2015).

Fasulye verim ve kalitesi lizerine sinirlayici etkiye sahip abiyotik ve biyotik faktorlerin
icinde zararli boceklerin varligi ve yogunlugu ciddi oranda dikkat ¢ekmektedir. Bruchidae
familyasinda bulunan bireylerden Acanthoscelides obtectus (Say) yilda birden fazla dol
verebilme yetenegi nedeniyle hem arazide hem de depoda ciddi problemlere sebep
olmaktadir (Mbogo vd., 2009). Bu =zararlinin larvalari, fasulye bitkisi {izerinde
beslendiginden iriiniin Kalitede, tohumunun ¢imlenme kabiliyetinde hasara ve iiriiniin
agirhginda kaybma sebep olmaktadir. Bunun yaninda, bocekler fasulye oyuklarinda
biraktiklar1 digki ve viicut kalintilari ile de danelerde kirlilige yol agarlar. Gerek tilkemizde
ve gerekse diinyada A. obtectus’un zarari ile ilgili birgok ¢aligma bulunmaktadir (Esin, 1971,
Kalkan, 1972; Atak, 1975; Thiery, 1984; Yiicel, 1985; Ozer ve Yiicel, 1989; Elmali ve
Toros, 1990; Yasarakinci, 1991; Brzostek ve Ignatuwicz, 1992; Tamer, 1996; Ozdem ve
Kovanci, 1996; Dortbudak ve ark., 1999).

Uzun zamandir kimyasal ilaclarin tarimda kullanilmasi zararlilarla miicadelede kesin
¢Oziim olarak disliniilmiistiir. Kimyasal miicadele tarim zararlilariyla miicadele ile
0zdeslesmis olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fakat kimyasal miicadele kapsaminda ilag
kullanim1 hizli bir sekilde yayilarak ciddi sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Ozellikle pestisitlerin yayginlasarak yiiksek dozlarda ve bilingsizce kullanilmas1 istenmeyen
yan etkilerin meydana gelmesine zemin hazirlamistir. Bu zararli yan etkilerden sonra
kimyasal pestisitlerin kullanimin1 azaltacak ya da hi¢ kullamimina gerek kalmayacak

alternatif miicadele yontemlerinin arastirmalarina hizli bir sekilde baglanmistir.



Glintimiizde farkli miicadele yontemleri kullanilmasina ragmen, tiim diinyada oldugu
gibi lilkemizde de zararli boceklerin miicadelesinde ¢esitli kimyasal ilaglar etkin bir sekilde
uygulanmaktadir. Bu kimyasallarin ekolojik dengede meydana getirdigi zararli etkilerle
birlikte dogaya hasar vermesi, hedeflenen zararlilar disinda yararli organizmalarda da
olumsuz etki gostermesi ve insan saghgini kotii yonde etkilemesi gibi sebeplerle
yasaklanmis ve bir¢ogu da kullanimdan kaldirilmaya baslanmigtir. Bu durum, olumsuz
etkilerinden dolay1 kimyasal tirlinlere alternatif miicadele yontemlerinin arastiriimasina yol
acmistir.

Devam eden siiregte biyolojik miicadele ciddi bir énem kazanmis ve bu alandaki
aragtirmalar giderek artmustir. Ozellikle entegre miicadele programlari kapsaminda biyolojik
miicadele alternatif yontem arayisi i¢inde dikkat ¢ekici bir konuma gelmistir.

Biyolojik miicadele, en yalin sekliyle ‘bitkisel iiriinlerde ciddi ekonomik zararlara
neden olan zararli boceklerin kontrol altina alinmasinda ayni ortamda mevcut olan dogal
etmenlerin kullanilmasi’ olarak tanimlanabilir. Diger bir deyisle, bitkisel iirlinlerde zarar
olusturan boceklerin esik seviyede olacak sekilde dogal dengeyi bozmadan, diizenleyici ve
destekleyici onlemlerin uygulanmasidir. Biyolojik miicadelede yaygin olarak kullanilan
dogal etmenler ii¢ gruba ayrilmistir; predatorler, parazitoidler ve patojenler. Zararlilarla
dogrudan beslenerek etkili olan faydali boceklerde biri predatdrlerdir. Zararlinin farkl
evrelerinde yumurtalarini zararli {izerine birakarak etkili olan diger bir etmen ise
parazitoidlerdir. Patojenler ise zararlilarda hastalik yapan etmenlerdir.

Biyolojik miicadelede kullanilan etmenler bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar,
protozoonlar ve rekombinant tekniklerle gelistirilen organizmalardan olugsmaktadir (Peter,
1984). Belirtilen gruplara ait etmenler zararli boceklerde degisik hastaliklar olusturarak
bocek populasyonlarinin dengede tutulmasini ve zararlilarin en az seviyeye inmesini
saglayarak zarari minimum seviyede tutmaktadir. Bunlarin ¢ofu zararhi tiire 0zgi
oldugundan yalnizca miicadele edilecek zararlh tiirde etkilidir. Bu 6zellikleriyle mikrobiyal
etmenler, faydali organizmalar ve insanlar gibi hedef olmayan organizmalarda risk
olusturmaz. Bunlar, bitkisel ortamda dogal olarak bulunmalarindan dolay1 ¢evresel kirlilige
neden olmazlar. Bu nedenden dolayi, gelecekte biyolojik etmenler kimyasal pestisitlerin
yerini alacaktir.

Tiirkiye’de yillik kisi basina diisen kuru fasulye tiiketim oranmin ortalama 3-4 kg
oldugu dikkate alinirsa, yemeklik tane baklagillerden fasulye, lilkemiz bakimindan oldukca

onemlidir. Kuru fasulyenin depoda saklanmasi siirecinde A. obtectus tarafindan meydana



getirilen zarar1 oldukca ciddi boyuttadir. Fasulye tanelerinde meydana gelen zarar kaliteyi
diisiirmektedir. Ulkemizde bu zamana kadar yapilan calismalara bakildiginda, A. obtectus’un
biyolojisi, cografik yayilisi, konukgulari, zarar1 ve miicadele yollari izerinde durulmus, fakat
biyolojik miicadele ile ilgili kayitlara rastlanmamustir. Ulkemizde &nemli ekonomik
kayiplara neden olan tohum zararlilarindan biri olan A. obtectus ile etkili bir alternatif
miicadelenin yapilabilmesi i¢in entomopatojenik bakterilerin tespiti nemli bir adim olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu c¢aligmada, A. obtectus’a karsi biyolojik miicadelede
kullanilabilmesi amaciyla bu zararlinin kiiltiire edilebilir bakteri floras1 belirlenerek zararli

tizerindeki biyolojik aktiviteleri belirlendi.

1.2. Kuru Fasulye ve Tiirkiye Ekonomisindeki Yeri

Baklagiller familyasi igerisinde yer alan kuru fasulye, yilda bir kez meyve veren otsu
bitkilerden biridir (Sekil 1). Kalsiyum ve vitamin bakimindan olduk¢a zengin olan kuru
fasulye B grubu vitaminleri, potasyum, demir, ¢inko ve lif agisindan da ¢ok zengin bir
bakliyattir. Tiirk mutfaginin geleneksel gidalar1 arasinda yer almasi ve bitkisel protein
kaynag1 olmas1 bakimindan tiiketiminin giderek artmasi beklenilen bir durumdur. Ulkemizde

kuru fasulye iiretimi agirlikli olarak i¢ Anadolu’da yapilmaktadir.
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Sekil 1. Kuru fasulye tohumu.

Tiirkiye’nin kuru fasulye iiretimi 2017 yilinda 239 bin ton olarak kaydedilmistir.
Yapilan tahminlerde kuru fasulye tiretiminin ilerleyen yillarda giderek artacagi, 2020 yilinda
iretilen miktarin 245 bin tona ulagacagi ve tiiketiminin de artan niifusla birlikte ayn1 yonde

artacagl diisiiniilmektdir (URL-1, 2019). Ulkemizde gelecek bes yillik
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donemde tiiketiminin artmasi sebebiyle iilke i¢i talebin fazla olmasi kuru fasulye ithalatinin

artmasina, ihracatinin ise azalmasina neden olacaktir. 2020 yilinda yaklasik 60 bin ton kuru
fasulyenin ihrag edilecegi tahmin edilmektedir.

Kuru fasulye ekim alanlarinin gelecek yillarda azalacagi, 2017 yilindan baglayarak
yaklagik 898 bin dekar olan ekim alanlarinin %10 azalarak 2020 yilinda 807 bin dekar alana
diisecegi ongoriilmektedir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda iilkemizde 2018 yilinin sonu itibariyle kuru fasulye
tiretiminin yaklasik 220 bin ton olacagi ve mevcut niifusun ihtiyacinin 30-60 ton arasinda

kuru fasulye ihracati ile karsilanacagi tahmin edilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Tiirkiye’deki yillara gore kuru fasulye tiretimi.

Yil Ekilen Alan (da) Uretim (ton) Verim (kg/da)

1961* 1.140.000 134.000 118
1970* 980.000 138.000 141
1980* 1.130.000 165.000 146
1990* 1.705.860 210.000 123
2000* 1.753.300 230.000 131
2001* 1.746.560 225.000 129
2002* 1.796.350 250.000 139
2003* 1.615.440 250.000 155
2004 1.550.000 250.000 161
2005 1.412.000 210.000 149
2006 1.290.515 195.970 152
2007 1.092.497 154.243 141
2008 982.326 154.630 157
2009 949.280 181.205 191
2010 1.033.811 212.758 206
2011 946.254 200.673 212
2012 931.740 200.000 215
2013 847.630 195.000 230
2014 911.103 215.000 236
2015 935.840 235.000 251
2016 898.197 235.000 262
2017 897.221 239.000 266
2018** 825.000 220.000 267

*FAOstat
**ZMO tahminidir



1.3. Ulkemizde Karsilasilan Baklagil Zararhlar

Insan ve hayvanlarin beslenmesinde 6nemli bir yer tutan baklagillerde, bahgeden
saklandiklar1 ambarlara kadar bir ¢ok asamada ciddi zararlara neden olan bir¢ok zararl
bocek tiirii bulunmaktadir. Bunlar arasinda Bruchidae (Coleoptera) (Baklagil Tohum
Bocekleri) familyasinda bulunan bdcek tiirleri, neden olduklari agirlik, ¢imlenme ve
ozellikle kalite kayiplar1 sebebiyle ayr1 bir yer tutmaktadir.

Bruchidae familyasi iginde bulunan Baklagil Tohum Boceklerinin biiyiik bir kisminin
esas konukgulart Leguminosae familyasia ait bitki tiirleridir. Bu bitki tiirleri arasinda
ozellikle mercimek, bakla, nohut, bezelye, boriilce ve fasulye gibi yemeklik bitkiler ile
korunga ve yonca gibi yem bitkileri yer almaktadir (Lodos, 1998).

Bruchidae familyasina bagli diinyada 1250 kadar tiir bilinmekte, bunlarin da 250
kadar1 Palearktik Bolge (Avrupa, Asya ve Kuzey Afrikay: igine alan)’de bulunmaktadir.
Tiirkiye’nin Baklagil Tohum Bocekleri faunasi oldukga zengindir (Decelle ve Lodos, 1989).
Sadece Glineydogu Anadolu bolgesinde yemeklik baklagil ve yemlik bitkilerde 19 Baklagil
Tohum Bécegi tiirii bulunmustur (Ozer ve Yiicel, 1989).

Baklagil Tohum Bocekleri, baklagil tanelerinde meydana getirdikleri oyuklar
nedeniyle fasulye tohumlarinin iiriin kalitesini diistirmelerinin yaninda diski ve diger
boceksel atiklarla kirlilik olursturarak da zarar verirler. I¢ ve dis piyasada ciddi bir Sneme
sahip olan bu lriinlerin zarar gormesi, pazar degerinde azalmaya neden olur. Bu zararlilar,
tilkemiz sinirlart igerisinde baklagil ekimi yapilan tiim bdlgelerde yaygin olarak
bulunmaktadir. Baklagil Tohum Bocekleri arasinda en dnemlileri, Bezelye Tohum Bocegi
(Bruchus pisoru), Bakla Tohum Bdécegi (Bruchus rufimanus), Mercimek Tohum Bécegi
(Bruchus lentis), Ortadogu Mercimek Tohum Bocegi (Bruchus ervi), Akdeniz Mercimek
Tohum Bocegi (Bruchus signaticornis), Boriilce Tohum Bocegi (Callosobruchus maculatu)
ve Fasulye Tohum Bocegi (Acanthoscelides obtectus) olarak bilinmektedir (Sekil 2).



Sekil 2. Baklagil Tohum Bdcekleri ve triinlerdeki zararlari. A: Fasulye
Tohum Bocegi; B: Bakla Tohum Bocegi; C: Bezelye Tohum Bocegi;
D: Mercimek Tohum Bocegi.

14. Fasulye Tohum Bocegi (Acanthoscelides obtectus (Say), Col: Bruchidae)

— Takim: Coleoptera
o Familya: Bruchidae
= Cins: Acanthoscelides
e Tiir: Acanthoscelides obtectus Say
Coleoptera takimina ait olan Fasulye Tohum Bdcegi, Bruchidae familyasinda yer alan
cok onemli bir depo zararlisidir. Bahgede, sergide ve depodaki baklagil tohumlariyla
beslenirler. Fasulye Tohum Bocegi basta fasulye olmak {izere, bakla, mercimek ve boriilce

ile beslenerek zarar yapmaktadir.

1.4.1. Morfolojik Tanim

Fasulye Tohum Bocegi 3-3.5 mm boyunda, kahverengi, viicudunda yanlamasina beyaz
lekelerin varligiyla karakterize edilir. On ve arka iiyelerde disli ¢ikintilara sahiptir. On ve
orta bacaklar yaklasik ayni yapida ve renktedir. Arka bacak koyu kahverengi, fakat tibia ve
tarsi femura gore biraz agik renklidir. Kahverengi govdenin birlestigi kisim 6ne dogru
daralir. Viicudun ventrali kirmizi sar1 tonlarindadir. Gozler, koyu renkli, yuvarlak, arka

kenarinda bir bant seklinde, basin 6n kismina dogru yatik, sik ve agik sar1 renkli killidir.



Uzun ve Oval sekildeki yumurtanin, bir ucu sivri, digeri yuvarlaktir. Yumurta yaklasik 0.6-
0.7 mm boyutundadir. Disi bireyin biraktigi yumurtalarin rengi parlak beyaz iken sonradan
matlasarak siit beyaz rengini alir. Yumurtadan larvalar ¢ikmadan 6nce yuvarlak ugta bag
kismi belirginlesmeye baslar. Geng silindirik beyaz larvalarin killar1 ve ii¢ ¢ift bacagi vardir.
Onden arkaya dogru viicut incelmektedir. Fasulye tohumunun igerisindeki larvalarin sekli
ise yay gibidir. Bu durumlar ile birinci larva doneminden oldukga farklilik gosterir. Beyaz
pupa yaklasik 4 mm uzunlugundadir ve kisi genellikle depolarda ergin ya da larva
asamalarinda gegcirir (Sekil 3). Bocekler 12.5 °C sicaklikta ortaya ¢ikar, ancak 16 °C’deki
sicaklikta aktif degildir. Bocekler 20 °C sicaklikta bulunduklari yerlerden tarlalara gog eder.
Ik olarak fig, seftali, ac1 bakla, yonca ve diger baklagil fideleriyle beslenirler. Daha sonra
fasulye c¢esitleriyle beslenmeye baslarlar. Ayrica zararli tahil tarlalarina da taginir. Ciftlesme
sonrasindaki giinlerde disi bireyler olgunlagmis tohumu delerek i¢ine ya da iizerine

yumurtalarini Koyar.

C

Sekil 3. Fasulye Tohum Boceginin Evreleri. A: Ergin;
B: Pupa; C: Larva; D: Yumurta.



1.4.2. Fasulye Tohum Boceginin Biyolojisi ve Zarari

Fasulye zararlis1 kis donemini depolardaki {iriinlerde ya da dogal ortamda
saklanabilecegi yerlerde ergin olarak gecirir. Mayis itibariyel bahgelerde goriilmeye baslar.
Disi bireyler Temmuzun ortalarindan sonra bahgelerdeki fasulye kapsiilleri igerisine
yumurtalarini birakirlar. Yumurtalar tek ya da 4-20'li kiimeler halinde birakilir. Bir disinin
dogurganligi yaklagik 200 yumurtaya kadar ulagabilir. Yumurtalar 30-45 giin boyunca
geligir.

Yumurtadan ¢ikan larvalar tohum igerigini tamamen yiyerek tahillara niifuz eder. Bu
stirecte bocek, diskilarini fasulye tohumu igerisindeki oyuklarda birakir. Bu sirada ¢ikardigi
pisligini de dane i¢inde acmis oldugu galeride birakir. Bir tane tohumda birka¢ larva
gelisebilir. Larval dénem yaklasik 3-3.5 haftaya kadar siirmektedir.

Son dénemdeki larvalar fasulye tohumunun disina yakin bir oyukta pupaya doniisiir.
Pupa donemi yaklasik 9-12 giinde tamamlanir. Bu siire sonrasinda ergin bireyler tohumdan
disariya ¢ikar. Yilda iklim kosullarina gore yaklasik 5 d6l vermektedir (Sekil 4). Bahgede 1-
2. dol goziikiirken depolarda ise sonraki doller dongiilerini tamamlamaktadir. Bir neslin
yasam dongiisii 100-110 giin siirer. Zararli kisa kadar gelistigi tohumda depoya ulasir.
Tarlada bulasma oran1 %74' e kadar ¢ikabilir.

Oligofag (bir kac¢ besinle beslenen) olan A. obtectus genellikle konuk¢u olarak
fasulye, nohut, boriilce, bakla ve soya fasulyesini tercih etmektedir. Hasat zamani gegirilen
tiriinlerde zarar seviyesi daha fazladir. Zarara ugrayan fasulye tohumlarinin degeri azalmakta
ve kalitesi diismektedir (Sekil 5). Tohumlarla, 6zellikle de fasulye ile beslenerek gelisen bu
bocek, genellikle depolarda gogalabildiginden, ¢ok zararlidir. Fasulye, boriilce, bakla ve

mercimekte zararl bir tirdiir.
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Sekil 4. Fasulye Tohum Bdoceginin Hayat Dongiisii.

Sekil 5. Fasulye Tohum Boceginin Zarar1 (URL-2, 2019).

1.4.3. Ekonomik Onemi ve Yayilist

Fasulye Tohum Bocegi fasulyede 6nemli hasara neden olur. Larvalar genellikle bakla
icerigini tamamen yiyerek verimi %50-60 azaltir. Kismen hasar gérmiis tahillar ¢imlenme
giiciinii ve lezzet kalitesini kaybeder. Zararli hem tarlada hem de depoda tahila zarar vererek
triiniin kalitesini diistiriir. Kontrol dnlemleri arasinda depolarda sicakligin eksi derecede
tutulmasi, flimigasyon, tarlalarda bocek ilacit uygulamalari vardir.

Bu tiirtin anavatani Orta Amerika'dir. On dokuzuncu yiizyilin sonunda tahilla
Avrupa'ya yerlesti ve 1920'lerde Kirim’da goriildii. Glinlimiizde, fasulye tohum bdcegi

Avrupa, Asya, Kuzey ve Giiney Amerika, Afrika, Avustralya, Havayi adalar1 ve diger
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bolgelere yayilmistir. Sekil 6’da Eski Sovyetler Birligi sinirlari iginde, bocek lekeli dagilimla
isaretlenmistir. Bolgenin kuzey siniri, Litvanya, Beyaz Rusya, Tula ve Ryazan Bolgeleri,
Tataristan'in kuzey sinirlar1 boyunca uzanmaktadir. Bazen Bati Sibirya'nin giliney kesiminde
de goriliir. Ukrayna'nin baz1 bolgelerinde, Krasnodar Bolgesi'nde bulunan Transkafkasya'da
yiiksek zarar aktivitesi oldugu bildirilmektedir (Sekil 6).

Marmara Bolgesi’nde yilda yaklasik 5, Orta Anadolu’da 4-5, Ege ve Karadeniz
Bolgesi’nde 3-5 ve Gilineydogu Anadolu’da 3-4 dol veren Fasulye Tohum Bocegi Tiirkiye

genelinde zararli olan bir tiirdiir (Sekil 6).

Sekil 6. Fasulye Tohum Boceginin diinyada ve Tiirkiye’de yayilist (URL-3,
2019).

1.5. Baklagil Tohum Zararhlariyla Miicadele Yontemleri

Bitkisel iiriiniin ve gidanin zararlilardan korunmasi iiretici, isletme ve ihracatgilar i¢in
olduk¢a 6nem tagimaktadir. Zararli boceklerin depolanabilir tarim tirtinlerine verdigi zararlar
oncelikle bahgede baslar, kurutma ve depo asamasinda devam eder. Bu nedenle miicadele
calismalar1 Oncelikli olarak bahcede baglatilir. Bahge temizligi, kuru dallarin
uzaklastirilmasi, hasat zamanimin gecirilmemesi gibi hususlara dikkat edilmesi zararlilarla
miicadelede ilk adimi olusturmaktadir. Buna ek olarak, {irlinlerin saklanacagi depolarin
temiz, zararlimin kolayca girip ¢ikisina izin vermeyecek sekilde olmasi bulagsmanin
onlenmesi bakimindan énemlidir.

Kiiltiirel onlemler 6zellikle iirliniin bah¢ceden depoya dogru olan yolculugunda

zararlidan koruma saglayacak onlemlerin saglanmasidir. Baklagil tohum zararlilar ile
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miicadelede ciddi hasar gozlemlenen bolgelerde ekim isleminin ge¢ yapilmasi tavsiye edilir.
Hasat ve harman igleminin ge¢ kalinmadan gerceklestirilerek iirliniin, onceden temizlenmis
depolara aktarilmasma dikkat edilmelidir. Hasat isleminin akabinde bahgelerdeki iiriin
artiklar1 derine gomiilerek ya da yakilarak imha edilmelidir. Kullanilan tohumluklarin temiz
olmasia dikkat edilmelidir. Bah¢ede korumaya alinan tarimsal {riinler uygun tagima
kosullarinda, temiz olan, ilaglama yapilmig, herhangi bir bulasmanin olmayacagi sekilde
onlemleri alinan depolara transfer edilir. Ayrica depolarda eski kullanilmis malzemelerin
olmamasina dikkat edilmelidir.

Baklagil tohum zararlilar1 ile kimyasal miicadelede ise hem bah¢ede hem de depoda
olmak iizere iki ayr1 ilag uygulama yeri ve donemi bulunmaktadir. Bahgede ilaglama
ozellikle ¢ok d6l meydana getiren tiirlerden A. obtectus’un yayildigi alanlarda fasulyenin
cesidi, gelisim durumu ve ekim zamani dikkate alinarak onerilen ilaglar kullanilarak, 10-14
giin arayla 2-3 kez ilaglama yapilmasi ile zararlinin yayilmasi 6nlenmeye calisilir. Ozellikle
bitkinin hasadi ve harman arasindaki siirenin hesaplanmasi ve ilag araliklarinin ona goére
belirlenmesine énem gosterilmelidir. Uriin bulunmayan depolarim ilaglamas ise her zaman
yapilabilmektedir. Fakat deponun bos olmasi ve lriin gelmeden 15-20 giin Oncesinde
ilaglamanin yapilmas: onemlidir.

Fasulye Tohum Bocegi gibi ¢ok dol veren zararl tiirlerin zararini gidermek igin {iriin
depolara yerlestirilirken koruyucu ilaclama yapilmaktadir. Bu ilaglamada uygulanacak
teknik, kullanilacak ilagla depodaki {irlinlin iyice karigmasini saglayacak sekilde
yapilmalidir. Bu uygulamada kii¢iik miktarlardaki {iriin i¢in ilaglama bidonlar1 kullanilabilir.
Bidonlara aktarilan iiriin ve gerekli miktarda ila¢ koyularak 4-5 dakika alt {ist edilir. Tyice
karistirilan ilaglh {iriin daha sonra depoya aktarilir. Uriin miktarinin fazla oldugu durumlarda
birer tonluk iiriin kullanilarak ilaglama yapilir. Uygun bir Ortiiye aktarilan iriin, yeterli
miktardaki ilag ile kiireklenerek karistirilir ve depoya yerlestirilir.

Bazi durumlarda, baklagil tohumlar1 hasat edilmeden Once =zararli bulastig
gozlenmisse hasat edildikten sonra ¢ok dol meydana getiren tohum zararlilarina kars1 iiriiniin
fiimige edilmesi en etkili yontemdir. Ya da {irlinde zarar veya zararli gozlendigi zaman
hemen fiimigasyon yapilmalidir (URL-4, 2019).

Diger miicadele yontemlerinden biri de tuzaklar kullanilarak depolanabilir iiriinlerde
zararlilarla en sik, maliyetsiz ve kolay yapilan miicadeledir. Isik, yem, yapiskan feromon

gibi tuzaklar bu tip miicadelenin en fazla kullanilanlaridir.
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Depolanmius tiriinlerdeki boceklerle miicadelede, hem iilke sinirlari i¢inde, hem de tilke
sinirlart disinda, triinlerin transferi sirasinda {riintin kontrol edilerek i¢ ve dis karantina,
ambargo, muayene veya sertifika uygulamalar seklinde miicadele yapilmaktadir.

Ulkemiz kosullarinda depolarda bulunan iiriinlerde diisiik sicaklik uygulamasi da
tercih edilen bir yontemdir. Zararli bocekler —10 ile —18 °C’de bir siire sonra donarak
Olmektedir. Bu sekilde depodaki iiriinlerin zararlinin etkilenecegi sicakliklarda bir siire
muhafaza edilmesi liriiniin korunmasini saglayabilmektedir. Bunun yanisira yiiksek sicaklik
uygulamalar1 da depolarda kullanilarak miicadele yapilabilmektedir. Fakat sicaklik ve
uygulama yontemi iriine zarar vermeyecek sekilde diizenlenmelidir. Sicaklik uygulamast,
tilkemizde de bazi isletmelerde uygulanan bir metod olarak bilinmektedir (Sariyoriik ve
Koseoglu, 1987; Biilbiil, 1993; Ferizli vd. 2004).

Baklagil Tohum Bocekleri ile Biyolojik Miicadele ¢aligmalarinin olduk¢a sinirli sayida
olduklar1 dikkat ¢ekmektedir. Sadece, bu zararlilar lizerinde etkili bir sekilde kullanilan
predator ve parazitoitlerin yaninda patojenlerin de kullanildigi arastirmalar mevcuttur

(Ferron, 1997; Schmale vd., 2002; Dal Bello vd., 2006; Sevim vd., 2015).

1.5.1. Entomopatojenik Bakteriler

Entomopatojen Bakteriler, boceklerde kitle halinde oliimlere neden oluduklarindan
dolay1 giiniimiizde zararli boceklere karsi en c¢ok tercih edilen patojenlerdir. Bakteriler,
sporlu ve sporsuz olarak iki gruba ayrilarak siniflandilir. Spor olugturmayan bocek patojeni
bakteriler, Pseudomonaceae, Enterobacteriaceae ve Micrococcaceae familyalarina ait
bakterilerdir. Yillardan beri yapilan arastirmalarda, bu familyalara ait bir¢cok bakteri tiirti
boceklerden izole edilmis ve bazilarinin izole edildikleri bocekler iizerinde hastalik etmeni
oldugu belirlenmistir. Bunlar arasinda en dikkat ¢ekeni ise Bacillus thrungiensis’tir.Bu
bakteri, Cry olarak isimlendirilen proteinlerinin varligi nedeniyle bir¢ok zararliya kars1 etkili
olarak kullanilmaktadir (Sezen ve Demirbag, 1999; Kuzina vd., 2002; Osborn vd., 2002;
Demir vd., 2002).

Mikrobiyal insektisit, bir organizmanin trettigi, belirli bir bocek tiiriinii 6ldiiren bir
toksin olabilecegi gibi, belirli bir bocegi 6liimciil olarak enfekte etme kabiliyetine sahip olan
bir organizma da olabilir. En ¢ok ¢alisilan, en etkili ve en sik yararlanilan mikrobiyal
insektisitler Bacillus thuringiensis tiirleri tarafindan ftretilen kristal (Cry) proteinleridir
(Kumar vd., 1996). Bu bakteri, belli boceklerde dldiiriicti etkiye sahip farkli toksinler
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tireten sus ve alttiirlere sahiptir. B. thuringiensis’nin farkli suslar1 Lepidoptera, Diptera ve
Coleoptera takimi icerisinde bulunan zararli boceklere karsi sinirli ya da kapsamli bir toksik
etkiye sahiptir. Cry toksinlerinin etki mekanizmasi ile ilgili ¢aligmalar genellikle
Lepidoptera takimina ait bocekler iizerinde c¢alisilmistir (Bravo vd., 2007). Ornegin B.
thuringiensis subsp. kurstaki, Lepidoptera grubu larvalar (giive, kelebek, lahana kurtlari,
ladin tomurcuk kurtlar1) i¢in 6ldiiriicti etkiye sahiptir (Held, 1982). B. thuringiensis subsp.
israelensis ise Diptera grubu yani sivrisinek ve karasinekler tizerinde etkilidir (Liu, 1993).

1.5.2. Fasulye Tohum Bocegi ile Miicadele Yontemleri

Fasulye Tohum Boceginin miicadelesinde kiiltiirel, kimyasal yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Kiiltiirel 6nlem olarak, hasat islemi yapildiktan sonra bahge siiriilmeli ve bitkisel
atiklar yok edilmelidir. Yabanci otlar iyi bir sekilde temizlenmelidir. Hastalikli, zarar gormiis
tirtinler bahgeden uzaklastirilarak yok edilmelidir.

Kimyasal miicadelede depolarin ilaglanmas1 uygun miktarda ve kosullarda
yapilmalidir. Bah¢eden alinan iiriin depoya aktarildiktan sonra zararlinin imha edilmesi icin
fumigasyon (gaz halinde ilag) islemi yapilmaktadir. Bahgede bitkinin alt kapsiilleri
kurumaya basladiginda ilaglama yapilarak zararlinin bulasmasi énlenmelidir. Tlaglama 10-
14 giin arayla tekrarlanmalidir. Ayrica, organofosfatli pestisitler grubu gibi kimyasal bocek
ilaclar1, toplu olarak depolanan iirlinleri korumak icin depolama zararlilarina kars
kullanmilmistir (El-Aziz, 2011). Ancak, bu kimyasallarin insan sagligi ve ¢evreye istenmeyen
etkileri vardir. Bu nedenle, bu bécek zararlilarinin biyolojik kontrolii, geleneksel ve kimyasal
kontrol yontemlerine ilgi ¢ekici bir alternatif olarak kabul edilir.

Bakteriler, mantarlar, nematodlar, viriisler ve protozoalar gibi entomopatojenik
mikroorganizmalar hem tarimda hem de ormancilikta gesitli zararli tiirlere karst mikrobiyal
miicadele etmenleri olarak kullanilmistir (Khetan, 2001; Lacey vd., 2001). Fasulye tohum
boceginin biyolojik miicadele ¢alismalarinda parazitoid (Schmale vd., 2001, 2002, 2006),
predator (Berger vd., 2017), bakteri ve agirlikli olarak fungus (Rodrigues ve Pratissoli, 1999;
Crespo vd., 2002; Dal Bello vd., 2006; Bensaci vd., 2013; Sevim vd., 2015; Ondrackova,
2015) one ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de fasulye tohum zararlisina karsi Sevim vd.
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(2015)’nin yapmis oldugu ¢alismada A. obtectus’a karsi bakteri ve fungus uygulanarak

biyolojik miicadeledeki etkileri ortaya konmustur.

1.6. Calismanin Amaci

Yukarida belirtilen tiim c¢abalara ragmen, Fasulye Tohum Bocegi (Acanthoscelides
obtectus)’nin fasulye ve diger baklagil tohumlarindaki zarar1 iilkemizde ve tiim diinyada hala
etkin bir sekilde devam etmektedir. Ciddi iirlin kaybina neden olan bu zararli ekonomik
olarak da 6nemli kayiplara yol agmaktadir. Tarimin biiyiik bir 6neme sahip oldugu iilkemiz
icin bu ekonomik kayip oldukga dikkat ¢ekicidir.

Fasulye Tohum Boceginin meydana getirdigi zarar1 azaltacak ya da ortadan kaldiracak
bir biyolojik etmenin tespiti oldukg¢a 6nemlidir. Bu diisiinceyle yola ¢ikilarak yapilan bu tez
caligmasinin amaci, diinyada ve iilkemizde 6nemli bir tohum zararlis1 olan Acanthoscelides
obtectus’un kiiltiire edilebilir bakteriyel izolasyonunu ve tanimlamasini belirlemek ve bu
izolatlarin Fasulye Tohum Bocegi tizerindeki etkinliginin test edilerek Biyolojik miicadelede

kullanilma potansiyellerini ortaya koymaktir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Acanthocelides obtectus’un Toplanmasi

Bu ¢alismada A. obtectus’un bakteriyel izolasyonu ve tanimlamasini yapilmasi amaciyla
canli bireyler kullanildi. Fasulyeler Rize ve Trabzon’un Of ilgesinden 2010-2011 yillarinda
temin edildi. Fasulye Tohum Bocekleri, bulunduklari fasulye tanelerinde muhafaza edilerek

laboratuvara getirildi. Laboratuvarda toplanan boceklerden canli olanlar ayrildi.

2.2. Bakteri Izolasyonu ve Karakterizasyonu

2.2.1. Bakteri izolasyonu

Bakteri izolasyonu oncesinde, canli 10 adet A. obtectus birey yiizey sterilizasyonu igin
%70’lik etil alkol icerisinde 5 dakika bekletildi. Bu islemden sonra alkolden arindirmak i¢in
steril saf su igerisinde bocekler 2-3 kere yikandi. Homojenizator yardimiyla 1 ml niitrient
stvi besiyeri igerisinde bocekler iyice ezildi. Ezilen bocek karisimui tiilbentten siiziilerek
bocek doku ve artiklari uzaklastirildi. Elde edilen siiziintiiden 25 pl,50 pl ve 100 pl
kullanilarak besiyerine (niitrient agar) inokiilasyon yapildi. Kalan siiziintiilerde ¢ok diisiik
miktardaki mikroorganizmalarin sayisini artirmak ve bunlari tekrar ekim sonucunda tespit
edebilmek amaciyla 30 °C’de 5-6 saat inkiibasyona birakildi. Bunlardan da 25 pl ve 50 pl
alarak aym sekilde niitrient agara ekim yapildi. Buna ek olarak, inkiibe edilen siiziintii
seyreltildi ve bu seyreltiklerden 25 pl, 50 ul ve 100 pl kullanilarak niitrient agar besiyerine
ekim yapildi (Sezen vd., 2007).

2.2.2. Bakterilerin Saf Kiiltiir Haline Getirilmesi ve Stoklanmasi

Besiyerinde biiyiiyen bakteri kolonileri binokiiler mikroskop altinda gézlemlendi ve
sekil ve renk gibi farkli 6zelliklere sahip olan kolonilerden steril 6ze yardimiyla dikkatli bir
sekilde alinarak niitrient agar {izerine ¢izgi ekim yapildi. Bu ekimler sonucunda aymni
ozelliklere sahip kolonileri i¢eren saf kiiltiirler elde edildi. Saf kiiltiirler numaralandirilarak

%?20’lik gliserol i¢inde hazirland1 ve — 80 °C ve — 20 °C’de saklandi.
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2.2.3. Bakteri izolatlarinin Morfolojik Tanimlamalari

Ilk olarak yapilan mikroskobik incelemelerde izolatlarin koloni rengi, morfolojisi,

kolonilerin kenar goriiniisii, Gram boyama ve spor boyama 6zellikleri belirlendi.

2.2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama, yaygin olarak tercih edilen bir boyama yontemi olup siniflandirmada
ve tanimlamada kullanilmaktadir. Boylece, bakterilerde hiicre duvari yapisinin Gram pozitif
(+) ya da Gram negatif (—) seklinde belirlenmesini saglar. Gram (—) olan bakterilerde hiicre
duvarinda peptidoglikan tabaka, Gram (+) bakterilere gore daha incedir. Gram boyama igin
bakteri izolatlar1 ayr1 ayri niitrient sivi besiyerine ekildi ve 16-24 saat boyunca 30°C’de
salland1. Biiyliyen bakteri kiiltiirelerinden smear hazirlandi ve atesten gegirilerek sabitlendi.
Daha sonra hazirlanan bakteriyal smear sirasiyla;

a) 1 dakika kristal viyolet boyasinda bekletildi ve dH20 ile yikandi,

b) 1 dakika Gram iyodu i¢inde bekletildi,

c) Aseton-Alkol ile renk gidinceye kadar yikandi ve ardindan beklemeden dH20 ile
yikandu,

d) Safraninde 30-60 saniye bekletilerek tekrar dH20 ile yikandi,

e) Bekletilerek kurumasi saglandiktan sonra mikroskopta inceleme yapildi.

Gram boyama sonucunda mor renk goriinen bakterilerin Gram (+), pembe renk

gorlinen bakterilerin ise Gram (-) oldugu tepit edildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.3.2. Endospor Boyama

Endospor boyama, bakteri siniflandirmasinda sik¢a tercih edilen ve bakteride endospor
olup olmadigin1 belirlemek amaciyla kullanilan bir boyama teknigidir. izolatlar igerisinde
Gram (+) olan bakteriler endospor boyamaya tabi tutuldu. Gram (+) izolatlarin niitrient siv1
besiyerinde 48-72 saat 30 °C’de biiyiimeleri saglandiktan sonra bakteriyal smear hazirlandi.
Smearlar alevden gecirilerek sabitlendi ve tizerleri filtre kagidiyla kapatildi. Kaynayan suyun
buhar1 iizerinde malasit yesili ile 5 dakika boyunca boyandi. Bu siire sonunda dH20 ile
yikanarak 30-60 saniye boyunca safranin iginde bekletildi. Tekrar dH20 ileyikand1 ve

bekletilerek kurumasi saglandi. Mikroskopta kirmizi renkli hiicreler i¢inde yesil renk
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goriinen sporlarin varhig: tespit edildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.4. Bakteri izolatlarinin Biyokimyasal Olarak Tanimlanmasi
2.24.1. Katalaz Testi

Genellikle aerobik mikroorganizmalarin olusturdugu bir enzim olan katalaz, mevcut
olan hidrojen peroksiti su ve oksijene pargalar. S1vi veya kati bakteri kiiltiirlerine hidrojen
peroksit (H202) ilave edildiginde, serbest oksijenin gaz kabarciklar1 halinde gozlenir hale
gelmesi, hidrojen peroksitin ayrismasini, dolayisiyla da katalazin varligini gosterir. Bu testte
izolatlarin katalaz aktivitesine sahip olup olmadiklarini blirlemek igin triptik soy agar
besiyerine ekimleri yapildi. Ekim yapilan petriler 24-48 saat 30 °C’de bekletildikten sonra
izerlerine %3’likk H202 damlatilarak gaz kabarciklarinin varligi ile testin pozitif oldugu

kaydedildi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.24.2. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, bakteriyel sitokrom oksidaz enziminin gosterilmesi amaciyla kullanilir.
Bakteriyal izolatlarin oksidaz aktivitesine sahip olup olmadiklarina bakmak icin kullanilan
bu testte triptik soy agar iizerine ¢izgi ekim yapildi. Ekim yapilan petriler 30 °C’de 24-48
saat boyunca inkiibasyon edildikten sonra oksidaz testi aywract kullamildi. Siyah renk

olusumuna bakilarak testin pozitif sonug verdigi tespit edildi (Benson, 1985).

2.2.4.3. indol Testi

Triptofan aminoasidi baz1 bakteriler tarafindan karbon, azot ve enerji kaynagi olarak
kullanilirken, baz1 bakteriler tarafindan da maddelerin enzimatik yollarla oksidasyonlarini
arttirmak amaciyla kullanilir. Bakteriler triptofan aminoasidi ihtiva eden besiyeri ortaminda
biliytidiiglinde triptofanaz enzimi iretip, triptofan1 pargalayarak indol, piriivik asit ve
amonyum olusumunu saglarlar. Bakterilerin triptofan1 kullanip kullanmadiklari, ortamda
indoliin varlig1 veya yoklugu ile anlasilir. Bu test icin triptofan sivi besiyeri hazirlanarak

steril tiiplere 4 ml aktarildi. Bakteri izolatlar1 ayr1 ayr tiiplere ekilerek 48 saat
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boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra ayirag olarak tiiplere 1 ml kovack
kimyasali damlatildi. Tiiplerin {ist kistmlarinda kirmizi halka olusumu pozitif, sarimsi halka

olusumu ise negatif sonucu gosterir.

2.24.4. Voges-Proskauer Testi

Voges-Proskauer (VP) testi, bakteri tilirlerinin tayininde kullanilan bir testtir.
Bakterilerden bazilari, glikozun pargalanmasi ile asetil metil karbinol (aseton) olarak nétral
bir {irlin meydana getirir. Bu noétral iiriin, ortama potasyum hidroksid (KOH) eklendiginde
oksitlenerek diasetil olusturur. Diasetil ile alfa naftol (kreatin, arginin veya kreatinin)
reaksiyonu sonucunda kirmizi renk gézlemlenir. Bu test fermentasyon esnasinda glukozdan
yiiksek miktarda asit iireten bakterileri, notral aseton iiretenlerden ayirmak i¢in yapilir. VP
besiyeri, glukoz katkili nutrient broth olup, VP testleri i¢in kullanilmaktadir. Aseton tiretimi
a-naftol (VP-I kimyasal1) ve potasyum hidroksit (VP-II kimyasali) ilavesi ile tespit edilir.
Eger ortamda aseton varsa Kimyasallar eklendiginde tiipiin iist kismi1 kirmiziya doniisiir.
Aseton yoksa besyerinin rengi agik kahverengine dontisiir.

Bu test i¢in VP siv1 besiyeri deney tiiplerine 4 ml olacak sekilde aktarildi. Bakteri
izolatlar1 besiyerine ekildi ve 48 saat boyunca 30 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra tiiplere
600 pl VP-I kimyasali ve 200 pl VP-II kimyasali damlatildi. Tiplerin kapaklari agik bir
sekilde 15-20 dakika bekletildi. Pembe-kirmizi arasi renk olusumunun VP testi i¢in pozitif,

acik kahverengi renk olugsmunun negatif sonug verdigi kaydedildi.

2.245. Sitrat Testi

Bazi bakteriler, eger ortamda fermente edebilecekleri maddeler (glukoz, laktoz gibi)
yoksa sitrat1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilirler. izolatlarin sitrat1 fermente edip
etmediklerinin belirlenmesi i¢in, Simmon’s sitrat besiyeri kullanilarak slant hazirlandi.
Bakteriyal izolatlardan slantlara ekim yapildi ve 48-72 saat boyunca 30 °C’de, inkiibe edildi.
Daha sonar besiyerinde bulunan %0,2’1lik Bromo timol mavisi sebebiyle besiyerinin renginin

yesilden maviye donmesi pozitif sonug olarak kaydedildi.
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2.2.4.6. Ure Hidroliz Testi

Bu test, iireyi hidrolizleyen bakterilerin {ireaz enzim varligini tesSpit etmek icin
kullanilan bir yéntemdir. Ureaz enzimine sahip olan bakteriler bu enzimi kullanarak iireyi
parcgaladiginda karbondioksit ve amonyak olusturur. Meydana gelen triinler ortami alkali
yapar ve besiyerinin kirmizi olmasina neden olur. izolatlar iire hidroliz besiyerine ekim
yapilarak 48-72 saat boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Eger iireaz enzimi iiretimi
varsa olusan alkali ortamdan dolay1 besiyeri i¢indeki fenol kirmizisi besiyeri renginin koyu
kirmizi olmasia neden olur. Kirmizi renk olusumu pozitif, renk olusmamasi da negatif

sonug olarak degerlendirildi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.2.4.7. Hidrojen Siilfiir Uretim Testi

Bu yontem, bakterilerin tanimlanmasinda hidrojen siilfiir (H2S) meydana getirip
getirmediklerini belirlemek igin kullanilir. Izolatlarin HoS {iretme durumlarini gézlemlemek
icin Kligler Iron Agar (KIA) besiyeri ile hazirlanan slantlara ekim yapilarak 48-72 saat
stiresince 30 °C’de inkiibasyon yapildi. Eger izolatlar siilfat kaynagi olarak besiyeri igersinde
bulunan sodyum tiosiilfattan H2S iiretirse, olusan Ha2S, yine besiyeri icersinde indikator
olarak bulunan demir siilfat ile reaksiyona girerek siyah bir ¢okelek olusturur. Inkiibasyonun
sonucunda slantlarin alt kisminda olusan siyahlik pozitif sonug olarak degerlendirildi

(Benson, 1985).

2.2.4.8. Nisasta Hidroliz Testi

Bu test nisastanin mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen amilaz enzim aktivitesi
ile parcalanmasini ortaya koymak i¢in kullanilmaktadir. Bunun i¢in nisasta agar besiyeri
bulunan petrilere izolatlar ekilerek ve 3-7 giin boyunca 30 °C’deki inkiibatorlerde bekletildi.
Daha sonra petrilerin iizerinde liigol damlatilarak renk degisimleri gozlendi. Koyu
kahverengi renk olusumu testin pozitif, mavi renk olusumu ise testin negatif oldugu seklinde

degerlendirildi (Benson, 1985).
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2.24.9. API 20E Panel Test Sistemi

API 20E panel testi gram negatif bakterilerin tiir seviyesinde tanimlamasinda
kullanilmaktadir. Bu test uygulanirken Triptik soy agar besiyerinde biiyiitiilen bakteri
kiiltiirleri bir spatulayla alinarak API %0,85 NaCl soliisyonu icerisinde homojen bir sekilde
karistirildi. Hazirlanan bu karisimlar API 20E panelindeki tiim kuyucuklara dolduruldu. Bu
asamada kuyucuk igerisinde hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilir. API panelleri 18-24
saat boyunca inkiibe edildi. Panellerdeki sonuglar Tablo 2’de aciklandig1 gibi renk degisimi
okuma tablosuna gore degerlendirildi. Son olarak elde edilen sonuglar bilgisayarda API

tanimlama programi kullanilarak elde edildi.

Tablo 2. API 20E panel test siteminde degerlendirilen testler.

Testler Substrat Belirlenen Reaksiyon  Negatif Sonuglar Pozitif Sonuglar

ONPG ONPG Beta-galaktosidaz Renksiz Sar1

ADH Arginin Arginin dihidrolaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

LDC Lisin Lisin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

OoDC Ornitin Ornitin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

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

H2S Na tiyosulfat HaS tiretimi Renksiz / Gri Siyah tortu

URE Ure Ure hidrolizi Sari Kirmizi / Turuncu

TDA Triptofan Deaminaz Sar1 Kahverengi / Kirmizi

IND Triptofan Indol iiretimi Sar1 Kirmizi (2 dk.)

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

GEL Ko6miir jelatin Jelatinaz Siyah tabaka Siyah tabaka dagilmig
dagilmamis

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

MAN Mannitol Ferm. /oks. Mavi / Mavi Sar1

INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

SOR Sorbitol Ferm. /oks. Mavi / Mavi Sar1

RHA Ramnoz Ferm. /oks. Mavi / Mavi Sar1

SAC Sukroz Ferm. /oks. Mavi / Mavi Sar1

MEL Melibioz Ferm. /oks. Mavi / Mavi Sar1

AMY Amigdalin Ferm. /oks. Mavi / Mavi Sar1

ARA Arabinoz Ferm. /oks. Mavi / Mavi Sar1
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2.2.4.10. Bakteri izolatlarinin Secici ve Ayirt Edici Besiyerilerinde Biiyiitiilmesi

MacConkey agar (MCA), mannitol salt agar (MSA) ve eozin metilen blue (EMB) gibi
baz1 besiyeriler hem secici hem de ayirt edici maddeler igcerdiklerinden her iki amag igin de
kullanilabilir.

Izole edilen bakterilerin MCA besiyerine ekilerek laktoz fermentasyonu arastirildi.
Buna ek olarak bu besiyeride bulunan bile tuzu ve kristal viyolet boyasi Gram (+)
bakterilerin biiyiimesini engelledigi i¢in izolatlarin gram o6zelliklerinin de kontroli
saglanmis oldu. Besiyerindeki degisimler 24-48 saat sonunda goézlenerek kaydedildi.
Kirmizi-pembe renkli koloniler pozitif sonug olarak kabul edildi.

Mannitol salt agar, Stafilokok bakterilerinin tanimlanmasi igin tercih edilen bir segici
besiyeridir. MSA besiyerine yapilan ekimlerde izolatlarin mannitol fermentasyonlari ve tuz
toleranslar1 24-48 saat sonunda incelenerek kaydedildi. Besiyeri bilesimindeki yliksek tuz
konsantrasyonu diger bakterilerin gelisimini baskilar. Test sonucunda ekim yapilan
besiyerinde biiyliyen bakterilerin ¢evresinde sar1 bir zon goriiniimiinde biiyiik parlak sari
koloniler stafilokok olarak kaydedilir.

EMB besiyeri i¢indeki boyalar, basta Gram (+) bakteriler olmak flizere diger
bakterilerin gelisimini baskilar. Test sonucunda yesilimsi metalik parlak goriilen koloniler
E. coli 'yi, pembe-menekse renkli, mukoid, gri kahverengi merkezli koloniler Enterobacter,

Klebsiella ve diger koliformlari gosterir.

2.24.11. Hareketlilik Testi

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan rutin testler arasinda hareket testi de yer
almaktadir. Bu test ampullerde AP M Medium marka besiyerinde yapildi. Ampuller sicak
suda bekletilerek besiyerinin sivilagmasi saglandi. Daha sonra dik konumda oda sicakliginda
besiyerilerin donmast i¢in bekletildi. Bu sekilde besiyerilerin yiizeyi piirliz olmayacak
sekilde elde edildi. igne uclu 6ze kullanilarak bakteriler besiyeriler iizerine ekildi ve 30
°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Hareketli izolatlar inokiile edildikleri bolgede hareket
ettigi icin besiyerinin bulanik hale gelmesine neden odugundan pozitif olarak

degerlendirildi.
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2.2.5. Bakteri izolatlarinin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.25.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA'nin izolasyonu, Sambrook vd., (1989)’nin ¢alismalar1 baz alinarak
gerceklestirildi. Bakteriler bir giin 6nceden 3 ml Leura-Bertani (LB)’ye ekim yapilarak 30
°C’de biyiitiildiikten sonra ependorf tiiplere aktarilarak 13.000 rpm’de 3-4 dakika
¢oktiiriildii. Santrifiijden sonra siipernatant atilarak pellet 500 ul TE tamponu ile ¢oziildii.
Coziilen pellet lizerinde 10 mg lizozim ilave edilerek 37 °C’de 1 saat bekletildi. Tiiplere 50
pl %10°luk sodyum dodesil siilfat (SDS) eklenerek hiicrelerdeki proteinlerin par¢alanmasi
icin 37 °C’de 30 dakika bekletildi. Devaminda hiicrelerin parcalanmasi i¢in tiiplere 55 pl 3
M’lik sodyum asetat ilave edilerek 65 °C’de 30 dakika boyunca karistirildi. Siirenin sonunda
tiplere 500 ul fenol-kloroform-izoamil alkol eklendi, alt iist edilerek karigmasi saglandi ve
14.000 rpm’de 4 dakika ¢oktiirme islemi yapildi. Santrifiij isleminden sonra iistte kalan
seffaf kisim dikkatli bir sekilde alind1 ve temiz tiiplere aktarildi. Bu tiiplerin {izerine 500 pl
kloroform aktarilarak tekrar alt iist edildi ve 14.000 rpm’de 4 dakika santrifiij yapildi. Ust
faz alinarak temiz tiiplere aktarildi ve iizerine 55 pl 3 M’lik sodyum asetat ve 1000 pl
%096’1ik etil alkol eklendi. Tiipler — 20 °C’de 45 dakika boyunca saklandi. Bu islemden sonra
13.000 rpm’de 15 dakika boyunca ¢oktiirme yapildi ve siipernatant atildi. Pellet 500 pl alkol
ile ¢oziilerek tekrar 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij islemi tekrarlandi. Ust faz
uzaklastirilarak pellet bulunan tiiplerin kapaklari agik sekilde kurumasi saglandi. Daha sonra

50-100 pl steril TE tamponunda ¢oziilerek +4 °C’de kullanilincaya kadar saklandi.

2.25.2. 16S rDNA Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Her izolata ait genomic DNA’dan UNI16S-L (5'- ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-
3" ilerive UNI16S-R (5'ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA-3') geri primerleri ile
16S rRNA gen bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hazirlanarak c¢ogaltildi.
Kullanilan PCR reaksiyonunda Go Taq Polimeraz enzimi (Promega) kullanildi. Reaksiyon

50 pl son hacim olacak sekilde asagidaki gibi hazirlands;
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- 12 ng kalip DNA,

- 5ul 10 x PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KC1),
- 1,5mM MgClz,

- 0,5u Tag 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,

- Steril saf su ile 50 ul son hacim olacak sekilde reaksiyon karigimi elde edildi

Hazirlanan PCR karigimi 200 pl'lik tiiplerde Bio-Rad Thermal Cycler cihazinda
gerceklestirildi. Reaksiyon sartlar1 agagidaki gibi hazirlands;

- 95°C’de 2 dakika (baslangi¢ denatiirasyon),

- 94 °C’de | dakika (denatiirasyon),

- 56 °C’de 1 dakika (baglanma), 36 dongt
- 72 °C’de 2 dakika (uzama),

- 72 °C’de 5 dakika (son uzama)

PCR islemi tamamlandiktan sonra, PCR ile ¢ogaltilan 16S rDNA iirilinleri, %1’lik
agaroz jelde uygun markir kullanilarak yiiriitiildi ve jel gorintiileme sistemi (Gel Logic;
Kodak) ile DNA bantlar: gozlendi.

2.25.3. 16S rDNA Gen Bolgesinin Vektore Klonlanmasi

Cogaltilan 16S rDNA gen bolgeleri pGEM-T Easy Vector System (Promega)
kullanilarak klonlandi. Klonlama dogrulandiktan sonra orneklerin DNA dizi analizi
Macrogen (Hollanda) firmasi tarafindan yapildi.Gelen dizilerdeki vektore ait niikleotidler
primerlerden itibaren atildi. Elde edilen temiz sekans verileri GenBank (NCBI) verileri ile
karsilagtirilarak benzerlik oranlar1 belirlendi. Daha sonra bu gen bdlgesine ait filogenetik
analiz BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999) ve MEGA 7 (Tamura vd., 2007) programlar1 kullanilarak
gerceklestirildi. Filogenetik analiz, Gram (+) ve Gram (-) bakteriler i¢in
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GenBank (NCBI) verileri kullanilarak Neighbor Joining metodu ile 1000 tekrarli olarak

uygulandi. Filogenetik aga¢ ¢iziminde kullanilan referans tiirler Tablo 3’te gosterildi.

Tablo 3. Filogenetik analizde kullanilan referans tiirler.

Bakteri Adi Acc. No. 16S rDNA
Staphylococcus xylosus MK015831
Staphylococcus edaphicus MNO061019
Staphylococcus kloosii JQ660155
Bacillus sp. JX067679
Bacillus sp. MK120036
Bacillus sp. MK758082
Bacillus pumilus JN887464
Bacillus pumilus MF692772
Bacillus altitudinis KY820043
Bacillus cereus MH475925
Bacillus thuringiensis MG384803
Pseudomonas putida MF838696
Pseudomonas putida EF682071
Pseudomonas monteilii NR_114224
Pseudomonas sp. DQ198147
Streptococcus mitis AB68354

2.3. insektisidal Aktivite Testleri

2.3.1. A. obtectus’un Laboratuvarda Yetistirilmesi

Bakteriyel izolatlarin A. obtectus erginleri iizerindeki biyolojik aktivitesinin

belirlenmesi i¢in laboratuvarda fasulye tohumlar1 kullanilarak yetistirilen A. obtectus bocegi
kullanildi.



25

Fasulye Tohum Bocegi laboratuvarda uygun kosullarda (25 £ 1 °C sicaklik, %60 nem)
fasulye tohumlarinda yetistirildi. Deneme Oncesinde saglikli bireyler secilerek uygun

kaplarda muhafaza edildi.

2.3.2. Bakteri izolatlarmin Hazirlamsi

A. obtectus 'tan izole edilen ve tamimlanan kiiltiire edilebilir bakteri izolatlar1 5 ml
niitrient s1v1 besiyerinde 24-48 saat, 30 °C’deki sallayici1 etiivde inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda bakterinin konsantrasyonunu belirlemek igin spektrofotometre
kullanilarak ODeoo’de 6l¢iildii. Her bir izolat ODsoo’de 1,89 (1,8 x 10° bakteri/ml) yogunluk
elde edilecek sekilde seyreltildi. Istenilen yogunlukta bakteriler elde edildikten sonra 3000
xg’de 10 dakika santrifiij yapilarak hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Pellet 5 ml steril PBS’de
¢oziildii (Ben-Dov vd., 1995).

2.3.3. Bakteriyel izolatlarin Insektisidal Aktivite Calismalar:

A. obtectus erginleri iizerinde test edilecek bakteriler ODesoo’de 1,89 (1,8 x 10°
bakteri/ml) yogunlukta olacak sekilde hazirlandiktan sonra bakteriyel siispansiyonlardan
100 pl alinarak 1 gr fasulye ununa emdirildi ve oda sicakliginda kurumasi saglandi. Onceden
a¢ birakilmis 10 adet A. obtectus erginleri hazirlanan bakteri emdirilmis un tizerine birakildi.
Deney kaplar1 25 + 1 °C’de %60 nem ortaminda 10 giin boyunca muhafaza edildi. Kaplar
glinliik olarak kontrol edilerek 6lii bireyler not edildi ve 6lii bocekler kaplardan uzaklastirildi.
Insektisidal aktivite deneyleri 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.

Ayrica insektisidal etki calismalarinda, KTU Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan temin edilen B. thuringiensis (Mm2) Susu pozitif kontrol olarak kullanildi
(Sezen vd., 2007).

Yapilan insektisidal aktivite testlerinin sonuglari, Abbott (1925) tarafindan

gelistirilen Abbott fomiiliine gore hesaplandi. Yontemin formiilii asagidaki gibidir;

Toplam 6liim oran1 (%) — Kontrol grubundaki 6liim orani (%)

(%) Oliim Orana:
(%) 100 — Kontrol grubundaki 6liim oran1 (%)



3. BULGULAR

Fasulye Tohum Bocegin’den bakteri izolasyonu ve tanimlanmasii belirlemek ve
biyolojik miicadelede bu zararh iizerinde etkili bir entomopatojen bakteri tespit etmek
amaciyla yapilan bu tez ¢alismasinda A. obtectus’tan bakteri izolasyonu yapildi. Izole edilen
9 izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonu yapildiktan

sonra A. obtectus iizerindeki biyolojik aktivite testleri de gerceklestirildi.

3.1. Fasulye Tohum Béceginden Bakteri izolasyonu

Izolasyon galismalar1 sonucunda fasulye tohum bdceginden koloni sekli, rengi ve
bliytkligii gibi farkli morfolojik Ozelliklerinden yararlanarak 9 tane kiiltiire edilebilir

bakteriyel izolat elde edildi ve bu izolatlar Aol-Ao09 seklinde kodlandi.

3.2. Bakteri Izolatlarimin Karakterizasyonu
3.2.1. Bakteriyel izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Izolatlarin koloni morfolojileri binokiiler mikroskop altinda goriintiilenerek
kaydedildi. Elde edilen bakteri kolonilerinin diiz-yuvarlak, dalgali-yuvarlak, girintili-
cikintili ve dantel seklinde, ¢ogunlukla krem renginde oldugu gozlendi. Sari-yesil renkte
olan Aol izolat1 dantel seklinde koloni kenar yapisina sahipti. Izolatlardan Ao2, Ao3, Ao4,
Ao07 ve Ao9’un diiz- yuvarlak morfolojide oldugu belirlendi (Sekil 7) (Tablo 4).

Basit boyama sonucunda, Aol ve Ao2 numarali izolatlarin kok, Ao3, 4, 5, 6, 7, 8 ve
9’un basil seklinde oldugu belirlendi (Tablo 4).
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.

Sekil 7. Fasulye Tohum Boceginden izole edilen bakteri izolatlarinin koloni morfolojisi
goriintiileri.

Bakteri izolatlarinin Gram boyama sonuglarinda Aol, Ao2, Ao3, Ao4, Ao5, Ao8 ve
A09’un Gram (+) oldugu, bes tanesinin spor igerdigi (A03, Ao4, Ao5, Ao8 ve Ao9) tespit
edildi (Sekil 8) (Tablo 4). Ao6 ve Ao7 numarali izolatlarin ise Gram (-) olduklar1 gozlendi.
[zolatlarin hareket testlerine gore, Ao4, Ao6 ve Ao9 izolatlar1 disindaki biitiin bakteriyel

izolatlarin hareketli olduklar belirlendi.
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Sekil 8. Bakteriyel izolatlara ait Gram ve endospor boyama goriintiileri. A: Gram
(+) kok; B: Gram (+) basil; C: Endospor; D: Gram (=) basil.

Tablo 4. Izolatlarin morfolojik 6zellikleri.

izolatlar ﬁz'&;' Koloni Sekli Bff%a Bsggr;a Hiicre Sekli Hareket
Aol Krem Dal.-Gen. + - Kok +
Ao2 Krem Diiz.-Yuv. + - Kok +
Ao3 Krem Diiz.-Yuv. + + Basil +
Ao4d Krem Diiz.-Yuv. + + Basil

A05 Krem Dantel gibi + + Basil +
A06 Sari-Yesil  Diiz.-Yuv. - - Basil -
Ao7 Krem Diiz.-Yuv. - - Basil +
Ao8 Krem Diiz.-Yuv. + + Basil +
A09 Krem Diiz.-Yuv. + + Basil -

Diiz.: Diizgiin, Yuv: Yuvarlak, Dal: Dalgali,

3.2.2. Bakteriyel izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Bakteri sistematigi agisindan 6nemli olan, bazi enzimlerin lretilip liretilmemesi ve
baz1 organik maddelerin fermente edilip edilmedigi gibi birtakim 6zellikler bakterilerin
tanimlanmasinda tercih edilen oOzelliklerdir. Bu tez ¢alismasinda bakterilerin bu gibi
ozelliklere sahip olup olmadiklarini belirlemek i¢in katalaz, oksidaz, indol, sitrat ve iire gibi

testler yapildi (Tablo 5).
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Katalaz testi sonucunda Ao03, Ao6 ve Ao7 numarali izolatlarin katalaz enzimi
tretmedigi, diger izolatlarin ise bu enzimi irettigi belirlendi (Tablo 5). Yapilan oksidaz
testinde Ao6, Ao7 ve Ao8 izolatlarinin pozitif sonug verdigi gozlendi. Indol testi ve H2S
iiretimi testleri sonucunda biitiin izolatlarin negatif sonug¢ verdigi tespit edildi. Diger
biyokimyasal testler olan sitrat ve nisasta testinde ise sadece Ao6 izolatinin pozitif sonug
verdigi belirlendi. Ure testinde ise Aol, Ao2 ve Ao8 numarali izolatlarin iireyi hidroliz
edebildigi goriildii (Tablo 5).

Izolatlarin glukoz metabolizmas1 sonucu fiirettikleri son iiriinlerin niteliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan VP testi sonucunda izolatlardan Ao2, Ao4, Ao5 ve Ao9’un

yiiksek miktarda organik asit tirettigi gozlendi (Tablo 5).

Tablo 5. izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri.

Biyokimyasal Ozellikler

Izolatlar  katalaz Oksidaz  indol VP Sitrat Ure H2S  Nisasta
Testi Testi Testi Testi Testi Testi  Testi Testi

Aol + - — - - + - -
Ao02 + - - + - + - -
Ao3 - - - - - - - -
Ao4 + — — + - - - -
Ao05 + - - + - - - -
A06 - + — - + - - +
Ao7 — + — - - - — —
Ao8 + + - - - + - -
A09 + — — + — — — —

+: pozitif sonug, —: negatif sonug

3.2.3. Bakteri Izolatlarimin Segici ve Ayirt Edici Besiyerilerinde Biiyiime
Ozellikleri

Secici ve ayirt edici besiyeriler kullanilarak, izole edilen bakterilerin 6zelliklerinin
belirlendigi bu ¢alisma ile yapilan diger tanimlamalar desteklenmis oldu. MCA besiyerinde
Ao06, Ao7 ve Ao8’in pozitif sonug verdigi tespit edildi (Sekil 9). MSA besiyerine yapilan
ekim sonucunda Aol ve Ao2 numarali izolatlarin koloni olusturdugu ve EMB besiyerinde

biiyiiyen Ao6 ve Ao7 izolatlarinin ise renksiz koloni olusturdugu goriildii.
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Sekil 9. Secici ve ayirt edici besiyerilerde bakterilerin goriintiisii.

3.24. API 20E Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen Ozellikler

Bakteri izolatlarin API 20E test panellerine yapilan ekimlerin sonuglarina
bakildiginda baz1 test kuyucuklarinda bariz bir sekilde renk degisimi goézlenirken,
bazilarinda ise ayira¢ (TDA, JAMES, VP1-VP2, NIT1-NIT2) ilavesi ile renk degisimleri
gozlemlendi (Tablo 6). Bakteri izolatlar1 arasinda Ao8’in yapilan API 20E testlerinde sonug
alinamadi. AP| 20E kapsamindaki testlerde beta-galaktosidaz Aol, Ao4 ve Ao9 izolatlarinda
pozitif sonug verirken, sitrat testinde Ao6 ve Ao7, iire testinde Aol ve Ao2, aseton aktivite
testinde Ao2, Ao4, Ao5 ve Ao9’un pozitif sonug verdigi goriildii. HaS testinde ise tiim
sonuglar negatif olarak belirlendi. Fermentasyon/oksidasyon testlerine genel olarak

bakildiginda Aol, Ao3 ve Ao6’nin pozitif sonuglarinin digerlerine gére daha fazla oldugu
tespit edildi (Tablo 6).



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

Testler

Substrat

Aktivite

Aol Ao02 Ao03 Ao4 Ao5 Ao6 Ao7 Ao8 A09

ONPG
ADH
LDC
OoDC
CIT
H2S
URE
TDA
IND
VP
GEL
GLU

MAN

ONPG
Arginin
Lizin

Ornitin
Sitrat

Na tiyosulfat
Ure
Triptofan
Triptofan

Na pirtvat
Komiir jelatin
Glukoz

Mannitol

Beta-galaktosidaz
Arginin dihidrolaz
Lisin dekarboksilaz

Ornitin dekarboksilaz
Sitrat kullanimi
H2S iiretimi
Ure hidrolizi
Deaminaz
Indol iiretimi
Aseton tiretimi

Jelatinaz

Fermantasyon / oksidasyon

Fermantasyon / oksidasyon

+

+

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

+

1€



Tablo 6’nin devami

Testler Substrat Aktivite Aol Ao2 Ao3 Ao4 Ao5 Ao6 Ao7 Ao8 Ao
INO Inositol Fermantasyon / oksidasyon + - + - - + - NA -
SOR Sorbitol Fermantasyon / oksidasyon + - + - - + - NA -
RHA Ramnoz Fermantasyon / oksidasyon ik - + - - + + NA -
SAC Sukroz Fermantasyon / oksidasyon + - + - - - - NA -
MEL Melibioz Fermantasyon / oksidasyon + - + - - + - NA -
AMY Amigdalin Fermantasyon / oksidasyon - - - - - - - NA -
ARA Arabinoz Fermantasyon / oksidasyon + - + - - + + NA -
NO2 Potasyum nitrat NOz tiretimi + - + + + - - NA +
N2 Potasyum nitrat N2 gazina indirgeme NA - NA NA + - - NA +

+ : Pozitif sonug, - : Negatif sonug, NA :

(43
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3.25. izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu
3.2.5.1. Izolatlarin 16S rDNA Gen Siralari

Bakteriyel sistematik ¢aligmalarinda, 16S rDNA genlerine ait baz siralarinin
belirlenmesi dikkat ¢eken molekiiler ¢aligmalardan biridir. Bu dogrultuda oncelikli olarak
morfolojik ve biyokimyasal testler sonucunda benzerlikleri olan bakteriler ¢alismadan
elendi.Geriye kalan birbirinden farkli olduklar1 diistiniilen izolatlarin 16S rDNA gen
bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi ve klonlandi.Vektore ait gereksiz siralar ayiklandi ve sekans
analizleri sonucunda elde edilen dizilerden GenBank (NCBI)’taki dizilerle karsilagtirilmasi
sonucunda en yiiksek benzerlik bulunan referans tiirler belirlendi (Tablo 7). Blast sonucunda
benzer olan tiirler ve referans tiirlerin 16S rRNA dizileri alinarak yapilan filogenetik
analizleri sonucunda Aol izolatinin S. Xylosus, Ao2’nin S. kloosii izolatlarina yakin dallanma
gosterdigi goriildii (Sekil 10). Ao6 ve Ao7’nin Pseudomonas cinsleri ile yakin iliskili oldugu
tespit edildi. Ao5 izolatinin B. thuringiensis ile iligkili oldugu ve diger izolatlarin ise Bacillus

cinsine ait tiirlerle iliskili oldugu belirlendi.

Tablo 7. Izolatlarm 16S rDNA sekanslarinin gen bankasindaki siralarla karsilastirmalari.

Izolat  Tiir ve Cinsler Benzerlik Orani (%) Kayit Numarasi

Aol Staphylococcus xylosus 99.80 MF678916.1
Staphylococcus xylosus 99.80 MH394433.1
Staphylococcus edaphicus 99.80 MN061019.1

Ao2 Staphylococcus 98.99 JQ660155.1
kloosii 98.99 CP027846.1
Staphylococcus 98.99 JQ660231.1
IlAanc

Ao3 Bacillus cereus 99.31 CP029454.1
Bacillus sp. 99.31 MK758082.1
Bacillus thuringiensis 99.31 MG384803.1

Ao4  Bacillussp. 99.50 FJ227512.1
Bacillus sp. 99.50 JX067679.1
Bacillus pumilus 99.50 IN8B7464.1

Aob5 Bacillus cereus 99.36 MH475925.1
Bacillus cereus 99.36 CP034551.1

Bacillus thuringiensis 99.36 MK517632.1
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Tablo 7’nin devami

A06

Ao7

Ao08

A09

Pseudomonas putida
Pseudomonas sp.
Pseudomonas monteilii

Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida

Bacillus pumilus
Bacillus sp.
Bacillus safensis

Bacillus altitudinis
Bacillus pumilus
Bacillus altitudinis

99.69
99.69
99.59

99.40
99.30
99.30

98.89
98.89
98.79

99.48
99.37
99.37

EF682071.1
DQ198147.1
NR_114224.1

AP015029.1
MF838696.1
MF838695.1

MF692772.1
HM152736.1
MK104520.1

KY820043.1
MH590633.1
KR063198.1
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Bactllus pumilus INSET7 464
Bacillus sp. JXOG7670
Bacillus pumilus MFEO2772
gq || Bacilius sp. ME 20056
L 404
N L) | N

a¥

5 *I_AOQ
ag Bacillhus aliitudinis KYE820043
Aol
Aas
| Bacilius cereus MH475025
Bacillus thuringiensic MGF3184803
Bacillus sp. MET 385082
g9 Aol
staphylocaccus Hoosii JOG601 55
Aal
% staphyiococeus xylosus MEDI 5831
staphyiocaccus edaphicus MNI61010
strepiocaccus mitis ABGEI 54
ag (Aa?
Feeudomonas putida MFSIE606
Aat
ag | Peeudomanas putida BEF6E207 1
Feudomonas monteilii NR 114224
Feeudomonas sp. DOIVE147

99

100

10

Sekil 10. Izolatlarin 16S rDNA dizisine gére taksonomik pozisyonunu gdsteren N-J agaci.
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3.3. insektisidal Aktivite Calismalar1

Biyolojik aktivite ¢alismalar1 laboratuvar kiiltiirii haline doniistiiriilmiis A. obtectus
erginleri {lizerinde laboratuvar kosullarinda test edildi. Test c¢aligmalar1 sonucunda A.
obtectus’tan izole edilen izolatlardan B. thuringiensis Ao5 (%80) ve P. putida Ao6’nin
(%60) yiiksek etki gosterdigi belirlendi. Ayrica, laboratuvarimizda daha dnceden izole edilen
B. thuringiensis Mm?2 izolatinin da %80 6liim orani ile A. obtectus iizerinde etkili oldugu
go6zlendi. En diisiik 6liim oraninin ise %20 ile Bacillus sp. Ao3 izolatina ait oldugu belirlendi.
Staphylococcus cinsine ait Aol ve Ao2 izolatlar1 ve Pseudomonas putida Ao7 izolati da %40
oliim oraninda insektisidal etki gosterdi. Kontrollerde ise %20 6liim orani hesaplandi (Sekil

11).

100

Oliim Orant1 (%)

Bakteriyel Izolatlar

Sekil 11. Bakteriyel izolatlarin A. obtectus erginleri tizerindeki insektisidal  etkisi.



4. TARTISMA

Gliniimiizde aglikla beraber, yetersiz ve dengesiz beslenme de diinya giindeminde olan
onemli sorunlardan biridir. Hizla artis gosteren diinya niifusu ile birlikte ortaya ¢ikan gida
arzinin saglanmasi, mevcut besin rezervinin korunmasi, olumsuz etkenlerin ve zararlilarin
etkilerini ortadan kaldirma ¢alismalariyla giderilmeye c¢alisilmistir. Yeryiiziinde insanligin
yasami i¢in elzem olan protein gereksiniminin yaklasik %70’i bitkisel iriinlerden elde
edilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde ve lilkemizde ise bu ihtiya¢ %90 olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Sepetoglu 1996).

Fasulye yeryiiziinde ilk siralarda yer alan ekim alanina ve iiretimine sahip olan bir tarim
tiriiniidiir. Ulkemizde nohut ve mercimekten sonra iiciincii sirada yer alan {iretim alanina
sahiptir. Ihtiva ettigi protein miktar1 oldukca fazla olan fasulye, yiiksek kalori igermektedir.
Fasulye, kalp ve kanser gibi hastaliklarda Onleyici olan bol miktarda antioksidan
icermektedir.

Baklagillerin tarla ve saklama asamasinda ciddi {iriin zarar1 olusturan g¢esitli bocek
zararlilart bulunmaktadir. Bruchidae familyasina mensup bu tiirler, neden olduklar
kayiplarla oldukc¢a dikkat cekmektedir.

Tarimsal {irtinler tarladan pazara gecirdikleri siirecte birgok sekilde zarara ugrayarak
kayiplar vermektedir. Bu kayiplara neden olan etmenlerden biri de zararli boceklerdir. Bu
zararlilarin neden oldugu kayiplar1 dnlemek veya azaltmak i¢in diinyada birgok arastirma
yapilmis ve hala bu arastirmalar hiz kesmeden devam etmektedir. Ulkemizde depo, ambar
ve fabrikalarda tahil tohumlari, un, kuru meyve ve tiitiinde ciddi zarara neden olan zararh
bocek tiirleri ile ilgili morfolojik, biyolojik 6zellikleri ve yayiliglari ile ilgili ¢alismalart ilk
olarak Ozer (1957) gerceklestirmistir. Bu ¢alismada Ozer (1957) A. obtectus ergin, larva ve
yumurtast ile ilgili bilgi vermekte ve ayni zamanda bu tiiriin cografik dagilimi, biyolojisi ve
zarar1 hakkinda da agiklamalar yapmaktadir.

Ulkemizde Orta Anadolu Bélgesi’'nde tohum boceklerinin dagilimi, beslendikleri
tirtinleri, neden olduklar1 kayiplar ve yayilisi hakkinda Kalkan (1972)’in yaptig1 ¢alismada
bu boceklerin oldukg¢a yaygin oldugunu ve ekonomik zarara neden oldugunu belirtmistir.
Buna ek olarak Baklagil Tohum Bdocekleri igerisinde 10 tiiriin Orta Anadolu’daki varligi ve

konukgulart ortaya konmustur. Belirtilen bocekler arasinda yalmizca A.  obtectus’un
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depolarda da ¢ogalmayi siirdiirdiigii ifade edilmistir. Fasulye Tohum Bdoceginin fasulyede
cimlenme giiciinii yaklagik %28 ve agirhigr ise ortalama %18 azaltarak zarar verdigi
belirlenmistir.

Tiirkiye'de, 1998 yilina ait resmi olmayan verilerde depolanmig iiriin zararlilarinin
kontroliinde yaklasik 297ton kimyasal-pestisit kullanildig1 belirtilmistir (Emekci vd., 2000).
Bu nedenle, depolanan iiriin zararlilariyla miicadelede daha giivenli ve daha etkili bir
miicadele yontemi bulmaya ihtiyag¢ vardir.

Tarimsal {irlinlerde ciddi boyutlarda zarara neden olan A. obtectus ile kiiltiirel, mekanik
ve kimyasal miicadele caligmalari yapilmistir. Giiniimiizde diinyada, insana, gevreye ve
diger canlilara zarar vermeyen ekonomik, kolay uygulanabilir bir miicadele i¢in ¢aligmalar
yapilmaktadir.

Artik zararli boceklerle miicadele caligmalarinda kimyasal ilaglara alternatif olacak
biyolojik etmenler c¢alisilmaya baslanmistir. Biyolojik miicadele etmeni olarak Bacillus
thuringiensis bakteri tiirleri en yaygin kullanilanlardan biridir. Zararli ile miicadelede etkili ve
glivenilir biyolojik miicadele icin mevcut olan ve tire ait yeni izole edilen bakterilerin
Ozelliklerinin tanimlanmasi gerekmektedir.

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda Tiirkiye’de Fasulye Tohum Bdcegine karsi miicadelede
kullanilabilecek bir bakteriyal izolat ya da izolatlar1 belirleyebilmek igin A. obtectus’tan bakteri
izolasyonu ve tanimlanmas: gergeklestirildi. Bakterilerin tanimlanmasinda morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar yapildi. Boylece elde edilen bakteri izolatlarinin bu
zararlinin miicadelesinde kullanilabilirligi test edilip mikrobiyal bir etmen gelistirilebilmesine
olanak saglanacaktir.

Literatiirdeki bilgilere bakildiginda A. obtectus’un bakteriyel florast ile ilgili
tanimlama calismalarina rastlanmamustir. Bu tez ¢alismasi ile A. obtectus’tan izole edilen
bakterilerin morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri ilk kez ortaya konmus oldu.
Bu bakteriler, ciddi bir zararli olan Fasulye Tohum Bdceginin biyolojik miicadelesinde
onemli materyaller olarak ileriki ¢alismalarda 6nem tagiyacaktir.

A obtectus’tan izole edilen 9 adet bakteri biiylime, morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler 6zelliklerine bakilarak elde edildi. Bu tez ¢calismasinda, tanimlamada bakterilerin
tiir tayininde kullanilan klasik metodlarin yaninda artik yaygin olarak tercih edilen 16S
rDNA dizin analizi ve APl 20E tanimlama sistemleri de kullanildi. Bakterilerin tiir tayinleri

icin Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology kitabindan kaynak olarak
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yararlanildi ve yapilan tanimlamalar API 20E analiz sonuglartyla desteklendi (Halda-Alija,
2004; Lian, 2004). Bu test sistemleri klasik yontemlere gore daha az masrafla ve daha kisa
slirede daha fazla tanimlamanin yapilabilmesi bakimindan avantajlara sahiptir.

Bakterilerde molekiiler tanimlamalarda en ¢ok tercih edilen 16S rDNA genleri
yiiksek derecede korunmus universal diziler igermektedir (Woese, 1990). Bu genler
kullanilarak bakteriler arasindaki yakinlik derecelerinin belirlenmesinde ve bakterilerin tiir
ya da cins diizeyinde tanimlanmasinda son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir (Sacchi vd,
2002). Biitiin bakterilerin tanimlanmasinda 16S rDNA gen analizi kullanilacak énemli bir
yontemdir. Klasik yontemlerin aksine hizli ve tanimlama dogrulugunun ytiksek olmasi bu
tanimlama yonteminin 6nemli avantajlaridir (Springer vd., 1996).

Yapilan morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler ¢aligmalar sonucunda Aol ve Ao2
izolatlarinin Staphylococcus cinsine ait tiirler olduklar: belirlendi. Aol izolat1 S. xylosus,
Ao2 izolati ise S. kloosii olarak tanimlandi. Bu zamana kadar, Staphylococcus cinsinin farkli
tirleri, farkli takimlara ait (Coleoptera, Lepitoptera, Diptera ve Homoptera gibi) farkli
boceklerden izole edilmistir (Kuzina vd., 2001; Danismazoglu vd., 2012; Sevim vd., 2012;
Ozkan-Cakic1 vd., 2012; Demirci vd., 2013). Bununla birlikte, Staphylococcus tiirlerinin
bocek patojenleri olduguna dair bir galisma yoktur.

Bacillus cinsine ait entomopatojen bakteriler, diinya ¢apinda bir¢ok bdcek
zararhilarinin biyolojik miicadelesinde kullanilan dogal etmenlerdir (Hajek, 2004). Bu tez
calismasinda, A. obtectus’tan izole edilen 9 bakteriyel izolattan 5 tanesinin Bacillus cinsine
ait oldugu belirlendi. Bunlardan Ao3’in B. cereus, Ao5’in B. thuringiensis, Ao4’iin Bacillus
sp., Ao8’in B. pumilus ve Ao9’un ise B. altitudinis oldugu tespit edildi.

Bu cins iginde, B. pumilus bir Gram pozitif, aerobik, toprakta yaygin olarak
bulunabilen spor olusturabilen basil formunda bir bakteridir (Priest, 1993). Bu bakteri ayn
zamanda bir¢ok bocek tiiriinden izole edilmistir ve boceklere karsi patojenik etkileri oldugu
gosterilmistir (Molina vd., 2010; Sreerag vd., 2014). Boceklerin dogal diismanlari
diistiniildiiginde biitiin mikroorganizmalar arasinda, B. thuringiensis 6nemli bir yer
tutmaktadir. B. thuringiensis Gram (+), spor olusturan ve farkli habitatlarda yasayabilen bir
bakteridir (Heimpel, 1967; Goldberg ve Margalit, 1977; Martin ve Travers, 1989; Smith ve
Couche, 1991; Meadows vd., 1992). Bu bakteri yakin iliski igerisinde bulundugu
bakterilerden spor olusumu esnasinda iirettigi kristal yapilar1 sayesinde ayrilmaktadir. B.

thuringiensis oldukga yaygin olan bir bocek patojenidir ve bu bakteri dogal miicadelede
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olduk¢a onemli bir konumdadir (Lacey vd., 2001). Diinyadaki biyopestisit satislarinin
%95’1ni B. thuringiensis kokenli tiriinler olusturmaktadir (Gaugler, 1997).

Bir¢ok bilim insani, Pseudomonas cinsine ait bakterileri ¢esitli boceklerden izole
etmistir (Lipa ve Wiland, 1972; Sezen ve Demirbag, 1999; Sezen vd., 2004, 2005; Muratoglu
vd., 2011). P. aeruginosa ¢esitli zararlilardan izole edilerek tanimlanmistir (Osborn vd.,
2002). P. aeruginosa, P. fluorescens ve P. chlororaphis gibi bazi Pseudomonas tiirleri
onemli bocek patojenleridir (Bucher, 1981, Sezen ve Demirbag, 1999; Osborn vd., 2002). P.
putida izolatlarinin ¢ogu, bir bocek patojeni olarak Onemsiz goriinse de P. putida’nin
patojenik oldugu ¢aligmalar da mevcuttur (Schneider ve Dorn, 2001; Muratoglu vd., 2011).
Tez ¢alisgmamizda Ao6 ve Ao7 izolatlarinin Pseudomonas cinsine ait oldugu tespit edildi.
Bu izolatlarin morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri birlikte incelendiginde P.
putida oldugu belirlendi. P. putida diinyada toprak ve tatli su ortamlarinda yasayan ¢ok
yaygin bir bakteri tiiriidiir. Tirler arasinda farkli metabolik 6zelliklere sahip olan ve oldukca
etkili enfeksiyonlara sebebiyet veren saprofitik bir toprak bakterisidir (Chen vd., 2005).

Depolanan iirlin zararlilarinin kontroli, fiziksel, etkisiz toz, iyonize 1ginlama, 151k ve
ses, termal kontrol, ozonlama, fiimigasyon, semiyokimyasallar ve bazi1 kovucular gibi bircok
strateji kullanilarak gerceklestirilmektedir (El-Aziz, 2011). Ayrica, organofosfatli pestisitler
grubu gibi kimyasal bocek ilaglari, toplu olarak depolanan tirtinleri korumak i¢in depolama
zararlilarina kars1 kullanilmaktadir (Wakefield, 2006). Ancak, bu kimyasallarin insan sagligi
ve ¢evreye istenmeyen etkileri vardir. Bu nedenle, bu bocek zararlilarinin biyolojik kontrolii,
geleneksel ve kimyasal kontrol yontemlerine ilging bir alternatif olarak kabul edilmektedir.
Biyolojik miicadele ¢alismalarinda funguslar oldukca dikkat ¢ekmektedir. Yapilan bir¢ok
aragtirma funguslarin A. obtectus iizerinde etkili oldugunu gostermistir (Kuberappa ve
Jayaramaiah, 1987; Rodrigues ve Pratissoli, 1990; Bello vd., 2006; Draganova ve Staneva,
2008; Sevim vd., 2015; Ondrackova, 2015). Fungus disinda bu zararhi iizerinde bakteri
uygulanarak insektisidal aktivite ¢aligmasi iilkemizde yapilmistir. Ulkemizde Sevim vd.
(2015)’nin yaptig1 calismada iki Staphylococcus tiiriniin (Staphylococcus sp. Fbe-6 ve
Staphylococcus kloosii Fbe-10) laboratuvar kosullarinda A. obtectus'a kars1 nemli derecede
(%73) etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu, bazi Staphylococcus tiirlerinin entomopatojen

olabilecegini diisiindiirse de bunu kanitlamak icin
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kesinlikle daha ayrintil1 biyolojik tahlillere ihtiya¢ duyulmaktadir (Sevim vd., 2015). Bu tez
caligmasinda S. xylosus Aol ve S. kloosii Ao2 izolatlar1 %40 6liim orani gosterirken, B.
thuringiensis Ao5 izolati ve Kontrol Mm2 izolati %80 6liim orani gosterdi. Bu sonug A.
obtectus’un miicadelesinde B. thuringiensis bakteriyel suslarimin da etkili bir sekilde
kullanilabilecegini géstermis oldu.

Ek olarak, son zamanlarda bitki kaynakli iirlinlerle zararlilara kars1 miicadele ile ilgili
iilkemizde ve diinyada c¢alismalar artmaktadir (Civelek ve Weintraub, 2004; Yanar ve
Diizdemir, 2012; Bensaci vd., 2013; Civelek ve Kaban 2016),

Bu ¢alisma kapsaminda A. obtectus zararlisi tizerinde yiiksek oldiiriicii etkiye sahip
olan B. thuringiensis’in bu =zararliya karsi kullanilabilme potansiyelinin oldugu

distiniilmektedir.



5. SONUCLAR

Bu ¢alisma sonucunda, diinyada ve iilkemizde fasulye tohumunda ciddi zararlara

neden olan Acanthoscelides obtectus’dan 9 bakteriyal izolat elde edildi. Elde edilen bu

izolatlarin morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler Ozellikleri belirlencrek A. obtectus

tizerindeki biyolojik aktivite testleri gergeklestirildi. Calismada elde edilen sonuglar:

1)

2)
3)

4)

5

6)

Izole edilen bakterilerin tanimlamalar1 sonucunda 2 tanesinin Staphylococcus, 2
tanesinin Pseudomonas ve 5’inin ise Bacillus cinsine ait oldugu tespit edildi.
Aol’in Staphylococcus xylosus, Ao2’nin ise S. kloosii oldugu belirlendi.

A06 ve Ao7’nin ise P. putida oldugu tespit edildi.

Bacillus cinsine ait oldugu belirlenen Ao3 B. cereus, Ao5 B. thuringiensis, Ao4

Bacillus sp., Ao8 B. pumilus ve Ao9 ise B. altitudinis olarak degerlendirildi.

A. obtectus iizerinde B. thuringiensis Ao5 ve B. thuringiensis Mm2 izolatlarinin
yiiksek etki gosterdigi belirlendi.

Bu ¢aligsma ile literatiirde A. obtectus’a ait bakteriyel izolasyonun belirlenmesi ve
tanimlama caligmalar1 ayrintili olarak gerceklestirildi.

B. thuringiensis’in bu zararlinin miicadelesinde 6nemli bir potansiyele sahip

olabilecegi ortaya kondu.



6. ONERILER

Bu ¢alismada, Acanthoscelides obtectus’dan 9 bakteriyel izolat elde edildi ve bunlarin

tanimlamalar1 yapildi. Calismada ulasilan sonucglardan hareketle, gelecek c¢alismalara

yonelik olarak asagidaki hususlar belirlenmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Elde edilen izolatlarin, bagka depolanabilir tarim iirtinleri tizerinde zarar olusturan
bocekler lizerindeki insektisidal etkileri arastirilabilir.

Elde edilen Bacillus thuringiensis izolatlarinin cry toksin protein igerigi
belirlenebilir. cryl, cry2, cry3 ve cry4 genlerinin alt tiirleri tespit edilebilir.
Insektisidal aktivite testleri yapilirken zararl bécek larvalarina sadece tek bir doz
uygulandi. Doz denemeleri yapilabilir.

Labaratuvar kosullarinda saglanan yiiksek oldiirme orani, alan uygulamalariyla
depo kosullarinda denenebilir.

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

Yiiksek oldiiriicii etkiye sahip olan izolatlarin mikrobiyal miicadele preparatina

doniistiirme ¢alismalar1 baslatilabilir.
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o1
8. EKLER

Ek 1., Elde Edilen izolatlarin 16S rDNA Gen Siralari

Aol

TTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTG
CAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCG
AAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGG
GGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGG
GCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAA
GGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGA
TTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAG
CACGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACG

Ao2

TTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGT
CAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATG
CGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTT
ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACAT
CAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCT
CTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCT
CCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGGCTTTCACATCAGACTTA
GAAACCGCCTACGGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCCGGATAACGCTTGGCCAC
CCTACGTATTAACCGCGGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAG
GTACCGTCAAGGTGCGCACAGTTACTTACGCACTTGTTCTTCCCTAATAACAGAG
CTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCG
CCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCATAGGAGTCTGGACCGTGTCTC
AGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTTGCCTTGGTA
AGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGGTCCATCTATAAGTGATAGC
AAGGCCATCTTTCACTGTAGAACCATGCGGTTCTACATGTTATCCGGCATTAGCT
TCGGTTTCCCGAAGTTATTCCAGTCTTATAGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACC
CGTCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAAGCTCCTTATCTGTTCGCTCGACTTGCAT
GTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCT
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Ao3

GCGTATGGATACAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATA
CCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCA
CTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA
GGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA
AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGA
GGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTT
CGGGAGCAGACTGACAGGGTGGTGCAGGTTGTCGTCAGCTCGTGTTG

Aol

GTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGTTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAAC
ACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCT
CCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCAC
TGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCC
TCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGG
CTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCG
GACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGG
CCTTTCTGGNTAAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTCTT
CCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCT
CCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCA
TCGTCGCCTTGGTAAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCAT
CTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACCATGCGGTTCAAGGAAC
TATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTAC
CCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGGAGCAAGCTCCCTTCTGTC
CGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCA
AACTCT
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Ao5

GGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGA
GTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCA
CTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGC
TTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTC
CTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGC
ACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACA
TCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGC
TTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGG
TTAGTACCGTCAAGGTGCCAGCTNTTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACA
GAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCGTCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTT
TCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGT
CTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTG
GTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGA
CAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTAT
TAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACGGGCAGGTTACCCACGTGTTA
CTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTCAATCCATTCGCTCGAC
TTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCT

Aocb

TTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGAC
AGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCA
AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTG
GATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAG
AGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA
GGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGT
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATT
AAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGA
ACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACATAATGGTGGG
CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGA
GGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCAATCGTAGTCCGGA
TCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCA
GAACGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
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Ao7

CTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACAT
GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCC
GTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGA
TTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTT
CGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCC
ACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAG
CCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGGCTTTACGCCCAG
TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGGCTGCTGGGCACAGAG
TTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTTCAAAACACTAACGGTATTAGGGTTA
ATGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACAC
GCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGA
CCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCGA
CCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGA
CGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATT
CCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATTGAAGAGCAAGCTCTTCTCATCC
GCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCATGATCAA
ACTCT

Ao8

TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTAC
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGAGCGAAAGCGTGGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGCTAGGGGGTTTCCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAAGCACTCCGCCTGGGGGAAGTACGGTCGCAAGAACTGAAACTC
AAAAGGAAATTGACGGGGGCCCGCATAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTGATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATA
GGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC
CAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCT
GTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCACG
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Aod

CAAGAGTAACTGCTTGCGCCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCCGCTGGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGG
TTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
GCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACG
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