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ONSOz

""Lobesia botrana’nin bakteriyal florasinin ve viral patojenlerinin belirlenmesi ve etkili
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calismalari, bocek Orneklerinin toplanmasinda ve istatistik analizlerde yardimci olan Doktor
Ali HAMZEZADEH’ye ve Mikrobiyolog Farzad HEYDARI’ye sonsuz silikranlarimi
sunuyorum.

Laboratuar calismalarim sirasinda gostermis olduklari ilgiden otiirii Prof. Dr. Kazim
SEZEN, Yrd. Dog. Dr. Hacer MURATOGLU, Biyolog Emine SONMEZ ve beni yalniz
birakmayan ve hicbir zaman benden yardimlarini esirgemeyen laboratuar arkadaslarima
tesekkiir ederim.

Son olarak, manevi desteklerini daima {izerimde hissettigim, beni yetistiren ve bugin
oldugum yerde olmamda sonsuz katkilar1 olan annem, babam ve yogun ¢alisma dénemlerimin
her aninda her konuda yanimda olan tek varligim, kizim Asal HOJJATI’ye minnet ve

tesekkiirlerimi sunuyorum.
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Trabzon 2014
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Doktora Tezi
OZET

LOBESIA BOTRANA'NIN BAKTERIYAL FLORASININ VE VIRAL PATOJENLERININ
BELIRLENMESI VE ETKILI BIR MIKROBIYAL MUCADELE MATERYALININ
ARASTIRILMASI

Lida MOHAMMAD GHOLIZAD

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali 3
Danisman: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2014, 88 Sayfa, 9 Ek Sayfa

Uziim salkim giivesi Lobesia botrana (Denis & Schiffermdiller) (Lepidoptera: Tortricidae)
iziim baglarinin ana zararlis1 olan boceklerden biridir. Bu ¢alismanin amaci L. botrana’nin kiiltiire
edilebilir bakteriyal florasin1 ve virlis patojenlerini belirlemek ve g¢esitli entomopatojenlerin bu
bocek lizerinde insektisidal etkilerini test ederek bu zararli icin daha giivenilir ve etkili bir
mikrobiyal miicadele etmeni kesfetmektir. Toplanan boceklerden kiltir edilebilir bakteriler izole
edildi ve viriis taramas1 gerceklestirildi. Bu bakteriler ve ¢esitli entomopatojenlerin (2 adet
Bacillus thuringiensis, 12 adet fungus ve 4 adet virus) inseksisidal aktiviteleri larvalar (izerinde
test edildi. L. botrana’nin bakteriyal florasi Enterococcus faecalis (Lb4), Klebsiella pneumonia
(Lb6), Enterobacter ludwigii (Lbl12, Lb17), Rhodococcus erythropolis (Lb13), Enterobacter
aerogenes (Lb15) ve Serratia marcescens (Lb21) olarak belirlendi. Yapilan viriis arastirmalari
sonucunda zararlida bir Chilo iridescent virus (CIV) enfeksiyonuna rastlanildi. On gunluk
insektisidal testler sonunda, Lb21 kodlu izolatin larvalar tizerinde en yilksek 6ldiricu etkiye (%93,
P=0.000) sahip oldugu belirlendi. Test edilen diger patojenlerden B. thuringiensis (MnD, %100),
Metarhizium anisoplia (Gg-12, %93) ve CIV (%90) ve L. botrana larvalari {izerinde en yiiksek
olddrici etki gosterdi. Bu bulgular neticesinde, S. marcescens (Lb21), B. thuringiensis (MnD), M.
anisopliae (Gg-12) ve Chilo iridescent virus (CIV)’ln L. botrana’ya kars1 giivenli ve etkili bir

mikrobiyal miicadele etmeni gelistirme potansiyelinde olduklari belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Lobesia botrana; Serratia marcescens, Bacillus thuringiensis; Metarhizium
anisopliae; Iridovirus; mikrobiyal miicadele.



PhD. Thesis
SUMMARY

DETERMINATION OF BACTERIAL FLORA AND VIRAL PATHOGENS OF LOBESIA
BOTRANA AND INVESTIGATION OF AN EFFICIENT MICROBIAL CONTROL AGENTS

Lida MOHAMMAD GHOLIZAD

Karadeniz Technical University
Faculty of Science
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2014, 88 Pages, 9 Appendix

The european grapevine moth, Lobesia botrana (Denis & Schiffermiller) (Lepidoptera:
Tortricidae) is one of the most harmful insect pests of grape species in many countries. The
purpose of this study was to determine the culturable bacterial flora and viral pathogens, and to
test the insecticidal activity of different entomopathogens in order to find a safer and more
effective microbial control agent against L. botrana. The bacterial flora of the pest insect was
determined. The insecticidal effects of the bacterial isolates and other entomopathogens (2
Bacillus thuringiensis, 12 fungus ve 4 virus) on third and fourth instars larvae were studied. The
bacterial flora of L. botrana was determined as Enterococcus faecalis (Lb4), Klebsiella pneumonia
(Lb6), Enterobacter ludwigii (Lbl12, Lb17), Rhodococcus erythropolis (Lb13), Enterobacter
aerogenes (Lb15) and Serratia marcescens (Lb21). Also in this study a Chilo iridescent virus
(CIV) infection was detected. Results showed that the Lb21 isolate has the highest mortality (93%,
P=0.000) on larvae within 10 days of inoculation. Insecticidal tests showed that one strain of B.
thuringiensis (MnD, 100%), Metarhizium anisopliae (Gg-12, 93%) and CIV (90%) had the highest
insecticidal effect on the larvae of L. botrana. The findings indicate that S. marcescens, B.
thuringiensis (MnD), M. anisopliae (Gg-12) and Chilo iridescent virus (CIV) are suitable

candidates to develop as a safe and effective microbial control agent against L. botrana.

Key Words: Lobesia botrana; Serratia marcescens; Bacillus thuringiensis; Metarhizium
anisopliae; Iridovirus; microbial control
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bocekler, eklem bacaklilar (Arthropoda) subesinin Insecta Sinifina ait omurgasiz
organizmalar olup en kalabalik hayvan grubunu olustururlar. Bir milyondan fazla olan tur
sayilartyla diinyadaki en fazla ve en ¢esitli tiire sahip canlilardir. Diinyanin hemen her yerinde
bulunur ve bazen ¢ok yogun populasyonlarda goriilebilirler. Toplam tiir sayisinin 2.000.000
oldugu kabul edilmektedir. TUr, cins, familya gibi taksonomik kategoriler bakimindan sayilart
6-10 milyon arasi1 bir rakama (Chapman, 2006) ulasir ve diinyadaki hayvanlarin %90 kadarini
olustururlar (Erwin, Terry L., 1982).

Insanlar tarafindan evcillestirilen bal aris1 ve ipek bdcegi gibi tiirleri bulundugu gibi,
bazi tiirleri de diinyanin ¢esitli yerlerinde o6zellikle de Meksika'da dogrudan besin olarak
kullanilmaktadir. Tanimlanmis bocek tiirleri igerisinde insanlara ve bitkilere zararl olan bocek
tlrd sayis1 yaklasik 8.000 civarindadir (Gullan ve Martin, 2009).

Turkiye’de yetistirilen kiiltiir bitkilerinde ekonomik olarak zarara neden olan toplam 506
hastalik etmeni, zararli ve yabanci ot bulunmaktadir. Bunlarla gerekli miicadele ¢alismalari
yapilmadiginda tiriin kayb1 ortalama %35 dolaylarinda olmaktadir. Bu kaybin kiiltiir bitkisine,
zararlinin tiir ve yogunluguna bagl olarak bazen %100’lere ulasabilmesi miimkiindiir. Bitkisel
tiretimde ekonomik yonden oldukca biiyiik rakamlara ulasan bu kayiplarin 6nlenmesi i¢in bitki
koruma caligmalarina yeterli 6nemi vermek gerekmektedir. S6zkonusu caligmalarin insan
sagligi, agroekosistem, ¢evre ve biyolojik dengenin korunarak siirdiiriilebilir tarimsal iiretim
tekniklerine uygun yapilmasi zorunluluk haline gelmistir (URL1).

Tarimsal triinlerin korunmasi igin kullanilan pestisit, insektisit, fungusit ve herbisitlerin
uzun veya kisa vadede gevreye ve diger canlilara verdigi zararlar uzun zamandan beri tartigma
konusudur. Fakat mantar, bocek, bakteri, virus ve diger canlilar tarafindan meydana getirilen
hastaliklar da 6nemli {iriin kaybina sebep olmaktadir. Pestisitlerin kullanimi her ne kadar {iriin
miktarmi artirsa da bu kimyasal maddelerin kalintilarina bitkilerden insanlara kadar dogada

her yerde rastlanilmasi miimkiindiir (Smith, 1996).
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Tarim ve Koy isleri Bakanligimin belirledigi strateji Tiirkiye’de yillik olarak kullanilan
pestisit miktarinin azaltilmasini ve kullanilan miktarin da dogru kullanimin1 6ngérmektedir.
Bunu saglamak i¢in, kimyasal miicadeleye alternatif olan biyolojik miicadele, biyoteknik
yontemler, dayanikli cesitler, kiiltiirel tedbirler, mekanik ve fiziksel miicadele metotlarina ve
Entegre Miicadele Programlarinin yayginlastirilmasina oncelik verilmektedir. Hastalik, zararl
ve yabanci otlarin miicadelesinde kullanilan bitki koruma {irtinlerinin yanlis kullanilmasi,
bitkilerde fitotoksisite, etkisizlik, tarimsal iriinlerde kalmti ve i¢ ve dis pazarlarda
problemlerin yasanmasina sebep olabilmektedir (URL1).

Bilindigi gibi bitkiler basta olmak iizere hayvan ve insanlara degisik yollarla zarar veren
organizmalara kars1 kullanilan ilaclar, insan ve hayvan saghiginin tehdit edilmesi, gida
maddelerinde kalintilarin olugsmasi, dogal diismanlarin ve yaban hayatin dldiiriilmesiyle dogal
dengenin bozulmasi, ana zararli olmayan bazi potansiyel zararlilarin ana zararli durumuna
gecmesi, kiltur bitkilerinde fitotoksiteye neden olmasi, sik ve gereksiz ilaglamalarla miicadele
masrafinin artmasi ve hava-su-toprak kirlenmesi gibi birgok olumsuzluklar1 ortaya
cikarmaktadir. Bu olumsuzluklar1 gidermek veya en aza indirmek i¢in de kimyasal savasima
alternatif ¢agdas, ¢evre dostu yontemlere gecilmekte ve bunlarin da en basinda “Biyolojik

Miicadele” gelmektedir (URL?2).

1.2. Uziim Bitkisinin Ozellikleri

Uzuim (Vitis vinifera L.) asmagiller (Vitaceae) familyasmmn Vitis cinsine ait sarilgan bir

bitki olup, yeryuziinde kultiirii yapilan en eski meyve tiirlerinden biridir (URL3). Sistematigi

su sekildedir;
Alem : Plantea
Bolum : Magnoliophyta
Simif : Magnoliopsida
Takim - Vitales
Familya : Vitaceae

Cins : Vitis
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Uziim, 3.000'den fazla renk ve tadiyla taze ve kuru olarak yiyebilecegimiz en yaygin ve
sevilen meyvelerden biridir. Uzimiin; anti-oksidan, anti-aging, kan yapimma yardimc1 ve
kanserden koruyucu etkileri bilinmektedir. Siyah iiziim kabugunda bulunan 'resveratrol'
maddesi, anti-kanserojen ve anti-oksidan olma o6zelliklerini tagimakta ve beyin hiicrelerini
korumaktadir. Uziimiin cekirdegindeki diger bir madde olan 'Quersetin' ise, kan yapimina
yardimc1 olmaktadir. Bu yolla damarlarin sagligini da olumlu yonde etkilemektedir (URL4).

Uzlimiin giiglii 6zelligi, E vitamininden 50, C vitamininden ise 30 kat daha fazladur.
Uziim sirasinda, su (%70-80), karbonhidratlar (%15-25), organik asitler (%0.3-1.5), tanenler
(%0.01-0.10), azotlu bilesikler (%0.03-0.17) ve mineral bilesikler (%0.3-0.5) bulunmaktadir
(URLA).

1.2.1. Uziimin Ekonomik Onemi

Tiirkiye ve Iran, iklim kosullar1 bakimindan bagcilik i¢in diinyanin en uygun yetistirme
bolgelerine sahip olan ve kokli bir bageilik kiiltiiri bulunan lkelerdir (Tablo 1). Tirkiye
asmanin gen merkezi olmasinin yani sira son derece eski ve koklii bir bagcilik kultlrlne de
sahiptir. Anadolu'da bagcilik kiiltiiriiniin tarihi oldukga eskidir. Yapilan arkeolojik kazilardan
Anadolu'da bagcilik kiiltiiriiniin M.O. 3500 yilina kadar dayandig1 saptanmustir. Tiirkiye nin
degisik yorelerinden arkeolojik kazilardan ¢ikarilan tarihi eserlerde iiziimle ilgili sekil ve
kabartmalarin yer almasi, o yorede bagcilik kiiltiirlinlin yaygin olduguna isaret eden en 6nemli
gostergelerdir. Gergekten Tiirkiye'de her bolgede yapilan kazilarda bagcilikla ilgili tarih 6ncesi
devirlere ait 6nemli eserler bulunmustur.

Arkeolojik buluntulardan Anadolu'da Hititler zamaninda asma ve sarabin biiyiikk 6nem
tasidigi, M.O. 1800-1550 yillarinda bagcihigin ¢ok gelismis oldugu, dini merasimlerde ve
sosyal yasantida lizim ve sarabin tanrilara adak olarak sunuldugu kaydedilmektedir. Hititler,
bag ve bahgelerini korumak i¢in bugiinkii anlayisa uygun tarim yasalarini da uygulamislardir.
Yozgat Alisar'da elde edilen kazilardan M.O. 1800-1600 yillarina ait {iziim salkim1 seklinde
sarap ve igki kabi bulunmustur. Biitiin bunlara ek olarak Corum Alacahdyik'de kral
mezarlarindan M.O. 2300 yillarina ait altin sarap bardag: ile sarap testisi bulunmustur. Ege ve

Marmara bélgelerinde bagciligin gelistigi yorelerde (Lapseki, Canakkale, Bergama, Aliaga ve
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Dikili, Bozcaada, Cesme, Karaburun ve Seferihisar) basilan paralar iizerinde iizlime, sarap
kabina ve Amfora yer verilmis olmasi bagciliga ve saraba verilen onemi gostermektedir
(URLD5).

Diger meyvelerle kiyaslandiginda en fazla ¢eside sahip olan tiirlerden biri olan GzUmun
15.000'in iizerinde ¢esidi oldugu tahmin edilmektedir. Anavatani Anadolu olan ¢esitler
1.200%in {izerindedir. Bu ¢esitlerden olusturulmus Milli Koleksiyon Bagi Tekirdag Bagcilik
Aragtirma Enstitiisii’'nde bulunmaktadir. Bunlarin 50-60 kadarinin ekonomik {iretimi
yapilmaktadir (URL3).

Bag ve sarap halkin ge¢iminde ve ticarette daima 6nemli bir rol oynamistir. Elde edilen
tizimler cogunlukla kuru ve yas olarak tiiketilmektedir. Bir kism1 da pekmez, bulamag, pestil
ve lokum seklinde degerlendirilmektedir.

Tiirkiye bag alan1 varligi bakimindan 590.000 hektar bag alani ile diinyada 6nde gelen 10
iilke arasinda Ispanya, Italya ve Fransa’nin ardindan doérdiincii, iiziim iiretimi bakimindan ise
ftalya, Ispanya, Fransa, ABD ve Cin’in ardindan {i¢c milyon 650.000 ton ile altinci sirada yer
almaktadir (Castellucci, 2004; Ozdemir ve ark., 2006). Iranda ise 306.000 hektar bag alani ile ve
tizim {iretimi bakimindan ise Tiirkiye’in ardindan {i¢ milyon ton ile diinyada yedinci sirada yer

almaktadir (URL6, URL7).

Tablo 1. En ¢ok Gzim iiretimi yapilan Ulkeler ve iiretilen {iziim miktar

Ulke Uretim (Ton)
Italya 8,519,418
Cin Halk Cumhuriyeti 6,787,081
Amerika Birlesik Devletleri 6,384,090
Fransa 6,044,900
1spanya 5,995,300
Turkiye 3,612,781
Iran 3,000,000
Arjantin 2,900,000
Sili 2,350,000
Hindistan 1,667,700

Toplam 67,221,000
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1.2.2. Onemli Uziim Zararhlar: ve Etkileri

Baz1 bocekler, kiiltiir bitkilerinde, bitkilerin kok, gdévde, yaprak, meyve, sap gibi
kisimlari ile beslenerek bitkilere zarar verir. Bitkisel Uriinlerle dogrudan beslenerek de dnemli
iriin kayiplarina neden olurlar. Boceklerin biiyiikk bir ¢ogunlugu yasayisi geregi insanin
gidasma ortak olur. Insanlar, ekip diktiklerini degil, hastalik ve zararllardan arta kalan
mabhsiilii elde etmekte ve bunun bir kismimi1 da depolarda yine zararlilara kaptirmaktadir.
Diinyada Uretilen meyve, sebze, tahil, yas veya kuru her tilii gida maddelerinin her yil
yaklagik 9%15-20’si boceklerden zarar gormekte ve kullanilmaz hale gelmektedir. Bu
zararlarin ekonomik karsiligi da yilda yaklasik olarak 7-10 milyar dolar civarindadir
(Demirbag, 2008). Diger bitkilerde oldugu gibi i{iziim zararlilar1 da Uziimde Urlin ve kalite
kayiplarina neden olmaktadir ve miicadele yapilmadigr durumda, kaybin artmasi sézkonusu
olmaktadir. Uziim bitki ve meyvelerine zarar veren ¢esitli bocekler Tablo 2°de verilmektedir.

Lobesia botrana bu zararlilar arasindan en dikkat ¢eken ciddi {iziim zararlisidir.

Tablo 2. Onemli iiziim zararlilar, etkileri ve miicadele yontemleri

Zararli Zarar formu Micadele yontemleri
Filoksera (Viteus vitifolii) Kok ve yaprak Kltdrel 6nlem, kontrol amagl:
karantina
Bag maymuncugu (Otiorrhynchus Gozler, filizler ve Kiltarel 6nlem, kimyasal
sp.) yapraklar mucadele
5 . . Kltirel ve kimyasal
Bag yaprak uyuzu (Eriophyes vitis)  Yapraklar miicadele

Unlu bit (Planococcus citri, P. Salgiladign yapiskan o orelve kimyasal
: madde, bitki ve , o 1 e
ficus) mucadelede, dogal diigmanlar
meyve
Uziim salkim giivesi ( Lobesia Tomurcuk, cicek, Kltdrel, biyoteknik kimyasal
botrana) koruk ve olgun taneler ve biyolojik mucadele,

Filoksera (Viteus vitifolii): Karantina zararlis1 oldugu i¢in iilkeye giris ¢ikislart denetim
altinda tutulur. Kok ve yaprakta zarara neden olan iki formu mevcuttur. Kok filokseras1 yerli
asmalarin koklerinde, yaprak filokserasi ise Amerikan asmalarinin yapraklarinda zarar yapar.

Kok filokserasi oval veya armut seklinde, sarimsi yesil esmer, kirmizi kahverengine kadar



degisen renklerdedir. Sirtinda koyu renkli lekeler vardir. Agiz uzun bir emici hortum
seklindedir. Viicut uzunlugu 0.5-1.3 mm’dir. Kok filokserasinin koklerde beslendigi yerlerde
emilme sonucu meydana gelen siskinlikler goriiliir. Bu siskinliklerin ¢iirliylip dagilmalar1 ve
bu seklin devamli tekrar1 koklerin gérev yapamaz hale gelmesine sebep olur.

Yaprak filokserast ise 1.5-1.7 mm viicut uzunlugunda olup, sar1 renkli ve sirt kismi
lekesizdir. Emici hortumu daha kisadir. Yaprak filokserasi yeni agilan tomurcuklara girerek
taze tomurcuk ve yapraklar1 emer. Emilme noktalarinda yaprak dokusu alt yiize dogru
cikintilar yapar ve siskinlikler gelisir (Sekil 1).

Filoksera ile bulasik olan baglarda zamanla siirgiinlerde genel bir durgunluk, omcada
zayiflik, yapraklarda kiigiilmeler, sararmalar gOriiliir. ~Bogum aralar1  daralir.
Cubuklarodunlagmadiklarindan kisin soguktan etkilenirler. Ayrica, salkimlarda tanelerin
seyreklestigi, normal sekerleme ve renklenmenin olmadigi goriiliir. Omcalar birkag yil iginde
agir bir durgunluk gostererek kururlar. Bu tip omcalar bagin i¢inde kiimeler halindedir.
Bulagik yerlerde bu zararliya dayanikli Amerikan asma anaglarmin kullanilmasi

onerilmektedir (URLDY).

Sekil 1. Filoksera‘nin yaprak formu (URL9).



Filoksera ile micadelede kilturel 6nlemler olarak Amerikan asma anaci tizerine asili
cesitlerin kullanilmas1 ve Filokserali bolgelerden ana¢ ve kalem gibi iiretim materyallerinin
alinmamas: tavsiye edilmektedir. Bu zararli ile kimyasal miicadele yoktur. Koruma amach
olarak tiretimde kullanilacak materyaller fiimige edilebilir. Filokseranin kontrolii ancak
karantina Onlemleri ve dayanikli asma anaclarinin kullanilmasiyla miimkiindiir. Bu nedenle
filokseraya dayanikli anaglarin {izerine yerli ¢esitlerin agilanmasiyla olusmus fidanlarla bag
tesis etmek, filokseradan korunmak icin tek yontemdir.

Bag maymuncugu (Otiorrhynchus sp.): Maymuncuklar genellikle siyah veya koyu
kahverenkli 5-15 mm boyunda béceklerdir. Viicutlarinin tizeri yaldizla kapli veya ¢izgilidir.
Ag1z pargalart kisa ve genis hortum seklindedir (Sekil 2). Yurdumuzda bolgelere gore zaman
zaman yogun olarak bulunmakla beraber daha ziyade kumsal ve taban yerlerde tesis edilmis

olan baglarda her y1l ve yer yer goriiliirler.

Sekil 2. Bag maymuncugu ergini (URL9).

Maymuncuk erginleri ilkbaharda gézler uyanmaga basladigi zaman kigladiklar1 yerden
cikarak kabarmakta olan gozleri, gen¢ asilari, filizleri daha sonralarida yapraklar1 yemek
suretiyle zarar yaparlar (Sekil 3). Yogunluklari fazla oldugunda gozlerin u¢ kismindan
baslayarak taban kismina kadar tamamen yediklerinden, zarar yaptigi omcalar yeseremezler.

Boyle bir baga uzaktan bakildiginda don vurmus bir bag gibi goriiniir. Maymuncuklar



gozlerden bagka olgun yapraklarla da beslenirler. Yapraklarin kenarlarin1 yarim yuvarlak
sekiller meydana getirecek sekilde, damar aralarin1 genisce, muntazam sadece yaprak
damarlar kalacak sekilde yemek suretiyle de zararli olurlar. Larvalar omcalarin kokleri ile
beslenirler. Yogun larva hiicumuna ugrayan omcalar kurur veya ciliz kalip verimden diiser.

Ozellikle yeni kurulmus baglardaki zararlar1 6nemlidir.

Sekil 3. Bag maymuncugu zarar1 (URLD9).

Maymuncuklar kis1 ergin halde toprakta, omca kabuklari altinda, yere diismiis yapraklar
altinda gegirirler. {lkbaharda gdzler uyanmaya baslarken omcalara tirmanarak kabaran gozleri,
daha sonralar1 yeni ¢ikan yapraklar yiyerek beslenirler. Gilindiizleri omcalarin dibinde,
toprakta, omcanin yarik ve catlaklarinda, kabuk altinda gizlenirler. Geceleri faaliyete gecerler.
Yumurtalarin1 omcalarin dibine veya toprak igerisine birakirlar. 15-20 gin sonra
yumurtalardan ¢ikan larvalar bitki kokleri ile beslenerek gelisirler. Toprak icerisinde yaptiklari
odaciklarda pupa olurlar. Pupa dénemleri genel olarak 20-35 giin devam eder. Cikan erginler
asma yapraklarinda beslenirler. Yilda 1-1,5 dol verirler. Bitkiyi tamamen kurutarak veya
zayiflatarak zarar verir. Miicadelesi i¢in bagin i¢inde ve ¢evresinde zararlinin kiglayabilecegi
barmak yerlerinin yok edilmesi ve, bagin otlu birakilmamas: tavsiye edilmektedir. Ayrica
zararlinin omcaya yerden siirlinerek tirmanmasi dolayisiyla, omcalarin dallarina yapiskan bir
macunun c¢epecevre siiriilmesi halinde, gelen erginler yakalanir ve bunlar kisa araliklarla

yapilan kontrollerde yok edilebilirler. Zararin yogun oldugu zamanlarda (25 omcada/10 zarar)



kimyasal ilaglarla miicadele yapilmalidir. Ilaglamalarda Alphacypermethrin, Carbaryl,
Lambda Cyhalothrin ve Parathion methyl etki maddeli ilaclar tercih edilmelidir.

Bag yaprak uyuzu (Eriophyes vitis): Gozle gorulemeyecek kadar kiiglk bir akar tirudur.
Kist ergin halde korunakli yerlerde gecirir. Yaprak altlarinda 6zsu emmek suretiyle zarar
verirler. Emgi yerlerinde gri renkli kiif tabakalar1 goriiliir (Sekil 4). Yaprak iist yiizeyinde bu
emgi yerlerine denk gelen kisimlarda kabarciklar olusur. Zarar sonucunda bitki 6ziimlemeyi

tam yapamaz ve ekonomik kayiplara sebebiyet verir.

Sekil 4. Bag yaprak uyuzu. A) yaprak (st ylizeyi, B) yaprak alt yizeyi (URL 9)

Bu zararh ile kiiltiirel miicadele i¢in topragin islenmesi, yabanci ot temizligi, budama
gibi yontemler tavsiye edilmektedir. Kimyasal miicadele olarakta belirtilerin gorildigi
donemlerde ilaglama yapilir. Ilaglamalarda kiikiirtlii preparatlar ve endosiilfan kullanilir.

Unlu bit (Planococcus citri, P. ficus): Uzeri un goriinimiinde olup beyaz renkte gorlir.
Ergini pembemsi renkte ve iizeri koyu, balmumu gibi bir tabakayla kaplidir (Sekil 5). Yavas
hareket eden emici boceklerdendir. Ergin disi oval ve yasst bicimde olup, 3-5 mm
uzunlugunda, 2-2.5 mm genisligindedir. Viicut etrafinda 18 adet mum ¢ikintist olup, bunlar
kisa ve kiit yapidadir. Abdomenin sonunda bulunan bir ¢ift ¢ikinti, digerlerinden biraz
uzuncadir. Erkek sar1 veya kirmizimsi kahve renklidir. Bacak ve antenleri agik renkli olup,
kanatlar seffaf ve parlaktir.

Koloni halinde kabuklardaki ¢atlaklarda, kivrilmis olan yapraklarda, salkimlarin i¢inde

ve toprakta koklerin iizerinde yasar. Esas zarar1 salgiladigi yapiskan bir maddeden
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kaynaklanir. Bunlar salkimlarin goriiniisiinii bozar, tozlarin yapismasina neden olur ve
iiztimlerin kalitesi diiser. Salkimlarda ciirlimeler meydana gelir. Salkimlari asmanin yash
kisimlarina yakin gelisen cesitlere daha cok zarar verir. Ayrica erkenci gesitlerde tiziimler
yazin yeni yavrular ¢ikmadan Once olgunlastigindan, ge¢ olgunlasan gesitlere gore daha az
etkilenirler.

Sekil 5. Unlu bit ergin ve nimfi (URLDY).

Bitkinin 6zsuyunu emerek omcanin zayiflamasina, iiriinden diismesine ve sonunda
kurumasimma neden olur. Cok su tutan taban arazide ve golgelik yerlerde bag tesis
edilmemelidir. Zorunlu kalindigi takdirde omcalar seyrek dikilmeli ve siirgiinler
yiikseltilmelidir. Bulagma goriilen baglarda omcalarin yapraklar1 seyreltilmeli, salkimlarin
havalanmasi temin edilmelidir. Ayrica kisin budama yapilirken kabuklar soyulup yakilarak
zararh yogunlugunun azalmasi saglanmalidir.

Unlu bite karsi kiiltiirel miicadelede ¢ok su tutan taban arazilerde bag kurulmasi, .seyrek
dikim yapilmasi1 ve asmalarda iyi bir havalandirmanin olusturulmasi tavsiye edilmektedir.

Unlu bite karsi dogal diismanlar1 vasitasiyla da biyolojik miicadele yapilabilir.

Karincalar unlu bitleri dogal diismanlarina kars1 korur, bu nedenle oncelikle varsa karincalarin
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kontrolii saglanmalidir. Ayrica dogal diismanlarina zarar vermemek icin yalniz bdcegin
goriildiigli asmalar ilaglanmalidir. Eger kimyasal miicadele gerekiyorsa, dogal diismanlara yan
etkisi en az olan bitki koruma trnleri tercih edilmelidir.

Bagda unlu bite karsi kimyasal miicadelede yapilmaktadir. Bu ilaglama iki devrede
yapilabilir. 1. devre omcanin gévdesinde kabuklarda islaklik goriilmeye basladigi ve unlu bitin
bitkinin yesil kisimlarina dogru yiiriimeye basladigir devredir. Bu devrede koruklar tahminen
nohut biiytikliiglindedir. 2. devre unlu bitin yaprak ve salkimlara gectigi tanelerin sulanmaya
basladig1 devredir. ilaglamalarda Diazinon, Dichlorvos, Parathion methyl v.b. etkili maddeli

ilaglar kullanilmalidir.

1.3. Uziim Salkim Giivesi (Lobesia botrana, (Lep.: Tortricidae)

Salkim giivesi ergini kiiciik bir kelebektir. On kanatlarin zemini gri renkte, {izeri gri-
mavi, kahverengi, kizilimsi sar1 ve zeytin yesili renklerle mozaik gibi siisliidiir. Arka kanatlar
ise gri renkte acik sari, mavi pariltilidir. Etrafi sagaklidir, erginlerin kanatlar1 gerilmis olarak
12-14 mm, viicut uzunlugu ise 6 mm’dir. Yumurta 0.7 mm boyunda ve 0.5 mm enindedir. ilk
birakildiginda krem renginde olan yumurtalar sonradan ag¢ik mavimsi gri bir renk alir. Sekli
yuvarlak ve basiktir. Pupa kahve renginde ve boyu 5-7 mm' dir (Sekil 6). Beyaz bir kokon
icinde bulunur. Larva yumurtadan yeni ¢iktiginda yaklasik 1 mm, olgun larva ise 9-11 mm
boyundadir (Sekil 7). Kis1 omca kabuklar altinda ya da diger korunakli yerlerde bir kokon
icerisinde pupa doneminde gegirir (Sekil 8). Iklim kosullarina bagh olarak genellikle mayis
ayinda pupadan c¢ikan erginler ciftlestikten sonra yumurtalarimi ¢icek saplarina koyarlar

(Uygun, 2010).
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12-14 mm

©)

Sekil 8. Uziim salkim giivesinin kis kokonu
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Erginler giindiizleri omcanin i¢ kisimlarinda hareketsiz durur ve aksamiizeri gilinesin
batmasi ile birlikte sicakligin 10°C iizerinde oldugu saatlerde harekete gecerler. Ucus gece
yarisina kadar devam eder. Bir disi ortalama 50-70 adet yumurta birakir. Yumurta agilma
sliresi 7-8 giin olup, birinci dol bireyleri gelismesini ¢igcek ve tomurcuklarda yaklasik olarak
35-40 giinde tamamlarlar (Uygun, 2010). Ikinci dol larvalart koruklarda ve {iglincii dol
larvalar1 da olgun taneleri delip iclerine girerek beslenirler. TIklim kosullart ¢ok uygun oldugu
icin gelismelerini 25-35 giinde tamamlarlar. Genellikle 3 dol verirler ancak bazi yerlerde ve

yillarda dol sayisi 2-4 arasinda degismektedir (Sekil 9).

Sekil 9. Uziim salkim giivesi (Lobesia botrana) nin hayat dongiisti
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Uziim salkim giivesi dogrudan iiriinde zarar yapmasi nedeni ile baglarin ana zararlisi
olmustur. Tomurcuk ¢icek veya tanede beslenen larva bulundugu yerden ¢ikip hemen
yanindakine girerek onun i¢inde beslenir. Bu sekilde birden fazla taneye zarar verir. Bu arada

salgiladig1 beyaz renkli ipliklerle taneleri birbirine birlestirir (Sekil 10).

Sekil 10. Uziim ¢igeginde Uzim salkim giivesi larvasinin aglari ve yapiskanlik
olusumu

Olgun iiziimde beslenme esnasinda tanelerde sulanma bagladig1 i¢in larva bir tane iginde
uzun slre kalamaz ve daha sik yer degistirir (Sekil 11). Bu arada larvanin girip ¢ikarken
deldigi tanelerden akan sekerli su sayesinde ciiriiklik meydana getiren mantarlarin ¢ogalmasi
sonucu salkimda énemli derecede zarar meydana gelir. Salkim giivesi bu sekilde direkt olarak
tirinde meydana getirdigi zararla baglarin en 6nemli ve en fazla ekonomik kayip getiren
zararlisidir. Ayrica yas iizim ihracatinda ambalajlamada sorun olarak karsimiza ¢ikar. Zarar

gdérmiis tizimlerden yapilan saraplarin da kalitesi diisiik olur.
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Sekil 11. Uziim salkim giivesinin olgun (iz(im tanelerinde olusturdugu zarar
sekli

Uziim salkim giivesi diinyada genis ¢apta Avrupa, Orta Asya, Afrika ve son zamanlarda

Arjantin, sili ve Kaliforniyada yayilis gostermektedir (Varela ve ark., 2010) (Sekil 12).

Sekil 12. Uziim salkim giivesinin diinyada yayilis1. Yayilis alanlari kirmizi
renk ile gosterilmis (CIE 1974)

Zararlimin dogada ¢esitli dogal diismanlari tespit edilmistir. Bunlar, Ascogaster sp.,
A.quadridentatus Wesm., Bassus cospicus Wesm., Meteorus rubens Nees (Hymenoptera:
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Braconidae), Dicaelotus sp., Thetoscopus hemipterus Gray, Pimplacontemplator Mull
(Hymenoptera: Ichneumonidae), Trichogramma spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) ve
Phytomyptera nitidiventris Rond. (Diptera: Tachinidae)’dir. Ancak, bu organizmalarin higbiri
zararltyt dogada baski altinda tutamamaktadir. Bacillus thuringiensis Berl.’li bakteri

preparatlari zararliy1 baski altina almada en dnemli biyolojik etmendir (Uygun, 2010).

1.3.1. Uziim Salkim Giivesi ile Miicadele Teknikleri

Kultirel micadele: Salkim giivesi larvalarinin faaliyeti i¢in sicaklik ve orantili nem
bakimindan omcalarin i¢ ve alt kisimlari daha uygun oldugu icin salkim giivesi disi
kelebekleri yumurtalarim1 i¢ ve alt kisimlardaki salkimlarin iizerine birakirlar. Bu nedenle
omcay1 askiya almak, aralama ve u¢ almayr omcanin i¢ kismini havadar tutacak sekilde
yapmak, bagi otlu birakmamak, kis temizligine 6nem vermek zararlinin faaliyetini azaltmak
bakimindan yararhdir.

Biyoteknik mucadele: Salkim giivesi erginlerinin ¢ikisina yakin bir zamanda tiim bag
alani icerisine farkli yerlere ¢ok sayida feromon tuzaklar: yerlestirilir ve bu sekilde tiim bag
alan1 eseysel ¢ekici koku ile doyurulmus olur. Bdylece eseylerin birbirlerini bulmasi ve
dolayisi ile yumurta birakmasi engellenmis olur.

Biyolojik miicadele: Salkim giivesi’nin bir¢ok dogal diismani olmasina ragmen bunlarin
zararly1 baski altinda tutacak yogunlukta bulunmamasi nedeniyle uygulamaya verilmis bir
yontem yoktur. Ancak, larvalarin beslenmesi yoluyla biinyelerine giren ve 6liimlerine yol agan
Bacillus thuringiensis Berl.’li preparatlar ve pekmez karisimi dort uygulamali olarak Giiney
Anadolu Bolgesi baglarinda, iki uygulamali olarak Orta Anadolu baglarinda kullanilabilir. Ege
Bélgesinde Bacillus thuringiensis var. kurstaki (30x10° canli spor/mg) (150 g/100 1 su) + seker
(1 kg/100 1 su) karisimi 1. ve 2. dollerde genellikle bir kez, 3. d6lde iklim kosullar1 ile yumurta
kontrollerine gore gerekirse birden fazla sayida uygulanabilir.

Kimyasal micadele: Son yillarda feromon tuzaklari ile ilk ergin ¢ikisi tespit edilerek, en
fazla ugus zamani, en yogun yumurta birakma zamani, yumurta agilma siireleri ile dol siireleri
iklim verilerinden de yararlanarak tahmin edilebilmektedir. Bu tahminler dogrultusunda da

tiim dollere kars1 en uygun zamanda ilagl miicadele tavsiye edilmektedir. Bu amagla kiiltiirel
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mucadelede anlatildigi gibi, kabuklar1 soyulmus asmalar1 katran yaglari ile ilaglamak,
zararhilinin kiglayan donemlerinin 6nemli 6l¢iide o6ldiiriilmesini saglamaktadir. Yaz aylarinda
ise bu zararliya kars1 ruhsatlandirilmus ilaclar ile uygulama yapilir. {laglamaya her déliin azami
kelebek ugusundan 5-6 giin sonra baglanir. Uygulamada salkimlarin iyice ilaglanmasina dikkat
edilmelidir. Ayrica son ilaglamada kalint1 problemi de goz oniinde bulundularak, ilaglama ile
hasat arasinda gegmesi gereken siire dikkate alinarak ilag¢ secilmelidir (Anonim, 1995; Uygun,
1996; Erkan ve ark.,1999; URL1). Micadelesinde Bacillus thuringiensis bakterisi ile
Fosalone, Karbaryl gibi bilesikler kullanilir (URLS8, URLDY).

Bilindigi gibi rastgele ve fazla miktarda ilag kullanimi canlilar arasindaki dogal
dengenin bozulmasi, hastalik etmeni ve zararlilarin direng kazanmasi, kalint1 ve ¢evre kirliligi,

tarimsal liretim maliyetlerinin artmasi gibi bir dizi sorunlara neden olunmaktadir.

1.4. Zararhlarla Biyolojik Mucadele

Biyolojik miicadelenin ge¢misi insanlik tarihi kadar eskidir. Uzun ge¢gmisine ragmen,
“Biyolojik miicadele” sdzciigii ilk defa 1919 yilinda Kalifornia Universitesi’nden Harry Smith
tarafindan ‘bdcek populasyonlarinin tabii veya gesitli uygulamalarla kontrol altina alinmast’
icin kullanilmistir. Bununla birlikte, teknolojik gelismelerle bu tanim 6nemli arastirmalara
temel olusturmustur. DeBach 1964 yilind biyolojik miicadeleyi ‘“hedef organizmanin
populasyonunu kontrol altina alan veya varliginda hedef organizma populasyonlarinda
normalden daha fazla azalmaya sebep olan predator, parazit veya patojen organizmalarla
yapilan miicadele” olarak tanimlamistir. Daha sonra biyolojik miicadele, ziraat ve ormancilikta
bitkiler i¢in zararli olan herhangi bir bdcegin tercih edilen bir canli organizma veya bu
organizmaya ait c¢esitli iiriinler kullanarak kontrol altina alinmasi olarak ifade edilmistir
(Demirbag, 2008).

Entomopatojenlerin yakin gelecekte, mikrobiyal miicadele etmeni olarak, sadece fiyat ve
etkinlik bakimindan degerlendirildiginde bile kimyasal pestisitlere gore daha kullanish
olacaklar1 diisliniilmektedir. Buna ek olarak, entomopatojenlerin mikrobiyal etmen olarak
kullanimlari, ekosistemdeki biyolojik ¢esitliligin  siirdiiriilmesi, zararli tiirlerin dogal

diismanlarinin  korunmasi, besinler iizerinde kalinti birakmamasi, hedeflenmemis diger


http://www.ziraatciyiz.biz/bag-hastalik-ve-zararlilari-t1237.html?s=ac0641b4c199a10d1027a4e89f43ab78&amp
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organizmalar ve insanlar acgisindan giivenli olmasi gibi bir¢ok avantajlara sahiptir (Lacey,

2001).

1.4.1. Biyolojik Micadelede Materyalleri

Biyolojik miicadele materyallerini parazitoid ve predatorler, feromon ve diger isaret
molekdlleri, bitkisel insektisitler, bocek biyume dlzenleyicileri ve mikrobiyal micadele

etmenleri olarak gruplandirmak miimkiindiir (Demirbag, 2008).

1.4.1.1. Parazitoid ve Predatorler

Parazit, bir canlinin {izerinde veya igerisinde yasantisini devam ettiren ve iizerinde
yasadig1 konukcunun gelismesini engelleyen organizmalardir. Eger konaZa zarar veren
organizma konagin 6liimiine sebep olursa bu parazitoid olarak adlandirilir. Dogal diisman kus,

karinca v.s gibi bir hareketli organizma ise predator adin1 alir (Demirbag, 2008).

1.4.1.2. Feromon ve Diger Isaret Molekiilleri

Organizmalarda 6zel davranigsal cevaplari harekete gegiren kokulara isaret molekiilleri
adi1 verilir. Isaret molekiilleri feromonlar, kairomonlar ve diger davranigsal olarak aktif
bilesikleri iceren maddelerdir. Feromonlar bocekleri cezbedip yakalanmalarini saglamak igin
yillardir kullanilmaktadir (Demirbag, 2008). Ucgus aktivitelerinin belirlenmesi pestisit
uygulamalar1 ve diger uygulamalarin yapilabilmesi i¢in uygun zamanlarin tespit edilmelerine

imkan verir.

1.4.1.3. Bitkisel Insektistler

Bitkilerden elde edilen insektisitler diinya ¢apinda kullanilan pestisitlerin sadece kiiglik

bir payini olusturur. Buna ragmen bunlar, bocek miicadele sisteminde 6nemli rol oynarlar.
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Bitkisel insektistler ya dogal olarak olusan direkt bitki materyalleri veya bu materiyallerden

gelistirilen maddelerdir (Demirbag, 2008).

1.4.1.4. Bocek Buyume Dizenleyicileri

Bocek blylme dizenleyicileri boceklerin blyumesinde rol alan hormon ve biyume
maddelerinin benzerleri olup, zararli boceklerin gelismelerine engel olurlar. Bu tiir maddelerin
Klasik yontemler yerine kullanilmalarinin asil sebebi, ¢evreye karsi fazla toksik olmamalari ve

hedef organizma i¢in segici olmalarindan kaynaklanmaktadir (Demirbag, 2008).

1.4.1.5. Mikrobiyal Mucadele Etmenleri

Biyolojik miicadelede kullanilan mikrobiyal etmenler bakteri, fungus, virus, protozoa,
nematod ve rekombinant tekniklerle gelistirilen etmenleri kapsamaktadir (Peter, 1984;
Demirbag, 2008). Bu mikroorganizmalar kullanilarak yapilan miicadeleye ise ‘Mikrobiyal
Miicadele’’ denilmektedir. Dogada boceklerin hastalanmasina neden olarak onlar1 6ldiiren pek
cok mikrorganizma mevcuttur (Lipa, 1975). Bu mikroorganizmalar entomopatojen olarak
adlandirilir.

Mikrobiyal miicadelede kullanilan entomopatojenlerin biiyiik bir ¢ogunlugu konaga
spesifik oldugu i¢in sadece miicadelesi yapilmak istenilen organizma iizerinde etkili olur. Bu
ozelligi ile faydali ve predatdr bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedef dis1 organizmalar
tizerinde herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde
herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu 6zellikleri, gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu

biyolojik etmenlerin alacagini gostermektedir.

1.4.1.5.1. Bakteriler

Entomopatojen bakteriler, giinlimiizde zararli boceklere karst en fazla kullanilan
mikroorganizmalardir. Spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak tiizere iki gruba

ayrilirlar. Spor olusturmayan bocek patojeni bakteriler, Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae
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ve Micrococcaceae familyalarina dahildir. Boceklere 6nemli zararlar veren bakteriler, daha
¢cok spor meydana getiren gruptandir. Spor olusturan entomopatojenik bakteriler ise
Bacillaceae familyasindan Clostridium ve Bacillus cinslerinde yer alir. Yapilan arastirmalar,
bunlarin sporlarinin kuraklik ve yiiksek sicakliga kars1 dayanikli oldugunu gostermistir. Bunun
yaninda spor olusturmayan bakteriler olaganiistii sartlar karsisinda oldukca dayaniksiz ve
hassas yapidadirlar. Dolayisiyla boceklere karsi yapilacak miicadelede, spor olusturan ve
fakdiltatif bakterilerin kristal tagiyanlarinin kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Ogurlu, 2000).

Bacillus cinsi 6nemli bocek patojeni tiirler igerir. Son yillarda patojenik potansiyeli
yuksek bir bakteri olan Bacillus thuringiensis iizerinde ¢ok durulmaktadir. B. thuringiensis’in
¢ok sayida varyetesi vardir. Bunlar basta Lepidoptera olmak Uzere Diptera ve Coleoptera
tiirlerine kars1 da kullanilmaktadir. Bu bakterinin spor ve kristalleri piyasaya toz, 1slanabilir
toz veya sulu karisim halinde sunulmaktadir. B. thuringiensis’den hazirlanan karigimlarin
uygulandigi bocekler, bu karisimlarin ihtiva ettii Insektisidal Kristal Proteinleri (ICP)
sebebiyle 6lurler (Demirbag, 2008).

Bacillus cinsine ait diger baz tiirlerde zararli boceklerin kontroliinde kullanilmaktadir.
Bacillus popilliae, Scarabaeidac familyasina ait bazi tiirlerin kontroliinde kullanilirken,
Bacillus sphaericus Neide sivrisinek larvalarinin kontroliinde kullanilir (Klein ve Jackson,
1992).

1.4.1.5.2. Funguslar

Entomopatojenik funguslar bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde onemli role
sahiptir. Bes farkli smif icerisinde farkli bir dizilis gostermekte olan entomopatojenik
funguslar spesifik bocek tirlerini enfekte eden zorunlu patojenler, pek ¢ok bdcek tirini
enfekte edebilen genel patojenler ve fakiiltatif patojenler olarak gruplandirilabilir. Fungal
epizootikler bazi bocek tiirlerinde yaygin olmasina ragmen, bazi bocek tiirlerinde ise nadir
goriilir (Goettel vd., 2005). Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadele etmeni olarak
100 y1l1 agkin bir siiredir kullanilmakta oldugu bilinmektedir (Hall vd., 1982).

Bocek patojeni olan funguslar genellikle Deuteromycota ve Entomophthorales

gruplarina dahildir (Hajek, 1997). Entomopatojenik funguslar c¢ok genis bir konak
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spektrumuna sahiptirler. Bircok bocek ordosuna ait tirleri enfekte edebilirler. Bir
entomopatojenik fungus birden fazla bocek tirini enfekte edebilir.

Son yillarda yapilan caligmalarda, entomopatojenik funguslarin  insektisidal
aktivitelerinin arttirtlmast i¢in diger biyolojik kontrol ajanlart ve ¢evresel uygulamalarla
kombine edilerek kullanilmasi gerektigi gosterilmistir (Klein ve Lacey, 1999; Vega vd., 1995;
Furlong vd., 1995; Vega vd., 2000). Ayrica son yillarda genetik miithendisligi uygulamalariyla
entomopatojenik funguslarin viriilanslarinin arttirilmas: {lizerine bircok ¢alisma yapilmigtir
(Ferron vd., 1991; Charnley vd., 1997; St.Leger ve Roberts, 1997). Fakat bu uygulamalar, B.
thuringiensis ve Baculoviriisler gibi diger mikrobiyal kontrol ajanlari icin gelistirilen

rekombinant teknolojilerin ¢cok gerisindedir (Lacey vd., 2001).

1.4.1.5.3. Nematodlar

Bdceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda Oliimlerine yol agan birgok
nematod tiiri bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan calismalarda 30’u askin nematod
familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iliskili oldugu belirlenmistir
(Kaya ve Stock, 1997).

Steinermatidae ve Heterorhabditidae familyalar1 gilinlimiizde, 06zellikle toprak
boceklerinin mikrobiyal kontroliinde en sik kullanilan nematode gruplaridir (Glazer ve Lewis
2000; Lacey vd., 2001). Bu nematodlar, B. thuringiensis’den sonra, Amerika’da yillik 2-3
milyon dolarlik market satiglariyla en fazla kulllanilan mikrobiyal kontrol ajanlaridir (Georgis,
1997). Steirnernematidae ve Heterorhabditidae familyasina ait tiirler ¢ok genis konak
spektrumuna sahiptirler. Ozellikle toprak bocekleri ve yaprakla beslenen Lepidoptera
larvalarinda ¢ok aktiftirler. Fakat ekstrem cevre sartlar1 (sicaklik, radyasyon, kuraklik gibi)
aktivitelerini diisliriir (Gaugler vd., 1992).

Son yillarda yapilan genetik ¢aligmalarla, entomopatojenik nematodlarin viriilanslarinin
ve ekstrem cevre sartlarima dayanikliliklarinin arttirilmasi, biyokontrol ajani olarak kullanim
potansiyelleri yiikseltmistir (Burnell ve Dowds, 1996; Gaugler ve Hashmi, 1996).
Entomopatojenik fungus orjinli yaklasik 150 ticari preparat 2007 yilindan itibaren cesitli

ilkeler tarafindan kullanilmaktadir ve iiretimi devam etmektedir (Faria ve Wraight, 2007).
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1.4.1.5.4. Protozoanlar

Entomopatojenik protozoanlar bocek populasyonlarini dengede tutmasi bakimindan
biylk bir éneme sahiptirler (Maddox, 1987; Brooks, 1988). Genellikle konaga spesifiktirler.
Boceklerde olusturduklart hastaliklar yavas ilerler. Viriilanslar1 diisiiktiir ve cogu kez
boceklerde kronik enfeksiyonlar olustururlar. Viriilanslarinin diisiik olmasit nedeniyle
protozoanlarin enfekte ettigi boceklerin 6lumi bazen haftalar strebilir (Hoffman ve Frodsham,
1993). Cogu entomopatojenik protozoanin hayat dongiisii komplekstir. Sadece canli konak
icersinde gelisebilirler ve cogu tiirlin gelisimini tamamlayabilmesi i¢in bir ara konaga ihtiyaci
vardir.

Protozoanlar tarafindan enfekte edilen boceklerin hareketleri yavaslar ve tembellesirler.
Bu nedenle gelisimleri de yavaslar. Beslenme ve iireme faliyetlerinde azalma gériiliir. Oliimiin
gerceklesebilmesi icin enfeksiyon seviyesinin ¢ok yiiksek olmasi gerekir. Giigsiiz diisen
boceklerin degisen ortam kosullarima karsit olan direngliligi azalir ve diger organizmalarin
saldirilarina agik hale gelirler (Hoffman ve Frodsham, 1993).

Simdiye kadar belirlenen yaklagik 15000 protozoa tiiriiniin, 1200’e yakin kisminin
arthopodlarla iligkili oldugu belirlenmistir. Protozoa sinifi igersinde yer alan Ciliphora,
Sarcomastigophora, Apicomplexa ve Microspora gruplarina ait tiirler bocekleri enfekte

edebilirler (Maddox, 1987).

1.4.1.5.5. Virusler

Birgok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak bdcek salginlarini kontrol
ettikleri bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Bdcek viruslerinin biyolojik micadele etmeni olarak
kullanilmalarinin pekc¢ok avantaji vardir. Bunlarin basinda dar konak spektrumuna sahip
olmalar1 yani, dogrudan hedefledikleri organizmalar iizerinde etkili olmalar1 ve insanlarda
hastalik olusturmamalar1 gelmektedir. Ayrica, bircok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden
olarak bocek salgilarini kontrol etmeleri de 6nemli bir avantajdir (Demirbag, 2008).

Simdiye kadar siniflandirilan bocek viriislerinin biiyiik bir kismi Baculoviridae,

Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae ve
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Iridoviridae familyalarina aittir. Bu bdcek viriislerinden, Baculoviridae familyas1 sadece
artropodlar icin spesifiktir (Demirbag ve Beldiiz, 1997). Cogu baculoviriisler sadece bir veya
yakindan iligkili birka¢ bdcek tiiriinii enfekte edebilir (Arif ve Kurstak, 1991). insanlar ve
diger hedeflenmemis organizmalar i¢in giivenli bir mikrobiyal ajan olmasi, bu viriislerin
biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelini arttirmaktadir (Groner, 1986; Demirbag, 2008).

Baculoviriislerden hazirlanan biyolojik insektisitler bir¢cok iilkede yogun olarak
kullanilmaktadir. Konak spektrumlarinin dar olmasi ve in vivo tiretimlerinin olduk¢a masrafli
olmasi, genis alanda kullanimlar1 i¢in dezavantaj olusturmaktadir. Son yillarda yapilan
calismalarda konak spektrumu genis olan formlarda izole edilmistir. Ornegin Autographa
californica Nukleopolihedroviriis (AcNPV)’iin, Lepidoptera takimmin 11 farkli familyasi
icersinde yer alan 43 degisik tlirde aktif oldugu belirlenmistir (Cunningham, 1995; Vail vd.,
1999).

Bocek patojeni  entomopoksviris  (EPV)'ler  Poxviridae familyast iginde
Entomopoxvirinae alifamilyasina yerlestirilmis kompleks viriislere 6rnek bir virlis grubudur.
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Orthoptera ve Hymenoptera ordolarma ait yaklasik 60
bdcekte EPV tespit edilmistir.

Bir baska bocek viriisii grubu olan Iridoviriisler ise Diptera, Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Hemiptera ve Orthopteranin da i¢inde oludugu bir¢ok bécek takimindan izole
edilmislerdir.

Giiniimiizde “Bitki Koruma”nin amaci klasik yontemlerde oldugu gibi sadece hastalik
ve zararliy1r hedef almak degil, onunla beraber tim ekosistemi de dikkate alarak, verimlilik
hesaplar1 igerisinde yeni miicadele planlar1 yapmak ve saydigimiz sakincalari olabildigince
azaltmaktir. Tiim bunlara cevap verebilen, konular1 bir biitiin halinde ve ¢ok yonlii ele alan
“Entegre Miicadele”dir. Bu baglamda Entegre Miicadele; baglarda zararl tiirlerin populasyon
dinamiklerini ve cevre ile iligkilerini dikkate alarak, uygun olan biitiin miicadele metodlarini
ve tekniklerini uyumlu bir sekilde kullanarak, bunlarin populasyonlarini ekonomik zarar
esiginin altinda tutan bir zararl yonetimi sistemidir.

Baglarin en 6nemli ve en ekonomik 6neme haiz zararlis1 olmasi itibari ile bu zararl ile
etkili bir miicadele gergeklestirebilmek i¢in daha genis capta bilgiye ihtiyacimiz olacaktir.

Bu c¢alismada {ziimiin Onemli zararlisi olan Lobesia botrana’nin simbiyont

patojenlerinin  aydimnlatilmasi, tanimlanmasi ve biyolojik micadele potansiyellerinin
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arastirilmas1 hedeflenmektedir. Uziim salkim giivesine kars1 etkili bir kombinasyon elde etmek

calismanin nihai hedefidir.

1.5. Tezin Amaci

Diinyanin degisik yerlerinde onemli zararlar olusturan liziim salkim giivesi, Lobesia
botrana (Denis & Schiffermuller) (Lepidoptera: Tortricidae) biitiin ¢abalara ragmen zarar
olusturmaya halen devam etmektedir. Zararli boceklerle miicadele etmenin en tercih edilen
yontemi bocek patojenlerinin  (entomopatojenler) biyolojik miicadele materyali olarak
kullanilmasidir. Bu yaklasim dikkate alinarak, mevcut doktora tez caligmasinin amaci L.
botrana’nin kiiltiire edilebilir bakteriyal florasinin ve viral patojenlerinin arastirilmas: ve
cesitli entomopatojenlerin bu bocek iizerinde insektisidal etkilerini test ederek bu zararl igin

daha guvenilir ve etkili bir mikrobiyal mucadele etmeni kesfetmektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Larvalarin Toplanmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Bu ¢alisma i¢in gerekli olan Lobesia botrana larvalari, 20 farkli bag (Urmia, Iran)’dan
Haziran ve Eyliil ayinda toplandi. Olgun Gziimde larvalar taneler igerisinden veya arasindan
topland1 (Sekil 13). Larvalarin makroskobik incelemeleri laboratuarda yapildi.  Her
istasyondan toplanan bdceklerin saglikli olanlar1 biyotest ¢alismalarinda kullanilmak tizere
muhafaza edildi. Olii, hastalikli ve yavas hareket edenlerinden 10’ar larva segilerek ayrildi.
Ayrilan bu larvalar steril petri kaplar1 igerisine konularak %70’lik etil alkol ile 30 saniye
yuzey sterilizasyonuna maruz birakildi. Daha sonra igerisinde steril saf su bulunan petrilere
almarak 2-3 kez yikanip alkolden arindirildi. Her larva 3 kisma boliinerek rastgele her kisim
bir mikrosantrifiij tiipline konuldu. Birinci tiip DNA izolasyonu ve molekiiler caligmalari i¢in,
ikinci tiip bakteri izolasyonu ve tanimlamasi i¢in ve li¢iincii tiip ise molekiiler ¢alismalar
sonucu tespit edilebilecek muhtemel patojenleri elde edebilmek igin stok olarak muhafaza
edildi.

Sekil 13. Uziim salkim giivesi larvalarinin toplamalari
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2.2. Bakteri izolasyonu, Saf Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Bakteri izolasyon ve tanimlanmasi i¢in yukarida hazirlanan tiiplerden birinin {izerine 1
ml niitrient broth (NB) besiyeri ilave edilerek steril bir homojenizator ile larvalarin iyice
ezilmesi saglandi. Elde edilen bu karigim bir tiilbent vasitasiyla siiziildii ve siiziintli iki ayr1
tiipe birakildi. Tiiplerin birisi spor Uretmeyen bakterilerin eliminasyonu i¢in 80 °C’de 10 dk
inkiibe edildi. Diger tiipe ise 10 ml NB besiyeri ilave edildikten sonra 30 °C’de 5-6 saat
inkiibe edilerek On bakteriyal zenginlestirme yapildi. Bu inkiibe edilen kiiltiirden 1:10
oraninda seyreltmeler yapildi ve her farkli seyreltmeden 50’ser ul alinarak iki ayr1 NA
besiyerine yayma ekim yapildi (Sekil 14).

200pd 200l 200pd 200pd
1800l 1800l 1800ul 1800l
1:10 1: 100 1:1000 1: 10000

501 50;11\ /mu\ /5U|.ll

Sekil 14. Bakteri igeren homojenatin seri seyreltmesi ve yayma ekim

Uzerlerine ¢izgi ekim yapilan NA petrileri 30 °C’ye ayarli etiivde iki giin boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan besiyeri iizerinde olusan bakteriyal koloniler binokiiler
mikroskop altinda incelendi. Farkli koloni rengi ve morfolojilerine sahip olanlar belirlendi ve

bunlar ayr1 ayri dikkatli bir sekilde steril edilmis platin 6ze ile alinarak NA besiyeri iizerine
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cizgi ekim yapildi. Cizgi ekimi yapilan bu kolonilerin saf olduklarindan emin olunduktan
sonra bu bakterilerin gliserol stoklar1 hazirlandi. Bunun i¢in NB besiyerine ekimi yapilan
bakteriler 16-24 saat 30 °C’de inkiibe edildikten sonra %20’lik steril gliserol ile karistirilarak
(230 ml %87’lik gliserol + 770 ml bakteri kultiri) — 80°C’de muhafaza edildiler.

2.2.1. Bakteriyal izolatlarin Tamimlanmalar1
2.2.1.1 Izolatlarm Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1.1 Koloni Morfolojilerinin Belirlenmesi

Koloni rengi ve morfolojisi dikkate alinarak ilk ayrimlar1 yapilan ve saf kiiltiirleri
hazirlanan izolatlarin binokiiler mikroskop altinda detayli incelemeleri yapildi. Tiim izolatlarin

koloni rengi ve morfolojisi bilgileri kayit edildi.

2.2.1.1.2. Gram Boyama

Gram boyama icin herbir izolat NB besiyerine ekildi ve 30 °C’ye ayarli su banyosunda
16-24 saat inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen kiiltiirlerden lam {izerine smear hazirlandi ve
alevden gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan smearlar, 1 dk kristal viole boyasi ile muamele
edilerek dH,O ile yikandi. Kurumasi beklenmeden 1 dk lugol ile muamele edildi. Ardindan
aseton-alkol karigimi ile renk giderilinceye kadar yikandiktan sonra, renk kaybin1 durdurmak
icin hemen dH,O ile yikandi. Safranin boyasi ile 30-60 saniye muamele edildikten sonra
smear tekrar dH,O ile yikandi. Ag¢ik havada kurutulduktan sonra mikroskop altinda

incelemeye alindi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.1.1.3. Endospor Boyama

Izolatlarin endospor olusturup olusturmadigini ve varsa endosporun hiicre icersindeki

pozisyonunu belirlemek amaciyla, yalniz Gram olumlu izolatlar NB besiyerine ekildi ve 48-72
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saat 30 °C’ye ayarli su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan lam
tizerinde smear hazirlandi ve smear alevden gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan smearlar
kiiciik bir filtre kagidi ile kapatildi, iizerlerine malasit yesili boyas1 damlatildi ve 5 dk boyunca
su buhart iizerinde boyandi. Daha sonra dH,O ile yikand1 ve 30-60 saniye safranin ile
muamele edildi. Tekrar dH,O ile yikanarak agik havada kurutuldu ve mikroskopta incelendi

(Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.1.1.4. Hareket Testleri

Izolatlarin hareketli olup olmadigmin arastirilmasi i¢in “lam-lamel arasi preparasyon”
teknigi kullanildi (Cappuccino ve Sherman, 1992). Bu amacla izolatlarin hareketli olup
olmadiginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in hazirlanan 24 saatlik kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alind1 ve
temiz bir lam iizerine konulup lamelle kapatildi. Hazirlanan bu preparat mikroskopta incelendi

ve izolatlarin hareketli olup olmadigina karar verildi

2.2.2 Bakteriyal izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.2.1. Bilyiime pH Araliklarinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin iiremeleri icin, besiyerinin pH'sinin optimal smirlar ic¢inde
bulunmas1 gereklidir. Minimal ve maksimal pH limitlerine yanastik¢ca iireme azalir ve durur.
Bakterilerin tercih ettikleri pH (optimal pH) limitleri birbirinden farklidir. Izolatlarin
biiyiiyebildigi pH aralifinin belirlenmesi i¢in izolatlar degisik pH degerlerine (3, 4, 5, 6, 7, 8,
9 ve 10) sahip NB besiyerlerine inokdle edildi ve 30 °C’ye ayarli etiivde {i¢ giin inkiibe edildi.
1nk1'ibasy0n neticesinde lireme olup olmadigina spektrofotometrede (ODggo’de) Olclimler

yapilarak karar verildi (Sneath, 1968).
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2.2.2.2. NaCl Toleranslarinin Belirlenmesi

Izolatlarin NaCl ihtiyaclarmin belirlenmesi amaciyla %2, 3, 5, 7 ve 8 oraninda NaCl
eklenmis NB besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerine herbir izolattan ayr1 ayr1 ekimler yapildi
ve 14 gin boyunca 30 °C’ye ayarl etiivde inkiibe edildi. Ureme olan ve olmayan tiipler
belirlenerek, izolatlarin hangi oranlarda tuzu tolere edebildiklerine karar verildi (Sneath,

1986).

2.2.3. Bakteriyal izolatlarin Baz1 Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.3.1. Oksidaz Testi

Oksidaz testi belirli mikroorganizmalar igin spesifik olan oksidaz enziminin (sitokrom C
oksidaz) varligmi veya yoklugunu belirleyen bir testtir.  In vitro yapilan standart
mikrobiyolojik analizlerde bakterilerde sitokrom oksidaz testinin yapilabilmesi i¢in bir ucunda
reaktif bolgesi olan test seritleridir (Bactident Oxidase, Merck 1.13300). Reaktif bolge N,N-
Dimethyl-1,4-phenylenediammonium chloride (0,1 pmol) ve a-naphthol (1,0 pumol) igerir.
Testin uygulanisinda dogrudan tek koloni ya da tek koloniden elde edilmis yogun bakteri
slispansiyonu platin bir 6ze ile alinip test bolgesine aktarildi ve 20-60 saniye iginde kutu
tizerindeki renk skalasi ile kiyaslanmak {izere mavi veya mor renk olusumu pozitif sonug
olarak degerlendirilir. Seridin test bolgesine el siiriilmemelidir.

Izolatlarin oksidaz enzimi {iretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla triptik soy agar
(TSA) besiyerleri hazirlandi. Herbir izolattan bu besiyeriyi igeren petrilere ¢izgi ekim yapildi
ve 30 °C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra petrilere oksidaz testi yapildi. Olusan mavi

veya mor renge gore testin pozitif olduguna karar verildi.
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2.2.3.2. Katalaz Testleri

Izolatlarin katalaz enzimi iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla yine izolatlar
TSA besiyerisi igeren petrilere ¢izgi ekim yapildi. 30 °C’de 24-48 saat inkube edildikten sonra
petrilerde biiyliyen kolonilerin iizerine %3’luk H;O, damlatildi ve koplirme olusup

olusmadigina bakild1 (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.3.3. MacConkey Agarda Buyumeleri

MacConkey Agar besiyeri bilesimindeki safra tuzlart ve kristal viyole Gram olumlu
mikrobiyel florayr énemli 6lgiide inhibe eder. pH indikatorii olan nétral kirmizisi laktozun
kullanildigimi1 ya da kullanmilmadigimi gosterir. 35-37 °C 'da 18-24 saat inkiibasyon sonunda
laktoz negatif bakteriler renksiz koloniler olustururken, laktoz pozitif olanlarin kolonileri
kirmizi olur ve etraflart pH diismesine bagli olarak safra asitlerinin presipitasyonu nedeni ile
bulanik bir zon ile ¢evrilir. In vitro yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde koliform grup
bakterilerin gelistirilmesi i¢in selektif kat1 besiyeri olarak kullanilir (Snyder, 2006). Izolatlarn
MacConkey Agar besiyeride biiylip biliylimemelerini belirlemek amaciyla besiyerleri
hazirlandi. Herbir izolattan bu besiyeriyi iceren petrilere ¢izgi ekim yapildi. 30 °C’de 24 saat

inkiibe edildikten sonra petrilerde bakterilerin gelistirilmesi ve renk degisimleri incelendi.

2.2.4. Bakteriyel izolatlarin Biyokimyasal identifikasyon Sistemleri

2.2.4.1. API Test Kitleri ile Bakteriyel izolatlarin Tanimlanmasi

API test kitleri, panel haline getirilmis biyokimyasal testlerden olusan ve veri tabani
kullanilarak degerlendirilen bir sistemdir. Gram olumlu ¢ubuk sekilli olan bakterilerin tiir
seviyesinde tanimlanmalari igin API20E ve APISOCHB (bioMérieux, France) test kitleri
kullanildi (Muratoglu ve ark., 2011) API20E, 21 biyokimyasal test ve veri taban1 kullanan
Enterobacteriaceae ve zor Uremeyen Gram olumsuz ¢omaklar igin standart hale getirilmis

tanimlama sistemidir.


https://www.google.com.tr/search?sa=N&rlz=1C1SKPC_enTR453TR453&espv=210&es_sm=93&biw=1024&bih=597&tbm=bks&q=inauthor:%22James+W.+Snyder%22&ei=2RLTUrLDHeqn4ATY84H4Bg&ved=0CDYQ9AgwATgK
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Bu test uygulanirken TSA iizerinde biiyiitiilmiis gece kiiltiirlerinden bir 6ze ile alinarak
%0.85 NaCl (kitte olan 6zel ampiiller) igerisinde 1yice karismasi saglandi. Kullanilacak olan
kiiltiir miktar1 McFarland standardina gére yogunlugu 0,5 McFarland olacak sekilde ayarlandi.
Hazirlanan kiiltiirler her bir bakteri ig¢in tiim kuyucuklara dolduruldu. Bu asamada bazi
kuyucuklar: tam doldurulurken (CIT, VP ve GEL) baz1 kuyucuklarin ise (ADH, LDC, ODC,
H2S ve URE) anaerobik kosullar1 saglamak i¢in mineral yag ile iizeri kapatildi. Boylece
kuyucuk igerisinde hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Daha sonra bu API panelleri 18-
24 saat inkubasyona tabii tutuldu. Elde edilen sonuglar API20E test sistemi i¢in belirlenmis
anahtara (Ek-2) bakilarak pozitif veya negatif seklinde degerlendirildi.

APIS0CH, mikroorganizmalarin karbonhidrat metabolizmasinin calisilmasini saglayan
49 biyokimyasal testten olusan bir tanimlama sistemidir.

Izolatlarin bu test sisteminde degerlendirilmelerinin yapilabilmesi igin bir gece 6nceden
bakterilerin genel bir besiyeri olan TSA besiyerine ¢izgi ekimleri yapild:. inkiibasyon sonunda
elde edilen kiiltiirlerden, kite 6zel ampiiller igerisine ‘Mc Farland’ standart1 0,5 olacak sekilde
aktarildi. Hazirlanan bu bakteri karigimi test panellerinin baslangic gozenegine ilave edilip
panel dik tutularak bakteri karisiminin tiim test kuyucuklarina ayni anda ulagsmasi saglandi.
Uzerlerine kiiltiir eklenmis paneller 6zel bolmelerine yerlestirildikten sonra 24 saat ile 48 saat
arasinda inkiibasyona tabi tutuldu. Bu panel sisteminin, API 20E’den uygulanisindaki fark:
panele sonradan ayirag ilavesi yapilmamasidir. TDA kuyucuguna 1 damla TDA ayiraci, IND
kuyucuguna 1 damla JAMES ayiract ve VP kuyucuguna ilk énce 1 damla VP1 ve ardindan 1
damla VP2 ayiraci ilave edildi ve tablo Ek-2 ye gore sonuglar incelendi.

Elde edilen sonuglar APIS0CH test sistemi igin belirlenmis anahtara gore pozitif veya

negatif seklinde degerlendirildi.

2.2.4.2. VITEK-2 Testi

VITEK-2 (bioMerieux), bakterilerin asidifikasyon, alkalinizasyon, enzim hidrolizi gibi
cesitli metabolik aktivitelerini belirleyen ve genis veritabani iizerinde tanimlanmalarin
saglayan bir sistemdir. Bu sistemde spor olusturan Gram olumlu basiller i¢cin BCL, Gram

olumlu koklar ve spor olusturmayan Gram olumlu basiller igin GP, Gram olumsuz fermentatif
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ve non-fermantatif basiller iginse GN kartlar1 kullanilmaktadir (Muratoglu ve ark., 2011) Bu
test icin Ornekler TSA besiyerine inokiile edildi ve 1 gece inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra steril bir swap yardimiyla alinan bakteri steril tuz solusyonuna
aktarilarak siispansiyon haline getirildi. McFarland bulaniklik araligt BCL i¢in 1.80-2.20, GN
ve GP Kkartlar1 icinse 0.50-0.63 olacak sekilde ayarlandi ve siispansiyonlar kasetlere
yerlestirildi. Kartlar da slispansiyonlara yerlestirilerek barkodlar1 bilgisayar sistemine tanitildi

ve cihazin otomatik tastyici sistemine yiiklendi. Yaklasik 14-15 saat sonra sonuglar alindu.

2.2.5. Bakteriyal izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu

Konvansiyonel yontemlerle secilen, saflastirilan ve tanmimlanan bakteriyal izolatlarin

daha hassas tanimlanmalar1 i¢in molekiiler tanimlamalar1 gergeklestirildi.

2.2.5.1. Genomik DNA Izolasyonu

Genomik DNA'nin izolasyonu, Sambrook (1989) ve arkadaglarina gore gerceklestirildi.
Bir glin dnceden 3 ml Leura-Bertani (LB) besiyerine ekim yapilarak 30 °C’de inkiibe edilen
bakteriler, ependorf tiipler igerisinde 13.000 rpm’de 3-4 dk santrifuj edildi. Supernatant
uzaklagtirild1 ve pellet tizerine 500 pl TE tamponu eklendi. Pellet iyice ¢oziildii ve tizerine 10
mg lizozim ilave edilerek 37 °C’de 1 saat bekletildi. Hiicrelerdeki proteinlerin par¢alanmasi
icin 50 pul %10’luk SDS eklendi ve 37 °C’de 30 dk bekletildi. Daha sonra her tiipe 3 M’lik 55
pl (0,1 hacim) sodyum asetat (pH 5,2) eklendi ve 65°C’de, 30 dk alt-Ust edilerek hticrelerin
pargalanmasi saglandi. Tiiplere 500 pl fenol-kloroform-izoamil alkol ilave edildi. Tekrar alt-
iist edilerek karistirildi ve 13.000 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Tiiplerin igerisindeki karigimin
tist faz1 alinarak yeni tiiplere aktarildi. Bu tliplere 500 pl kloroform eklendi ve alt-ust edilerek
13.000 rpm’de 4-5 dk santrifiij edildi. Ust faz alinarak yeni tiiplere aktarildi, {izerine 3 ml 55
ul 3 M sodyum asetat ve 1.000 pl %96°lik etil alkol ilave edildi ve -20°C’de 45 dk bekletildi.
Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi ve sivi kisim uzaklastirildi. Pellet iizerine 500
ul alkol ilave edilerek 13.000 rpm’de 2 dk tekrar santrifiij edildi. Ust kisimdaki sivilar



33

bosaltildi ve pellet agik havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 50ul steril TE tamponunda

¢ozildl ve +4 °C'de kullanilmak tizere saklandi.

2.2.5.2. 16S rRNA Genlerinin PCR ile Cogaltilmasi ve Dizin Analizi

16S rRNA genleri, herbir izolattan saflagtirilan genomik DNA’dan UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3") ileri ve UNI16S-R (5-ATGGTACCGTGTGA
CGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimi ile ¢ogaltildi. PCR
reaksiyonlariin sartlart Beffa (1996)’ya gore olusturuldu. 12 ng kalip DNA, 5 pul 10 x PCR
tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril KC1), 1,5 mM MgCl,, | U Tag DNA
Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM d ATP, 170 mM dCTP, 170
mM dGTP ve 170 mM dTTP karigimu steril saf su ile 50ul'ye tamamlandi. Cogaltma islemi
200ul'ik tiiplerde, "Biometra Personal Cycler'da gergeklestirildi. PCR sartlari, 95 °C'de 2
dakikalik denatiirasyondan sonra 36 dongii olacak sekilde 94 °C'de | dk, 56 °C'de | dk ve 72
°C'de 2 dk ve son olarakta 72 °C'de 10 dk son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. Elde
edilen PCR iiriinlerinin 5ul’si %1'lik agaroz jelde ydrutuldu ve "Gel Logic; Kodak™ sistemiyle
goriintiilendi. Tek bant seklinde elde edilen 16S rRNA genlerine ait PCR iirlinleri pPGEMT-
Easy vektoriine klonlandi. Tiim izolatlara ait olusturulan klonlar Macrogen firmasi (Kore)’na
dizin analizi yaptirilmak tizere gonderildi. Dizin analizi sonucunda elde edilen bilgiler BioEdit
programi ile diizenlendikten sonra Gen Bankasinda mevcut olan bakterilere ait 16S rRNA
dizileri ile NCBI/BLAST programi kullanilarak karsilastirildi ve aralarindaki benzerlikler
belirlendi.

2.2.5.3. Filogenetik Analiz

DNA dizilerinin Cluster analizi aynmi1 sekilde BioEdit programi kullanarak Clustal W
programut ile yapild1 ve buradan elde edilen veriler MEGAS filogenetik programi yardimiyla
maximum-likelihood analizinde kullanildi. Aligment bosluklar1 kayip veri olarak
degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin giivenilirligi MEGAS programi kullanarak sec-

bagla (bootstrap) analizi ile 1000 tekrarli olacak sekilde test edildi.
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2.3. Lobesia botrana’dan Viriislerin Arastirilmasi

2.3.1. Isik Mikroskobu ile Viriislerin Arastirilmasi

Herhangi bir virlis enfeksiyonu olabileceginden siiphelendigimiz larva dokularindan
yayma preparatlar hazirlanarak, viriislerin olusturmus olduklar1 polihedral inkliizyon
yapilarinin (PIB) varhig: incelendi. Inkliizyon yapilarin varhginin giivenilir bir teshisini
yapmak i¢in hiicre sitoplazmasini veya ¢ekirdegini arastirmak gerekir. Bunun igin en iyi metot
trake sivisinin, hemositlerin ya da hipodermislerin faz-kontrast mikroskobunda incelenmesi
sagland1 (Deacon, 1983). Mikroskop altinda enfekte hiicrelerin ¢ekirdekleri 6nemli bir sekilde
genislerler ve yag dokusunda hiicre bdliinmesi artar (Lipa, 1975).

Virlis inkliizyon yapilarin1 inorganik kristallerden ayirmak ig¢in, degisik boyama
metodlar1 mevcuttur. Enfekte hiicrelerin ayrintilar1 Giemsa boyasi1 gibi farklilastirici boya
kullanilarak ayirt edilebilir (Demirbag ve ark., 2008). Numunenin taze materyalden
hazirlanmasi1 halinde, normal dokularin kontrol olarak kullanilmasiyla enfeksiyon sonucu
cekirdek ve sitoplazmada meydana gelen degisiklikler net bir sekilde ayirt edilebilir. Cekirdek
ve sitoplazmanin siniriin kaybolmasi, 6zellikle ¢ekirdegin dagilmasi, ¢ekirdek ya da yogun
materyalin goriiniimii enfeksiyonu ve virojenik bir gelisimi ifade eder (Thiery ve Frachon,
1997). Isik mikroskobu i¢in bircok boyama ydntemi olmasia ragmen, ozellikle inkliizyon
yapilart olusturan viriislerin teshisine yardimci olmak amaciyla viriis teshisinde baglica iki
boyama metodu yaygin olarak kullanilacaktir. Buffalo Black 12B ve Giemsa boyamasi,
fiksasyon ve komplex yontemlerin kullanilmasina gerek kalmadan kolaylikla uygulanabilir
(Demirbag ve ark., 2008).

2.3.2. Dokudan Direk Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Viriis Varhgimn
Belirlenmesi

Zararhda ilk olarak bakiiloviriis taramasi yapildi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
islemi icin bakiiloviriislerin tanimlayict genlerine (polihedrin, lef-8, mcp) ait primerler
kullanildi.
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Dokudan PCR (Finnzymes™ Phire, Animal Tissue Direct PCR) iki farkli metot (dilisyon
ve direkt) ile yapilabilmektedir:

Dilusyon metodunda kiguk bir parca (1-2 mm) dzerine 20 pl dilisyon tamponu eklenir
ve Ustiine 0.5 pul “DNA release” ilave edilir iyice vorteks ile karistirdiktan sonra hizlica
kanistirilir. 2-5 dk oda sicakliginda ve daha sonra 98 °C de 2 dk bekletilir ve 30 s 6000 x g de
santrifiij edilir. Supernatant alinir ve -20°C de muhafiza edilir.

Direkt metotta doku (veya bocek homojenati) dan 0.5 mm alinir ve 50 pul PCR
reaksiyonu i¢ine konulur. GOmiilii viriislerin polihedral yapilarinin ¢oziinmesi i¢in doku (veya
bocek homojenati) DAS (NaxCos, 0.1 M; EDTA, 0.01M; NaCl, 0.17) ile muamele edildi
(Peng K, 2011). Bir saat 37 °C ve daha sonra 10 dk kaynar suda bekletildi ve ardindan 14000
rpm’ de 1 dk santrifiij edildi. PCR yaparken siipernatant DNA 6rnegi yerine kullanildi.

Direk doku PCR’inda lepidoptera NPVlerine 6zgiin polihedrin (polh) (universal) ve 8.
gec ekspresiyon faktoru (lef-8) (Herniou, 2003) ve major kapsid protein (mcp) (Nalcacioglu ve

ark, 2003) genlerini gogaltmak amaciyla dejenerat primerler hazirland: (Tablo 3).

Tablo 3. Viriis taramasi i¢in kullanilan primerlerin 6zellikleri

Hedaef gen Primer Tm (°C) Baz sirasi®”
(uzunlugu)
(GTAAAACGACGGCCAG)TTYTTYCAYGG
Fw (M13-20) 62.5 NGARATGAC
lef-8 (800)
(AACAGCTATGACCAT)GGNAYRTANGGR
Rv (M13 Reverse)  64.9 TCYTCNGC
(GTAAAACGACGGCCAG)TTYIKIGGICCIG
Fw (M13) 61.3 GIAARAA
Polh (600)
Rv (M13) 593 (AACAGCTATGACCAT)GTCIGGIGCRAAYT
CYTT
Fw 62 CTTCTGGTTTCATCGATATCG
MCP (1400)
Rv 60 CCAAGTGCTCCGCCGGAA

(B=C,G,veyaT;D=A,G,veyaT,H=A,C,veyaT; | =Inosin;N=C, A, T,veyaG; R=AveyaG; S
=CveyaG;Y=CveyaT;M=AveyaC; K=TveyaG;,W=AveyaT;V=A, CveyaG; U= Urasil; F
= fosforothioat-A). Alt1 ¢izgili olan nukleotidler standard primer siralar1 (_20) M13 forward ve M13
reversi gostermektedir. Tm sicakligi sadece primer sirasindan dejenerat bazlari igeriyor (alti ¢izili
olmayanlar).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peng%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21849453
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PCR yapmak icin Thermal Cycler (Biorad, USA) kullanilarak toplam hacim 50 pl olmak
uzere 1.5 pl DNA (0.5 pg DNA), 1 ul 10 mM dNTP karigimi, 1’er pl 10 pM primerlerden, 3
ul 25 mM’lik MgCly, 10 ul Tag DNA polimeraz reaksiyon tamponu (x 5), 0.5 pl 5U/ul GoTaq
DNA polimeraz (Promega) ve 32 pl dH,O kullanildi. Reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri ise
Polh ve lef-8 genleri icin ilk denatiirasyon basamagi 95 °C de 5 dk olarak gergeklestirildikten
sonra, 10 dongi, 94 °C (denatiirasyon) de 60 s, 45 °C (hibridizasyon)’de 45 s, ve 72 °C
(polimerizasyon)’de 1 dk ve 25 dongu 94 °C de 45 s, 60 °C de 30 s ve 72 °C de 1 dk. En son
basamak 72 °C (son uzama)’de 5 dk seklinde gergeklestirildi. MCP geni igin reaksiyon
sicakliklar ve siireleri ise ilk denatiirasyon basamagi 95 °C de 2 dk olarak gerceklestirildikten
sonra, 10 déngl 95 °C’de 1 dk, 55 °C’de 45 s, 72 °C’de 1 dk ve 25 dongii 95 °C’de 45 s, 60
°C’de 30's, 72 °C’de 1 dk ve en son 72 °C’de 5 dk bekletmek seklinde gerceklestirildi.

Elde edilen PCR urunleri %1'lik agaroz jelde yurutmek icin “DNA Release” boyaya

ilave edildi ve daha sonra "BioDocAnalyze™ sistemiyle gorintilendi.

2.4. insektisidal AKktivite Testleri

Insektisidal aktivite calismalari igin iiziim baglarindan toplanan saglikli Lobesia botrana
larvalar1 {izerinde gerceklestirildi.  Deneyler laboratuar kosullarinda ylritildi. Bu
caligmalarda bocekten izola edilen ve tanimlanan bakterilerin yani sira laboratuar stoklarinda
bulunan ve daha Once tanimlanmig olan c¢esitli entomopatojenlerin (2 tane Bacillus

thuringiensis, 12 tane fungus, 4 tane viriis 6rnegi) insektisidal aktiviteleri arastirildi (Tablo 4).

2.4.1. Lobesia botrana’dan izole Edilen Bakteriyel Izolatlarin Insektisidal
Etkilerinin Belirlenmesi

Elde edilen bakteriyel izolatlardan spor olusturmayanlar 24-48 saat, spor olusturanlar ise
72-96 saat inkiibasyondan sonra yogunluklar1 1,8 x 10° bakteri/ml olacak sekilde ayarland:
(Ben-Dov ve ark. 1995). Daha sonra her birinden 1,8 x 10° bakteri olacak sekilde petri
kaplarindaki yapay olarak hazirlanmis besinlere (Rauscher, 1984) emdirildi. Kontrol grubunun
bulundugu kaptaki besinlere su eklendi. Kaplarin her birine 10'ar adet saglikli 3. ve 4. evre

larvalar birakildi. Biitiin deney gruplar1 26 + 2 °C'de ve %60 nem iceren iklim dolabinda 16
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saat 151k ve 8 saat karanlik periyodunda inkiibe edildi. Deney diizenegi Sekil 15’deki gibi
olusturuldu. Her giin 6len larvalar kaplardan ¢ikartildi, sonuglar kaydedildi ve 10 giin
sonunda deneyler sonlandirildi. Deneyler 3’er kez tekrarlandi. Boylece her bir izolat igin

toplam 30 adet larva kullanildi.

Tablo 4. insektisidal aktivite testlerinde kullanilan entomopatojenler ve referanslar:

Entomopatojen izolat

Referans

MnD (Bacillus thuringiensis)

BnBt (Bacillus thuringiensis)

Ardesen (Metarhizium anisopliae KTU-2)
CK (Beauveria bassiana KTU-24)

53 (Metarhizium anisopliae KTU-40)
117 (Metarhizium anisopliae KTU-21)
269 (Metarhizium brunneum KTU-60)
4-Gm-a (Metarhizium anisopliae)

68-b (Isaria fumosorosea KTU-42)

287 (Beauveria pseudobassiana KTU-53)
Gg-12 (Metarhizium anisopliae)
Gg-1(Beauveria bassiana)

Y-2 (Isaria fumosorosea)
Gg-11(Myriodontum kerotinophylum)
LydiNPV

ManeNPV

CIv

HycuNPV

Sevim ve ark., 2012
Sezen ve Demirbag 1999
Sevim ve ark., 2010
Sevim ve ark., 2010
Sevim ve ark., 2010
Sevim ve ark., 2010
Sevim ve ark., 2010
Sevim ve ark., 2010
Sevim ve ark., 2010
Sevim ve ark., 2010
Yayinlanmamis
Yayinlanmamis
Sevim ve ark., 2010
Yayinlanmamis
Yayinlanmamis
Demir ve ark., 2013
Dizman ve ark., 2012

Demir ve Demirbag 2006
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Sekil 15. Insektisidal aktivite testi i¢in hazirlanan deney diizenegi

2.4.2. Farkh Zararhlardan Izole Edilen Bacillus thuringiensis izolatlarmn
Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Daha onceden farkli zararhilardan izole edilmis ve KTU-Mikrobiyoloji laboratuari
(Karadeniz Teknik Universitesi, Biyoloji Béliimii, Mikrobiyoloji Laboratuari) koleksiyonunda
mevcut olan 2 farkli Bacillus thuringiensis var. kurstaki (MnD ve BnBt) izolatlarinin Lobesia

botrana larvalari tizerindeki insektisidal etkileri yukarida anlatildig: sekilde arastirildi.

2.4.3. Farkh Zararhlarindan izole Edilen Fungus Izolatlarimn Insektisidal
Etkilerinin Belirlenmesi

KTU-Mikrobiyoloji laboratuar1 (Karadeniz Teknik Universitesi, Biyoloji Bolimd,
Mikrobiyoloji Laboratuari) koleksiyonunda mevcut olan 12 farkli entomopatojen fungus (2
adet Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., 1 adet Beauveria pseudobassian S.A. Rehner & R.A.
Humber, 5 adet Metarhizium anisopliae sensu lato, 1 adet Metarhizium brunneum, 1 adet
Myriodontum kerotinophylum ve 2 adet Isaria fumosorosea (Wize)) tir Lobesia botrana
larvalar lizerinde test edildi.

Fungus tiirlerinin insektisidal aktivitelerini belirlemek i¢in spor siispansiyonlari
hazirland1. Bunun i¢in laboratuarda bulunan stok fungal izolatlardan (1 x 107 spor/ml) Patates

dekstroz agar + maya ekstrakt: (PDAY) besiyeriye 100 pl yayma ekim yapildi ve 25 °C’de 2-3



39

glin boyunca inkiibasyona birakildi. Biiylime peryodunun sonunda, tek koloniler segilerek
baska bir PDAY besiyerine transfer edildi ve 25 °C’de 4 hafta boyunca inkube edildi.
Biiyiiyen funguslarin tlizerine 10 ml steril %0,01°lik Tween 80 eklendi ve cam baget ile
kazinarak sporlar elde edildi. Spor siispansiyonlart iki katli steril tiilbent ile 50 ml’lik steril
falkon tlplerine stzllerek misel ve agar parcalarinin uzaklastirilmasi saglandi. Elde edilen
siispansiyonlar 5 dk vortekslenerek homojen hale getirildi. Spor konsantrasyonlar1 Neubauer
hemositometresi ile sayilarak arzu edilen konsantrasyonlara (1 x 107) ayarlandi. Sporlarm
yasayabilirligi, 100 pl spor siispansiyonun PDAY agar iizerine yayma ekim yapilmasi ve 24
saatlik bir inkiibasyondan sonra ¢imlenme 6zelliginin belirlenmesi ile test edildi. Germ tiipii
spor ¢apindan biiyiik olan sporlar ¢imlenmis olarak kabul edildi. Bunun sonucunda %95
oraninda ¢imlenen sporlar patojenite testlerinde kullanildi.

Hazirlanan spor siispansiyonlart L. botrana larvalari tizerinde test edildi. Bunun i¢in
10’ar adet larva her bir siispansiyona maruz birakilarak boceklere tamamen bulagmasi
saglandi. Kontrol grubu ise steril %0,01’lik Tween 80 ile muamele edildi. Muamele edilen
bocekler besiyeri ihtiva eden plastik kutulara konuldu. Bitun deneyler 3 defa tekrar edildi. Her
bir izolat i¢in toplam 30 adet larva kullanildi. Deney diizenekleri 26 = 2 °C'de ve %60 nem
igeren iklim dolabina konularak 16 saat 1s1k ve 8 saat karanlik periyodunda 10 giin boyunca
inkiibe edildi. incelemeler her giin yapildi 6lii larvalar sayilarak yiizde o6liim degerleri
hesaplandi. Yiizde mikoz degerini hesaplamak icin ise 6lii bulunan larvalar %1’lik sodyum
hipoklorit ¢cozeltisi ile ylizey sterilizasyonu yapildiktan sonra 3 kez steril distile su ile yikandi
ve steril nemli filtre kagidi igeren petrilere alindi. Bunu takiben funguslanan larvalar sayilarak

yilizde mikoz degerleri hesaplandi.

2.4.4 Farkh Zararhlarindan izole Edilen Virislerin iInsektisidal Etkilerinin
Belirlenmesi

KTU Mikrobiyoloji laboratuarinda mevcut olan 4 farkli viriis (Lymantria dispar
nucleopolyhedrovirus (LydiNPV), Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus (HycuNPV),
Malacosoma neustria nucleopolyhedrovirus (ManeNPV) ve Chilo iridescent virus (CIV)), L.
botrana larvalar: tizerinde test edildi. Kullanilacak viriis 6rnekleri stoklardan direkt alinarak

kullamldi. LydiNPV, HycuNPV ve ManeNPV bakiiloviriisleri 1 x 10% PIB / ml (polyhedral
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inclusion bodies) konsantrasyonunda kullanilirken, CIV 100 ng/enjeksiyon sivisi
konsantrasyonunda kullanildi. PIB’leri saymak i¢in hemositometre lami kullanildi. Yogun
olduklarinda steril saf su ile seyreltildi. Virls solusyonlar1 hazirlandiktan sonra plastik
kutularda olan yapay besiyeri tizerine bulastirildi ve her kutuya 10’ar adet 3-4. evrede olan L.
botrana larvasi birakildi. Deney diizenegi 25 °C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik
periyodunda 10 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Biitiin kutular 10 giin boyunca
incelenerek 01U bulunan larvalar sayildi ve oliiler ayr1 ayr1 ependrof tiiplere alinarak -20 °C’de

muhafaza edildi. Yiizde 6lim degerleri hesaplandi.

2.4.5 Insektisidal Aktivite Sonuclarimin Istatistiksel Analizleri

Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri SPSSwin/VR18 programi ile yapildi.
Kontrol ve test gruplarinda 6liim ve yasam oranlarini karsilastirmak i¢in Descriptive Statistics,
Pearson correlation testi kulanildi (confidence interval %95 ve P < 0.05). Oliim oranlarini
farkli glinlerde incelemek ve anlamli farklar1 bulmak i¢in Survival istatistikal analizi yapildi.

Yasam ve 0liim oranlar1 hesaplandi ve grafikler ¢izildi.



3. BULGULAR

3.1. Lobesia botrana’min Dogadan Toplanmasi

Larvalar, olusturduklari zarar sekli ve belirtilerinden dolay1 birinci ve {igiincli dollerde
daha kolay bulunabildiler. Birinci dolde salgiladiklar1 beyaz renkli ipliklerle ¢i¢ekleri birbirine
birlestirdiklerinden kolayca gdzlenebildi ve toplanabildiler. Ucglinci délde de taneler
olgunlagsmis olduklarindan larvalarin bu taneler iizerindeki izleri, olusturduklart delikler ve
curlkler kolayca gorilebildi. Yine {igiincti dolde larvalarin salgiladiklar1 beyaz renkli
ipliklerede rastlanildi (Sekil 16). Bunlarin yani sira ikinci ve dordiincii dollere de seyrek olarak
rastlanildi. Larvalarin toplanmasi esnasinda rastlanilan 6lii ve hastalikli gdriiniimde olanlar
ayr1 olarak muhafaza edildiler. Larvalarin {iziim salkimlarinda goriliip toplanmasinin yani sira
birde salkimlarin steril suya batirilarak toplanmasi islemi gerceklestirildi. Bu sekilde ozellikle
0lu larvalar tespit edildiler. Agir olan iiziim taneleri su i¢inde dip kisma inerken hafif olan

larvalar yiizeye ¢iktiklarindan dolay1 6lii larvalar kolayca toplamak miimkiin oldu.

Sekil 16. Lobesia botrana larvalarinin olusturduklari zararlar. A) 1.d6lin, B) 3.d6lln
zarar sekilleri
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3.2. Lobesia botrana Larvalarinin Bakteriyal Florasi

Uziim baglarindan toplanan bdceklerden hazirlanan siispansiyondan niitrient agar
besiyeri Uzerine ekim sonucunda Lobesia botrana larvalarindan ilk basta 27 bakteri izole
edildi. Daha sonra ¢esitli asamalarda benzer olduklar1 distinlilen izolatlar elimine edildi ve
ardindan koloni morfolojileri ve izolatlarin morfolojik, fiziyolojik ve biyokimiyasal 6zellikleri
dikkata alinarak 7 farkli bakteri izolati tespit edildi. Bu izolatlar Lb4, Lb6, Lb12, Lb13, Lb15,
Lb17 ve Lb21 seklinde numaralandirildi. Segilen bakteriyal izolatlarin tanimlanmalar1 igin

cesitli konvensiyonel ve modern testler uygulandi.

3.2.1. Bakteriyal izolatlarin Karakterizasyonu

3.2.1.1. Bakteriyal izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Gozle yapilan incelemeler sonucunda Lb4, Lb6, Lb12, Lb15, Lb17 ve Lb21 numarali
izolatlarin kolonilerinin krem rengi, Lb13 numarali izolatin ise pembe renkli oldugu belirlendi.
Binokuler mikroskop incelemeleri sonucunda ise Lb4 numarali izolatin koloni biiyiikliigiiniin
diger izolatlara gore daha biiyiik oldugu tespit edildi. Yine koloni morfolojisi olarak Lb4, Lb6,
Lb12, Lb15, Lb17 ve Lb21 numarali izolatlarin kolonilerinin diizglin-yuvarlak, Lb13 numarali
izolatin ise dlzgin oldugu belirlendi. Makroskobik gozlemlerle 6zellikleri belirlenen bakteri
izolatlarinin mikroskobik 6zelliklerinin belirlenmesine gegildi.

Gram boyama preperatlarinin 151k mikroskobunda incelenmeleri sonucunda Lb4 ve Lb13
numarali izolatlarin Gram olumlu, diger izolatlarin ise Gram olumsuz olduklar1 belirlendi.
Ayrica, Lb4 numarali izolatin kok, Lb13 numaral izolatin basil ve diger izolatlarin ise
kokkobasil olduklar: tespit edildi. Yapilan hareket incelemeleri sonucunda Lb4, Lb6 ve Lb13
numarali izolatlar hari¢ diger izolatlarin az veya cok hareketli, olduklar1 belirlendi. Spor
boyama neticesinde izolatlarin spor ihtiva etmedigi belirlendi. izolatlara ait morfolojik

Ozellikler toplu halde Tablo 5’te gosterilmektedir.
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Tablo 5. Bakteriyal izolatlarin morfolojik 6zellikleri.

Morfolojik Ozellikler

Izolatlar

Kolo_ni Kolqni Gram Hareket HUcre K_'c_lynak N]“3’f1e‘1‘<i
rengi sekli boyama Sekli Bocek Gorinum

Lb4 Krem  Diiz.-Yuv. KK + - Kokus CL/OL B

Lb6 Krem Diz.-Yuv. BK - - Kokkobasil CL/OL B

Lb12 Krem  Diiz.-Yuv. BK - + Kokkobasil CL/OL B

Lb13 Pembe Duz.-Akigkan, BK + - Basil cCL/OL B

Lb15 Krem Diz.-Yuv. BK - Z+ Kokkobasil CL/OL B

Lb17 Krem Diz.-Yuv. BK - Z+ Kokkobasil CL/OL B

Lb21 Krem  Diiz.-Yuv. BK - + Kokkobasil CL/OL B

Diiz.: Diizgiin; Yuv.: Yuvarlak; CL: Canl larva, OL: Olii larva, B: Bulanik; KK: kii¢iik koloni ve BK:
blyuk koloni, Z+: zayif pozitif

3.2.1.2. Bakteriyal izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

Izolatlarmn fizyolojik 6zellikleri Tablo 6°da verilmistir. izolatlarin biiyiimeleri iizerine
etkili olan pH ve NaCl’e kars1 tolerans gibi fiziksel 6zelliklerinin arastirilma testler yapildi.
Gram olumlu olan Lb4 izolatt pH’s1 5-7 ve Lbl13 izolatin 5-9 arasinda olan besiyerlerinde
optimum olarak biiylirken diger Gram olumsuz ( Lb6, Lbl12, Lbl5, Lbl7, Lb21) olan
izolatlarin pH’s1 4-10 arasinda olan besiyerlerinde optimum olarak biiytidiikleri tespit edildi.

Izolatlarm NaCl’ye olan toleranslarmin belirlenme testler sonucunda tiim izolatlarin %2
oraninda NaCl igeren besiyerlerinde biiytidiikleri goriildi. %8 NaCl igeren besiyerinde Lb4,
Lb6, Lb13 numarali izolatlarin biliyliyemedigi, diger izolatlarin biiyiidiigii; %9 NaCl iceren
besiyerinde higbir izolatin biiyiiyemedigi tespit edildi (Tablo 6).

MacConkey Agar besiyeri bilesimindeki safra tuzlar1 ve kristal viyole Gram olumlu
bakterileri inhibe ettigi gibi bu ¢alismada Gram olumlu olan Lb4 ve Lb13 nolu izolatlar bu
besiyeride biiylimedikleri halde diger Gram olumsuz (Lb6, Lb12, Lb15, Lb17 ve Lb21 nolu)
izolatlar McC. Agar’da biiyliime 6zelligine sahiplerdi.
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Tablo 6. Bakteriyal izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

Izolat pH Testi NaCl Testi (%) McC. Agar’da biiyiime
Lb4 S5<pH=>7 2<NaCl>7

Lb6 4<pH>9 2<NaCl>7 +

Lb12 4<pH=>10 2<NaCl>8 +

Lb13 5< pH>9 2 <NaCl>7

Lb15 4<pH=>10 2 <NaCl>8 +

Lb17 4< pH>10 2 <NaCl>38 +

Lb21 4< pH>10 2 <NaCl>8 +

3.2.1.3. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal ve Metabolik Ozellikleri

3.2.1.3.1. Bakteriyal izolatlarin API20E Panel Test Sistemi ile Tespit Edilen
Ozellikleri

API20E panellerine yapilan ekimler 1 gece 30 °C’de inkiibe edildikten sonra bazi test
kuyucuklar1 direk incelenerek bazilar1 ise (TDA, JAMES, VP1-VP2, NIT1-NIT2) ayirag ilave
edilerek incelendi ve izolatlarin bazi metabolik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi. API120E
test sisteminde olusan renkler belirlenmis anahtara (Ek-2) bakilarak pozitif veya negatif
seklinde degerlendirildi. API 20E test panellerinin pozitif ve negatif sonuglarinin goriintiisii
EK-2 anahtar tabloya gore Sekil 17°de gosterilmistir. Tablo 7°de ise izolatlarin API 20E panel

test sistemindeki biyokimyasal test sonuglart goriillmektedir.

3.2.1.3.2. Bakteriyal izolatlarn APl 50 CH Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen
Ozellikleri

API 50 CH test panellerine yapilan ekimler 1 gece 30 °C’de inkiibe edildikten sonra sifir
numarali tiip kontrol olarak alindi ve renk degisimi olan tiipler pozitif sonu¢ olarak
degerlendirildi. API 50 CH test panellerinde eger bakteri tiipte olan sekeri (Ek-3) kullandiysa

sar1 renk, kullanmadiysa kirmizi renk olugsmaktadir.
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Sekil 17. Bakteriyal izolatlarin API 20E test sistemi sonuglari. Pozitif (iistte) ve negatif
(altta) gorantaler

Biiylimesi yavas olan izolatlarin sonuclar1 inkiibatérde 2 gece inkiibe edildikten sonra
kaydedildi. API 50CHB test panellerinin pozitif ve negatif sonuglarinin panel iizerindeki
gorilintlisii Sekil 18’de gosterilmektedir. Tablo 9°da ise izolatlarin API SOCHB panel test

sistemindeki biyokimyasal test sonuglart gériilmektedir.

Sekil 18. Bakteriyal izolatlarin API SOCHB test sistemi sonuglari. Pozitif (solda) ve
negatif (sagda) goruntuler
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Tablo 7. Bakteriyal izolatlarin API20E panel test sistemi ile belirlenen dzellikleri

Testler Substrat Aktivite Lb4 Lb6 Lbl2 Lbl3 Lbl5 Lbl7 Lb21
ONPG  ONPG Beta-galaktosidaz - Z+ + + + +
ADH Arginin Arginin dihidrolaz + - + Z+ o+ -
LDC Lisin Lisin dekarboksilaz - + - + - +
oDC Ornitin Ornitin dekarboksilaz - - + + + +
CIT Sitrat Sitrat kullanimi - + o+ + + +
H,S Na thiosulfate  H,S Uretimi - - - - - -
URE Ure Ure hidrolizi - + - - - .
TDA Triptoofan Deaminaz - - - - - -
IND Triptofan Indol iiretimi - - - - _ .
VP Na piruvat Aseton Uretimi + + o+ + + +
GEL Komir jelatin  Jelatinaz + - - - - +
GLU Glukoz Fermantasyon / oksidasyon + + o+ + + +
MAN Mannitol Fermantasyon / oksidasyon + + o+ + + +
INO Inositol Fermantasyon / oksidasyon - + - + - -
SOR Sorbitol Fermantasyon / oksidasyon + + o+ + + +
RHA Ramnoz Fermantasyon / oksidasyon - + - + + -
SAC Sucrose Fermantasyon / oksidasyon + + o+ + + +
MEL Melibiose Fermantasyon / oksidasyon - + o+ + + +

AMY Amigdalin Fermantasyon / oksidasyon + + o+ + + +
ARA Arabinoz Fermantasyon / oksidasyon - + o+ + + -
NO, NO; Nitrattan amonyuma indirgeme - + o+ + + +
N, NO; mg:?gtzargemolekuler azota + o ) ) ]

Oxidase O, oksidasyon - - - - - -

Catalase  H,0, Hidrojenperoksid rediiksyon - + o+ + + +

Z+: Zayif pozitif
API20E cesitli seker fermentasyon testlerinde Ld13 kodlu bakterinin  sekerleri

fermente etmedigi (negatif sonug) ve diger bakteri izolatlarinin ¢ogunlukla fermente ettikleri

belirlendi.

APl sisteminde Gram olumlu bakterilerin tanimlanmast

icin API 50CHB’nin

uygulanmasi gereklidir. Tablo 8’de izole edilen Gram olumsuz Lb4 ve Lb13 kodlu bakterilerin

API 50 CHB panel test sistemindeki biyokimyasal test sonuglar1 goriilmektedir.
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Tablo 8. Izolatlarmn APISOCH panel test sistemi ile belirlenen 6zellikleri

Testler Acik Adi Lb4 Lb13
GLY glycerol + +
ERY erythriol _ _
DARA D-arabinose _ _
LARA L-arabinose _ _
RIB D-ribose + +
DXYL D-xylose _ _
LXYL L-xylose _ _
ADO D-adonitol _ _
MDX methyl-BD-xylopyranoside _ _
GAL D-galactose + _
GLU D-glucose + +
FRU D-fructose + +
MNE D-mannose + +
SBE L-sorbose _ _
RHA L-rhamnose _ _
DUL dulcitol _ _
INO inosidol _ _
MAN D-mannitol + +
SOR D-sorbitol + +
MDM methyl-aD-mannopyranoside _
MDG methyl-aD-glucopyranoside _ _
NAG N-asetylglucosamine + +
AMY amygdalin + +
ARB arbutin + +
ESC esculin-ferric sitrate + +
SAL salisin + +
CEL D-celiobiose + +
MAL D-maltose + _
LAC D-lactose(bovineorgine) + _
MEL D-melibiose + _
SAC D-saccharose(sucrose) _ _
TRE D-trehalose _ +
INU inulin _ Z+
MLZ D-melezitoz Z+
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Tablo 8’in devami

RAF D-raffinose + Z+
AMD amidon(starch) _ Z+
GLYG glycogen _ _
XLT xylitol + _
GEN gentiobiose _ +
TUR D-turanose _ _
LYX D-lyxose + _
TAG D-tagatose _ +
DFUG D-fucose _ _
LFUC L-fucose _ _
DARL D-arabitol _ _
LARL L-arabitol + _
GNT potassium gluconate + +
2KG potassium 2- ketogluconate _ Z+

Z+: zayif pozitif

API test kitlerinden elde edilen sonuclar API Software programinda degerlendirilerek
izolatlarin tamimlamasi yapildi. Izolatlarin benzerlik gdsterdigi bakteriler Tablo 11°de verildi.
Bazi izolatlarin tanimlanmasinda siiphe yasanmasi nedeni ile bu izolatlara VITEK-2 testi
yapildi. Ancak, Lb13’lin tanimlanmasi kesin oldugundan dolay1 bunun i¢in VITEK-2 testine
gerek kalmadi.

VITEK-2 panel test sistemi ile tam otomatik olarak bakterilerin asidifikasyon,
alkalinizasyon, enzim hidrolizi gibi ¢esitli metabolik aktiviteleri belirlendi ve kendi veritabani
tizerinde sonuglar degerlendirildi. Gram olumlu sporsuz kok ve basil bakteriler i¢in VITEK-2
GP karti, Gram olumsuz kok ve basil bakteriler icinse VITEK-2 GN kartt kullanilarak bazi
biyokimyasal 6zellikler test edildi.

VITEK-2 panel test sistemi sonuglari ve bakterilere ait bazi biyokimyasal testler
bilgisayar tarafindan otomatik olarak degerlendirilerek izolatlarin tanimlamasi saglandi ve

sonuclar Tablo 9 ve 10°da verildi.
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Tablo 9. Gram olumlu sporsuz bakteriyal izolatlarin VITEK-2 test sonuglari

Test Acik Adi Lb4
AMY D —Amygdalin +
PIPLC Phosphatidylinositol Phospholipase C +
dXYL D-Xylose -
ADH1 Arginine Dihydrolase 1 +
BGAL Beta-Galactosidase -
AGLU Alpha-Glukosidase -
APPA Ala-Phe- Arylamidase -
CDEX Cyclodextrin -
AspA L-Aspartate Arylamidase +
BGAR Beta-Galactopyranosidase -
AMAN Alpha-Mannosidase -
PHOS Phosphatase

LeuA Leusine Arylamidase

ProA L-Proline Arylamidase -
BGURr Beta Glucuronidase -
AGAL Alpha-Galactosidase -
PyrA L-Pyrrolidonyl-Arylamidase +
BGUR Beta Glucuronidase -
AlaA Alanine Arylamidase +
TyrA Tyrosine Arylamidase +
dSOR D-Sorbitol +
URE Urease -
POLYB Polymixin B Resistance +
dGAL D-Galactose +
dRIB D-Ribose D-Ribose +
ILATK L-Lactate Alkanization -
LAC Lactose -
NAG N-Acetyl-D-Glucosamine +
dMAL D-Maltose +
BACI Bacitrasin Resistance +
NOVO Novobiosin Resistance +
NC6.5 Growth in 6.5% NaCl +
dMAN D-Mannitol +
dMNe D-Mannose +




Tablo 9’un devami

MBdG
PUL
dRAF
0O129R
SAL
SAC
dTRE
ADH2s
OPTO

Methyl-B-D-Glucopyranosidase

Pullulan
D-Raffinose
0/129 Resiitance
Salicin
Saccharose
D-Trehalose

Arginine Dihydrolase 2
Optochin Resistance

Tablo 10. Gram olumsuz bakteriyal izolatlarin VITEK-2 sonuglari

Testler Agik adi Lb6 Lb12 Lb15 Lb17 Lb21
APPA Ala-Phe-Pro Arylamidase - - - - -
ADO Adonitol + - + - +
PyrA L-Pyrrolidonyl-Arylamidase + - + - +
IARL L-Arabitol + - - - +
dCEL D-Cellobiose + + + + -
BGAL Beta-Galactosidase + + + + -
H2S H2S Production - - - - -
BNAG Beta-N-Acetyl-Glucosamine + - + + +
AGLTp Glutamyl Arylamidase pNA - + - - -
dGLU D-Glukoz + + + + +
GGT Gamma-Glutamyl-Transferase + + + + +
OFF Fermantation/Glucose + + + + +
BGLU Beta-glucosidase + + + - +
dMAL D-Maltose + + + + +
dMAN D-Mannitol + + + + +
dMNE D-Mannoose + + + + +
BXYL Beta-Xylosidase + + + + -
Balap Beta-Alanine Arylamidase pNA - - - - -
ProA L-Proline Arylamidase + + - + +
LIP Lipase - - - - -
PLE Palatinose + + + + -
TyrA Tyrosine Arylamidase + + - + +
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Tablo 10°un devami

URE Urease - - - - -
dSOR D-Sorbitol + + + + +
SAC Saccharose + + + + +
dTAG D-Tagatose - - - - -
dTRE D-Trehalose + + + + +
CIT Citrate + + + + +
MNT Malonate + - + + -
5KG 5-Keto-D-Gloconate + - - - +
ILATK L-Laktate Alkalinisation + + + + +
AGLU Alpha-Glucosidase - - - - -
SUCT Succinate Alkalinisation + + + + +
NAGA Beta-N-Acetyl-Galactosaminidase - + - - -
AGAL Alpha-Galactosidase + + + + -
PHOS Phosphatase + + + - -
GlyA Glycine Arylamidase + + - + -
obDC Ornithine Decarboxylase - + + + +
LDC Lysine Decarboxylase + - + - +
IHISa L-Histidine assimilation + - - - -
CMT Coumarate - - - - +
BGUR Beta Glucuronidase - - - - -
0O129R 0/129 Resistance + + + + +
GGAA Glu-Gly-Arg-Arylamidase - - - - +
IMLTa L-Malate Assimilation + - - - -
ELLM Ellman - - - - -
ILATa L-Laktate Assimilation + - - - -

3.2.1.4. izolatlarin Molekiiler Ozellikleri
3.2.1.4.1. Bakteriyal Izolatlarin 16S rRNA Gen Dizileri
Bakteri sistematigi c¢alismalarinda 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin ortaya

cikarilmast Onemli genetiksel oOzelliklerin basinda gelir. Bakteriyal izolatlarin DNA

kullanilarak PCR yardimi ile 16S rRNA genleri (yaklasik olarak 1400 bp) ¢ogaltild1 (Sekil
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19). izolatlarin 16S rRNA genlerinin dizilerine gére Gen Bankasindaki diger bakterilere olan

benzerlikleri Tablo 11°de gosterilmistir.

5000 bp

3000 bp

1500 bp

1000 bp
750 bp

500bp

250bp

Lb6 Lbl2

Lbl3 Lbl3

Lbl7 Lb21

WP e - O e O e

Sekil 19. Lobesi botrana’dan elde edilen bakteriyel izolatlarin PCR ile ¢ogaltilan

16S rRNA gen dizileri. %1°lik agaroz jeldeki goriintiiler (M: Marker;
1000 bp DNA ladder)

Tablo 11. Lobesi botrana’dan elde edilen bakteriyel izolatlarin 16S rRNA gen dizinlerine gére

gen bankasindaki diger bakteriler ile benzerlikleri

Gen bankasmin 16 S rRNA

L - N Accession Benzerlik APl & VITEK2

izolat ?[;?\?ea(:ilsllzérne ve onerdigi numaras: Oran1 % sonuglari sonug

Lb4 Enterococcus faecalis AJ420803 100% Enterqcoccus Enterqcoccus
Enterococcus rivorum FN822765.1 98% faeca.ms, faccals
Enterococcus moraviensis AF286831 97% ||i?(’;?1(:rl1li$§rmis
Enterococcus silesiacus AMO039966  97%
Enterococcus termitis AMO039968  97%
Enterococcus caccae AY943820 97%

Lb6 Klebsiella variicola AJ783916 99% Klebsiellq Klebsiellq
Klebsiella pneumoniae AJ233420 99% BEZEQgE::ﬁ P priedmontas
Enterobacter cloacae HE978272.1 98%



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_339276132
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343201680
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339276132?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=435&RID=NGBDGZUT015

Tablo 11’in devami
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Lb12 L . Enterobacter Enterobacter
Enterobacter ludwigii JN644609.1  97% cloacae complex ludwigii
(E. cloacae, E.
Enterobacter cloacae GU186117.1 96% asburiae, E,
Enterobacter cancerogenus  FJ009374.1  96% horm_aechel, E.' ..
kobei, E. ludwigii
Pantoea agglomerans AM184214  96% Ve E. _
nimipressuralis)
Lb13 Rhodococcus erythropolis EU729738K 100% Brevibacillus Rhodococcus
C315768 laterosporus erythropolis
Rhodococcus baikonurensis 100%
Bacillus lentus
Rhodococcus globerulus JF820113 100%
Rhodococcus erythreus EU647695 99%
Rhodococcus coprophilus X80626 99%
Nocardia calcarea AB037105 98%
Lbi15 Enterobacter aerogenes FJ976592 99% Enterobacter Enterobacter
aerogenes aerogenes
Klebsiella pneumonia JQ680798 99%
Enterobacter cancerogenus  JQ682639 99%
Enterobacter hormaechei AJ853890 99%
Enterobacter cloacae EU073021 98%
Enterobacter asburiae HM854374  98%
Lbl7 Enterobacter ludwigii JX500182 99% Enterobacter Enterobacter
cloacae complex ludwigii
Enterobacter asburiae JQ682630 99% (E. cloacae,
E.asburiae, E.
Enterobacter hormaechei JF690889 99% hormaechei, E.
kobei, E. ludwigii
Enterobacter cancerogenus  JX262394 99% ve ! uawigh
Enterobacter cloacae EU047702 99% E.nimipressuralis)
Enterobacter kobei JQ680938 98%
Lb21 Serratia marcescens JN596118 99% Serratia Serratia
marcescens marcescens
Serratia ureilytica JQ680894 99%
Serratia nematodiphila JQ281540 99%



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_410585608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/154982965?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=151&RID=VETM3VA8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/410585608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=352&RID=VETM3VA8015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_380083857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380083857?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=69&RID=VEX880DW014

54

3.2.1.4.2. Taksonomik Karakterizasyon
Izolatlarin filogenetik olarak pozisyonlarini gosterebilmek igin elde edilen 16S rRNA

gen dizileri kullanilarak Mega 5 programi yardimiyla maksimum-likelihood analizi

gerceklestirildi ve izolatlara ait filogenetik agag ¢izildi (Sekil 20).

77 |: @ KF726077- Lb-Ef(Lb4)
AJ420803- Enterococcus faecalis

100 FN822765- Enterococcus rivorum
AF286831- Enterococcus moraviensis
81 _|: AMO39968- Enterococcus termitis
85 AMO39966- Enterococcus silesiacus
?: AY943820- Enterococcus caccae
70 AJ783916- Klebsiella variicola
@ KF726078- Lb-Kp(Lb6)

AJ233420- Klebsiella pneumoniae
EU047702- Enterobacter cloacae

94— JQ682630- Enterobacter asburiae
L @ KF726082- Lb-EI(Lb17)

@ KF726079- Lb-El(Lb12)
_|: JN644609- Enterobacter ludwigii
JX262394- Enterobacter cancerogenus
83 AB616140- Enterobacter kobei
—|: AJ871858- Klebsiella oxytoca
o6 @ KF726081- Lb-Ea(Lb15)
71 { FJ976592- Enterobacter aerogenes
@ KF726083- Lb-Sm(Lb21)

_|: JN596118- Serratia marcescens

100

94

100 JQ281540- Serratia nematodiphila
JQ680894- Serratia ureilytica
AM184214- Pantoea agglomerans
@ KF726080- Lb-Re(Lb13)
97

EU729738- Rhodococcus erythropolis
EU647695- Rhodococcus erythreus

—— KC315768- Rhodococcus baikonurensis
JF820113- Rhodococcus globerulus

100
X80626- Rhodococcus coprophilus

X80617- Rhodococcus marinonascens
_|: AF124343- Rhodococcus koreensis
75 JOQ828847- Rhodococcus jostii

LO9663- Thermus aquaticus

Sekil 20. Bakteriyal izolatlarin filogenetik analizi. 16S rRNA gen bolgesi kullanilarak
maximum-likelihood analizi yapilmistir (Bootstrap metodu ile 1000 tekrarli olarak
gergeklestirildi). L. botrana izolatlar1 ( Lb4, 6, 12, 13, 15, 17, 21) # ile gosterilmistir.
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3.3. Lobesia botrana Larvalarmin Viriis Arastirmalar: Sonucu

Direk doku PCR yontemi ile elde edilen PCR iiriinlerinin 5 pl’si %]1'lik agaroz jelde
yuritdldd ve etidyum bromiir boyasi (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra "BioDocAnalyze"
sistemiyle gorunttlendi.

Muhtemel olusan bantlar Sekil 21°de gosterilen agirliklarda (Tablo 3) olmasi
bekleniyordu.

M fef8 polh MCP M

750bp ———p
500 bp

—— 1500bp

Sekil 21. L.botrana’da doku PCR sonucu lef-8, polh ve MCP gen (riinleri

Tez calismasi kapsaminda yapilan viriis arastirmalar1 sonucunda viriis enfeksiyonuna
rastlanilmistir. Uygun yontemlerle izole edilen virlis DNA’s1 jel elektroforezinin ardindan
yapilan goriintiilemede DNA’nin, CIV’ye (Chilo Iridescent virus) ait olma ihtimali tzerinde
durulmus, fakat yapilan doku PCR deneyleri sonucunda ¢ogaltilan DNA’nin jelden
temizlenmesi asamasi basarisiz olmustur. Bu denemenin ardindan herhangi bir viral

enfeksiyona rastlanilamamustir (Sekil 22).
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GmCIV
GmCIV

s
O

xIV
CIV
xIV

1500bp —»

Sekil 22. PCR ile ¢ogaltilan mcp geni. CIV: kontrol CIV virtisunden, GmCIV:
Galleria melonella’dan izole edilen CIV’den, xIV: L. Botrana’dan izole
edilen muhtemel CIV, M: Marker; 1000 bp DNA ladder

3.4. Mikrobiyal Izolatlarin Lobesia botrana Uzerindeki Insektisidal Etkileri

Yapilan arazi ¢aligmalar1 sonucunda laboratuara getirilen L. botrana larvalari izerinde
kendinden izole edilen bakteriyel izolatlarin yam sira, Karadeniz Teknik Universitesi
Mikrobiyoloji laboratuart mikroorganizma koleksiyonunda bulunan ¢esitli bakteriler,

funguslar ve virislerde test edildi.

3.4.1. Lobesia botrana’dan izole Edilen Bakteri izolatlarimin insektisidal Etkileri

Elde edilen izolatlarin uygulanmasi amaciyla farkli cografik bolgelerden toplanan
saglikli 3. ve 4. evre larvalar secgilerek kullanildi. Toplanan larvalar hazirlanan plastik petri
kaplarina aktarildi ve her bir izolatin insektisidal etkisi 10 giin boyunca gunlik takip edilerek
Oliim oranlar1 kaydedildi.

L. botrana’nin izolatlar1 arasinda Lb21 (Serratia marcescens) izolatinin %93 6lum
oraniyla en yiiksek 6ldiiriicti etkiye sahip oldugu belirlendi. Bunu %87 6lUm oranlariyla Lb12
(Entrobacter ludwigii) ve Lb17 (Entrobacter ludwigii) takip etti. Istatistik analizler bu
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izolatlarin kontrol grubu ile anlamli farklar1 olduklarin1 gosterdi (P < 0.05). Ancak, Lb4
(Enterococcus faecalis), Lb6 (Klebsiella pneumonia), Lb15 (Enterobacter aerogenes) ve Lb13
(Rhodococcus erythropolis) sirasiyla gosterdikleri %70, %77, %73 ve %63’°lik insektisidal
etkiler ile kontrol gurubu ile anlamsiz bir fark olusturmuslardir. Kontrol grubu %57’lik bir

6liim orani ortaya koymustur (Tablo 12).

Tablo 12. Bakterilerin L. botrana tUzerindeki insektisidal etkileri

Izolatlar olum orani % Anlamhlik (P) Ki-Kare degeri
Lb4 70 0.211 1.56
Lb6 77 0.099 2.7
Lb12 87 0.013* 6.1
Lb13 63 0.614 0.25
Lb15 73 0.240 1.37
Lb17 87 0.019* 55
Lb21 93 0.000* 16.18
MnD 100 0.000* 31.73
BnBt 100 0.000* 47.47
Kontrol 57

*Anlamhilik, uygulanan konsantrasyon: 1.8 x 10° bakteri/ml

3.4.2. Diger Zararllardan izole Edilen Entomopatojen Bakterilerin Lobesia
botrana Larvalari1 Uzerindeki Insektisidal Etkileri

KTU-Mikrobiyoloji laboratuar: koleksiyonunda mevcut olan ve baska zararlilardan izole
edilmis bakteriyal izolatlarin Lobesia botrana iizerindeki insektisidal etkileri’de yukaridaki
gibi  belirlendi. Daha 0nce gerceklestirilen insektisidal aktivite ¢aligmalarinda
Lepidoptera’larda yiiksek oldiiriicii etkiye sahip olan Malacosoma neustria ile Balaninus
nucum’dan izole edilmis Bacillus thrungiensis var. kurstaki suslar1 (MnD ve BnBt) kullanildk.
Izolatlarin (MnD ve BnBt) zararh iizerinde %100 &liim etkisine sahip olduklar1 belirlendi
(Tablo 12). Istatistiksel analizler bu izolatlarin kontrol grubu ile anlamli farklar1 olduklarini

gosterdi (P = 0.000).



58

Ayrica bakterilerin etkisinin ¢ift karsilastirilmasi i¢cin Kaplan-Meier modeli kullanildi
(Tablo 13). BnBt ve MnD izolatlar1 diger tiim bakterilerden anlamli farka sahip olduklari
belirlendi (P < 0.05). Ayn1 zamanda Lb21, Lb12 ve Lb17 numarali izolatlarda da anlamli
farklar bulunmustur (Tablo 13).

L. botrana’dan izole edilen bakterilerin L. botrana Uzerindeki 10 giin boyunca
etkinlikleri Tablo 14’de gosterilmistir. Izolatlarm ilk 6 giinde daha etkili olduklar

belirlenmistir.



Tablo 13. L. botrana’dan izole edilen bakterilerin L. botrana lizerindeki insektisidal etkilerinin ¢ift karsilastirmasi

Kontrol Lb4 Lb 6 Lb 12 Lb 13 Lb 15 Lb 17 Lb 21 MND BnBt
o Ki-Kare Sig. Ilgre Sig. E;-re Sig. Et:re Sig. E;-re Sig. ga-re Sig. E;-re Sig. E;re Sig. z—re Sig. E;-re Sig.
1 IKon”O 644 422 1271 260 4406 036 .002 963 .697 404 4085 .043 12773 .000 31738 .000 47.471 .000
‘;%j Lb4 644 422 155 694 1725 .189 .712 399 .008 .929 1614 .204 8.427 .004 32.553 .000 47.264 .000
§ Lb6 1271 260 155 .694 925 336 1715 .190 288 .501 893 345 7.415 006 37.301 .000 52.308 .000
Zé Lb12 4406 .036 1725 .189 .925 336 5290 021 2218 .136 .000 991 3.289 .070 27.598 .000 43.579 .000
S lb1s 002 93 712 399 1715 190 5290 021 726 394 5509 .019 13.792 .000 37.436 .000 51511 .000
Lb15 .697  .404 008 .929 .288 591 2.218 .136 726  .394 2.314 128 9386 .002 37.009 .000 50.008 .000
Lb17 4085 .043 1614 .204 893 .345 000 991 5509 .019 2314 .128 3919 048 33490 .000 49.607 000
Lb21 12773 .000 8427 .004 7.415 .006 3.289 .070 13.792 .000 9.386 .002 3.919 .048 6.811 .009 20360 .000
MND 31738 .000 32553 .000 37.301 .000 27.598 .000 37.436 .000 37.009 .000 33.490 .000 6.811 .009 12.272 000
BnBt 47.471 .000 47.264 .000 52.308 .000 43579 .000 51.511 .000 50.008 .000 49.607 .000 20.360 .000 12.272 .000

69



60

Tablo 14. Bakterilerden etkilenen L. botrana larvalari’nin canlilik tablosu.

Group  Giun  ornek Olii Toplam Group Gun ormek  Oli Toplam
say1s1 sayist  canlilik sayist  sayist  canlilik
paydasi paydast
Kontrol 0 30 0 1.00 Lb 13 0 30 0 1.00
1 30 0 1.00 1 30 1 97
2 30 2 .93 2 29 1 .93
3 28 7 .70 3 28 3 .83
4 21 4 57 4 25 6 .63
5 17 0 57 5 19 1 .60
6 17 2 .50 6 18 0 .60
7 15 2 43 7 18 7 37
8 13 0 43 8 11 0 .37
9 13 0 43 9 11 0 37
10 13 0 43 10 11 0 37
Lb4 0 30 0 1.00 Lb15 0 30 0 1.00
1 30 1 97 1 30 2 .93
2 29 3 .87 2 28 0 .93
3 26 2 .80 3 28 4 .80
4 24 6 .60 4 24 3 .70
5 18 4 A7 5 21 5 .53
6 14 2 40 6 16 3 43
7 12 3 .30 7 13 4 .30
8 8 0 .30 8 9 1 27
9 4 0 .30 9 8 0 27
10 4 0 .30 10 8 0 27
Lb6 0 30 0 1.00 Lb17 0 30 0 1.00
1 30 1 .97 1 30 0 1.00
2 29 0 .97 2 30 1 97
3 29 4 .83 3 29 7 .73
4 25 8 57 4 22 6 .53
5 17 4 43 5 16 4 40
6 13 3 .33 6 12 6 .20
7 10 3 .23 7 6 2 13
8 7 0 .23 8 4 0 13
9 6 0 .23 9 4 0 13
10 6 0 .23 10 4 0 13
Lb12 0 30 0 1.00 Lb21 0 30 0 1.00
1 30 1 .97 1 30 7 77
2 29 3 .87 2 23 4 .63
3 26 4 .73 3 19 6 43
4 22 7 .50 4 13 4 .30
5 15 3 40 5 9 3 .20
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Tablo 14’iin devami

6 12 4 27 6 6 1 A7
7 8 3 A7 7 5 1 A3
8 5 1 13 8 4 2 .07
9 4 0 13 9 2 0 .07
10 4 0 13 10 2 0 .07
MnD 0 30 0 1.00 BnBt 0 30 0 1.00
1 30 4 .87 1 30 21 .30
2 26 12 47 2 9 4 A7
3 14 10 13 3 5 4 .03
4 4 4 00 4 1 1 .00

3.4.3. Diger Kaynaklardan Elde Edilen Entomopatojen Funguslarin Lobesia
botrana Larvalar1 Uzerindeki Insektisidal Etkileri

L.botrana ile fungal miicadelede yeni bir etmen belirlemeye yonelik olarak yapilan bu
calismada KTU-Mikrobiyoloji laboratuar: koleksiyonunda mevcut olan bazi fungal izolatlarin
L. botrana larvalari iizerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Bunun igin 6zellikle daha 6nceki
caligmalarda patojenitesi yiiksek oldugu belirlenen fungal izolatlar segildi. L. botrana
tizerindeki patojenite degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Myriodontum
kerotinophylum (Gg-11) izolati hari¢ butln izolatlarin kontrol grubundan farkli 6lim
degerlerine sahip olduklar1 belirlendi (p < 0,05). Birbirleriyle karsilastirildiklarinda ise
izolatlarin L. botrana iizerinde istatistiksel olarak farkli 6lim oranlarina neden olduklari
belirlendi. Testler sonucunda Metarhizium anisopliae (Gg-12), Isaria fumosorosea (Y-2)’nin
L. botrana tizerinde %93’liik bir deger ile en yiiksek 6liim etkisine sahip olduklari belirlendi
(p <0,05).

Oli bocekler iizerindeki bilyiime ve sporlasma oranlarmin  (mikozlanma)
karsilastirilmasinda da biitiin izolatlarin kontrol grubundan anlamli farki olduklar1 (p < 0,05)
ve aralarinda degisik mikozlanma seviyeleri gosterdikleri tespit edildi (p < 0,05). L. botrana
uzerinde %93 6lum etkisi gosteren Metarhizium anisopliae (Gg-12) ve Isaria fumosorosea (Y-
2)’da mikozlanma sirasiyla %93 ve %70°dir (Tablo 15).

Bakteriyel izolatlarda oldugu gibi funguslarida da etkinin ¢ift karslastirilmasi igin
Kaplan-Meier modeli kullanildi. Anlamlilik degerine dikkat edilirse izolatlar arasinda anlamli

farklar bulunmaktadir (P < 0.05) (Tablo 16).
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Funguslarin en etkili olduklar1 donemin c¢alisma doneminin ilk 6 ginii oldugu

gozlenmistir (Tablo 17).

Tablo 15. Funguslarin L. botrana izerindeki insektisidal etkileri

Funguslar %_)(:."Guonde Mikozlanma  anlamlilik Ki:Kgre
um % % (P) degeri
Ardesen (Metarhizium anisopliae KTU-2) 83 70 0.001* 10.335
CK (Beauveria bassiana KTU-24) 90 87 0.000* 14.700
53 (Metarhizium anisopliae KTU-40) 83 57 0.001* 10.335
117 (Metarhizium anisopliae KTU-21) 73 60 .018* 5.554
269 (Metarhizium brunneum KTU-60) 90 77 0.000* 14.700
4-Gm-a (Metarhizium anisopliae) 83 80 0.001* 10.335
68-b (Isaria fumosorosea KTU-42) 80 63 0.004* 8.531
287 (Beauveria pseudobassiana KTU-53) 73 53 .018* 5.554
Gg-12(Metarhizium anisopliae ) 93 93 0.000* 17.330
Gg-1(Beauveria bassiana ) 70 70 .034* 4.344
Y-2 (Isaria fumosorosea ) 93 70 0.000* 17.330
Gg-11(Myriodontum kerotinophylum) 77 67 .079 6.944
Kontrol 43 - - -

*Anlamlilik, uygulama konsantrasyonu: 1 x 10" spor/ml



Tablo 16. Funguslarin L. botrana tizerindeki insektisidal etkilerinin ¢ift karsilastirmasi

Group Ardesen 117 ck 287 269 Gg-12 Gg-1 68-b 4-Gim-a 53 Y-2 Gg-11 Kontrol
Ki- Sig.  Ki- Sig. Ki- Sig.  Ki- Sig. Ki- Sig. Ki- Sig. Ki- Sig. Ki- Sig. Ki- Sig. Ki- Sig. Ki- Sig.  Ki- Sig. Ki- Sig.
Kare Kare Kare Kare Kare Kare Kare Kare Kare Kare Kare Kare Kare
5 Ardesen 1.643 200 1.240 .266 2.270 .132 2919 .088 .807 .369 .692 405 2.766 .096 .015 902 .027 .870 1.903 .168 8.029 .005 12.774 .000
§ 117 1.643 .200 6.693 .010 .119 .730 8928 .003 5086 .024 .157 .692 .123 726 1.791 .181 1.635 .201 .068 .795 1.627 .202 5536 .019
’;\ Ck 1.240 266 6.693 .010 8435 .004 .630 427 316 574 3.160 .075 9.068 .003 .863  .353 2.006 .157 8.567 .003 17.645 .000 20.544 .000
%L’ 287 2270 132 119 .730 8.435 .004 10.498 .001 7.657 .006 .382 .537 .008 931 2.647 .104 2950 .086 .338 561 1.108 .292 4.794 .029
g 269 2919 .088 8928 .003 .630 427 10.498 .001 1.292 256 5.511 .019 10.939 .001 1.658 .198 3.093 .079 9.623 .002 18.398 .000 22.359 .000
Gg-]_2 .807 369 5.086 .024 .316 574 7.657 .006 1.292 .256 2482 115 9.525 .002 .402 526 .535 465 7.424 006 17.283 .000 19.278 .000
Gg-]_ .692 405 157 .692 3.160 .075 .382 537 5511 .019 2482 .115 182 670 1.222 .269 .668 414 051 .821 1.265 .261 5.694 .017
68-b 2766 .096 .123  .726 9.068 .003 .008  .931 10.939 .001 9.525 .002 .182  .670 2751 .097 2566 .109 .859  .354 .748  .387 5906 .015
4-Giim-a 015 902 1.791 181 .863 .353 2.647 .104 1.658 .198 .402 526 1.222 .269 2.751 .097 .057 811 1.149 .284 6.258 .012 12.236 .000
53 027 870 1.635 .201 2.006 .157 2950 .086 3.093 .079 .535 465 .668 414 2566 .109 .057  .811 946 331 6.103 .013 11.205 .001
Y-2 1903 .168 .068 .795 8.567 .003 .338 561 9.623 .002 7.424 006 .051 .821 .859  .354 1149 .284 946  .331 3.907 .048 10.779 .001
Gg-]_]_ 8.029 .005 1.627 .202 17.645 .000 1.108 .292 18.398 .000 17.283 .000 1.265 .261 .748 387 6.258 .012 6.103 .013 3.907 .048 3.086 .079
Kontrol 12.774 .000 5.536 .019 20.544 .000 4.794 .029 22.359 .000 19.278 .000 5.694 .017 5.906 .015 12.236 .000 11.205 .001 10.779 .001 3.086 .079

€9
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Tablo 17. Funguslardan etkilenen L. botrana larvalari’nin canlilik tablosu

Group  Gln  06rnek Olii Toplam canlilik Group Gin ormek Ol Toplam

sayisi sayisi  paydast sayist sayist canlilik
paydasi
Kontrol 0 30 0 1.00 269 0 30 0 1.00
1 30 1 .97 1 30 7 77
2 29 2 .90 2 23 12 .37
3 27 2 .83 3 11 2 .30
4 25 4 .70 4 9 2 .23
5 21 0 .70 5 7 2 A7
6 21 0 .70 6 5 1 13
7 21 1 .67 7 4 1 .10
8 20 3 57 8 3 0 .10
9 17 0 57 9 3 0 .10
10 17 0 57 10 3 0 .10
Ardesen 0 30 0 1.00 Gg-12 0 30 0 1.00
1 30 3 .90 1 30 1 97
2 27 7 .67 2 29 9 .67
3 20 5 .50 3 20 3 .57
4 15 3 40 4 17 6 37
5 12 1 37 5 11 6 A7
6 11 3 27 6 5 2 .10
7 8 3 17 7 3 0 .10
8 5 0 17 8 3 0 .10
9 5 0 17 9 3 1 .07
10 5 0 17 10 2 0 .07
117 0 30 0 1.00 Gg-1 0 30 0 1.00
1 30 1 97 1 30 2 .93
2 29 2 .90 2 28 10 .60
3 27 7 .67 3 18 2 .53
4 20 3 57 4 16 2 A7
5 17 5 40 5 14 3 37
6 12 2 33 6 11 1 .33
7 10 1 .30 7 10 0 .33
8 9 0 .30 8 10 0 .33
9 9 1 27 9 10 1 .30
10 8 0 27 10 9 0 .30
Ck 0 30 0 1.00 68-b 0 30 0 1.00
1 30 3 .90 1 30 1 97
2 27 9 .60 2 29 2 .90
3 18 9 .30 3 27 3 .80
4 9 2 23 4 24 2 73
5 7 1 .20 5 22 4 .60
6 6 1 17 6 18 5 43
7 5 2 .10 7 13 0 43
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Tablo 17°’nin devami
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3.4.4. Baznn Entomopatojen Virislerin Lobesia botrana Larvalar1 Uzerindeki
Insektisidal Etkileri

Lobesia botrana ile viral micadelede yeni bir etmen belirlemeye yonelik olarak bu
calismada KTU-Mikrobiyoloji laboratuar: kolleksiyonunda mevcut olan farkli viral izolatlarin
L. botrana larvalari tizerindeki insektisidal etkileri aragtirildi.

Bu amaca yonelik olarak segilen Baculoviridae familiyasindan Lymantria dispar
nucleopolyhedrovirliis (LydiNPV), Hyphantria cunea nucleopolyhedroviriis (HycuNPV),
Malacosoma neustria nucleopolyhedroviriis (ManeNPV) ve Iridoviridae familyasindan Chilo
iridescent virts (CIV) L. botrana’ya karsi test edildi. L. botrana Uzerindeki patojenite
degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, biitiin izolatlarin kontrol grubundan farkli 6liim
degerlerine sahip olduklar1 belirlendi (p < 0,05). Birbirleriyle karsilastirildiklarinda ise
izolatlarin L. botrana tizerinde istatistiksel olarak 6liim oranlarina neden olduklari anlamsiz
farklilik tespit edildi (p > 0,05). Testler sonucunda CIV’nin L. botrana tizerinde %90’lik
yiiksek 6lim etkisine sahip oldugu belirlendi. LydiNPV, HycuNPV ve ManeNPV ise sirasiyla
%383, %83 ve %80’lik 6limlere sebep olduklari belirlendi (Tablo 18).

Virislerin etkisinin ¢ift karslastirilmasi i¢in de Kaplan-Meier modeli kullanildi fakat
izolatlar arasinda anlamli fark bulunamad:i (P > 0.05) (Tablo 19). Viruslerinde en etkili

olduklar1 donemin galigsmanin ilk 6 giinii oldugu gozlendi (Tablo 20).

Tablo 18. Virislerin L. botrana larvalar tizerindeki insektisidal etkileri

Virisler 10.Guinde Oltim % Anlamlilik (P) Ki -kare degeri
LydiNPV 83 0.001* 10.355
ManeNPV 80 0.004* 8.531

Clv 90 0 .000* 14.700
HycuNPV 83 0.001* 10.355
Kontrol 43

* Anlamlilik
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Tablo 19. Virlslerin L. botrana iizerindeki insektisidal etkilerinin ¢ift karsilagtirmasi

Group LydNPV ManeNPV crv HycuNPV Kontrol
Ki-Kare Sig. Ki- Sig.  Ki- Sig.  Ki- Sig.  Ki- Sig.
Kare Kare Kare Kare
g LydNPV 215 643 1759 .185 .002 965 7.969 .005
pyl
93,; ManeNPV 215 .643 3.316 .069 .049 825 6.454 011
£
% CIv 1759  .185 3.316 .069 2.199 138 15.296 .000
O
£ HycuNPV  .002 965 .049 825 2199 .138 8.006 .005
Kontrol 7969 .005 6.454 011 15296 .000 8.006 .005
Tablo 20. Virlslerden etkilenen L. botrana larvalari’nin yasam tablosu
Group Giin Omek OIi  Toplam  Group Gin  Omek Ol Toplam
sayist  sayisi  canlilik sayist  sayist  canlilik
paydasi paydast
Kontrol 0 30 0 1.00 Clv 0 30 0 1.00
1 30 0 1.00 1 30 4 .87
2 30 2 .93 2 26 6 .67
3 28 2 .87 3 20 0 .67
4 26 4 73 4 20 9 37
5 22 0 73 5 11 2 .30
6 22 5 .56 6 9 2 .23
7 16 0 .56 7 7 1 .20
8 15 0 .56 8 6 2 A3
9 12 0 .56 9 4 1 10
10 12 0 .56 10 3 0 .10
LydNPV 0 30 0 1.00 HycuNPV 0 30 0 1.00
1 30 1 97 1 30 2 .93
2 29 0 97 2 28 4 .80
3 29 9 67 3 24 0 .80
4 20 3 57 4 24 5 .63
5 17 2 .50 5 19 4 .50
6 15 3 40 6 15 6 .30
7 12 3 .30 7 9 0 .30
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Tablo 20’nin devami
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4. TARTISMA

Diinya niifusunun 2050 yilinda 9.6 milyara ulasacagi tahmin edilirken, artan niifusun
besin ihtiyacini karsilamak i¢in mevcut gida miktarinda %70 oraninda bir artisin gerektigi
belirtilmektedir. Diinya Kaynaklar1 Enstitiisii (WRI) tarafindan agiklanan rapora gore, hizla
artan diinya niifusunun besin ihtiyacim karsilamak i¢in daha fazla siirdiiriilebilir gida
kaynagina ve iiretime ihtiya¢ duyulmaktadir. Artan niifusun ihtiyag¢lar1 konusunda yetersizlige
stiriiklenen tarimsal tiretimdeki artis; giderek kirlenen diinya, azalan tarim arazileri ve degisen
iklim kosullar1 nedenleri etkisiyle de giderek yavaslamaktadir (URL10). Ayni zamanda
yapilan caligmalara ragmen, tarimsal zararlilardan dolayi iiretimde istenilen oranda artig
saglanamamaktadir.

Tarim zararlilar1 i¢in kullanilan kimyasallar sadece zararlilar1 degil, bunlar1 baski altinda
tutan faydali bocekleri de dogrudan ve dolayli olarak etkilemektedir. Boylece, dogal denge
bozulmakta, tiir ¢esitliligi azalmakta, daha 6nceden problem olmayan potansiyel zararlilar
sorun olmakta ve bu zararlilara karsi ek ilaglama yapma zorunlulugu ortaya c¢ikmaktadir.
Kimyasallarin bu olumsuz etkileri géz Oniinde bulundurulmasi ile alternatif yontemlerin
gelistirilmesi gercegi ortaya ¢ikmistir. Zararli béceklerle miicadelede kullanilan insektisitlerin
anlatilan yan etkilerinden dolay1, bilim adamlar1 kimyasal miicadelenin giiniimiizde miimkiin
oldugunca kisitlanmas1 ve bunun yerini cevresel agidan daha giivenli olan biyolojik
miicadelenin almasi gerektigini diisinmektedirler. Entomopatojenik mikroorganizmalar
(bakteriler, wviriisler, funguslar, nematodlar, protozoonlar) =zararli boceklerde hastalik
olusturarak bocek popiilasyonlarinin dengede tutulmasini ve zararlarinin en aza indirilmesini
saglamaktadir. Bu entomopatojenlerin biiyiik bir cogunlugu konaga 6zel oldugu i¢in yalnizca
miicadele yapilmak istenilen organizma iizerinde etkili olur. Bu 6zelligiyle, faydali ve predator
bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedef dis1 organizmalar {lizerinde herhangi bir risk
olusturmaz. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle bu etmenler ekosistemde herhangi bir kirlilige
yol agmaz. Tim bu olumlu etkilerinin yaninda mikrobiyal patojenlerin etkilerinin uzun
stirmesi kimyasal miicadeleye alternatif olan diger bir 6zelligidir (Charles ve ark., 2000; Lacey
ve Kaya 2007).
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Bir ekosistemdeki zararlilar1 tamamen yok etmek yerine ekonomik zarar esiginin altinda
tutma prensibine dayanan “entegre miicadele” bugiin diinyada ve Tiirkiye’de zararlilara karsi
gelistirilmis ve bu miicadele yonteminden basarili sonuglar elde edilmistir. Entegre miicadele
programinda, zararlilara karsi belirlenen tiim miicadele yontemleri birlikte degerlendirilmeli,
oncelikle bitkinin saglikli yetistirilmesi i¢in kiiltiirel 6nlemler alinmalidir. Bu yonde insan ve
cevreye en az olumsuz etkisi olan micadele yontemlerine Oncelik verilmelidir. Mekanik
miicadele ve biyolojik miicadele (buna dahil mikrobiyal miicadele) bu yontemlerin basinda
gelmektedir. Tarim {iriinlerinde goriilen hastalik, zararli ve yabanci otlarla miicadelede,
entegre micadele prensiplerine uyulmasi siirdiiriilebilir tarim yaklasimi agisindan mutlaka
gereklidir.

Lepidoptera takiminda yer alan Lobesia botrana (iiziim salkim giivesi) ¢ok 6nemli bir
liziim zararlisidir. Yapilan literatiir arastirmasit sonucunda daha once Lobesia botrana’nin
mikrobiyal florasiyla ilgili herhangi bir ¢alisma tespit edilememistir. Dolayisiyla, bu c¢aligsma,
L. botrana’nin mikrobiyal florasi {izerine yapilan ilk ¢aligmadir.

Uygulanan biyolojik miicadele calismalariyla uyumlu c¢alisabilecek hatta ona alternatif
olabilecek bir mikrobiyal miicadele etmeninin gelistirilmesi ve Lobesia botrana’nin bakteriyal
florasinin belirlenmesinin amaglandigi bu calismada 7 adet Kkiiltiire edilebilir bakteri
izolasyonu yapilmistir.

Izolatlarin tiir tayininde rutin olarak kullanilan konvansiyonel testlerin (morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal) disinda, son yillarda tiir tayinlerinin daha etkin ve dogru bir
sekilde yapilabilmesi icin gelistirilmis 16S rRNA dizi analizi, API20E, APISOCH ve VITEK-2
identifikasyon sistemleri de kullanilmistir. Bu testler genellikle insan kaynakli bakterilerin
tanimlamalarinda kullanildig1 ve bocek orjinli bakteriler kiitiiphanelerinde olmadig igin, tiir
tainleri direkt olarak gerceklestirilememistir. Bununla birlikte, elde edilen test sonuglari
bakterilerin tanimlanmalarinda dikkate alinmistir. Bakterilerin tiir tayinleri i¢in “Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology” kaynak kitabindan (Sneath, 1986) yararlanilarak, yapilan
tanilar API20E, APIS0Ch ve VITEK-2 sistemleri ve 16S rRNA dizin analizi sonuglariyla
desteklenmis ve bu sistemler yardimiyla izolatlarimizin sahip oldugu metabolik aktiviteler ve
biyokimyasal 6zellikleri hakkinda 6nemli bilgilere ulasilmistir. Rutin ¢alismalarla elde edilen
veriler, tlir tayini igin yeterli olmadigi durumlarda bu test sistemlerinden elde edilen veriler

kullanilarak tiir tayini yapilmistir.
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16S rRNA genleri, 1yi korunmus olup universal siralara sahiptir (Woese 1990). Bu
genler bakteriler arasindaki akrabaliklar1 belirlemede ve bakterilerin tiir veya cins seviyesinde
identifikasyonlarinin yapilmasinda son giinlerde olduk¢a 6nemli bir ara¢ haline gelmistir
(Sacchi ve ark., 2002).

Yapilan izolasyon ¢alismalar1 sonucunda, L. botrana’dan, Enterococcus faecalis (Lb4),
Klebsiella pneumonia (Lb6), Enterobacter ludwigii (Lb12), Rhodococcus erythropolis (Lb13),
Enterobacter aerogenes (Lb15), Enterobacter ludwigii (Lb17) ve Serratia marcescens (Lb21)
olmak tizere 5 farkli cinse ait, 6 farkl: tiir elde edilmistir (Table 3).

Yapilan galismalarda 4 nolu izolatin Gram (+), aerobik, hareketsiz, kok formunda bir
bakteri oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu izolatin niitrient agar ilizerinde ¢ok ince, krem
renkli, diizgiin ve yuvarlak koloniler olusturdugu; katalaz ve oksidaz enzimlerini iiretmedigi;
%2-7 aras1 NaCl’ye ve 5-7 arasi pH’ya toleransl oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri g6z Oniinde tutulmus
ve bunlara ilaveten API20E, API50Ch ve VITEK-2 sistemleri sonucu %95 oraninda, 16s
rRNA dizin analizine gore ise %100 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilerek, bu izolatin
Enterococcus faecalis oldugu sonucuna varilmaistir.

Enterococcus faecalis insan normal bagirsak florasinda bulunmaktadir. Yapilan literatiir
caligmas1 sonucunda E. faecalis ’in omurgasizlardan ve Manduca sexta (Mason, 2011),
Acrosternum hilare ve Nezara viridula (Hirose ve ark., 2006) gibi boceklerden izole edildigi
tespit edilmistir. Ancak mikrobiyal miicadelede kullanimi ile ilgili herhangi bir bilgiye
rastlanilmamustir.

Calisma kapsaminda Lobesia botrana larvasindan izole edilen Lb6, Lb12, Lb15, Lbl7
nolu izolatlarin Gram (-), aerobik, kokkobasil formunda olduklar tespit edilmistir. Ancak, Lb6
hareketsiz iken digerleri hareketli bulundular.

Lb6 izolatin niitrient agar lizerinde krem renkli, diizgiin ve yuvarlak koloniler
Olusturdugu; katalaz enzimin irettigi ve oksidaz enzimin iretmedigi; %2-7 arast NaCl’ye ve
4-9 aras1 pH’ya toleransli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda izolatlarin
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri gbz onlinde tutulmus ve bunlara ilaveten
API20E sistemi sonucu %97.7 oraninda, 16s rRNA dizin analizine gore ise %99 oraninda K.
pneumonia ve K. variicola’ya benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Fakat bu iki bakteri

adonitol fermentsiyonunda (ADO) farklilik gostermekteler (K. pneumoniae pozitif ve K.
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variicola negative) (Alves ve ark., 2006) ve bu izolatin ADO’s1 pozitif oldugundan Klebsiella
pneumonia oldugu sonucuna varilmstir.

K. pneumonia bakterisi daha dnce Bactrocera tryoni (Thaochan ve ark., 2010), Nezara
viridula (Hirose ve ark., 2006) gibi boceklerden de izole edilmistir.

Lbl12 ve Lbl7 izolatlarinin API test sonuclar1 sirasiyla %99.4 ve %95 ve VITEK2
sistemi sonucu %96 ve %99 olarak Enterobacter sp.’ye benzer olduklarini gosterdi.
Enterobacter sp. alti tiir igermektedir: Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae,
Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii ve Enterobacter
nimipressuralis. Bu bakterilerden E. asburiae hari¢ hepsi hareketli, lireaz negatif ve sorbitol
pozitiftirler. Bu iki bakteri (Lb12 ve Lb17) Enterobacter ludwigii olarak tanimlandi sadece
RHA (Rhamnose) Lb12’de negatif ve Lbl7°de pozitif bulundu. 16s rRNA dizin analizleri
%97 benzerlikle Enterobacter ludwigii olma sonucunu destekledi.

Lbl5 izolatinin lizin dekarboksilaz (LDC) ve inozitol fermentasyon (INO) testleri
pozitiftir. VITEK2 (%99) ve API 20E (%99.7) sonuglarina bakarak Enterobacter aerogenes
oldugu goriilmekle birlikte, 16S rRNA dizin analizleri bu sonucu dogrulamaktadir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalar sonucunda Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin
boceklerin bagirsak sistemlerinde yer aldig belirtilmistir (De Vries ve ark., 2008). Gayatri ve
ark. (2012), yaptiklar1 arastirmalar sonucunda Helicoverpa armigera larvasinin bagirsagindan
Enterobacter sp. tlrinu izole etmislerdir. Tez kapsaminda yapilan bu c¢alismada ise
Enterobacteriaceae familyasina ait Enterobacter ludwigii ve Enterobacter aerogenes olmak
tizere iki farkli tiir izole edilmistir. Lighthart (1988) yaptig1 bir ¢aligmada Peridroma saucia
zararlisinin bagirsagindan, Enterobacter aerogenes tiiriinii izole etmistir. Bir baska ¢alismada
Dong ve ark. (2009), bir sivrisinek tlirl olan Anopheles gambiae bagirsagindan Enterobacter
aerogenes bakterisini izole etmistir. Bunun yaninda Sevim ve ark. (2010), Agrotis segetum
tizerine yaptiklari bir arastirmada yine Enterobacter aerogenes bakterisini bu zararlidan izole
etmistir.

Lb13 izolatin Gram (+), aerobik, hareketsiz, cubuk formunda bir bakteri oldugu tespit
edilmigtir. Ayrica, bu izolatin niitrient agar {izerinde pembe renkli, diizgiin ve akiskan
koloniler olusturdugu; katalaz enzimi {iirettigi ve oksidaz enzimi {iiretmedigi; %?2-7 arasi
NaCl’ye ve 5-9 aras1 pH’ya toleransli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda

izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri géz dniinde tutulmus ve bunlara


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dong%20Y%5Bauth%5D

73

ilaveten 16s rRNA dizin analizine goére ise %100 oraninda Rhodococcus erythropolis ve
Rhodococcus baikonurensis tirlerine benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Fakat inozitol testi
ve sukroz fermentasyonu negatif oldugu i¢in bu izolatin Rhodococcus erythropolis oldugu
sonucuna vartlmstir (R. baikonurensis’in inozitol ve sukroz fermentasyonu pozitifdir). Ayrica
R.erythropolis kliniksel bir patojen olmadigi i¢in tanimlamasi API sistemiyle miimkiin
olmamustir.

Rhodococcus cinsi bakteriler giiniimiize kadar toprak, kaya, yeralti kaynaklari, deniz
suyu, bitki, hayvan ve bocek bagirsagi gibi pek ¢ok farkli kaynaktan izole edimistir (Gurtler ve
ark., 2004). Bu ¢alismada ise Rhodococcus cinsi, L. botrana konagindan ilk kez izole edilmis
ve bu izolat Rhodococcus erythropolis olarak tanimlanmstir.

Lb21 izolatin Gram (-), aerobik, hareketsiz, ¢ubuk formunda bir bakteri oldugu tespit
edilmistir. Ayrica bu izolatin niitrient agar lizerinde krem renkli, diizgiin ve yuvarlak koloniler
olusturdugu; katalaz enzimin iirettigi ve oksidaz enzimin iiretmedigi; %2-8 aras1 NaCl’ye ve
4-10 aras1 pH’ya toleransh oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda izolatlarin
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri goz onilinde tutulmus ve bunlara ilaveten
API20E, API50Ch %96 ve VITEK-2 sistemleri sonucu %99 olasilikla, 16s rRNA dizin
analizine gore ise %100 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilerek, bu izolatin Serratia
marcescens oldugu sonucuna varilmaistir.

Serratia marcescens ise bir¢ok zararlidan izole edilen dnemli bir bocek patojeni olup, L.
botrana’dan izole edilen diger bir tiirdiir. Kleespies ve ark. (2008) yaptiklar1 arastirmalar
sonucunda Serratia marcescens bakterisinin  Blatta orientalis, Blatta germanica
(Phyllodromia germanica), Rhyparobia maderae (Leucophae maderae), Epilachuna
varivestis, Nympalis antiopa, Operophthera brumata, Ostrinia nubilalis, Chrysoperla carnea,
Achaeta domesticus, Zonocerus variegates gibi bir¢ok konukgudan izole edildigini rapor
etmistir. Bunun yaninda bu bakteri tirini Thaochan ve ark. (2010) Bactrocera tryoni
konukcusundan, Gokce ve ark. (2010) Rhynchites bacchus’dan, Secil ve ark. (2012) ise
Ostrinia nubilalis’ten izole etmislerdir.

Su ana kadar Lobesia botrana’dan herhangi bir viriis belirlenmemistir. Bu bocek ile
miicadelede kullanilmak ve yeni bir bdcek patojeni viriis kesfedebilmek igcin bu tez
kapsaminda virlis arastirmalar1 yapildi. Baz1 larvalarda mavi-yesilimsi reng degisimi dikkat

cekiciydi. Bu larvalar iridoviris enfeksiyonundan siipheli olmakla incelendi Ancak,
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iridoviriisler 151k mikroskopta goriinemezler. Bu tez kapsaminda yapilan molekiiler virls
arastirmalar1 sonucunda bir viriis enfeksiyonuna rastlanilmistir. izole edilen viriis DNA’s1 jel
elektroforezinin ardindan yapilan goriintiilemede DNA’nin, CIV’ye ait olma ihtimali lizerinde
durulmus, fakat yapilan doku PCR deneyleri sonucunda c¢ogaltilan DNA’nin jelden
temizlenmesi asamasi basarisiz olmustur. Bu denemenin ardindan herhangi bir viral
enfeksiyona rastlanilamamstir.

Viriisler dar konak spektrumuna sahip olmalari, insanlarda hastalik olusturmamalar1 ve
kolayca degradasyona ugrayabilmeleri nedeniyle zirai miicadelede =zararliya karsi
kullanilabilecek mikrobiyal insektisitlerin en ¢ok gelecek vaadeden biyolojik miicadelede
ajanlanidir. Ayrica, gliniimiizde genetik miihendisligi yontemleri ile boceklere karsi daha etkili
patojen ajanlar insa etmek icin virusler nemsenilmektedirler.

Idendifikasyonun ardindan bakteriyal izolatlarm Lobesia botrana (zerinde
virulanslarinin  belirlenmesi amaciyla insektisidal aktivite testleri yapilmistir. Lb4
(Enterococcus faecalis) %70’1ik insektisidal etki gdstererek kontrol gurubu ile anlamli fark (p
= 0.211) gostermediginden dolayr mikrobiyal miicadelede kullanimi i¢in uygun materyal
olarak bulunmamustir (Tablo 13). Yapilan aktivite testleri sonucunda Lb21 numarali izolatin,
Serratia marcescens bakterisinin L. botrana larvalari tizerinde, 10 giinliik deney periyodunda ,
%93 6liim orant ile en yiiksek oldiiriicii etkiye sahip oldugu belirlenmistir ve kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda aralarinda anlamli bir farkliligin oldugu goriilmiistiir (P=0.000). Lb12 ve
Lb17 izolatlar ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik (P < 0.05) ancak diger izolatlar
(Lb4, Lb6, Lb13, Lbl5) ise kontrol grubu ile aralarinda olan farkliligin anlamsiz oldugu (P >
0.05) belirlendi.

Campos ve ark. (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada Serratia marcescens ve Enterobacter
cloacae turlerinin Phyllocnistis citrella (Lep.: Gracillariidae) tlizerindeki etkisini arastirmustir.
Yaptiklar1 bu ¢alismada 10* ve 10" UCF x ml* konsantrasyonlarinin her ikisinde de S.
marcescens ve E. cloacae bakterilerinin P. citrella {izerinde %48 oraninda 6ldiiriicti etkiye
sahip olduklarin1 gostermistir. Ancak, bu ¢alismada S. marcescens ve E. ludwigii izolatlart L.
botrana larvalar lizerinde sirasiyla %93 ve %86 oraninda 6liime sebep olmustur. Bu sonuglar
kontrol grubunda ytiksek oranda (%57) 6liim gézlenmesine ragmen, énemli derecede farklilik

gostermektedir.
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Sonug olarak Serratia marcescens ve Enterobacter ludwigii tirleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak giiclii etkilerinin oldugu belirlenmistir. S.
marcescens’in oldiiriicii etkisi ise dikkate alinacak orandadir. Bu sebepten dolay1 Serratia
marcescens ve Enterobacter ludwigii izolatlar1 bu zararli i¢in potansiyel mikrobiyal kontrol
ajan1 olarak gortilmektedirler.

Bu ¢alismada L. botrana nin iizerinde kendi bakteriyal izolatlari’nin yaninda 18 farkh
mikrobiyal patojenin insektisidal aktivite testleri yapilmis ve etkileri arastirilmistir. Bu
patojenler daha once yapilan caligmalarda yiiksek virulans 6zelligine sahip olmalar1 goz
oniinde bulundurularak KTU, Mikrobiyoloji Labaratuari kolleksiyonundan segilmistir (Demir
ve Demirbag, 2006; Sevim ve ark., 2013; Demir ve ark., 2013; Ozkan Cakic1 ve ark., 2014).
Mevcut ¢aligmalar sonucunda en yiiksek oldiiriici etkiye sahip patojenin, (zim bahcelerinde
verimi ve kaliteyi artirmak amaciyla L. botrana’nin biyolojik miicadelesinde kulanilmasi
hedeflenmistir.

Bacillus thuringiensis bakterisi son zamanlarda zararli popiilasyonlarinin kontrol altina
alinmasinda en sik kullanilan organizma olarak bilinmektedir. B. thuringiensis bakterisinden
baska caligma kapsamina L. botrana’dan izole edilen S. marcescens ve E. ludwigii turleri de
insektisidal aktivite testlerine dahil edilmistir. Ancak, bu calismada S. marcescens ve E.
ludwigii tdrleri ile muamele edilen L. botrana larvalarinda sirasiyla %93 ve %86 6liim orani
elde edilmekle birlikte, en yiiksek 6liim orani (%100) B. thuringiensis suslarinda (MnD ve
BnBt) gozlenmistir.

Baz1 B. thuringiensis suslar1 ve bu suslarin formiilasyonlari, hem labaratuar kosullarinda
hem de arazi denemelerinde L. botrana zararlismma karsi test edilmistir. Labaratuar
kosullarinda veya arazi sartlarinda, L. botrana tizerine B. thuringiensis sporlar1 ve endotoksin
kristalleri kullanilarak yapilan ilk deneme Roehrich (1964, 1970) tarafindan yapilmistir. B.
thuringiensis’in kontrol grubu tizerindeki etkisi ise iklim kosullar1 ve gevresel etkilerin
varliginda %75 ile %90 oraninda degisiklik gostermektedir. Bazi arastirmacilar B.
thuringiensis prepertlarinin L. botrana Uzerindeki etkisinin kimyasal insektisitlerden daha
diisiik oldugunu gostermistir (Fischer-Colbrie, 1980; Roditakis, 1986). B. thuringiensis,
carbaryl ile diisiik dozda carbaryl ve B. thuringiensis kombinasyonlari ile yapilan bir
calismada B. thuringiensis tek basia %79 orani ile diisiik bir 6liim oranmi1 gosterirken diger

uygulamalar %90 etki gostermistir (Atac ve ark., 1990). Ifoulis vd. (2004) B. thuringiensis
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Berliner bakterisinin 1slatilabilir ve kuru formiilasyonlar1 olmak iizere iki farkl preperatini 11
asma zararlisi i¢inde L. botrana’yr kontrol etmek i¢in kullanarak denemislerdir. Yapilan
denemeler sonucunda B. thuringiensis’in iki farkli formiilasyonunun kontrol grubundan
onemli derecede farkli oldugu gosterilmistir. Tez kapsaminda kullanilan B. thuringiensis
suslart (MnD ve BnBt) ile yapilan denemelerde enfeksiyonun ardindan sirasiyla 3. ve 4.
glinlerde oliim gozlenmesi, bu suslarin dikkate alinmsi gerektigini vurgulamaktadir. Bu
sonuglar dogrultusunda asmalarda biiyliik hasara sebep olan L. botrana zararlisina karst B.
thuringiensis suslarinin kullanilmasi gerektigi asikardir.

L. botrana ile yapilmis entomopatojen fungus ¢alismalari1 oldukg¢a yetersizdir. Cozzi vd.
(2013), yaptiklar1 bir ¢alismada, farkli kaynaklardan izole ettikleri Fusarium, Beauveria,
Paecilomyces ve Verticillium cinslerine ait 11 farkli fungus susunu, spor konsantrasyonu 2 x
10® spor x ml™* ayarlayarak, bu suslarin virulanslarini arastirmistir. Fusarium subglutinans
ITEM-1399 ve Verticillium spp. ITEM-1237 suslarinin zararh iizerinde herhangi bir etkisi
gorilmezken, B. bassiana disindaki diger izolatlarin da 6liim etkisinin %20°nin altinda oldugu
goriilmistiir. Ayn1 denemede B. bassiana ITEM-1559 %55 larval 6lim oraniyla en yiiksek
insektisidal etkiyi gostermistir.

Bu calismada ise kaynagi toprak ve farkli bocekler olan 12 farkli fungal izolatin, L.
botrana fizerine insektisidal aktivite testleri yapilmistir. Yapilan testler sonucunda
Metarhizium anisopliae (Gg-12) ve Isaria fumosorosea (Y-2) izolatlarinin %93 6liim oraniyla
en yuksek oldiiriicti etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. B. bassiana (CK) ve M. brunneum
(269) izolatlar1 ise %90 oldiriicii etkisi ile yine etkili izolatlar arasindadir. M. anisopliae (4-
Gm-a) ise L. botrana larvalari iizerinde %83 oliim orani gostermistir. Ancak Isaria
fumosorosea (Y-2) izolati %70 mikozlanma gosterirken, B. bassiana (CK) %87, M. brunneum
(269) %77 ve M. anisopliae (4-Gm-a) izolatinda ise %80 oraninda mikozlanma gorilmiistiir.
Mikozlanma degerleri goz 6niinde bulunduruldugunda, B. bassiana (CK), M. brunneum (269)
ve M. anisopliae (4-Gm-a) izolatlarinin, L. botrana larvalar iizerinde Isaria fumosorosea (Y-
2) izolatindan daha yiiksek oranda Sldiiriicii etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Elde edilen bu
veriler insektisidal etkileri bakimindan incelendiginde, tez kapsaminda teste tabi tutulan
izolatlarin Oliim oranlarinin, Cozzi vd. (2013)’nin yaptig1 calismada elde edilen 6liim

oranlarindan ¢ok daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda L.
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botrana ile yapilacak biyolojik miicadele calismalarinda M. anisopliae (Gg-12) ve |I.
fumosorosea (Y-2) izolatlarinin umut verici olduklar1 tespit edilmistir.

Son olarak bu g¢alismada 4 entomopatojen virlis L. botrana larvalari {izerine test
edilmistir. L. botrana’ ya kars1 entomopatojen viriis potansiyelini arastirma Gzerine litratiirde
sadece bir ¢alisma bulunmaktadir. Giircistan’da yapilan bu ¢aligmada Adoxophyes orana’dan
izole edilen yaklasik %60-100 oraninda, 3-6 x 10° graniil mI™ konsantrasyonunda Baculoviris
orana virlisiiniin etkisi arastirilmigtir (Chkhubianishvili ve Malaniya, 1986, 1990).

Tez ¢aligmasinda ise bakiiloviriis gurubuna ait ii¢ tane niikleopolihedroviriis (LydiNPV,
HycuNPV ve ManeNPV) L. botrana larvalar1 {izerine ilk kez test edildi. Bu c¢alisma
sonucunda NPV’lerin bu zararh iizerinde 6nemli derecede 6liim etkisi olusturdugu gorildii
(sirasiyla %83, %83 ve %80). Fakat en yiiksek oldiirticti etki 10 giinliik deney periyodunda,
%90 6lim orani ile Chilo iridescent virusten elde edilmdi. CIV ile L. botrana larvalarinin
enfeksiyonu bu ¢alisma ile ilk kez kayit altina alinmastir.

Omurgasiz iridescent iridoviriislerin ¢ok sayida zararli bocegi enfekte ettigi
bilinmektedir (Jenkins ve ark., 2011). Chilo iridescent virls (CIV), pirin¢ sap kurdu (Chilo
suppressalis)’ndan izole edilmistir (Fukaya ve Nasu 1966). CIV Iridoviruslerin pamuk kurdu,
Kok kurdu ve pamuk afitlerini de iceren Coleopteran tirlerini efekte ettikleri ve bu
enfeksiyonun zararlida yliksek oranda 6liime sebep oldugu bilinmektedir.

Sonu¢ olarak tez kapsaminda bir¢ok farkli entomopatojen mikroorganizmanin L.
botrana iizerine insektisidal aktivite testleri yapilmistir. Calismada kullanilan farkli
entomopatojen gruplari icerisinde en yiiksek oOldiiriicii etkiye sahip mikroorganizmalar, bu
zararli lizerinde potansiyel biyolojik miicadele materyali olarak kullanilabilir. Teste tabi
tutulan mikroorganizmalardan Bacillus thuringiensis (MnD), Metarhizium anisopliae (Gg-12)
ve Chilo iridescent virus (CIV) izolatlar1 yiiksek 6liim etkileri ile L. botrana larvalari igin
biyolojik miicadelede kullanilabilecek etkili izolatlar oldugunu gostermektedir. Daha sonraki
caligmalarda bu izolatlarin biyolojik preperatlara doniistiiriilmesi ve arazi g¢alimalarinin
yapilmas1 gerekmektedir. Bu sebeple, biyolojik iiriin tiretiminde bu etikili izolatlarin dikkate
alimmasi gerekmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda, tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen bu

izolatlarin biyopestisit liretiminde umut vaat edici oldugu diistiniilmektedir.



5. SONUCLAR

Bu tez ¢aligmasinda iiziimde ciddi zararlara yol agan L. botrana ile etkili ve guvenilir bir
sekilde miicadele edebilecek bir biyolojik miicadele etmeni gelistirme dogrultusunda
aragtirmalar gergeklestirildi. Bu arastirmalar sonucunda Lobesia botrana’nin kiiltiire edilebilir
bakteriyal florasi belirlendi. Bakteriyal flora iiyeleri ve farkli zararlilardan izole edilmis 2
Bacillus thuringiensis tiiri, 12 entomopatojen fungu ve 4 viriisiin zararli tizerindeki
insektisidal etkileri belirlendi. Calismada ulasilan sonuglar asagidaki gibi siralanabilir:

1) L. botrana larvalardan 7 farkli bakteriyal izolat elde edildi. Bunlarin morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerine gore karakterizasyonlar1 yapildi ve
tanimlanmalar1 gerceklestirildi. Yapilan tanimlama calismalari sonucu, izole edilen
bakterilerin hepsi tiir seviyesinde tanimlandi. Boylece, L. botrana’nin kiiltiire edilebilir
bakteriyal florast Enterococcus faecalis (Lb4), Klebsiella pneumonia (Lb6),
Enterobacter ludwigii (Lb12), Rhodococcus erythropolis (Lb13), Enterobacter
aerogenes (Lb15), Enterobacter ludwigii (Lb17) ve Serratia marcescens (Lb21) olarak
belirlendi.

2) Bakteriyal flora uyelerinden Lb21, Lb12 ve Lb17 kodlu izolatlarin sirasiyla %93, %86
ve %86 oranlariyla zararl ilizerinde en yiiksek 6liim etkisine sahip olduklar1 belirlendi.
Diger izolatlarin yeterli insektisidal etki gdstermedikleri tespit edildi.

3) Farkli zararlilardan izole edilen ve yiiksek oldiiriicii etkiye sahip olduklari bilinen
Bacillus tiirlerinden MnD (Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki) ve BnBt (Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki)’nin sirastyla 3. ve 4. glinde L. botrana larvalar1 tizerinde
%100 oldiirticii etkiye sahip olduklart belirlendi. Bu sonuglar dogrultusunda asmalarda
blylk hasara sebep olan L. botrana zararlisina karsi B. thuringiensis susunun bu
bocege karst kullanilabilecek 6nemli bir entomopatojen oldugu belirlendi.

4) Kaynagi toprak ve farkli bocekler olan 12 farkli fungal izolattan, L. botrana (zerinde
Metarhizium anisopliae (Gg-12) ve Isaria fumosorosea (Y-2) izolatlarinin %93, ve B.
bassiana (CK) ve M. brunneum (269)’un inse %90 oOldiricu etki ile en yiksek 6ltm

oranina  sahip olduklar1  belirlendi. Mikozlanma degerleri g6z Oniinde



79

bulunduruldugunda, B. bassiana (CK, %87), M. brunneum (269, %77) ve M.
Anisopliae (4-Gm-a, %80) izolatlarin, L. botrana larvalar {izerinde Isaria
fumosorosea (Y-2) izolatindan daha yuksek oranda oldirict etkiye sahip oldugu
belirlendi. Bu sonuglar ile entomopatojenik funguslarin L. botrana’ya karsi biyolojik
miicadele etmeni olarak kullanilabilecekleri ortaya konuldu.

5) L. botrana larvalar1 tizerinde bocek viriislerinin insektisidal etkileri arastirildi. Bu
calismalar sonucunda, L. botrana‘nin Chilo iridescent virts (CIV) ile enfeksiyonu ilk
kez bu ¢alisma ile belirlendi. En yiksek oldirtcu etki 10 gunlik deney periyodunda,
%90 oOlim oram1 ile elde edildi. LydiNPV, HycuNPV ve ManeNPV
(niikleopolihedrovirtsler)’de L. botrana larvalar lizerine ilk kez test edildi ve sirasiyla
%83, %83 ve %80 etki gozlendi.

6) Gergeklestirilen virlis tarama c¢alismalar1 sonucunda sadece bir virls enfeksiyonuna
rastlanildi. izole edilen viriis DNA’s1 Agaroz jelde elektroforez edildikten sonra yapilan
goriintilemede DNA’nin, CIV’ye ait olma ihtimali iizerinde duruldu, fakat PCR

deneyleri sonucunda ¢ogaltilan DNA’nin jelden temizlenmesi asamasi basarisiz oldu.



6. ONERILER

Bu calismada Lobesia botrana’dan 7 farkli kiiltiire edilebilir bakteri izole edildi ve

bunlarin zararli tizerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Ayrica, farkli boceklerden izole

edilen yiksek insektisidal etkiye sahip 2 Bacillus thuringiensis tiri, 12 entomopatojen fungus

ve 4 virtsiin zararli tizerindeki insektisidal etkileri belirlendi. Calismada ulasilan sonug¢lardan

haraketle, gelecek ¢alismalara yonelik olarak asagidaki hususlar dnerilebilir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Elde edilen yeni bakteriyal izolatlarin baska zararlhlar iizerinde de insektisidal
etkileri arastirilabilir.

Insektisidal aktivite testleri yapilirken zararli bocek larvalara ayn1 anda sadece tek
bir patojen uygulandi. Ancak birden fazla patojenin karistirilarak uygulanmasi daha
yiiksek etki olusturabileceginden dolay1 karigimlar seklinde uygulamalar test
edilebilir.

Labaratuar kosullarinda elde edilen sonuglarin alan uygulamalarinda da benzer etki
gosterip gostermedikleri arastirilabilir.

Yiiksek oldiiriicli etkiye sahip olan izolatlarin ticari olarak gelistirilmesine yonelik ve
mikrobiyal miicadele preparatina doniistiirme ¢alismalar1 baglatilabilir.

Oldiiriicii aktivitesi yiiksek izolatin viriillansim1 etkileyen biyolojik faktdrler
arastirilabilir.

Kanitlara dayanarak bir kere goriinen ve en yiiksek oldiiriicli etkiye sahip oldugu

belirlenen, CIV enfeksyonu’nun arastirilmasi onerilebilir.
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8. EKLER

EK 1. Besiyeri, Ayira¢ ve Boyalarin Hazirlanisi

Ek 1. 1. Besiyerlerinin Hazirlanis

Leura-Bertani Agar (LB Agar): 500 ml besiyeri i¢in 5 g tripton, 2,5 g yeast extract, 2,5 g
sodyum Klorir (NaCl) ve 6 g agar-agar tartilarak saf su ile 500 ml ye tamamlanir,
otoklavlanarak steril edilir.

Leura-Bertani Broth (LB Broth): 500 ml besiyeri i¢in 5 g tripton, 2,5 g yeast extract ve
2,5 g sodyum kloriir (NaCl) tartilarak saf su ile 500 ml ye tamamlanir, otoklavlanarak steril
edilir.

Nitrient Agar (NA): Ticari olarak satilan hazir niitrient agar kullanildi. 1000 ml besiyeri
icin 28 g tartilip 1000 ml ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir. Kullanilan marka:
Fluka, Katalog no: 70148

Ndtrient Broth (NB): Ticari olarak satilan hazir niitrient broth kullanildi. 1000 ml
besiyeri i¢in 13 g tartilip 1000 ml ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir. Kullanilan
marka: LAB M, Katalog No: 061915

Tryptic Soy Agar (TSA): Ticari olarak satilan hazir besiyeri kullanildi. 1000 ml besiyeri
icin 40 g tartilip 1000 ml ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir. Kullanilan marka:
Merck, Katalog no: 1,05458,0500

MacConkey Agar (MCA): Ticari olarak satilan hazir besiyeri kullanildi. Kullanilan
marka: Merck, Katalog no: 1,05465,0500

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

Ek 1.2. Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlanisi

Aseton Alkol: 250 ml %95°1ik etanol ve 250 ml saf aseton karistirilarak hazirlandi.

Gram lyodu: 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodir (K1) 5 ml ddH,O’da ¢6ziildii; tizerine 250
ml ddH,0 ve 60 ml %5°lik sodyum bikarbonat (NaHCO3) ilave edildi.

Katalaz Ayiraci: Ayirag olarak %10°luk hidrojen peroksit (H207) ¢6zeltisi kullanildi.

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 karigtirildi. 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 ¢6ziildii; siizgeg kagidi yardimiyla
stiziilerek kullanildi.

Safranin: 2,5 g safranin O, 100 ml %95’lik etanol ve 500 ml ddH,O karistirilarak
hazirlandi.
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Ek 1.3. Kimyasallarin Hazirlamsi

X-Gal Hazirlanisi: 0,1M 10 ml hazirlamak i¢in 400 mg tartilip 10 ml ye tamamlanir,
filtre yardimiyla steril edilir. X-Gal molekiiler agirligi; 408,61 g’dir.

IPTG Hazirlanisi: 0,1M 10 ml hazirlamak i¢in 238,3 mg tartilip 10 ml’ye tamamlanir,
filtre yardimiyla steril edilir. IPTG molekiiler agirligi; 238,3 g’dir.

Ampicilin _Sulandirilmasi: 1 g tuzlu ampicilin 9,5 ml saf suda c¢ozilir ve filter
yardimuyla steril edilir.

TENS(Tris-EDTA-NaOH-SDS) Hazirlanisi: 10 mM pH 8,0 Tris, ImM pH 8,0 EDTA,
0,1 N NaOH ve %0,5 SDS ile hazirlanir.

3M pH 5.2 Sodyum Asetat Hazirlanisi(100ml): 40,824 g sodyum asetat 50 ml saf suda
¢oziindiikten sonra asetik asit yardimiyla pH’1 5,2’ye ayarlanir ve daha sonra 100

ml’ye tamamlanir. Otoklavlanarak kullanilir.
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Ek 2. API 20E panel test sistemi i¢in kullanilan anahtar

Testler  Substrat gellrle_nen Negatif Sonuclar Pozitif Sonuclar
eaksiyon

ONPG ONPG Beta-galaktosidaz Renksiz Sar1

ADH Arginin Arginin dihidrolaz Sar1 Kirmiz1 / Turuncu

LDC Lisin Lisin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

oDC Ornitin Ornitin dekarboksilaz ~ Sar1 Kirmizi / Turuncu

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

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

URE Ure Ure hidrolizi Sar1 Kirmizi / Turuncu

TDA Triptoofan Deaminaz Sar1 Kahverengi / Kirmizi

IND Triptofan Indol iiretimi Sar1 Kirmizi (2 dk.)

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

GEL Komdr Jelatinaz Siyah Siyah tabaka dagilmis
jelatin tabaka dagilmamisg

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

MAN Mannitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

SOR Sorbitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

RHA Ramnoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

SAC Sucrose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

MEL Melibiose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

AMY Amigdalin Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

ARA Arabinoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
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Ek 3. API 50 CH panel test sistemi i¢in kullanilan anahtar

Test Adi Test Adi

GLY Glycerol CEL D-celiobiose

ERY Erythriol MAL D-maltose

DARA D-arabinose LAC D-lactose(bovineorgine)
LARA L-arabinose MEL D-melibiose

RIB D-ribose SAC D-saccharose(sucrose)
DXYL D-xylose TRE D-trehalose

LXYL L-xylose INU Inulin

ADO D-adonitol MLZ D-melezitoz

MDX Methyl-BD-xylopyranoside RAF D-raffinose

GAL D-galactose AMD Amidon(starch)

GLU D-glucose GLYG Glycogen

FRU D-fructose XLT Xylitol

MNE D-mannose GEN Gentiobiose

SBE L-sorbose TUR D-turanose

RHA L-rhamnose LYX D-lyxose

DUL Dulcitol TAG D-tagatose

INO Inosidol DFUG D-fucose

MAN D-mannitol LFUC L-fucose

SOR D-sorbitol DARL D-arabitol

MDM Methyl-aD-mannopyranoside  LARL L-arabitol

MDG Methyl-aD-glucopyranoside GNT Potassium gluconate
NAG N-asetylglucosamine 2KG Potassium 2- ketogluconate
AMY Amygdalin 5KG Potassium 5- ketogluconate
ARB Arbutin SAL Salisin

ESC Esculin-ferric sitrate CEL D-celiobiose

SAL Salisin
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Ek 4. Elde Edilen izolatlarin 16S rRNA Gen Siralari
4.1. Lb4 Bakteriyal Izolatin 16S rRNA Gen Dizisi

GNNGNNCGNCGNTCGNTGACGANACGNTTNCNNGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCG
AGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAA
CAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGA
TGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGAT
GCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCG
AGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAG
AAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGG
TCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACCGTNGATGTGAANAACTT
CTGCGGCNNGNNNN

4.2. Lb6 Bakteriyal Izolatin 16S rRNA Gen Dizisi

NNTNNNNCNNNACGCCNATNTANGCNNTGCNGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCT
TGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT
GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC
AAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT
GGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATA
ACCTCATCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
ACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTG
CATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGEG
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ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA
AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGA
TGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTG
CCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAG
TATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGTAGATCAGAATGTATATNGNGANTANATNNTGACTTCANCNNNNNN

4.3. Lb12 Bakteriyal izolatin 16S rRNA Gen Dizisi

NNNGTTCNNNACGGCTATNNTNNACATGCAGTCGAGCGGTAGCGGAGGTGCCTTG
CTACTTTGCCGGCGAGCGGCGGAGGGGTGAGTAGTGTGGGGGAAAGTGCCTGATG
GGGGGGGATAACTAGTGGAAGGGGTAGCTAATACCGCATAGCGTCGCAAGACCA
AAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCCTCATATGTGCCCATATGGGATTAGCTA
GTAGGTGGGGTAACGGCTCCCCTACGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
ACCCCCCACACTGGAACTGACACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGCACAATGGGCGCAACCCTGATGCCCCCGTGCCGCGTGTATGAAAAA
GGCCTTCGGGTTGTAAAGTTCTTTCCGCGGGGAAGAAGGTGTTGAGGTTAATAAC
CTCAGCTATTGACGTTCCCCGCAAAAAAAGCCCCGGCTATCTCCGTGCCAGCCCCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCAGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCGGGCGGTCTGTCAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA
TTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGC
TTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATG
CTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCA
GCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGC
GTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGTAGATCAGAATGCTATCGTAGAATACNTNNNNACGCAACGNNCTNN

4.4. Lb13 Bakteriyal izolatin 16S rRNA Gen Dizisi
GTTCNNNACGGCTATNNTNNACATGCAGTCGAGCGGTAGCGGAGGTGCCTTGCTA

CTTTGCCGGCGAGCGGCGGAGGGGTGAGTAGTGTGGGGGAAAGTGCCTGATGGG
GGGGGATAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCC
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GGAATTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTTTGTGAAAAC
CAGCAGCTCAACTGCTGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTGCAGGG
GAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACC
GGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAACGAAAGCGTGG
GTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAG
GTGTGGGTTCCTTCCACGGAATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTG
ACATATACCGGAAAGCTGCAGAGATGTGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTG
GTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCCTATCTTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTCGTAAGAGACT
GCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTAT
GTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACAGAGGGCTGCGAGACCGTGA
GGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGA
CCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGTANGCNTNNTAGT
ACTT

4.5. Lb15 Bakteriyal izolatin 16S rRNA Gen Dizisi

NNGGGTNCNGNNCGCGAGGTACTATCNATGCAGTCGAGCGGTAACACAGAGAGC
TTGCTACTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTG
ATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGA
CCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGG
ATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGA
AGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCGTTAAGGTTAA
TAACCTTAGCGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCLCCCT
GGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTC
CGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT
CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATG
CAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTT
TGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTG
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TGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCG
ATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGG
CATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTC
GTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
CGTAGATCAGAATGCTATCGGTGAATACGTNCCCGANNNGNNN

4.6. Lb17 Bakteriyal izolatin 16S rRNA Gen Dizisi

NNNNGTTCGTNCACNCGGATATTNGCNATGCAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAG
CTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCT
GATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAG
ACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAG
GATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTA
ATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGA
ACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGLCCCC
CTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGG
CGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCA
GAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTT
GTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGT
GCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCAT
AAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCTGGAA
TCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCNNGGGACTACAGCTGATGCATCGTNNNN
N

4.7. Lb21 Bakteriyal Izolatin 16S rRNA Gen Dizisi

GNGANNGATCNTCTAGNACCATATTCTAGTCGTAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTG
CTCCCTGAGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT
GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC

AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT
AGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT

GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAACTTAATA
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CGTTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
ACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTG
CATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGG
ACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA
AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGA
TGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGC
CAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGT
ATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCCAATTGTTAGTACGAGATA
TTCATCATTAATCATACATCACGGTACCATATCTAGANTGANCANGTNATNNT
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