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OZET

ONEMLI KAVAK (Populus sp.) ZARARLILARINDAN
Chrysomela populi (Linnaeus, 1758)’NiN BAZI MEZOFILIiK
BAKTERILERININ TANIMLANMASI VE BU ZARARLIYA KARSI
BiYOLOJIK AJAN ETKIiNLiGINiN BELIRLENMESIi
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Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, 2014
Yiiksek Lisans Tezi, 97 s.

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Omer ERTURK

Kavak zararlis1 bocekler kavak iiretiminde ve dolayisiyla iilke ekonomisinde 6nemli
derecede kayiplara neden olmaktadir. Bu tez calismasi iilkemizde 6nemli kavak
zararhist olan, Chrysomela populi L. (Coleoptera: Chrysomeliidae)’de hastalik
olusturan entomopatojenik bakterilerin varhigmnin arastirilmasit ve bu patojenlerin
tanimlanmas1 amaciyla yapilmistir. Kocaeli (Izmit), Sakarya (Akyazi), Samsun,
Cankiri, Amasya ve Eskisehir illerinden toplanan saglikli ve 6lii ergin 6rneklerden 50
farkli izolat elde edilmistir. Saf kiiltiir olarak elde edilen bu izolatlardan 35 tanesi
koku, renk ve kolonilerin morfolojik 6zelliklerine bakilarak calismada kullanilmak
icin secilmistir. Izolatlarm tiir tayinlerinin yapilabilmesi i¢in sitolojik, morfolojik, ve
biyokimyasal 6zelliklerinin yaninda VITEK® 2 sistemi kullanilmistir. VITEK® 2
sonucuna gore izolatlarin 32 tanesi tlir diizeyinde tanimlanirken 3 tanesi tiir alt1
kategoride tanimlanmustir. 9 farkl tiir (3 tanesi tiir alt1) oldugu diisiiniilen izolatlar
Bacillus vallismortis, B. cereus, B. mycoides veya B. thuringiensis, Staphylococcus
haemolyticus, Aerocaccus viridans, Enterococcus faecium, Sphingomonas
paucimobilis, Leucanostoc mesenteroides spp. cremoris, Staphylococcus homonis
spp. hominis, Staphylococcus cohnii spp. cohnii olarak tanimlanmustir. insektisidal
etki gosterebilme potansiyeli olan 4 tiirin Chrysomela populi iizerinde -etkisi
incelenmis ve bu tiirlerin patojen mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal
etkilerinin olup olmadig1 arastirilmustir. izolatlar herhangi bir antimikrobiyal etki
gostermezken; Bacillus vallismortis %73.30, B. thuringiensis %70.60, Aerocaccus
viridans %53.30 ve Staphylococcus haemolyticus %36 oranlarinda insektisidal etki
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kavak, Insektisidal Etki, Biyolojik Kontrol, Entomopatojenik
Bakteri



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND INSECTICIDAL EFFECTS OF SOME BACTERIA
FROM Chrysomela populi (LINNAEUS, 1758), AN IMPORTANT POPLAR
(Populus sp.) PEST

Eda DEMIRKOL

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Natural and Technology
Department of Biology, 2014
MSc. Thesis, 97 p.

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Omer ERTURK

Poplar pests cause economically important loses on the poplar production. In the
present study, entomopathogenic bacteria and their insecticidal potential from were
investigated in the populations of an important poplar pest, Chrysomela populi L.
(Coleoptera: Chrysomeliidae) in Turkey. Totally fifty bacterial isolates were isolated
the larvae and adults of C. populi collected, Kocaeli (izmit), Sakarya (Akyaz),
Samsun, Cankiri, Amasya and Eskisehir. After getting the pure cultures of the
isolated bacteria, 35 isolates were selected for futher studies according to their
colony morphologies. For the identification of the isolated bacteria at the species
level, VITEK® 2 Bacterial Identification System was used additional to cytological,
morphological and biochemical tests. As a result, 32 bacteria were identified at the
species level and 3 bacteria at the subspecies level. Nine different species were
identified as Bacillus vallismortis, B. cereus, B. mycoides or B. thuringiensis,
Staphylococcus haemolyticus, Aerocaccus viridans, Enterococcus faecium,
Sphingomonas  paucimobilis, Leucanostoc  mesenteroides spp.  cremoris,
Staphylococcus homonis spp. hominis, Staphylococcus cohnii spp. cohnii.
Insecticidal potential of four species were found as 73.30% with Bacillus
vallismortis, 70.60% with B. thuringiensis, 53.30% with Aerocaccus viridans and
36% with Staphylococcus haemolyticus, while there is no any detected antimicrobial
effecets for these bacteria.

Key Words: Poplar, Insecticidal Effect, Biological Control, Entomopathogenic
Bacteria
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1. GIRIS

Diinyaya paralel olarak iilkemizde de niifus artisiyla birlikte odun hammaddesi ve
kagida olan ihtiya¢ her gegen giin artmaktadir. Bu talebe bagli olarak dogan ihtiyag
kargilanamamaktadir. Odun hammaddesi eksikliginden dolayr bu hammaddeyi
kullanan tesisler ancak %60 kapasite ile ¢alismaktadir (Kanat, 2000). Yapilan
tahminlere gére odun hammaddesi tretim kapasitemiz artirilmazsa 2020 yilina
gelindiginde tretim ile talep arasinda 40 milyon m3/y11 diizeyinde bir acik
olusacaktir. Bu talebin karsilanamamasi durumunda iilkemiz ekonomisinin ciddi
boyutta darbogaza girmesi beklenmektedir. Ciinkii ekonomik hayatmm hemen her
safhasinda odun hammaddesi dogrudan veya dolayli olarak yer alan bir ana mal veya
bir ara mal olma durumundadir. Odun hammaddesi ihtiyacin1 kargilamak i¢in dogal
ormanlara kiyasla 40-50 misli fazla {iretim yapma giiciinde olan endiistriyel

plantasyonlar bu kapsamda tek se¢enek olarak goriilmektedir (Birler ve Diner, 1994).

Endiistriyel plantasyonlar yerli ve yabanci orijinli kavak ve hizli gelisen agag tiirleri
ile tesis edilmektedir. Dogal ormanlar tahrip edilmeden ortaya ¢ikan bu agigin
karsilanabilmesi i¢in, ¢ok hizli biiylime yetenegiyle birlikte iyi bir endiistri bitkisi
olan kavagin genis alanlarda endiistriyel plantasyonlarmin olusturulmasi biiyiik onem
tasimaktadir (Zeki ve Toros, 1996; Kanat, 2000). Ulkemizde kavake¢iligin hizhi
gelismesi, birim alanda ve birim zamanda maksimum verimin elde edilmesi
sonucunu dogurmustur. Ancak, kavak iiretiminin devamliligini ve verimini olumsuz
yonde etkileyen biyotik faktorlerin basinda, kavaklarda zarar yapan bocekler
gelmektedir. Ulkemizde kavak¢iliktaki hizli gelisimle birlikte, kavak zararlisi
boceklerin yogunluk kazanmasi, maksimum verim elde edilmesi amacini sekteye
ugratmaktadir. Cok sayida kavak zararlis1 bocegin ergin ve larvalari, kavaklarin kok,
gbvde ve yapraklari ile beslenerek agaclarin zayif kalmasima, teknik agidan kalitede
bozulmalara ve ozellikle geng¢ kavaklarin kurumasina neden olabilmektedir (Zeki ve
Toros, 1996; Kanat, 2000; Tozlu 2001; Aktas ve ark., 2008; Aktas ve Simsek, 2010).
Sadece kavak delici boceklerinin %42 oraninda zarar yapabildigi bilinmektedir

(Aktas ve Simsek, 2010).

Kavak zararlis1 bocekler kavak iiretiminde ve dolayisiyla da iilke ekonomisinde bu

denli 6nemli kayiplara neden olurken, bu zararlilar ile miicadele ¢aligmalar1 nispeten



smirhidir (Giiler ve ark., 1995; Aktas ve Simsek, 2010). Ozellikle de bu zararlilar ile
biyolojik miicadelede entomopatojenik organizmalara yonelik caligmalar yok
denecek kadar azdir. Bir 6rnek vermek gerekirse, zararlilardan Lymantria dispar L.
ile biyolojik miicadelede entomopatojenik organizmalardan virlis ve protistlerin
kullanimina yonelik yurt disinda yiizlerce ¢aligma mevcut iken (Goertz ve ark., 2004,
Pilarska ve ark., 2006; Vavra ve ark., 2006) su an giincel olarak bir¢ok iilkede, farkli
cografik bolgelerdeki patojenlerin farkl etkiye (daha yiiksek 6liim orami beklentisi)
sahip olmasindan dolay1r bu zararliya karsi kendi lokal patojenleri arastirilirken,
iilkemizde bu zararlinin entomopatojenik organizmalarina yonelik kayda deger bir
calisma olmamasi, bu alanda ¢alismalarin ne kadar smirli oldugunun bir kanitidir.
Mevcut durumda bu zararhilarin bazilariyla miicadelede uygulama kolayligindan
dolay1 kimyasal miicadele zaman zaman kolayca tercih edilmekte ve giincel olarak
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de kavak zararlilar1 ile yapilan birbirinden bagimsiz
mekanik ve kimyasal miicadele caligmalar1 istenilen basariya ulasamamistir.
Kimyasallarla yapilan miicadelede yeterli basar1 saglanamazken, ilave bir de
ekonomik maliyet ortaya ¢ikmistir. Ulkemizde yaklasik 125 000 hektar kavak
agaclandirmasi bulunmaktadir. Buna gore yapilan hesaplamada Tiirkiye kavak
agaclandirmalarinda yillik ilaglama maliyeti yaklasik 7 698 600 TL’dir (Anonim,
2012). Bu yiiksek maliyete ragmen, kimyasal miicadelede kullanilan insektisitlerin
birgok yan etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Insektisitler zararhh boceklerin predatorlerine
ve ¢evredeki diger yararl canlilara bir¢ok yonden ciddi zararlar vermektedir (Ecevit,
1988). Bu nedenle son yillarda tiire 0zgli miicadele ajanlar1 vasitasiyla hedef
zararlmin digindaki canlilara zarar vermeyen biyolojik miicadele ¢alismalarma
agirlik verilmektedir. Ancak biyolojik miicadele c¢ok uzmanlik gerektiren bir
konudur, kullanilacak ajanin dikkatle se¢ilmesi ve tiire 6zgii olmasi ¢ok dnemlidir.
Bu nedenle, son zamanlarda diinyada yogun bir sekilde zararlilarin patojenleri
lizerine arastirmalar yapilmaktadir. Bu tip patojenler arasindan tiire 6zgii ve 6ldiiriicii

etkisi yiiksek olanlar1 aragtirilmaktadir.

Diinyada boceklerle miicadelede entomopatojenlerin kullanimina ydnelik ¢aligmalar
bu kadar yogun iken, iilkemizde kavak zararlilariyla bu tip bir miicadeleye yonelik
caligma yoktur. Oysa kavak bitkisinde zarar yapan bdceklerin bollugu ve ¢esitliligi,

onlarin birgoguyla biyolojik miicadele, 6zellikle de entomopatojenik organizmalarin



kullanildig1 bir miicadele yontemine kolaylikla imkan saglayabilir (Yaman ve Radek,
2003; Yaman ve ark., 2009; Yaman, 2012). Zengin bir entomopatojen cesitlilige
sahip iilkemizde kavak zararlilartyla miicadelede uygun entomopatojenik wviris,
bakteri, mantar ve protistlerin bulunmasi ve uygulamaya sunulmasi goz ardi
edilmistir. Sadece Yaman, (2008) Leucoma salicis’in bir niikleopolihedro viriisiinii

(NPV) kaydetmistir.

Tiirkiye cografi konumu, biyolojik cesitliligi ve iklim zenginligi bakimindan oldukg¢a
onemli bir konuma sahiptir. Bu nedenle bocek patojenlerinin iilkemizden elde
edilecek bir izolatinin daha etkili bir insektisit olabilecegi diisiiniilmektedir. Konumu
itibariyle Asya ile Avrupa arasinda koprii olan Tiirkiye yeni ve farkli patojenlerin

aragtirilmasi igin potansiyel bir kaynaktir (Murillo ve ark., 2001).

Boceklerde hastalik olusturabilen organizmalar bocekler ile miicadelede gelismis bir
cok iilkede ekolojik miicadele ajam1 olarak kullanilmaktadir. Ornegin
entomopatojenlerin viriisler grubuna dahil olan Bakiiloviriisler %100’e varan 6liim
orami ile etkili, sadece ¢ogalabildikleri tek bir konakta enfeksiyon yapmalar1 ile
cevredeki diger omurgasiz ve omurgali hayvanlara zararsiz ekolojik bir miicadele
ajan1 ve dogal ortamda gelecek yillardaki nesillere vertikal tasinimlarindan dolay1
streklilik gosteren bir miicadele ajan1 olmalarindan dolay1 iilkemizin disinda
gelismis biitlin tlkelerde ticari olarak {iretilip satilmaktadir (Hunter-Fujita ve ark.,
1998). Farkli cografik bolgelerdeki patojenler farkli oranda oOldiiriicii etki
gostermektedir. Bu nedenle her iilke daha yiliksek 6liim oran1 gosteren kendi izolatini
tespit edip kullanabilmek i¢in ¢alismalarmi siirdiirmektedir ve arastirilmamis
cografik bdlgelerden entomopatojen tespitleri son yillarda en cok tercih edilen
konular olmaktadir. Murillo ve ark., (2001), Asya’nin yeni ve etkili entomopatojenik
organizmalarin tespiti igin iyi bir potansiyel bdlge oldugunu énermistir. Ulkemizde
smirli sayida yapilan bu tiir ¢alismalarda bu yargiy1 dogrular nitelikte olup, smirl
sayida calismaya ragmen oldukca yiiksek oranda yeni entomopatojenik tiir

bulunmustur (Yaman ve Radek, 2003; Yaman ve ark., 2009; Yaman, 2012).

Bu kapsamda tezin amaci: Ulkemizde onemli kavak zararlisi olan, Chrysomela
populi L. (Coleoptera: Chrysomeliidac)’de hastalik olusturan entomopatojenik

bakterilerin varliginin arastirilmasi ve bu patojenlerin tanimlanmasidir. Elde edilecek



bu entomopatojenlerin tespit edilen bdcekte ve diger bazi zararli boceklerde
insektisidal etkilerinin belirlenmesi ve iglerinden etkili olanlarin bu zararlilar ile
miicadelede kimyasal insektisidlere alternatif biyolojik miicadele ajanlar1 olarak

sunulmasi amaglanmaktadir.

Bu sekilde hem kavak zararlhlarmnin kavak iiretiminde %50’ye varan ekonomik
kayiplarinin azaltilmasi hem de bu zararlilar ile miicadelede ¢evreye olumsuz etkisi
olmayan ekolojik ve maliyeti disik miicadele ajanlarmin kazandirilmasi
planlanmaktadir. Boylece iilkemizde ilk kez kavakgilik alaninda entomopatojenik
organizmalarin kullanimina baslanmasi amaglar arasindadir. Farkli disiplinlerde
calisan bilim insanlarmin deneyim ve tecriibelerini birlestirerek kavakcilik ve
ormancilik alaninda entomopatojenlerin ¢alisilmasmin ve kullanilmasinin tesvik

edilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Diinya niifusundaki devamli artis orman iriinleri iiretimi ile tiiketimi arasindaki
ac1gmn her yil biraz daha biiyiimesine neden olmaktadir (Zobel, 1984; Zhang ve ark.,
1997). Bu a¢igin temel sebepleri bilingsiz, diizensiz, asir1 ve plansiz tiiketimlerdir.
Bunun sonucunda fiziksel ve genetik agilardan tahrip olmus; bitki-toprak-su dogal
dengesi bozulmus; zengin flora-fauna biyolojik cesitliligimiz azalmis; odun arz agigi
yaninda sel, heyelan, ¢1g ve toprak erozyonu gibi dogal afetler sosyal yasami tehdit
eder seviyelere ulagmistir. Kalite ve kantite bakimmdan yetersiz olan
ormanlarimizdaki bu a¢igin kapatilmasi amaciyla agaclandirma c¢aligmalarina 6zel
bir 6nem verilmekte ise de {liretim agiginin karsilanmasi oldukca giic goriilmektedir

(Zobel, 1984; Bowyer ve ark., 2005).

2.1. Tiirkiye ve Diinyadaki Odun Hammaddesi Durumu

Tirkiye’de odun hammaddesi ana arz kaynaklari; devlet ormanlari, 6zel ormanlar,
0zel kesime ait arazilerde grup, kiime ve sira halinde yetismis agac¢ ve agagciklardan
yapilan tapulu kesimler, 6zel sektore ait hizli gelisen tiir agaclandirmalari, diger agag

tiirleri agaglandirmalar1 ve ithalattan olusmaktadir (DPT, 2005).

Tiirkiye oldukga smirli orman kaynaklarma sahip olmakla birlikte 21.20 milyon ha
(hektar alan) ormanlik alanin ancak 10 milyon ha’1 (yaklasik %50) verimli orman
smifina girmektedir (OGM, 2006).

Tirkiye’de odun hammaddesine olan talebin her gegen giin biraz daha artmasi, arz-
talep dengesizliginden meydana gelen siirekli bir arz agig1 olusturmaktadir. Kiiresel
niifus artigina paralel olarak, diinyada 1950-1990 yillar1 arasindaki odun hammaddesi
tilketimi mevcut miktarlar1 ile 2000-2030 yillar1 i¢in yapilmis talep tahminleri
arasinda cok ciddi dengesizlikler mevcuttur. Buna gore; diinyada 2020’li yillarda
odun hammaddesi toplam talebinin yaklasik “5.60 milyar m*/y1l” diizeyini, tiretim
agiginin ise yaklasik “2 milyar m®/y1l” smirin1 asmasi beklenmektedir. Bu konuda 6n
goriilen ¢oziimler ve diisiinceler arasinda odun talebini azaltici tedbirlerin alinmasi,
odun ihtiyacinin iiretim yoluyla arttirilmas: diisliniilebilir. Odun ihtiyacinin iiretim
yoluyla arttirilmasi en kisa siirede ve en ekonomik ¢oziim yoludur. Bunun i¢in de

kisa siirede verim giicli yiiksek ve 6zel sektor ormanciligina konu olabilecek hizli



gelisen tiirlerde yapilacak endiistriyel agaglandirmalar hizla gelismistir (Ozkurt,

2002).

Diinya endiistriyel odun iiretimi swralamasinda Kuzey ve Orta Amerika %40’lik
payiyla birinci sirada gelmektedir. Bunu %30 ile Avrupa, %13 ile Asya, %10 ile
Giiney Amerika, %4 ile Afrika ve %3 ile Okyanusya takip etmektedir (Kok, 2009).

Pek cok iilke odun hammaddesi talebini karsilayabilmek amaciyla, kendi ulusal
coziimlerini tiireterek, Ozellikle odun iiretimine yonelik endiistriyel agac¢landirma

yatirimlarina 6nem vermektedir (Koger ve Diner, 2003).

Ulkemizde, yerli ve yabanci orijinli hizli gelisen ¢esitli agac tiirleri ile endiistriyel
plantasyonlar kurulmasi1 miimkiindiir. Plantasyon ormanciligmin cevresel olarak en
biiyiik faydasi hizli gelisen tiirlerin ekonomik olarak degerleri yliksek agag tiirlerinin
yerine kullanilabilme olanagidir. Bu sayede ormanlar iizerindeki baski azaltilmis ve

ayn1 zamanda sosyal bir sorumluluk bilinci de yerine getirilmis olmaktadir.

Halkimiz tarafindan yaygimn olarak tesis edilen kavak agaglandirmalari, endiistriyel
plantasyonlar i¢in basarili bir 6rnek olusturmaktadir. Ayrica, orman rejimi altindaki
alanlarda, hizli gelisen yabanci tiir orman agaclar1 ile tesis edilecek endiistriyel
plantasyonlarda, 25-30 yillik idare siireleri sonunda yillik ortalama odun
hammaddesi artimimimn “12.50-17.50 mg/ha/yll" diizeyine ulagmasi ve birim alanda
"350-500 m*/ha/y1l" diizeyinde odun hammaddesi iiretilmesi miimkiindiir (Birler,
2006a). Diinyada plantasyon ormanciligi kapsaminda yetistirilen hizli gelisen tiirler
(sogiit, kavak, pavlonya, okaliptiis vs.) orman iirlinleri endiistrisi (MDF, yonga levha,
lif levha, kagit ve karton tiretimi) i¢in alternatif birer hammadde kaynagi olmuslardir

(Birler, 2006b).



2.2. Kavak Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Botanik siniflandirmaya gore Kavak (Populus), Spermatophyta (Tohumlu bitkiler)
grubunun, Angiospermae (Kapali tohumlular) alt subesine bagh Dicotyledonae (iki
cenekliler) smifina giren Monochlamydeae alt sinifindan, Salicales takimima ait
Salicaceae familyasi i¢inde yer alir. Kavak bir cinsli ve iki evcikli olan anemogam
bir bitkidir. Cigek tozlar1 disi ¢igeklere riizgarla tasinmaktadir. Ayrica kavak, dioik
bitki oldugundan fazla miktarda melezlesme yapar (Sekendiz, 1974).

Genellikle diizgiin govdeli, beyaz kabuklu, 30-40 m kadar boylanan agaglardir.
Yapraklar1 genellikle ovat ya da rombiktir. Riizgarla tozlasan ¢icekler yapraklardan

once agar, amentumlar1 ince ve sarkik durur (Yildiz ve Aktoklu, 2010).

Biitiin 6rnekleri boylu agag halini alan Populus (Kavak) cinsinin her iki yar1 kiirenin
iliman yerlerinde yayilmis olan ylizden fazla tiirii, bircok varyetesi ve her giin
yenileri elde edilen sayisiz melezleri ve klonlar1 vardir (Kayacik, 1963; Gokmen,

1973).
2.3. Tiirkiye’de Bulunan Kavak Tiirleri

Ulkemizde 4 tiir kavak agac1 dogal yayilis gdstermektedir. Bu tiirler Populus nigra
L. (Karakavak), Populus alba L. (Akkavak), Populus eupharatica Oliv. (Firat
kavagi) ve Populus tremula L. (Titrek kavak)’dir (Giirboy ve ark., 2008).

2.3.1. Populus euphratica (Firat kavagi)

10-15 m boyunda, kabuklar1 gri renkte kiigiik agaclardir, yapraklar lineardan ovat-
oblonga kadar, ¢ogunlukla tiiysiizdiir. Giliney ve Gilineydogu Anadolu’da ozellikle
dere i¢lerinde yaygindir (Yaltirik, 1993).

2.3.2. Populus alba (Akkavak)

30-40 m boyunda kabuklar1 beyaz renkte olan agaglardir, yapraklar palmat loplu, alt
yiizeyleri yogun ve beyaz tiiyliidiir. Ulkemizin hemen hemen her yerinde bulunur
(Yaltirik, 1993).



2.3.3. Populus tremula (Titrek kavak)

25 m'ye kadar boylanabilen, sik dalli, genis konik tepeli, kigin yapragini doken, dioik
bir agactir. Sarimtirak-gri renkli, parlak ve diiz kabuklar1 aga¢ yaslaninca koyu gri
renkli ve derin olukludur. Uzun siirgiinlerde yapraklar sivri uglu, yumurta seklinde,
taban1 yiirek biciminde olup kenarlar1 diizensiz dislidir. Kisa siirgiin iizerindekiler ise
dairemsi sekilde, kiit uclu, tabani hafif yiirek bigiminde olup kenarlar1 dilimli diglidir.
Mart-Nisan aylarinda goriilen erkek ve disi ¢igekler asagiya dogru sarkan kurullar
halindedir (Oner ve Aslan, 2002).

Biiylik yangin ve hastaliklardan sonra alana ilk gelip yerlesen oncii tiirlerindendir.
Orman i¢lerinde nemli ve kuytu kesimleri ¢ok sever ve step alanlar1 disinda hemen

her yerde yetismektedir (Ansin ve Ozkan, 2006).

Uzun yaprak saplarinin yandan basik olmasi en hafif bir esintide yapraklarin
sallanmasia neden olmaktadir, bu nedenle titrek kavak adin1 almistir. Titrek kavak
ortalama 60-80 yil yasayabilen, yaprak doken bir aga¢ tiriidir (Von Wiihlisch,
2009). Titrek kavagm kisa omiirlii bir aga¢ tiirii olmasmm nedeni yumusak ve beyaz
odununun mantarlarin ¢iirlitiicii etkisine karsi dayanikli olmamasidir (Parrott ve

MacKenzie, 2008).

Titrek kavak tiirii diinyada, biitiin Avrupa, Kuzey Bat1 Afrika, Liibnan, On Asya,
Kafkasya ve Sibirya'da dogal yayilis gostermektedir. Doguda ise Kuzey Cin'e kadar
ulagsmaktadir. Ulkemizde ise; Bat1 Trakya, Bat1 Anadolu ve Karadeniz bdlgelerinde
cok iyi gelisme gdstermekte olup, Giineydogu ve I¢ Anadolu step bdlgesi disinda
kalan tiim orman alanlarinda genis yaprakli ve igne yaprakli karisik ormanlarda
kiimeler halinde veya dagmik olarak yayilis gostermektedir (Yaman ve Saribas,

2004).

2.3.4. Populus nigra (Karakavak)

Kism yapragmi doken, 40 metreye kadar boylanabilen, dallar1 sik, kabuk govdesi diiz
ve grimsi, piramidal tepeli ve estetik degeri yiiksek siitun gibi biiyiiyen bir agagtir.
Bol giinesli yerlerde ve iliman iklimlerde yetisir. Nemli, derin, kumlu, gevsek

topraklari tercih eder. Tek veya gruplar halinde parklarda, yol ve cadde kenarlarinda,



deniz, rmak ve dere kiyilarinda bulunmaktadir. Vatan1 Tiirkiye ve Bat1 Asya’dir.

Asya ve Avrupa’da genis bir sekilde kiiltiiri yapilir (Yiicel, 2005).

2.4. Kavak Agacinin Kullanim Alanlan

Kavak odunu, ¢cogunlukla yumusak, diisiik yogunlukta, beyaz renkli ve hafiftir. Bu
nedenle kullanim alani genistir. Kereste, yonga levha, lif-levha, ambalaj, mobilya ve
insaat malzemesi olarak endiistride kullanilmaktadir. Kavak, ayni zamanda tarim
alanlarinda riizgar perdesi, toprak ve su koruma amacgl kullamildigi gibi, akarsu
yataklarmin islahinda ¢ok sik kullanilmaktadir. Bunun yaninda, bosaltilmis maden
sahalarmin agaclandirilmasinda ve agir metallerce kirletilmis topraklarin
temizlenmesi amaciyla da degerlendirilmektedir. Baz1 bdlgelerde, 1sitnma amaciyla

kullanildig1 da bilinmektedir (Vietto ve Chiarabaglio, 2004; Ball ve ark., 2005).

Karakavak odunu kaplamacilikta, seliiloz ve kagit endiistrisinde, insaat ve

mobilyacilikta kullanilmaktadir (Yiicel, 2005).

Titrek kavak odununun cok c¢esitli kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Odununun
yeknesak yapida olmasi, yumusak ve kolayca soyulabilmesi, egilme direncinin
yilksek olmasi, kimyasal maddeleri absorbe etme 6zelligi ve yandiginda is
¢cikarmamasi, yillik halkalarmin dar olmasi, koyu renkli bir 6ziiniin bulunmamas1 ve
diizgiin 1ifli olmasi nedeniyle soyma makinelerinde kolaylikla tabakalar halinde
soyulabilmesi gibi nedenlerle kibrit ¢opli yapiminda kullanilmaktadir. Titrek kavak
odununda, lignin oraninin %17.40 ile diger kavak tiirlerinin ¢ogundan daha diisiik
oranlarda  bulunmasi, tersine seliiloz oraninin yiiksek olmasi, kolayca
beyazlatilabilmesi ve lif uzunlugunun 1.36 mm olmasi gibi nedenlerle kagit
iiretimine elverigli bir tiir oldugu sdylenebilir. Ayrica hektar basina kuru odun
maddesi veriminin yiiksek olmasi da (hektarda 6.70 ton kuru odun maddesi verimi)
Titrek kavagi kagit ve seliiloz iiretiminde aranilan bir tiir yapmaktadir (Oner ve

Aslan, 2002).



2.5. Zararhlarla Miicadele Yontemleri

Bazi bocek tiirleri bitkiler iizerinde ciddi zararlara neden olmaktadir. Ozellikle tarim
ve orman TUriinleri lizerinde bu bocek tiirlerinin her yil tekrarlayan zararlari
milyarlarca liray1 bulan irlin ve is giicliniin bosa gitmesine yol agmaktadir. Bu
zararlilarin bitkilerde yaptiklar1 gesitli zararlarinin, gerek dogal kuvvetler (dogal
miicadele) gerekse insan yardimiyla (uygulamali miicadele) Onlenmesine veya
azaltilmasma yonelik yontem ve harcanan c¢abalara zararhilarla miicadele

denilmektedir.

Tarimin ana hedefi sadece birim alandan ¢ok {iriin almak olmayip, ayn1 zamanda
stirdiiriilebilir tarim tekniklerine uygun, ¢evreye, insan ve hayvan sagligina duyarl
iirlin yetistirebilmektir. Bunu saglayabilmek i¢in, saglikli tohum ve fide kullanmak,
iyl bir toprak islemesi, sulama, gilibreleme, budama gibi bir¢cok tarim tekniginin
uygulanmasimin yaninda; iirlinde kalite ve kantite yoniinden dnemli kayiplara neden
olan hastaliklar, yabanci otlar ve zararlhilara karsi da bilingli bir miicadele yapmak
gerekmektedir. Uriin kayiplarina neden olan bu canlilara karsi, degisik miicadele
yontem ve teknikleri gelistirilmistir. Bunlar kiiltiirel 6nlemler, fiziksel-mekaniksel
miicadele, kimyasal miicadele, biyolojik miicadele, biyoteknik miicadele, entegre

miicadele ve yasal miicadele olarak siralanabilir (Uygun ve ark., 2010)

Insanm herhangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bocek popiilasyonlarinin
kontrol altinda tutulmasi dogal miicadeledir. Cevre direncinin bir sonucu olarak
boceklerin 6nemli bir kismi ya ¢ogalmadan ya da ¢ogaldiktan sonra oliir. Boylece,
zarar olusturan bocegin ortamdaki sayis1 ve olusturdugu zarar diisiik seviyede
kalmistir. Yasal miicadele; yasal yollardan yararlanilarak, zararlhlarin yayilmalarini
onlemektedir. Karantina, ambargo, muayene ve sertifika uygulamak bunlarin basinda
gelmektedir. Bu tiir uygulamalar bazen kitalar ve iilkeler arasinda olurken, bazen de
bir bolgenin igerisinde bir bolgeye Ozgii uygulanabilirler. Mekanik miicadele;
bocekleri gesitli yontemlerle toplamak, pusuya diisiirmek, yem tuzaklari kurmak,
feromonlar kullanmak, tuzak odunlar1 hazirlamak veya gida degisimi yapmak
suretiyle gerceklestirilen miicadele seklidir. Fiziksel miicadele; Sicak ve nemden
yararlanilarak boceklerin dldiiriilmesi, elektrik veya radyoaktivite kullanarak

boceklerin  kisirlagtirilmast  islemlerini igeren miicadele yontemidir. Kiiltiirel

10



miicadele; toprak bakimi, islenmesi ve giibrelenmesi, yabanci ot ve atiklarin
temizlenmesi ve bitki ndbetlesmesi gibi toprakla ilgili yapilmasi gereken isleri kapsar

(Demirbag ve ark., 2008).

Kimyasal miicadele; gesitli kimyasal maddelerin toz veya sulu halde kullanilmasi
suretiyle yapilan miicadeledir. Ulkemizde ¢ok yaygm olmasma ragmen, gevreye
verdigi olumsuz etkilerden dolayr giiniimiizde gelismis iilkelerde yavas yavas bu

yontemden vazgeg¢ilmektedir (Boucias ve Pendland, 1998).

Kimyasal miicadele bitki hastaliklarma kars1 uzun yillar yaygim olarak kullanilan bir
miicadele yontemi olmustur. Ancak ¢evreye ve insan saghigmma verdigi zararlar bu
miicadele yontemine alternatif yontemler bulmayi gerektirmistir. Bu yOntemler
icerisinde de biyolojik miicadelenin onemi giin gectikce artmaktadir. Biyolojik
miicadele antibiyosis, yarisma, hiperparazitizm, hipoviriilens, uyarilmis dayaniklilik
ve capraz koruma mekanizmalarmi kullanarak bitki patojenlerini baski altina
almaktadir. Cesitli zorluklar1 bulunan biyolojik miicadele yonteminin diger
yontemlerle karsilastirildiginda kisa vadede olmasa da uzun vadede daha basarili bir
miicadele yontemi oldugu bilinmektedir. Ancak basarili bir biyolojik miicadeleyi
smirlayan cesitli faktorlerin oldugu asikardir. Biyoetmende, patojende ve cevre
sartlarinda meydana gelen ufak bir degisiklik biyolojik miicadeleyi 6nemli derecede
etkilemektedir. Bununla birlikte kontrol etmeye calisti§imiz patojenler hakkindaki
bilgimizin az olmasi da bizim onlarla miicadelemizi gii¢clestirmektedir. Bu nedenle
miicadelede ilk adim, patojen ekolojisini anlamaktir. Rizosferde yasayan diger
mikroorganizmalar hakkindaki bilgimiz de ayn1 derecede 6nemlidir (Martin ve Bull,

2002).

Klasik biyolojik miicadele; hedef olmayan dogal bitkilere ve iiriinlere olumsuz bir
etkisi olmaksizin, hedef yabanci otlara kars1 bir bocek veya bir patojen kullanilarak
uygulanan selektif bir islemdir (Ghosheh, 2005).

Biyolojik miicadelede kullanilacak ideal organizmanin se¢iminde, patojenlere direkt
etkisinin olmasi bir gereklilikmis gibi diisiiniilebilir. Ancak bu ideal organizma, iyi
bir sekilde kolonize olsa bile inokiile edilen bitkinin gelisimine olumsuz etkide

bulunmamasi gerekir (Alstrom, 2000).
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2.6. Biyolojik Miicadelenin Onemi

Tarimsal miicadelede kimyasallarin kullanimi, {ireticiler agisindan etkilerinin kisa
stirede goriilmesi ve uygulama kolayliklarindan dolayir olduk¢a popiiler olmakla
birlikte, cevreye ve sagliga olan zararlari, mikroorganizmalarda olusan dayaniklilik
sorunlar, yeni wklarin ortaya ¢ikmasi gibi 6nemli sorunlar1 da beraberinde
getirmektedir. Ayrica kalint1 nedeniyle yurtdisina gonderilen gida iriinlerinin geri
gonderilmesi iilkemiz agisindan hi¢ iyi bir reklam olmamaktadir. Iste bu gibi
sebeplerden dolayr kimyasal miicadeleden miimkiin oldugunca uzak baska
alternatifler aranmaya baslanmistir. Bu baglamda 6zellikle biyolojik miicadeleye
yonelik ¢aligmalarin oldugu organik veya ekolojik olarak adlandirilan tarim sistemi
gelistirilmistir.  Bu  sistem  Ozellikle biyolojik  preparatlarmm  kullanimini
yayginlagtrmayi, yeni ve etkin biyolojik kontrol elemanlarin1 arastirmayi

hedeflemektedir (Yigit, 2005).

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de zararli bdceklerin kontroliinde c¢esitli
kimyasal insektisitler kullanilmaktadir. Fakat kullanilan bu kimyasal insektisitler
dogal ¢evre ve hedeflenmemis organizmalar {lizerinde olumsuz etkilere sahiptir

(Ecevit, 1988; Unal, 1998).

Kimyasallarin yogun bir sekilde kullanilmasi zaman i¢inde zararli boceklerde
insektisitlere karsi dayamiklilik mekanizmasmin gelismesine neden olmaktadir.
Gergeklesen bu dayamiklilik mekanizmas: ilagtan kagma gibi davranissal
dayanikliliklar olabilecegi gibi birbirine ¢ok yakin akraba tiirler arasinda dahi
zararhya  direng  gosterebilecek  wklarin ~ olusabilmesi  seklinde  de

gerceklesebilmektedir (Ecevit, 1988).

Kimyasal insektisitler yalnizca bocek tiirlerine degil dogada bulunan bitki ortiisiine
de zarar verirler. Kimyasal insektisitlerin dogada toprak ve bitkilerde
birikmelerinden dolayr yok olmalar1 ¢ok uzun siirmektedir. Olusan bu birikim
topraktaki normal mikrobiyal popiildsyonu bozarak veriminin diismesine neden
oldugu gibi bitkiler aracilig1 ile besin zincirine dahil olarak besin zincirinin en iist
seviyesindeki canlilara kadar ulagir. Belli bir alana uygulansalar dahi kolayca yok
olmadiklarmdan dolay1 riizgar ve yagmur gibi dogal olaylarla ¢ok daha genis alanlara

yayilabilmeleri insektisitlerin zararmi daha da artirmaktadir (Unal, 1998).
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Uzun yillardan beri bitki hastaliklariyla siirdiiriilen kimyasal miicadele sonucu ortaya
cikan ciddi sorunlardan dolay1 6zellikle gelismis iilkelerde baslayan, alternatif bir
yontem bulma ¢abasi séz konusu olmustur (Delen ve Ozbek, 1993; Delen ve Tosun,
1997). Ozellikle son yillarda tiim diinyada ¢evrenin korunmasina karsi toplumun
bakis a¢ismin degistigi ve daha duyarli hale geldigi; bu acidan ele alindiginda
hastaliklar ve zararlilar yaninda yabanci ot miicadelesinde kullanilan ilaglara
alternatif olarak ¢evreye zararsiz veya c¢ok az zararli biyolojik preparatlarin
kullannminin giindeme geldigi bildirilmektedir. Siirdiirtilebilir bir {lretim icin

biyolojik miicadele kaginilmaz hale gelmektedir (Ozdemir, 1993).

Biyolojik miicadelenin ilk uygulama donemleri ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Asya’da avci karincalardan bu hususta yararlanildigi ve M.S. 900-1200 yillar1
arasinda narenciye zararlilarina karsi kullanildigr bilinmektedir. 1200°1i yillarda
Yemen’de palmiye agaclarindaki zararlilara karsi karincalarim kullanmildigi ve
Arabistan’da her yi1l daglardan getirilen avci karinca kolonilerinin, hurma agaglarinda

zarar yapan bir diger karinca tiiriine kars1 kullanildig1 bilinmektedir (Ogurlu, 2000).

Tirkiye’de ise biyolojik miicadele ile ilgili ilk kayitlar 1910’Iu yillara rastlamaktadir.
Smith tarafindan yapilan ilk kayit incir giivesi, Ephestia cautella WIk. (Lepidoptera,
Pyralidae)’nin parazitoidi olan Bracon hebetor Say. (Hymenoptera, Braconidae)’nin
[zmir’de bol ve yogun olarak bulunduguna dair bilgiler ihtiva etmektedir.
Almanya’dan 1931-1948 yillar1 arasinda birka¢ kez, Bracon hebetor getirterek
Ege’de incir depolarma salimmistir. Biyolojik miicadelede elde edilen bu basarilar,
uygulayicilart cesaretlendirmis ve giiniimiize kadar biiyiik bir gelisme gostererek

ilerletilmistir (Demirbag ve ark., 2008).

Biyolojik miicadele, kimyasal miicadelenin tiim olumsuz yonlerini ortadan
kaldirmas1 bakimindan son yillarda tercih edilmesi gereken bir miicadele yontemi

halini almistir (Y1lmaz, 2004).
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2.7. Biyolojik Miicadelede Kullanilan Etkin Gruplar

Biyoinsektisit olarak bakteriler, viriisler, mantarlar, nematodlar ve protozoa grubuna
ait organizmalar kullanilmaktadir. Bunlar arasinda, toprak grubu bakteriler en ¢ok
gelecek vaat eden biyolojik kontrol ajanlaridir. Ozellikle Bacillus grubu bakteriler
onemli bir yer teskil ederler ve Lepidoptera (kelebekler), Diptera (sinekler ve
sivrisinekler) ve Coleptera (kin kanatlilar) takimma ait bocekleri hedef alirlar
(National Research Council, 1984). Giiniimiizde, EDWIP (The Ecological Database
of the World’s Insect Pathogens) ve VIDIL (Viral Diseases of Insect in the Literature
Database) verilerine gore 2 285 farkli mikroorganizma tiiriiniin, 9 407 bocek tiiriiyle
iligkili oldugu belirlenmistir. Toplam 2 285 mikroorganizmanin 1 504 tiirlini
protozoalar, 411 tiirlinii funguslar, 168 tiiriinii viriisler, 146 tiirtinii nematodlar, 51
tlirtinii bakteriler ve 5 tiiriinii diger mikroorganizmalar olusturmaktadir (Braxton ve

ark., 2003). Bu veriler toplam sayinin sadece bir kismini olusturmaktadir.

Biyolojik miicadele ajanlar1 zararli boceklerde hastalik olusturarak bdcek
popiildsyonunun dengede tutulmasmi ve zararlarimin minimuma indirilmesini
saglarlar. Bunlarin biiyiik bir cogunlugu konaga 6zgii oldugu i¢in yalnizca miicadele
yapilmak istenilen organizma iizerinde etkindir. Bu 6zelligi ile faydali ve predator
bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedeflenmemis organizmalar iizerinde herhangi
bir risk olusturmazlar. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir
kirlilige yol agmazlar. Bu ozellikleri, gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu

biyolojik ajanlarin alacagini géstermektedir (Ogurlu, 2000).

2.7.1. Predatorler

Bocek predatorleri, besin kaynagi olarak bocekleri yakalayan ve yiyen hayvanlardir.
Predatér gruplarin1 baliklar, amfibiler, siirlingenler, kuslar, bdceklerle beslenen
cesitli omurgasiz hayvan gruplar1 ve karnivor bocekler olusturur. Ormanlarda zarar
yapan bocekler disiiniildiigiinde bu gruplardan kuglar ve karnivor bdceklerin
biyolojik miicadelede kullanilma potansiyeli oldugu sdylenebilir (Ogurlu, 2000;
Demirbag ve ark., 2008).
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2.7.2. Parazitler

Bocek parazitleri, hayatm1 tek bir konukgu ferdi {izerinde tamamlayan ve
konukcusunu zayiflatan, gerileten, gelismesine mani olan veya Oldiiren

organizmalara denir. Konukgu ise, paraziti tasiyan canliya verilen isimdir.

2.7.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, biyolojik miicadelede biiylik 6nem tasimaktadirlar. Biyolojik
miicadelede kullanilan mikrobiyal etmenlerin birgogu dogadaki hastalikli
boceklerden izole edilir. Dogada boceklerin hastalanmasina neden olan ve sonra
onlar1 6ldiiren orijini bakteri, viriis, mantar, nematod veya protozoa olan pek cok
mikroorganizma mevcuttur (Lipa, 1975). Bu mikroorganizmalar entomopatojen
olarak adlandirilir (Burges, 1981; Tanada ve Kaya, 1993; Lacey ve Kaya, 2000;
Lacey ve ark., 2001).

Biyolojik miicadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal miicadele, zararli bdceklerin
kontroliinde patojen mikroorganizmalarin kullanilmasmi kapsar. Entomopatojen
olarak adlandirilan bu mikrobiyal miicadele ajanlar1 (bakteriler, viriisler, funguslar,
nematodlar, protozoalar) =zararli boceklerde hastalik olusturarak  bdcek
popiilasyonlarmin dengede tutulmasini ve zararlariin en aza indirilmesini saglarlar.
Bu entomopatojenlerin biiyilk bir ¢ogunlugu konaga 6zel oldugu i¢in yalnizca
miicadele yapilmak istenilen organizma lizerinde etkindir. Bu 6zelligi ile faydali ve
predator bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedeflenmemis organizmalar {izerinde
herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde
herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Biyolojik miicadele, diger miicadele yontemlerine
gore dogal dengenin korunmasina yardimci olmasi, uzun vadede kalict sonuglar
vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi bakimindan en ¢ok tercih edilmesi gereken

miicadele yontemidir (Ogurlu, 2000).
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2.7.3.1. Bakteriler

Bakteriler ¢ok basit yapili, genetik materyali bir zarla c¢evrili olmayan, genellikle
klorofilsiz ve boliinerek ¢ogalan tek hiicreli canlilardir. Entomopatojenik bakteriler,

boceklerde kitle halinde dliimlere neden olurlar (Canakgioglu, 1989).

Bacillus thuringiensis bilinen en yaygin bocek patojenidir ve biyolojik miicadelede
biiyiik 6nem tagimaktadir. Birgok bocek takimina ait tiirlere karsi aktif olan yeni
suslarin izole edilmesi ve yapilan genetik diizenlemeler, bu bakterinin kullanim
alanlarini genisletmistir (Lacey ve ark., 2001). Diinyadaki biyopestisit satiglarinin
%95’ini B. thuringiensis kokenli {rlinler olusturmaktadir (Gaugler, 1997). B.
thuringiensis delta endotoksin olarak isimlendirilen protein yapida biyolojik olarak
kolayca parcalanabilen ve boylece bécegin orta bagirsaginda kisa bir yarilanma émrti

olan insektisidal toksinler iiretir (Chattopadhyay ve ark., 2004).

Boceklerde patojen olan bakterileri spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak
tizere iki kisma ayirmak miimkiindiir. Spor olusturmayan bocek patojeni bakteriler,
Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve Micrococcaceae familyalarma dahildir.
Spor olusturan bakterilerden en Onemlisi ise Bacillus thuringiensis’dir. Cry adi
verilen proteinler sayesinde bir¢ok zararli bocege karst etkin bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Bu proteinlere ise genel anlamda mikrobiyal insektisit
denmektedir (Sezen ve Demirbag, 1999; Kuzina ve ark., 2002; Osborn ve ark., 2002;
Demir ve ark., 2002).

2.7.3.2. Viriisler

Bir¢ok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak bdcek salgmlarini kontrol
ettikleri bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Viral ve fungal patojenlerin neden oldugu
dogal epidemiler, zararli bécek populasyonlarinda biiylik bir azalmaya yol acar
(Evans, 1986; McCoy ve ark., 1988). Bununla birlikte niikleopolihedro viriisler,
bir¢ok zararli bocekte dogal epidemilere neden olurken (Kaya, 1976; Evans, 1986;
Woods ve Elkinton, 1987), bir¢ok fungal patojen konak bocegin dis iskeletine
saldirdiklar1 i¢in genelde emici a8z yapisina sahip zararhlar iizerinde etkindir

(Latge ve Paierok, 1988; Lacey ve ark; 1996).
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2.7.3.3. Mantarlar

Kolay olarak taninmalar1 ve dogal olarak yayilmalari nedeniyle en yaygm bdcek
patojenleri olarak kabul edilirler (Poinar, 1979).

Funguslar, c¢esitli canli gruplarmin biyolojik miicadelesinde sik¢a kullanilan
etmenlerdir. Tiir sayisinin fazla olmasi, konukgularinin iyi bilinmesi, bir¢ok fungus
tiirliniin suni besi ortamlarinda kolaylikla gelistirilebilmesi ve ticari iiretim igin
uygun olmasi bu etmen grubunun biyolojik miicadeledeki Onemini artirmaktadir

(Eken ve Demirci, 1997).

Genel olarak entomopatojen funguslarin biyolojik miicadelede degerli olmalari,
hedef zararliya mekanik olarak zarar vermelerinden kaynaklanir. Bu sekilde hedef
zararli, daha Onceden kimyasal veya mikrobiyal kaynakli insektisitlere kars1
gelistirmis oldugu bagisiklik mekanizmalariyla kendini koruyamaz (Charnley ve
Collins, 2007; Ortiicii ark., 2010).

Entomopatojen funguslar, konukc¢unun integiimentine giris yapip, hemosdliinde
cogalarak ya da toksin iireterek bocegin zayif diismesine veya 6liimiine sebep olurlar.
Funguslar son yillarda biyolojik miicadelede ¢ok yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Boceklerde veya cesitli artropodlarda hastalik meydana getiren veya oliime sebep
olan funguslara entomopatojen funguslar denir. Bunlar bocek kiitikulasina tutunma,

penetrasyon ve konak icerisinde ¢ogalmalariyla taninirlar.

2.7.3.4. Nematodlar

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda éliimlerine yol agan birgok
nematod tiiri bulunmaktadwr. Simdiye kadar yapilan calismalarda 30’u askin
nematod familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iliskili
oldugu belirlenmistir (Poinar, 1979; Kaya ve Stock, 1997). Tiim nematodlar i¢inde
boceklerin biyolojik miicadeleleri i¢in ¢alisilan nematodlar Steinernematidae ve
Heterorhabditidae familyalarmna aittir ve 6zellikle son yillarda bu familyalara olan

ilgi artmustir (Gaugler, 1997).
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2.7.3.5. Protozoalar

Protozoa enfeksiyonlar1 bocek popiilasyonlarini dengede tutmasi bakimindan biiyiik
bir Oneme sahiptir. Protozoalarin zararli bocek populasyonlarinda meydana
getirdikleri epidemiler, az rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklari
ferdi ve kiiglik gruplar halindeki Oliimler, zararli bocek populasyonlarmin kontrol

altinda tutulmasi1 bakimindan 6nemlidir (Maddox, 1987; Brooks, 1988).

Entomopatojenik protozoalar genellikle konaga 6zeldirler. Boceklerde olusturduklari
hastaliklar yavas ilerler. Viriilanslar1 disiiktiir ve ¢ogu kez boceklerde kronik
enfeksiyonlar olustururlar. Viriilanslarmin diisiik olmasi nedeniyle protozoalarin
enfekte ettigi boceklerin oliimii bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve Frodsham,

1993).
2.8. Bakterilerin Tanmimlanmasinda Kullanilan Yontemler

2.8.1. Niimerik Taksonomi

Niimerik taksonomi veya bilgisayar destekli taksonomi, karakterlerle sekillendirilen
taksonomik birimlerin (OTU; Operational Taxonomic Unit) niimerik yontemlerle

smiflandirilmast anlamina gelmektedir (Sneath ve Sokal, 1973).

Niimerik olarak kodlanan ve birer karakter olarak ifade edilen veriler i¢in ¢esitli
matematiksel yOntemlerin uygulanmasi ve organizmalarin kapsamli benzerligine
dayanarak kiimelere yerlestirilmesiyle dendrogramlar seklinde iliskilerin ortaya
konmasidir (Manfio, 1995). Bu smiflandirma pek c¢ok arastirici tarafindan bakteri
sistematiginde uygulanmaktadir (Sneath ve Sokal, 1973; Sneath, 1978; Goodfellow
ve Dickinson, 1985; MacDonell ve Colwell, 1985; Sackin ve Jones, 1993).

Bu smiflandirmada mikroorganizmalarin bir¢cok ozelligi ile ilgili bilgiler sayisal
analiz i¢cin uygun bir sekle doniistiiriilmekte ve sonra bir bilgisayar yardimi ile
karsilastirilmaktadir. Ortaya ¢ikan smiflandirma, her birine esit agirlik verilmis
birgok Ozelligin  karsilastirilmas1  ile degerlendirilen genel benzerliklere
dayanmaktadir. Bu yontem kullanilarak dogru ve giivenilir bir smiflandirma i¢in; en
az 50, ideal olarak 100-200 adet morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik verilerden

olusan karakter karsilastirilmalidir (Sackin ve Jones, 1993; Johansson, 1999).
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NT olarak ifadelendirilen niimerik taksonomi fikri ilk 1957°de Sneath tarafindan
kullanilmistir (Sneath, 1957a, b). Niimerik taksonomi; siniflandirmanin temel aldig1
Adanson prensiplerini esas alarak ¢ok sayida birim karakterlerin kullanildig1 yiiksek
bilgi icerir ve bu siniflandirma pek ¢ok arastirici tarafindan bakteri sistematiginde ve
Streptomyces sistematik calismalarinda uygulanmistir (Sneath ve Sokal, 1973;
Sneath, 1978; Goodfellow ve Dickinson, 1985; MacDonell ve Colwell, 1985; Sackin
ve Jones, 1993). Bu siniflandirmanin ilk hedefi, her bir bakteriyal susu, morfolojiden
biyokimyasal, beslenmeden fizyolojik 6zelliklerine kadar tiim farkl sathalardan elde

edilen fenetik verileri kullanarak homojen gruplar haline getirmektir.

Niimerik taksonomi c¢alismasinda biitiin testlere tabi tutulacak sus setini; belirlenen
habitattan izole edilen izolat suslar, uluslararasi olarak kabul edilen tip 6rnekleri ve
kodlanmis referans suslar ve duplike suslar olusturur. Duplike suslar, testlerin
giivenilirligini kontrol etmek i¢in, kullanilan OTU sayismin %10’ nu kadar rastgele

secilen suglardir (Priest ve Austin, 1993; Logan, 1994; Goodfellow, 1995).

Niimerik taksonomi c¢alismasinda kullanilacak karakterlerin se¢imi oldukca
onemlidir. Test se¢ciminde 6nemli olan; ¢gevresel faktorlerden etkilenmeyen, tek gen
ya da operonun ekspresyonunu temsil eden karakterlerin kullanilmasidir. Boyle
karakterler stabil oldugu i¢in giivenilir dogal siiflandirmalar elde edilebilir. Pratikte,
organizmalarin miimkiin oldugu kadar ¢ok, biyolojik yonlerini temsil eden bir seri
test kullanmak gerekir. Ideal bir liste; koloni ve mikromorfoloji verilerini, gelisme
karakterlerini, biyokimyasal testleri, inhibitor ajanlarin etkisini, enerji ve gelisme i¢in
tek karbon kaynagi bilesikleri, serolojik, kemotaksonomik ve molekiiler genetik
bilgileri icermelidir. Amac; taksonlar arasindaki akrabalik iliskilerini gdsterecek veya
farkliliklar1 belirleyecek yeterli bilgiyi elde etmektir. Bu nedenle, gereksiz testlerden
kaciilmalidir ki; bu testler, calisgmada kullanilan OTU’ler i¢in tiimiiyle pozitif veya
tiimiiyle negatif olarak degerlendirilen testler olup, taksonomik calismada ayirt edici

ozellige sahip degildir (Priest ve Austin, 1993).

Bilgisayar analizleri i¢in testler formata uygun bir sekilde kodlanir. Genel olarak,
pozitif sonuglar i¢in (1) veya (+), negatif sonuglar i¢in (0) veya (-) seklinde kodlama

yapilir.
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2.8.2. Yag Asitleri Profillerine Gore Bakterilerin Tamis1 ve Karakterizasyonu

Yag asitleri, hidrokarbon [CH3-(CH),-COOH] yapisinda olan, tek veya dallanmis
zincire sahip makromolekiillerdir. Yapilarindaki farklilik dikkate alindiginda yag
asitleri, tek zincirli yag asitleri ve dallanmis yag asitleri olmak tizere iki gruba
ayrilabilir. Biyolojik sistemlerde tek zincirli yag asitleri olduk¢a yaygindir. Fakat
prokaryotik hiicrelerde dallanmis zincir olusturan yag asitlerine de sikca rastlanir.
Yag asitleri; igerdikleri karbon atomlarinin sayisina, karbon atomlar1 arasindaki ¢ift
bag sayisina, hangi karbon atomlar1 arasinda cift bag olduguna ve karbonlarin
hidrojen atomlar1 tarafindan doyurulmus olup olmamalarma gore farkl isimler
alirlar. Prokaryotik hiicrelerde bulunan yag asitlerindeki karbon sayis1 9-20 arasinda

degisir (Sahin, 2003).

Genetik olarak ayni olan mikroorganizmalarin hiicrelerindeki yag asitlerinin sayisi,
cesitliligi ve yiizde olarak miktarlar1 (yag asitleri profili) aynidir ve g¢evre sartlari
ayni oldugu siirece degismez. Yag asidi profillerindeki farkliliklar ise dolayli olarak
mikroorganizmalar arasindaki genetiksel farkliligi ifade etmektedir. Bu nedenle
kiiltlir ortaminda ¢ogalabilen mikroorganizmalarin gerek tanis1 gerekse taksonomik
smiflariin saptanmasi icin yag asitleri profillerinin kullanilabilecegi bir¢cok bilimsel

caligma ile ispatlanmistir (Sahin, 2003).

Mikroorganizmalarin hiicre yapilarinda (sitopldzma ve hiicresel membranlarda)
fosfolipid, glikolipid veya lipopolisakkarit olarak bulunan yag asitlerini, sayisina,
cesidine ve ylizde olarak miktarlarma gore tanilayan sistem 1985 yilinda
gelistirilmistir (Miller ve Berger, 1985). Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS)
olarak isimlendirilen bu yOntem, bilgisayar kontroliinde caligmakta olup, gaz
kromotografisi, bu kromotografiyi besleyen gaz tanklari (hidrojen, azot ve hava),
bilgisayar tinitesi, bilgisayar {initesiyle uyumlu ¢aligsan kiitiiphaneler ve yazici olmak
tizere 5 kisitmdan meydana gelmektedir (Lelliott ve Stead, 1978). Anaerobik ve
aerobik bakteriler, actinomycetes, maya ve gelismis funguslar bu sistem sayesinde
kolaylikla ve ¢ok kisa siirede tanimlanabilmektedir (Miller ve Berger, 1985; Sasser,
1990; Dunfield ve ark., 1999; Buyer, 2002).
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2.8.3. Metabolik Enzim Profilleri ve Biyokimyasal Ozelliklerine Gore

Bakterilerin Tanimlanmasi

Karbonhidratlar yapt ve depo molekiili olup, enerji kaynagidirlar.
Mikroorganizmalarin, g¢esitli karbon kaynaklarini enerji kaynagi olarak kullanma
ihtiyacinda gosterdigi farkliliklar, tan1 ve karakterizasyonda kullanilabilmektedir.
Bakteriler biyokimyasal, fizyolojik ve hayatsal faaliyetlerini siirdiirmek igin
biyoenerjiye ihtiya¢ duymakta ve disaridan aldiklar1 karbon kaynaklarini metabolik

enzimlerle parcalayarak biyolojik enerjiye doniistiirmektedirler.

Mikroorganizmalarin  farkli karbon kaynaklarin1 (basit sekerler, alkoller,
aminoasitler, deterjanlar, aminoasit benzeri molekiiller) kullanimlarinda gosterdikleri
farkliliklar metabolik profil olarak adlandirilmaktadir ve profildeki bu farklilik sahip
olduklar1 metabolik enzim ¢esitliligine bagl olarak degiskenlik gostermektedir
(Black ve Sweetmore, 1994; Gamo ve Shoji, 1999). Mikroorganizmalarin tasidigi bu
enzim farkliligi ise onlarin familya diizeyinden baslayip alt tiir seviyesine kadar

devam etmektedir (Konopka ve ark., 1998; Yilmaz, 2004).

Mikroorganizmalar arasindaki metabolik farkliliklar1 saptamak igin farkli teknikler
kullanilmaktadir. Son 20 yildir otomatik bakteri tanimlama ve duyarlilik test
sistemleri gelistirilmistir ve ticari olarak piyasada yer almaktadir. Ancak bu
sistemlerden yalnizca birkag¢ tanesinden yararlanilmaktadir. Giiniimiizde, API ve
VITEK teknikleri kullanilarak tanimlama yapilabilmektedir. Bu sistemlerin temeli,
sistemde kayitli referans organizmalar ile dogal organizmanin biyokimyasal
ozellikleri bakimindan karsilastirilmas1 esasma dayanmaktadir. Ureme temelli
testlerde son liriiniin dlciilebilmesi i¢in 18-24 saatlik inkiibasyon siiresi gerekir. Son
iirlinlerin metabolik aktivitesi pH indikatorleri araciligi ile olusan renk degisimi ile

belirlenir.
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2.9. Bakterilerin Insektisidal Ozelliklerinin ve Baz1 Patojen Mikroorganizmalar

Uzerinde Antimikrobiyal Etkilerinin Arastiriimasi

2.9.1. Mikroorganizmalarin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Izole edilen mikroorganizmalarm zararl bocekler {izerinde patojenik bir etkiye sahip
olup olmadiklar1 virulans testleriyle belirlenir. Bu testler i¢in bdcegin biyolojisi goz
oniinde tutularak yasayabilecekleri uygun ortamlar hazirlanir ve saglkli bocekler
kullantlir. In vitro kosullarda mikroorganizmalarin saf kiltiirleri hazirlanir ve
uygulanir. In  vitro olarak {retilemeyen virlisler, protozoalar ve diger
mikroorganizmalarm enfeksiyon numunesi, 6lii ve hastalikli boceklerden elde edilir.
Boceklerin enfeksiyonu i¢in bir¢ok metot bilinmektedir. Bu metotlar; besin iginde
enfeksiyon, kutikula i¢ine enfeksiyon, agiz ve c¢evresi igine enfeksiyon,
mikroorganizmalarin oral ve anal agikliklar {izerine yerlestirmek, mikrobesleme ve

mikroenfeksiyon seklinde siralanabilir (Lipa, 1975).

Virulans testleri (biyoassay) siiresi, uygulanan mikroorganizmaya gore degisiklik
gostermektedir. Bakteriler ve viriisler gibi mikroorganizmalarin virulans testlerinin
genelde 5-10 giin siirdiriiliirken, boceklerde kronik enfeksiyonlar olusturan
protozoalarin virulans testleri birkag ay siirdiiriilebilir. Virulans testleri sirasinda,
diger 6liim nedenlerinin sonuglarindan, mikroorganizmalarin neden oldugu 6liimleri
ayrmak icin, Olii boceklerin diseksiyonu yapilmali ve gergcek Oliim nedeni

arastirtlmalidir (Lipa, 1975; Lacey, 1997).

Yapilan virulans testlerinin sonuglari, istatistiksel metotlar kullanilarak matematiksel
olarak ifade edilir. Bu amag i¢in kullanilan birgok metot bulunmaktadir. Bunlardan
en yaygin olan1 Abbott formiiliidiir. Abbott, (1925), tarafindan gelistirilen bu yontem

su sekilde formiile edilebilir:

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

(%) Oliim oran1 =

(%) 100 — Kontrol grubundaki 6liim orani (%)
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2.9.2. Mikroorganizmalarin Baz Patojen Mikroorganizmalar Uzerinde

Antimikrobiyal Etkileri

Tarim {irtinlerinin verimini artirma ve hastaliklara karsi korunma ¢arelerinin uzun bir
geemisi vardir. Bitki koruma ilaglarinin ekonomik dnemi tartigmasiz kabul edilen bir
gercektir. Bilingli kullanimlar1 halinde verimi birka¢ kat artirabilmektedirler.
Hastalik, zararli ve yabanci otlarin neden oldugu iiriin kayiplarinin 6nlenmesinde bu
tarim ilaglar1 onemli bir yere sahiptir. Ancak kimyasal miicadelede kullanilan
ilaglarin insan saglhigi, cevre ve dogal dengeyi olumsuz yonde etkilemesi ve artan
iiretim maliyetleri nedeniyle tarimsal ilaglarin hassas, dikkatli ve en az ilag kaybima
neden olacak sekilde uygulanmasi gerekmektedir (Dursun, 2000). Kimyasal ilag
uygulamalarinda amaca uygun olmayan ekipman kullanimi, kullanilan ilaglama
ekipmanmin yanlis kalibrasyonu ve buna bagli olarak birim alana atilan ilag
miktarinin gereginden ¢ok veya az olmasi, yanlis ilag se¢imi, ilaglamanm uygun
zamanda yapilmamast ve ilac1 uygulayan kisinin bilgisizligi gibi etkenler ilag
uygulama etkinliginin azalmasina, ilaglama maliyetinin artmasima ve ¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Oysa amag, pestisitlerin en etkili bigcimde, fakat en az sorun
olusturacak sekilde kullanilabilmesidir. Bu nedenlerle patojen mikroorganizmalarla
miicadele icin pestisitler yerine mikroorganizmalarin  kullanilabilirliginin

arastirilmasi ve uygulanmasi giderek 6nem kazanmaktadir.

2.10. Chrysomela (=Melasoma) populi (Linnaeus, 1758) (Kirmiz1 Kavak Yapragi
Bocegi)

Kingdom: Animalia

Phylum: Arthropoda

Class: Insecta

Order: Coleoptera

Family: Chrysomelidae

Genus: Chrysomela

Species: Chrysomela populi (Linnaeus, 1758)
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Sekil 2.2. Chrysomela populi Ergin (Orijinal Fotograf)
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Kirmizi kavak yapragi bocegi Chrysomela populi (Linnaeus, 1758) kavaklarda, titrek
kavaklarda az da olsa sogiitlerde ciddi anlamda hasara sebep olan transpalaearctic bir
tiirdiir. Bocekleri orta boyda (10-12 mm, genel olarak disiler biiyiik), metalik mavi
yesil ile siyah renkte, siyah apikal noktali kirmiz1 bir elitraya sahiptir (Sekil 2.1 ve
Sekil 2.2). Kis1 toprakta gegiren yetiskinler ilkbaharda ortaya ¢ikar ve beslenmeye
baslar. Geng ve yumusak yapraklari tercih etseler de yasli ve sert yapraklari isteksiz
olarak tamamen yaprak iskeletine kadar tiiketirler. Disiler yumurtalarini yapragin alt
yiizeyine gruplar halinde birakir. Larvalarin beslenme tercihi yetiskinlerle aynidir.
Instarlar &nce grup halinde durur, erginlesince dagilirlar. Viicudun dorsalinde
rahatsizlik verici keskin brombenzen kokulu bir larval salgt bezi vardir.
Chrysomelidae larvalar1 dorsal bezli ti¢ tipik instar gegirmektedirler (Zaitzev ve
Medvedev, 2009).

Pupa devresi yapraklar ve dallar iizerinde olur, son instar kutikulasi tamamen
dokiilmez fakat kaudal sonuna dogru kivrilir, bu sekilde pupanin yiizeye tutunmasi
icin olanak saglanir. Pupa alt tabakadan uzaga itilelerek, bir sarka¢ gibi sarsintili
hareket eder (Hassan ve Mahmoud, 2008).

2.10.1. Yayihsi ve Zaran

Avrupa, Kuzey Afrika, Bat1 ve Kuzey Asya, Hindistan, Cin ve Japonya'da yasar.
Tiirkiye'de Bozdagi, Bilecik, Istanbul, izmit, Bursa, Denizli, Trabzon, Sarikamis,
Kars, Izmir, Tire, Kiraz, Odemis, Bergama, Kinik, Selcuk, Menemen, Diizce, Bolu,
Sinop, Bartm, Kastamonu, Balikesir, Canakkale, Kirklareli, ipsala ve Catalca
bolgelerinde tespit edilmistir. Birinci donem larvalar toplu halde yasarlar ve sadece
genis yapraklarla beslenirler. ikinci donem larvalar, etrafa yayilirlar. Sadece yapragin
orta damarmi birakarak geng ve yash yapraklarin her ikisini de yerler. Ugiincii
donem larvalar ile erginler ise tiim yaprag tiiketirler. Kuvvetli zarar nedeniyle
siirgiinlerde dallanmalar baglar. Odunun degeri diiser. Ayrica siirgiinlerin
odunlagmasi yeterli diizeyde olmaz. Bundan dolay1r odun zararina karsi ¢ok hassas
olurlar. En biiyilk zararmi 1-2 yash kavak fidanlarinda yeni tesis edilmis kavak

alanlarinda ve parklarda yapmaktadir. Ormandaki zarar1 6nemsizdir (Ozcan ve Unal,

2006).
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2.11. Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915)

B. thuringiensis aerobik, hareketli, cubuk seklinde, Gram ve katalaz pozitif, endospor
olusturan, fermentatif, mikroaerofilik ve anaerobik kosullarda iireme yetenegine
sahip bir mikroorganizmadir. Hiicreler 1um genisliginde 5um boyundadir (Schnepf
ve ark., 1998). B. thuringiensis’in sahip oldugu parasporal kristal, yapisinda bir¢ok
zararli bocek tiiri igin toksik etki gdsteren proteinleri ihtiva etmektedir. Bu
proteinler, kristal (cry=crystal) ve sitolitik (cyt=cytolytic) proteinler olarak iki ana
grupta incelenmektedir. Parasporal kristalde bulunan cry proteinleri inaktif
durumdadir (Soberon ve ark., 2007). Parasporal kristal, beslenme ile birlikte bocegin
sindirim sistemine gectikten sonra burada ¢oziiliir ve agiga cikan cry proteinleri
genellikle proteolitik enzimler tarafindan kesime ugrayarak aktif toksin haline
dontislirler. Bu asamadan sonra sindirim sisteminde bulunan epitel hiicreleri ile
etkilesime giren toksinler membran gegirgenligini bozarak hiicrenin lizisine sebep

olur (Bravo ve ark., 2007).

B. thuringiensis topraktan, depolanmis iiriinlerden, bocek habitatlarindan, yaprak
yiizeyinden, igne yaprakli agaclar ve otlardan kolaylikla izole edilen, dogal
ortamlarinda her yerde bulunabilen bir bakteridir (Ben-Dov ve ark., 1997; Bernhard
ve ark., 1997; Bobrowski ve ark., 2002; Uribe ve ark., 2003; Vilas-Boas ve Lemos,
2004). Bu habitatlar igerisinde en gok toprakta bulunmaktadir (Ohba ve ark., 2000).

2.11.1. Bacillus thuringiensis’in Biyolojik Kontroldeki Yeri

Zararlilara karsi pestisit uygulamasimin %0.015-6.0’s1 hedef alman canli iizerine
ulagsmakta, geri kalan %94-99.9’luk kisim ise agroekosistemde hedef olmayan
organizmalara ve topraga ulasmakta ya da ¢cevredeki dogal ekosistemlere siiriiklenme
ve akint1 nedeniyle kimyasal kirleticiler olarak sulara karigmaktadir (Tiryaki ve ark.,
2010). Kimyasal miicadelenin bu olumsuz etkileri biyolojik miicadelenin gerekliligi

ve dnemini artirmistir.

Biyopestisitlerin ¢evre ve insan sagligi tizerine highir olumsuz etkisi yoktur. Besin
zincirine zarar vermemekte ve gidalar ilizerinde toksik kalinti birakmamaktadir
(Cakmake1 ve Erdogan, 2005). Boceklerin kontroliinde kullanilan en basarili bocek
patojeni insektisit marketinin %2’sini olusturan B. thuringiensis bakterisidir. Bu

bakteri farkli bocek takimlarmin larval evrelerine karsi aktiftir, muhtemelen diger
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bakteri tiirleriyle birlikte septisemiye neden olarak larvanin ortabagirsak dokusunun
bozulmasina ve dolayisiyla boceklerin liimiine sebep olmaktadir (Raymond ve ark.,
2010). B. thurigiensis’e ait bioprepratlarin yaygin olarak Diptera ve Lepidoptera
takimlarina ait zararlilarin larvalarina karsi kullanildigir bilinmektedir (Yildirim,
2000).

B. thuringiensis sprey formiilasyonlariyla ya da transgenik iriinler elde edilmesi
yoluyla biyoinsektisit olarak kullanilmaktadir (Lui ve Tabashnik, 1997). Tarimda bu
bakteriye dayali sprey tirtinleri kullanimi smirhdir; ¢iinkii Cry toksinleri geng
larvalara spesifiklik gosterir ve giines 1s18ina karsi duyarlidir. Tarimda kimyasal
insektisitlerin azalmasinda Cry toksinlerini sentezleyebilen transgenik {irlinlerin
gelisimi 6nemli bir adimdr. Transgenik bitkilerde Cry proteini devamli olarak
uiretilmekte, bu arada insektisidal toksin ultraviyole degredasyonundan korunmakta
ve spesifik olarak hedeflenen organizmalara ulagsmaktadir. 2009 yilinda diinya
capmda 40 milyon hektardan fazla B. thuringiensis tirtinii yetistirilmistir. Bu durum
kimyasal pestisit kullanimmi 6nemli 6l¢lide azaltmig ve bazi bocek zararhlariyla

miicadeleye oldukga biiyiik katki saglamistir (Tabashnik ve ark., 2010).

2.11.2. Bacillus thuringiensis Insektisidal Kristal Proteinleri ve Etki

Mekanizmalan

B. thuringiensis sporulasyonu sirasinda parasporal kristaller seklinde insektisidal
proteinler tretirler. Bu proteinler, diger bir terminalojiyle 5-endotoksinler Crystal
(Cry) ve Cytolitic (Cyt) toksinleri igerirler ve hedeflenen organizmaya kars1 spesifik
toksisite gosterirler. Belirli bocek ordolarina karsi aktifken, insanlara, omurgalilara,
bitkilere kars1 zararsizdirlar (Bravo ve ark., 2005). Cryl, Cry2 ve Cry9
Lepidopterlere, Cry3, Cry7 ve Cry8 Coleopterlere, Cry4 ve Cryll gruplar1 ise
Dipterlere kars1 oldukga spesifik etki gosterir. Bazi Cry proteinleri birden fazla bocek
ordosuna kars1 toksisite gosterebilmektedir (Wang ve ark., 2003). 500’den fazla
farkli Cry gen sekanslar1 67 grup igerisinde smiflandirilmistir (Cryl-Cry67)
(Crickmore ve ark, 2010).

B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi 6zgiil boceklere kars1 Cry ve Cyt genlerinin
olusturdugu aktif insektisidal kristal proteinler sayesindedir. Bu proteinlerin

insektisidal etki gosterebilmesi i¢in bocek tarafindan sindirilmesi gerekir (Visser ve
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ark., 1993). Spor-endotoksin karisimi toprakta bulunan ya da bitkiler {izerinden
beslenen bocekler tarafindan alinir. Larvalar tarafindan sindirimle alinan insektisidal
kristal proteinler bagirsagin alkali ortaminda ¢oziiniir. Coziindiikten sonra inaktif
protoksinler orta bagirsak proteazlari tarafindan proteolitik kesimlerle aktif hale
getirilir. Kesim proteinin C-terminus ucundan olur (Choma ve ark., 1991). CrylA
protoksinlerinde kimotripsin veya tripsin benzeri proteazlarla kesim gerceklestirilir
(Novillo ve ark., 1997). 130 kDa molekiiler agirligina sahip proteinden 65 kDa’luk
bir protein elde edilir (Choma ve ark., 1991). Aktif hale gelen toksin bdocek orta
bagirsak epitelyum membranindaki reseptor proteinlere baglanir. Toksinin bocek orta
bagirsagina baglanmasiyla birlikte toksinde konformasyonel degisiklikler meydana
gelir. Toksin monomerlerinin oligomerizasyonuyla segici iyon kanallar1 ve ardindan
membran yiizeyinde genis porlar olusur. Bu durum osmotik dengenin bozulmasina,
hiicrelerin sigsmesine ve liziz olmasma neden olur. Larva beslenemez hale gelir ve
sonucta Oliir (Baum ve Malvar, 1995). Daha diisiik dozlarda ya da daha az duyarh
boceklerde, bagirsak hiicrelerinin  zarar gormesi normal bagirsak salgisinin
durmasinda etkilidir ve bu olay da sporlarin gelismesine izin verir. Vejetatif hiicreler
daha sonra iceri girerek septisemiye neden olur ve 6liim gergeklesir (Mark ve Byron,

2003).

B. thuringiensis’in endosporu ve kristal proteinleri Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.3. B. thuringiensis Endosporu (mavi ok ile gdsterilmistir) ve insektisidal Kristal

Proteinleri (kirmizi ok ile gosterilmistir) (Yilmaz, 2013)
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Sekil 2.4. Spor ve Kristal Proteinlerin Taramali Elektron Mikroskop Goriintiisii

(Y1lmaz, 2010)
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2.11.3. Bacillus thuringiensis Toksinlerine Kars1 Bocek Direnci

Bocekler ¢esitli mutasyonlarla Cry toksinlerine direng gelistirebilir ve bu
mutasyonlar Cry toksininin etki mekanizmasimi etkileyebilir. Yapilan caligmalar
direngliligin  farkli mekanizmalarla gelistirilebilecegini  gostermektedir. Cry
toksinlerinin aktivasyonu degistirilerek (Oppert ve ark., 1997), esterazlarla (Gunning
ve ark., 2005) veya lipophorin ile toksini ayrarak (Ma ve ark., 2005), toksin
reseptorlerinin degismesiyle bocek bagirsagindaki membrana baglanmasi azaltilabilir
(Griffits ve Aroian, 2005). Simdiye kadar bocek =zararlilarinda toksine karsi
gosterilen en yaygm direng mekanizmasi bdcek bagirsak hiicrelerine toksin
baglanmasimin azalmasi seklindedir. Bu durum Cadherin, ALP, PN gibi Cry toksin
reseptorlerinde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Bravo ve ark.,
2011). Boceklerin direng gelistirmesine karsilik yeni toksin formlarmim bulunmasi
onemlidir. Bu yiizden farkli bolgelerden ¢ok sayida B. thuringiensis suslari izole
edilmekte ve Cry genleri klonlanmaktadir. B. thuringiensis suslarinin cesitliligi yeni
Cry genlerinin bulunmasini kolaylastirmaktadir. Bilinen Cry gen alt gruplarmim yeni
varyantlari, sekanslarindaki varyasyonlardan dolay1 farkli seviye ve spektrumda

toksisite gosteren kristal proteinlerini kodlayabilirler (Xue ve ark., 2008).
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3. ONCEKI CALISMALAR

Bilindigi iizere hizli gelisen agag tiirleri arasinda bulunan kavak, geleneksel agac
tiirlerimiz arasinda yer alip uzun yillardan beri iilkemizde yetistirilmekle birlikte,
ozellikle izmit ve Adapazari yoresinde agirlik kazanmistir. Kavak yetistiriciliginde
kaliteli, teknik Ozellikleri iyi kavak odunu elde etmek temel amactir. Bu amaca
ulagilabilmesi; uygun yetistirme teknikleri yaninda kavaklarda zarar yapan
boceklerin biyoekolojisi, miicadele ydntemlerinin de 1yi bilinmesine baghdir.
Yapilan caligmalar birgok bocek tiiriiniin {ilkemiz kavak ormanlik ve fidanlik
alanlarinda ciddi tahribatlara neden oldugunu ortaya koymustur. Bu kapsamda bu
boceklerin tespiti ve miicadelesine yonelik calismalarin giderek artacagi

ongorilmektedir.

Sekendiz, (1974), Sesiidae familyasma bagl tiirler igerisinde iilkemizde en yaygin
olarak goriilen kavak yalanci arismin (Parantherene tabaniformis (Rott.)) kavak

yetistiriciligi i¢in 6nemli zararhlardan birisi oldugunu tespit etmistir.

Yildiz, (1975), Saperda populnea (L.)’nin biyolojisi, zarar1 ve miicadelesi ile ilgili
calismalar yapmis; kavak agaclik ve fidanliklarinda yaptig1 gézlemlerde bir siirgiin
iizerinde 1-6 arasinda degisik sayida siskinlikler tespit etmistir. Siskin dallarin kesilip
laboratuvara getirilerek incelenmesi sonucu zararlmin geng fidan ve yeni

agacliklarda zararinin ¢ok biiylik oldugunu saptamustir.

Can, (1988), Bursa-Mustafakemalpasa'da 7 yash bir Populus x euroamericana 1-214
kavak agaclandirmasinda yaptig1 ¢alismada, lilkemizde simdiye kadar rastlanmayan
Pygaera anastomosis (L.) (Lepidoptera: Notodontidae) isimli yaprak zararlisini tespit

etmistir.

Ozay, (1992), Meri¢ havzasi kavak agaclandirma sahalarmi incelemis, zararli olan
bocek tiirleri ve zararli olma sebeplerini, bocek zararlariin artmasi ile iklim, toprak,
Meri¢ yatagindaki su yiiksekligi ve klonlar arasindaki muhtemel iliskileri
aragtirmistir. Zararlilarin ortaya ¢ikmasinda iklim, toprak ve suyun, 6zellikle taban
suyu seviyesinin birinci derecede etkili oldugunu ortaya koymustur. Bolgede
Coleoptera takimi Buprestidae familyasindan Capnodis miliaris (Klug.), Agrilus ater
(L.), Melonophila picta (Pall.), Curculionidae familyasindan Bytiscus populi (L.),
Chrysomelidae familyasindan Chrysomela populi (L.), Phyllodecta vitellinae (L.)
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(Phratora vitellinae), Scarabacidac familyasindan Polyphilla fullo, ayrica
Lepidoptera takimi Sesiidaec familyasindan Parantherene tabaniformis (Rott.),
Sphingidac familyasindan Smerinthus ocellata (L.)'nin zararli oldugunu tespit

etmistir.

Cobanoglu, (1992), Edirne ilinde kavaklarda zararl kavak beyaz kelebegi Leucoma
salicis (L.) (Lep.: Lymantriidae)'in yayilist ve kisa biyolojisi lizerinde ¢aligmistir. Bu
tirlin kavaklarda oldukca yiiksek populasyon olusturarak agaglar1 yapraksiz

biraktigini tespit etmistir.

Zeki ve Toros, (1992), Orta Anadolu Bolgesinde kavaklarin 6nemli zararlilar1 olan
Chrysomela populi (L.) ve Chrysomela tremulae (F.) (Coleoptera:
Chrysomelidae)'nin degisik konukgu bitkilerde gelisimini aragtirmistir. Caligmalar
laboratuarda Populus nigra, Populus x euroamericana (Dode) Guiner, P. alba ve
Salix babylonica olmak {izere 4 konukgu bitkide yiiriitiilmiistiir. Calisma sonucunda
Populus x euroamericana'nin her iki tiir i¢in duyarli, P. alba’nm ise dayanikli

konukgu bitki oldugunu belirlemislerdir.

Giiler ve Can, (1994), Orta ve Giiney Dogu Anadolu Bélgelerinde (Yozgat, Eregli
(Konya), Diyarbakir, Sanlrfa) kavak fidanlik ve agagliklarda yaptiklar1 ¢alismada
goriilen zararlilarin teshisi ile klon, fidan kalitesi, toprak 6zellikleri, dikim dncesinde
ve sonrasinda uygulanan kiiltiirel tedbirlerin sekli ve zamani ile zararlilarmn etkinligi
arasindaki iligkileri arastirmiglardir. Calisma sonucunda, Capnodis miliaris (Klug.)'in
Giiney Dogu Anadolu'da iklim sartlar1 nedeniyle her zaman kontrol altinda tutulmas1
gerektigi ve Melanophila picta (Pall.)'m ¢alisma alanlarinda yogun oldugu ve
hassasiyetin kuraklikla arttigini, ayrica Sciapteron tabaniformis (Rott.)'in fidanlik ve
yeni agaclandirmalarda zararmmin ¢ok oldugu, ancak farkli klonlarda farkh

yogunluklarda zarar yaptigini tespit etmislerdir.

Giiler ve ark., (1995), Akyazi, Adapazari-Karasu, Hendek, Diizce, Carsamba
(Samsun) yorelerinde kavak fidanlik ve agaclandirmalarinda biiyiik zarar1 goriilen
Cryptorhynchus lapathi (L.) (Coleoptera: Curculionidae)'ye kars1 miicadele sekli ile
en uygun zamani tespit etmislerdir. Arazide yapilan incelemelerde taban suyunun
yiiksek ve su beslenmesinin ¢ok iyi oldugu yerlerde bocegin ¢ok etkin oldugu, ancak

agac capi arttikga bocegin etkinliginin de azaldigini belirlemislerdir.
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Giiler ve Can, (1995), I¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde bulunan
kavak fidanliklarinda 06zellikle Behicbey (Ankara) ve Diyarbakir’da yapilan
caligmalarda ¢esitli  klonlarmn  Paranthrene tabaniformis (Rott.)'e  kars1
hassasiyetlerinde ¢ok biiylik degisiklikler oldugunu kaydetmislerdir. Fidanlarin ¢ap,
boy ve formlarmin bdcek zararlarindan etkilenmedigini saptamislardir. Bu nedenle
sonug olarak bir klonun bu bécege hassasiyetini belirleyebilmek i¢in mutlaka klonun

kullanilacag yerde yapilacak incelemelerin 6nemli olacagmi vurgulamislardir.

Hakyemez, (1995), Zonguldak Bolge Miidiirligii ormanlarinda yaptigi ¢alismada
Noctuinae altfamilyast (5), Plusiinae alt fam. (4), Catacolinae alt fam. (4),
Chloephorinae alt fam. (2), Hypeninae alt. fam. (1), Cucullinae alt fam. (5),
Ophiderinae alt fam. (I), Acontunae alt fam. (I), Amphpyrinae alt fam. (5),
Heliothinae alt fam. (4), Acronictinae alt fam. (4), Hadeninae alt fam. (6) olmak

iizere 12 alt familyaya ait 42 bocek tiirii tespit etmistir.

Toper, (1995), Bartin bolgesinde Populus tremula, P. alba ve P .nigra ile P. x
euramericana cv. "I-214" iizerinde yapmis oldugu calismada bolgede kavaklarda
zarar yapan Orthoptera takimindan Gryllus desertus (Pallas) ile Gryllotalpa
gryllotalpa (L.); Homoptera takimmdan Chaitophorus populeti (Panzer), Chrysomela
tremulae (Koch), C. versicolor (Koch), Pemphigus bursarius (L.), P. immunis
(Buckton), P. protospirea (Lichtenstein); Coleoptera takimindan Chrysomela populi
(L.), Crepidodera aurata (Marsham), C. aurea (Geoffroy), Bytiscus betulae (L.) ve
Lepidoptera takimindan Hyphantria cunea (Drury), Lymantria dispar (L.), Cerura
vinula (L.), Archips xylosteana (L.) olmak tizere 4 takimdan 10 familyaya ait 16 tiir

saptamustir.

Kilig ve Alaoglu, (1996), Erzurum'da 1992 ve 1993 yillarinda kavaklarda zarar
yapan Leucoma salicis (L.) (Lepidoptera: Lymantriidae)'in biyolojisi ve
parazitoidleri tizerine yaptiklar1 arastirmada, 6zellikle beyaz kavaklarda (Populus
alba L.) popiilasyon olusturan kavak beyaz kelebeginin biyolojisini, agaglardaki

dogrudan gézlemleri yaninda, 6 adet dal kafesinde de izlemislerdir.

Aslan ve Ozbek, (1996), Erzurum'un &zellikle kuzey ilgelerinde 1 800 metrenin
tizerindeki yamaglarda bulunan karakavaklarda Chrysomela collaris (L.)

(Coleoptera: Chrysomelidae)’in yeni bir kavak zararlis1 oldugunu saptandiktan sonra

33



bu bocegin biyoloji ve zararmi arastirmiglardir. Calismada erginlerin  mayis
ortalarindan itibaren bitkinin tomurcuklartyla beslendigi ve daha sonra da larvalarla
birlikte yapraklarda beslenmeleri sonucu erken ilkbaharda agaglarda yer yer
kurumalara neden oldugu belirlenmistir. P. X. euroamericana'nin her iki tiir igin

duyarl, P. alba'nin dayanikli konukgu bitki oldugunu belirlemislerdir.

Aslan, (1997), Erzurum'da yaptig1 bir ¢alismada, yaprak boceklerinden (Coleoptera:
Chrysomelidae) kavak ve soglitlerde buldugu 28 tiirlin; Alticinae altfamilyasindan 3,
Chrysomelinae'den 9, Galerucinae'den 6 tiiriin sogiit ve kavak zararlist oldugunu

belirlemistir.

Tozlu, (1997), Sarikamis (Kars)'ta 1996 ve 1997 yillarinda titrek kavak (Populus
tremula L.)'ta zarar yapan bocek tiirlerinin tespiti ve bunlardan bazi 6nemli tiirlerin
biyolojisi iizerinde yaptigi ¢alismalarda, daha ¢ok sar1 ¢am (Pinus sylvestris L.)
ormanlar1 igerisinde bireysel gruplar halinde kendiliginden yetisen titrek kavak
agaclar1 lizerinde beslenen 18 bocek tiirii tespit etmistir. Bu tiirlerden; Chionaspis
salicis (L.), Lepidosaphes ulmi (L.), Chaitophorus tremulae (Koch), Chrysomela
collaris (L.), Crepidodera aurea (Geoffroy), Bytiscus betulae (L.) ve Phyllonorycter
apparella (Herrich-Schéeffer) yorede yaygm olan ve yer yer yiiksek populasyon
olusturan =zararlilar oldugunu, Poecilonota variolosa (Paykull), Cerambyx
(Mesocerambyx) scopolii (Fuesslin), Hylotrupes bajulus (L.), Leptura quadrifasciata
(L.), Rhagium bifasciatum (F.), Saperda (Anaerea) carcharias (L.), S. (Argalia)
perforata (Pallas) ve Xylotrechus rusticus (L.) tiirlerinin ise az sayida bulunan ve
fazla yaygin olmayan tiirler oldugunu saptamustir. Yiiksek popiilasyon olusturan
tirlerden C. collaris ile B. betulae'nin biyolojisi lizerine ¢alisarak, diger tiirler

iizerinde bazi biyolojik gdzlemler yapmustir.

Selek, (1998), Izmit ve Adapazari yoresinde kavak agaclarmnda zarar yapan
Lepidoptera tiirleri ve bu tiirlerin yayilisi, biyolojileri ve zararlari ile ilgili ¢alismalar
yapmustir. Calisma sonunda Lepidoptera takimindan 9 familyaya ait 21 tiir tespit

etmistir.

Simsek, (1998), Cankir1 (Kenbagi Orman Fidanligi)'da Paranthrene tabaniformis
(Rott.) ile miicadelede Kitlesel tuzaklama (mass-trapping)'nin etkinligini ve kelebek

ucuslar1 dikkate alinarak kimyasal miicadelenin belirlenmesi amaciyla yaptigi
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caligmada kitle halinde tuzakla yakalama yOnteminin izole olmayan kavak
fidanliklarinda kullanilamayacagi, tiire 6zgli feromonla ugus seyrinin kolaylikla
izlenebilecegini, ergin uguslarnm goriildigi tarihlerde yapilacak ilaglamalarla

zararlinin kontrol altina alinabilecegini belirlemistir.

Aslan ve ark., (1999), Erzurum'da sogiit ve kavaklar tizerindeki ¢aligmalarinda
yapraklar {izerinde yogun zarar yapan yeni bdcek tiriiniin Isochus populicola
(Silfverbeng) (Coleoptera: Curculionidae) oldugunu belirlemislerdir. Zararlinin
bulasik oldugu alanlar ile biyolojisi ve zarari, dogal kosullarda tel kafeslerde kiiltiire
alnarak izlenmistir. Mayis ay1 basglarindan itibaren goriilen zararlinin temmuzun ilk
haftasinda yaprak basma 34 ergin bireyle en fazla yogunluk olusturdugunu

saptamiglardir.

Kanat, (2000), Kahramanmaras'ta kavaklarda zarar yapan Lepidoptera ve Coleoptera
tiirlerini ortaya koymus ve Coleoptera takimindan degisik familyalara ait 10 tiir
(Capnodis carbonoria, Capnodis miliaris (Klug.), C. porosa, Melanophila picta
(Pall.), Chrysomela populi (L.), Anoxia orientalis, Polyphylla fullo (L.), Anomola
osmanlis, Bytiscus populi (L.)), 10 tane de Lepidopter tiirii (Cossus cossus,
Paranthrene tabaniformis, Saturnia pyri, Laothoe populi, Leucoma salicis (L.),
Mesogona oxalina, Acronicta megacephola (Denis ve Schiffermiiller), A. acaris,

Catocala elocata (Esp.), C. puerpera) tespit etmistir.

Ozay ve ark., (2000), Bursa, izmit, Sakarya, Edirne, Samsun-Bafra illerinde Populus
ve Salix tiirlerinde zarar yapan Pygaera anastomosis (L.) (Lep.)’in yayilis1 ve
biyolojisi konusunda c¢aligmislardir. Ortaya ¢iktig1 ilk zaman Onemli yaprak
kayiplarina sebep olan zararlinin popiilasyon yogunlugunda daha sonra biiyiik

diisiislerin oldugunu saptamislardir.

Simsek, (2000), Ilgaz Dagi Milli Parki'nda bulunan Lepidoptera tiirleri ve
populasyon dalgalanmasini arastirmistir. Calisma alaninda 35 bitki zararlist bocek
tirii bulunmasma karsm biyolojik dengenin varligi nedeniyle zararli duruma

gelmediklerini belirlemistir.

Sahin ve Ugur, (2002), Ankara ilinde 2001-2002 yillarinda, kavak zararlisi
Coleoptera ve Lepidoptera takimma bagli tiirleri tespit etmek amaciyla yuriittiigi

caligmada, Ankara ilinde kavaklarda zarar yapan Coleoptera takimindan 3 familyaya
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ait 7 tiir, Lepidoptera takimindan 10 familyaya ait 15 tiir tespit etmistir. Behicbey
Orman Fidanlhigi’nda Agrilus ater (L.), Phyllodecta vitellinae (L.), Paranthrene
tabaniformis (Rott.); Atatirk Orman Ciftligi Fidanligi’'nda Agrilus ater (L.),
Capnodis miliaris (Klug.), Bytiscus betulae (L.), Paranthrene tabaniformis (Rott.),
Malocosoma neustria (L.), Lymantria dispar (L.), Hyphantria cunea, (Drury),
Acronycta megacephala (Denis ve Schiffermiiller); Cubuk Abadan koyiinde ise
Agrilus ater (L.), Capnodis miliaris (Klug.), Bytiscus betulae (L.), ve Malocosoma

neustria (L.)’nin diger tiirlere gore daha yogun oldugu gozlenmistir.

Sahbaz ve Uysal, (2005), Konya ilinde 2003 ve 2004 yillarinda kavak alanlarinda
yaptiklar1 calismada Aphidoidea iist familyasinin Aphididae familyasma bagh
Aphidinae, Chaitophorinae, Pemphiginae ve Pterocommatinae alt familyalarina ait

ii¢ cinse ait on tiir belirlemislerdir.

Kolas, (2007), Konya ilinde kavak agaglarinda zarar yapan bdcekler ile aver bocek
tiirlerinin  belirlenmesi {izerine arastirmalar yapmustir. Bu ¢alisma 2005-2006
yillarinda kavak agaglarinin yogun olarak bulundugu Konya merkez, Selguklu,
Karatay ve Meram ilgelerindeki orman-park, yol kenarlar1 ve peyzaj alanlarinda
yuriitiilmiis ve kavaklarda zararli bocek ve predator bocek tiirlerinin belirlenmesi
amacglanmistir. Bitki zararhisi tiirler olarak; Rhytidodus decimusquartus (Schrk.)
(Homoptera: Cicadellidae) ve ayni familyadan cins diizeyinde teshis edilmis 8 tiir,
Monosteira unicostata (M.R.) (Heteroptera: Tingidae), Chrysomela populi (L.) ve
Crepidodera aurea (Geoffrey) (Coleoptera: Chrysomelidae) ile ayni familyadan 4
tiir, Smerinthus populi (L.) ( Lepidoptera: Sphingidae) ve Euproctis chrysorrhoea
(L.) (Lymantriidae) bulunmustur. Bu tiirlerden Chrysomela populi en yaygin olan
tirdiir. Predator tiirler olarak Chrysoperla carnea (Neuroptera: Chrysopidae) ve

Coccinellidae familyasindan 8 tiir bulunmustur.

Aktas ve ark., (2008), I¢ Anadolu Bolgesi’nde kavaklarda kurumalara neden olan
Cytospora chrysosperma “Pers.” Fr.’nin morfolojik 6zellikleri, zarar durumu ve
Paranthrene tabaniformis (Rott.) (Lepidoptera: Sesiidae) arasindaki iligkiler {izerine
bir ¢alisma yapmis ve Cankir1 Kenbag Orman Fidanlig1 ve Orta Anadolu Bolgesinde
yetistirilen kavak agaclarindaki kurumalara Cytospora kanseri (Cytospora

chrysosperma “Pers.” Fr.)’nin neden oldugunu tespit etmislerdir.
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Simsek ve Aktas, (2010), Cankir1 kavak alanlarinda Cytospora kavak kanseri
(Cytospora chrysosperma “Pers” Fr.)’nin biyolojisi ile saydam kanath kavak
kelebegi (Paranthrene tabaniformis (Rott.))’nin popiilasyon seyri ve bunlarin
miicadelelerine iliskin bir ¢alisma yapmuslardir. C. chrysosperma hastaliginin, kavak
fidan tretim alanlarinda Ozellikle tretim asamasinda bulastigi, yayilmasinda
hastaligin vektor, riizgar ve yagmurla saglikli agaclara bulastig; hastalik ve
zararhlarla bulasik fidanlarin {reticilere ulasmasiyla yayilis alanlarinin bolge
diizeyinde genisledigi; fungal etmen yara paraziti oldugundan bocek veya baska
faktorler nedeniyle meydana gelen yaralardan giris yaparak hastalik olusumuna
neden olduklary, bulagikliligin yiiksek olmasinda, bu hastalikla miicadele

yontemlerinin yeterince bilinmemesinin de etkili oldugu kanisina varilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. Materyal

4.1.1. Boceklerin Toplanmasi icin Arazi Calismalan

Bu tez calismasinda metot alani, aralarinda cografik farkliliklar olacak sekilde
secilmistir. Kavak agacinin yaygm oldugu iller goz goniine alinarak ¢alisma alanlar1
Kocaeli (Izmit), Sakarya (Akyazi), Samsun, Cankiri, Amasya ve Eskisehir illeri
olarak tespit edilmis, tez siiresince kullanilacak ergin Chrysomela populi 6rnekleri bu
illerden temin edilmistir (Sekil 4.1).
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4.1.2. Orneklerin Alinmasi

Kocaeli (Izmit), Sakarya (Akyazi), Samsun, Cankiri, Amasya ve Eskisehir illerinden
Nisan-Eyliil 2013 tarihleri arasinda 6rnekleme yapilmistir. Canli, ergin Chrysomela
populi 6rnekleri yaprak {izerindeyken, agacin alt kismina bez sermek ve dallara sopa
ile vurarak ya da dallar1 sallayarak beze diisen erginleri toplamak suretiyle elde
edilmistir. Toplanan rnekler steril tiiplere konularak Ordu Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Mikrobiyoloji laboratuvarma getirilmis, bakteri

izolasyonu yapilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
4.1.3. Boceklerin Teshisi

Arazi calismalar1 sonrasinda 6rnekler Karadeniz Teknik Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde Prof. Dr. Mustafa YAMAN tarafindan tayin anahtar1

kullanilarak yapilmaistir.
4.2. Yontemler

4.2.1. Total Bakteri izolasyonu

Toplanan o6rneklerden 6l ve saglikli olmayanlardan, bakteri izole etmek i¢in ayri
ayr1 her bir ilden en az 10 tane ergin bocek segilip steril tiiplere konulmustur. Tiiplere
konulan Orneklerin yiizey sterilizasyonu %70’lik alkolle yapilmistir (Poinar ve
Thomas, 1978). Bu islemden sonra aseptik sartlarda 6rnekler iki kez steril saf suyla
yikanmistir. Tiiplere 10’ar mL steril saf su ilave edilerek 6rnekler saf su igerisinde
homojen hale gelene kadar ezilmistir. Bu islem bittikten sonra Nutrient Agar (Merck)
tizerine 100 pL ilave edilerek yayma plaka ekimi yapilmustir. Steril tiip igerisinde
kalan homojen karisim Bacillus tiirleri izole etmek i¢in 80°C’de bir saat bekletilmis
ve Nutrient Agar (Merck) tizerine 100 pL ilave edilerek yayma plaka ekimi

yapildiktan sonra 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakilmistur.

4.2.2. Saf Kiiltirlerin Hazirlanmasi

Inkiibasyon sonunda Nutrient Agar (Merck) iizerinde olusan koloniler tek tek tespit
edilmigtir. Bunlar arasinda koloni morfolojisine ve rengine gore birbirinden farkli

olanlar belirlenmistir ve bu koloniler alinarak ¢izgi ekim yontemi ile Nutrient Agar
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(Merck) iizerine ekim yapilarak saf kiltiirler hazirlanmistir. Birbirlerinden
morfolojik olarak farkli olan Grneklere ¢esitli boyama yontemleri uygulanmigtir.
Boyama sonucunda bakteri sekil ve renklerine gore ayrilan 6rnekler deney materyali
olarak secilmistir. Saf kiiltiirleri elde edilen izolatlara laboratuvar kodu verilmistir.

Izolatlarin temin edildikleri iller Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Bakteriyel Izolatlarin Laboratuvar Numaralari ve Temin Edildikleri iller

Laboratuvar kodu Tiir Lokalite
EDO01 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO002 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO003 Chrysomela populi Samsun
EDO004 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO005 Chrysomela populi Kocaeli (Izmit)
EDO006 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO007 Chrysomela populi Samsun
EDO008 Chrysomela populi Samsun
EDO009 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO010 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO11 Chrysomela populi Samsun
EDO012 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO013 Chrysomela populi Samsun
EDO014 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO015 Chrysomela populi Kocaeli (Izmit)
EDO016 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO017 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO018 Chrysomela populi Samsun
EDO019 Chrysomela populi Samsun
EDO020 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO021 Chrysomela populi Sakarya (Akyazi)
EDO022 Chrysomela populi Sakarya (Akyaz1)
EDO023 Chrysomela populi Samsun
ED024 Chrysomela populi Kocaeli (Izmit)
EDO025 Chrysomela populi Samsun
EDO026 Chrysomela populi Cankir1
EDO027 Chrysomela populi Sakarya (Akyaz1)
EDO028 Chrysomela populi Amasya
EDO029 Chrysomela populi Amasya
EDO030 Chrysomela populi Amasya
EDO031 Chrysomela populi Amasya
EDO032 Chrysomela populi Amasya
EDO033 Chrysomela populi Amasya
EDO034 Chrysomela populi Amasya
EDO035 Chrysomela populi Amasya
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4.2.3. Saf Kiiltirlerin Stoklanmasi

Yapilacak olan testlerde ana stok olarak kullanmak igin izolatlarin stoklar1
yapilmistir. Stok icin %20’lik gliserol stok hazirlanmistir. Nutrient Broth’la (Merck)
hazirlanan %20’lik gliserol stoklar eppendorf tiiplerine 1.50 mL koyularak 121°C’de
15 dakika otoklavlanmistir. Bu islemden sonra Nutrient Agar (Merck)’daki taze saf

kiiltiirler steril 6ze yardimiyla tiiplere inokiile edilerek -20°C’de saklanmustir.
4.2.4. Bakteriyel izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.2.4.1. Koloni Morfolojisinin Belirlenmesi

Saflastirilan izolatlar Nutrient Agar (Merck) tizerine ¢izgi ekim yontemiyle ekilmis
ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona brrakilmistir. Sonuglar koloni rengine ve kenar

morfolojisine gore degerlendirilmistir (Saygili ve ark., 2006).

4.2.4.2. Basit Boyama

Elde edilen izolatlarin hiicre sekillerinin belirlenmesi amaci ile ilk olarak basit
boyamalar yapilmistir. Bu amagla her bir izolat Nutrient Agar (Merck) besiyerine
ekilerek 24 saat 37°C’ye ayarh etiivde inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan
sonra kiiltiirlerden bakteriyel smear hazirlanarak ve alevden gegirilmek sureti ile
tespit edilmistir. Daha sonra Kristal Viyole (Merck) boya soliisyonu ilave edilip 1-2
dakika sonra, ddH,O ile yikanip mikroskop altinda incelenmistir (Benson, 1985).

Inceleme sonucunda izolatlarin hiicre sekilleri belirlenmistir.

4.2.4.3. Gram Boyama

Gram boyama i¢in her bir izolat Nutrient Agar (Merck) besiyerine ekilmis ve
37°C’ye ayarli etiivde 16-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakteriyel smear
hazirlanmis ve alevden gegirilerek tespit edilmistir. Gram Boyama i¢in Merck marka
gram boyama kiti kullanilmistir. Hazirlanan smear 1 dakika kristal viyole ile
muamele edilerek ddH,O ile yikanmistir. Kurumasi beklenmeden 3 dakika liigolle
muamele edilmis ve alkolle yikanmustir. Daha sonra renk kaybini durdurmak i¢in
hemen ddH,0 ile yikanmistir. 30-60 saniye safranin ile muamele edilerek ve tekrar
ddH,O ile yikanmistir. Agik havada kurutulduktan sonra mikroskop altinda

incelenmeye almmustir. Pembe renge boyanan hiicreler Gram negatif, mor renge
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boyanan hiicreler ise Gram pozitif olarak kaydedilmistir (Cappuccino ve Sherman,
1992).

4.2.4.4. Endospor Boyama

Izolatlarin endospor olusturup olusturmadigini ve varsa endosporun hiicre icersindeki
pozisyonunu belirlemek amaciyla, herbir izolat Nutrient Agar (Merck) besiyerine
ekilmistir ve 48-72 saat 37°C’ye ayarli etiivde inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan bakteriyel smear hazirlanmis alevden gegirilerek tespit
edilmistir. Hazirlanan smearlar filtre kdgidi ile kapatilarak, Malasit Yesili (Merck) ile
5 dakika boyunca su buhar1 iizerinde boyanmis ve ddH,O ile yikanmistir. Yikama
isleminden sonra 30-60 saniye boyunca safranin ile muamele edilip tekrar ddH,O ile
yikanarak ag¢ik havada kurutulmus ve mikroskop altinda incelenmistir (Cappucino ve
Sherman, 1992).

4.2.4.5. Kristal Boyama

Izolatlarm Bacillus thuringiensis bakterisinde bulunan kristal protein icerip
icermedigini belirlemek amaciyla kristal boyama teknigi kullanilmistir. Bu yontem
icin Coomassie Brillant Blue (Merck) (%50 etanol ve %7 asetik asit solusyonu iginde
%25 oraninda CBB) boyas1 kullanilmustir. Izolatlar Nutrient Agar (Merck) besiyerine
ekilmis, 24 saat 37°C’ye ayarli etiivde inkiibasyona birakilmistir. Smearlar1
hazirlanan bakteriler, CBB ile boyanip 3 dakika beklendikten sonra musluk suyu ile
yikanmustir. Sonuglar 151k mikroskobu ile incelenmis, Kristal proteinlerin varligi

arastirtlmistir (Fadel ve ark., 1988).

4.2.5. Bakteriyel izolatlarin Ozelliklerinin VITEK® 2 Advanced Colorimetry™

Sistemiyle Belirlenmesi

Izolatlar Nutrient Agara (Merck) ekim yapilarak bir giinliik inkiibasyon sonrasi
biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Ordu ve Giresun Gida Kontrol
Laboratuvar Midirliikleri’nde bulunan Vitek® 2 Advanced Colorimetry™
(Biome’rieux) cihazlar1 kullanilmistir. Bu islem sirasinda izolatlarin taze olmasina
dikkat edilmistir. Izolatlar icin Gram-Negatif (GN), Gram-Pozitif (GP) ve Bacil
(BCL) kartlar kullanilmistir. GN Kkart kuyucuk igerikleri Cizelge 4.2°de, GP kart
kuyucuk icerikleri Cizelge 4.3’te ve BCL kart kuyucuk icerikleri Cizelge 4.4’te
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gosterilmistir. Izolatlar 3 mL salin ¢dzeltisine (su icerigi %0.45 ile %0.50 NaCl, pH
4.50 ile 7) saydam plastik (polistiren) test tiipiine (12 mm x 75 mm) Gram pozitif ve
Gram negatifler icin aseptik olarak aktarimistir. Hazirlanan salin tiipiine
organizmalar steril 6ze ile inokiile edilmistir. Kalibrasyonu yapilmig bir McFarland
cihazi kullanilarak yogunlugu McFarland No: 0.50-0.60’a esdeger olan, homojen

organizma siispansiyonunu hazirlanmistir. Bu islem her 6rnek i¢in tekrarlanmistir.

Baciller i¢in de ayn1 yontem kullanilarak yogunlugu McFarland No: 1.80-2.20'ye
esdeger olan, homojen organizma siispansiyonunu hazirlanmistir. Bu islem her 6rnek
icin tekrarlanmistir. Stispansiyon tiipleri ve kartlar kasete yerlestirildikten sonra
kartlarin barkodlar1 okutulmus ve bilgisayara laboratuvar kodlar1 girilmistir. Bu
islemden sonra kaset VITEK® 2 cihazina yerlestirilerek kartlarm dolum islemi

gerceklesmis ve 8 saat sonra sonuglar alinmastir.

VITEK® 2 sistemi floresan temelli yeni bir teknolojiyi kullanmaktadir. Sistemde sivi
diliisyon bazli Gram negatif, Gram pozitif, maya ve kiif gibi organizmalarin
tamimlanmalarmi saglayan 64 kuyucuklu kart kullanilmaktadir (Verweij ve ark.,
1999; Pincus, 2002).

Gram-Negatif identifikasyon karti1 (GN) VITEK® 2 System ile birlikte bir¢ok klinik
olarak anlamli fermantasyona yol a¢an ve fermantasyona yol agmayan Gram-negatif
basilin otomatik identifikasyonu i¢in tasarlanmistir. VITEK® 2 GN identifikasyon
kart1 atilabilen, tek kullanimlik bir malzemedir. GN karti, karbon kaynagi kullanima,
enzimatik aktiviteler ve direnci 6lgen kanitlanmig biyokimyasal yontemlere ve yeni
gelistirilen substratlara dayanir. 47 adet biyokimyasal test ve bir negatif kontrol
kuyucugu mevcuttur. Dekarboksilaz Negatif Kontrol Kuyucugu Dekarboksilaz test
kuyucuklar1 i¢in baz ¢izgisi referansi olarak kullanilir. Kesin sonuglar yaklasik 10

saat ve daha kisa siire i¢inde elde edilir.

Gram pozitif identifikasyon kart1 (GP) kanitlanmig biyokimyasal yontemlere ve yeni
gelistirilen substratlara dayanir. Karbon kaynagi kullanimi, enzimatik aktiviteler ve
direnci dlgen 43 biyokimyasal test mevcuttur. Kesin identifikasyon sonuglar yaklasik

sekiz saat ve daha kisa siire i¢inde elde edilir.

Bacillus identifikasyon karti (BCL) kanitlanmis biyokimyasal yontemlere ve yeni

gelistirilen substratlara dayanir. Karbon kaynagi kullanimi, inhibisyon direnci ve
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enzimatik aktiviteleri 6lgen 46 biyokimyasal test mevcuttur. Kesin identifikasyon
sonuglar1 yaklasik 14 saat icinde elde edilir.
Cizelge 4.2. Gram Negatif Kart1 Kuyucuk Igerikleri

Test Ammsatici Test Anmimsatici
Ala-Phe-Pro Arilamidaz APPA Sakkaroz/Siikroz SAC
Adonitol ADO D-Tagatoz dTAG
L-Pirolidonil-Arilamidaz PyrA D-Trehaloz dTRE
L-Arabitol IARL Sitrat (Sodyum) CIT
D-Selobiyoz dCEL Malonat MNT
Beta-Galaktosidaz BGAL 5-Keto-Glukonat 5KG
H2S Olusumu H2S L-Laktat alkalilegsmesi ILATK
Beta-N-Asetil Glikozaminidaz BNAG Alfa-Glikosidaz AGLU
Glutamil Arilamidaz Pna AGLTp Siikkinat alkalilesmesi SUCT
D-Glikoz dGLU Beta-N-Asetil-Galaktozaminidaz ~ NAGA
Gama-Glutamil-Transferaz GGT Alfa-Galaktosidaz AGAL
Fermantasyon/Glikoz OFF Fosfataz PHOS
Beta-Glikosidaz BGLU Glisin Arilamidaz GIlyA
D-Maltoz dMAL Ornitin Dekarboksilaz oDC
D-Mannitol dMAN Lizin-Dekarboksilaz LDC
D-Mannoz dMNE L-Histidin asimilasyonu IHISa
Beta-Ksilosidaz BXYL Kurmarat CMT
Beta-Alanin BAlap Beta-Glukuronidaz BGUR
L-Prolin Arilamidaz ProA 0/129Direnci (comp. vibrio.) 0O129R
Lipaz LIP Glu-Gli-Arg-Arilamidaz GGAA
Palatinoz PLE L-Malat asimilasyonu IMLTa
Tirosin Arilamidaz TyrA Ellman ELLM
Ureaz URE L-Laktat asimilasyonu ILATa
D-Sorbitol dSOR
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Cizelge 4.3. Gram Pozitif Kart1 Kuyucuk igerikleri

Test Ammsatici Test Ammsatici
D-Amigdalin AMY Polimiksin B Direnci POLYB
Fosfatidilinositol Fosfolipazc PIPLC D-Galaktoz dGAL
D-Ksiloz dXYL D-Riboz drIB
Arginin Dihidrolaz 1 ADH1 L-Laktat alkalilesmesi ILATK
Beta-Galaktosidaz BGAL Lactose LAC
Alfa-Glikosidaz AGLU N-Asetil-D-Glikozamin NAG
Ala-Phe-Pro Arilamidaz APPA D-Maltoz dMAL
Siklodekstrin CDEX Basitrasin Direnci BACI
L-Aspartat Arilamidaz AspA Novobiosin Direnci NOVO
Beta-Galaktopiranosidaz BGAR %6.50 NaCl'de Cogalma NaCl %6.50
Alfa-Mannosidaz AMAN D-Manitol dMAN
Fosfataz PHOS D-Mannoz dMNE
Lésin Arilamidaz LeuA Metil-B-D-Glukopiranosid MBdG
L-Prolin Arilamidaz ProA Pullulan PUL
Beta Glukuronidaz BGURr D-Rafinoz dRAF
Alfa-Galaktosidaz AGAL 0/129 Direnci (comp. vibrio.) 0129R
L-Pirolidonil-Arilamidaz PyrA Salisin SAL
Beta-Glukuronidaz BGUR Sakkaroz/Siikroz SAC
Alanin Arilamidaz AlaA D-Trehaloz dTRE
Tirosin Arilamidaz TyrA Arginin Dihidrolaz 2 ADH2s
D-Sorbitol dSOR Optokin Direnci OPTO
Ureaz URE
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Cizelge 4.4. Bacil Kart: Kuyucuk Igerikleri

Test Ammsatici Test Ammsatici
Beta-Ksilosidaz BXYL D-Mannitol dMAN
L-Lizin Arilamidaz LysA D-Mannoz dMNE
L-Aspartat Arilamidaz AspA D-Melezitoz dMLZ
Ldsin Arilamidaz LeuA N-Asetil-D-Glikozamin  NAG
Fenilalanin Arilamidaz PheA Palatinoz PLE
L-Prolin Arilamidaz ProA L-Ramnoz IRHA
Beta-Galaktosidaz BGAL Beta-Glikosidaz BGLU
L-Pirolidonil-Arilamidaz PyrA Beta-Mannosidaz BMAN
Alfa-Galaktosidaz AGAL Fosforil Kolin PHC
Alanin Arilamidaz AlaA Piruvat PVATE
Tirosin Arilamidaz TyrA Alfa-Glikosidaz AGLU
Beta-N-Asetil-Glikozaminidaz BNAG D-Tagatoz dTAG
Ala-Phe-Pro Arilamidaz APPA D-Trehaloz dTRE
Siklodekstrin CDEX Inulin INU
D-Galaktoz Dgal D-Glikoz dGLU
Glikojen GLYG D-Riboz dRIB
Myo-Inositol INO Putresin asimilasyonu PSCNa
Metil-A-D- Glukopiranosid asitlesmesi ~ MdG %6.50 NaCl'de cogalma NaCl %6.50
Ellman ELLM Kanamisin Direnci KAN
Metil-D-Ksilosid MdX Oleandomisin Direnci ~ OLD
Alfa-Mannosidaz AMAN Eskiilin hidrolizi ESC
Maltotrioz MTE Tetrazolium Kirmizist  TTZ
Glisin Arilamidaz GlyA Polimiksin_B Direnci POLYB R
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4.2.6. izolatlarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Boceklerden izole edilen mikroorganizmalarm, izole edildikleri bocek iizerinde

patojenik bir etkiye sahip olup olmadiklar1 virulans testleriyle belirlenir.

Bu testler icin bocegin biyolojisi gboz Oniinde tutularak yasayabilecekleri uygun
ortamlar hazirlanir ve saglikli bocekler kullanilir. In vitro sartlarda tiretilebilen
mikroorganizmalarin saf kiiltlirleri hazirlanir ve uygulanir. In vitro olarak
iretilemeyen viriisler, protozoalar ve diger mikroorganizmalarin enfeksiyon
numunesi, 0lii ve hastalikli boceklerden elde edilir. Boceklerin enfeksiyonu i¢in
bircok metot bilinmektedir. Bu metodlar; besin i¢cinde enfeksiyon, kiitikula i¢ine
enfeksiyon, agiz ve cevresi igine enfeksiyon, mikroorganizmalar1 oral ve anal
acikliklar iizerine yerlestirmek, mikrobesleme ve mikroinfeksiyon seklinde

siralanabilir (Lipa, 1975).

Viriilans testleri (biyoassay) siiresi, uygulanan mikroorganizmaya gore degisiklik
gostermektedir. Bakteriler ve viriisler gibi mikroorganizmalarin virulans testleri
genelde 5-10 giin siirdiriiliirken, boceklerde kronik enfeksiyonlar olusturan
protozoalarin viriilans testleri birka¢ ay siirdiiriilebilir. Virulans testleri sirasinda,
diger 6liim nedenlerinin sonuglarindan, mikroorganizmalarin neden oldugu 6liimleri
ayirmak i¢in, Oli bdceklerin diseksiyonu yapilmali ve gercek Olim nedeni

arastirtlmalidir (Lipa, 1975; Lacey, 1997).

Bu tez ¢alismasinda elde edilen izolatlarin ergin bocekler tizerine etkisini belirlemek
amaciyla her bir izolat i¢in 20 saglikli bocek segilerek deney grubu olusturulmustur.
Boceklerin ayni instarlarda olmasina dikkat edilmistir. Ciinkii ayni1 tiir bdcegin, farkl
instarlardaki donemlerde biyolojik ajanlardan etkilenme oranlar1 da farkli olmaktadir

(Cokmiis ve Younsten, 1994).

Deney gruplarinin beslenmesi i¢in hazirlanan ¢6zeltiye Mcfarland ile yogunlugu
ayarlanmig organizmalar aseptik sartlarda ilave edilerek 7 giin boyunca
gozlemlenmigtir. Test, 6lii ve hayatta kalan boceklerin varligma dikkat edilerek 7 giin
sonunda bitirilmistir (Kampfer, 1995). Test siiresince olusturulan deney gruplari
giinliik olarak kontrol edilmistir. Kontrol siiresi boyunca 6len bocekler kaplardan
pens yardimiyla ¢ikarilmigtir (Ombui ve ark., 1996; Swiecicka, 2001). Her giin 6len

bdcek sayist tespit edilerek ortalama 6liim oranlari belirlenmistir. Bu uygulama her
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bir izolat i¢in {i¢ kez tekrarlanmistir. Yapilan uygulama igin kontrol gruplari da
kullanilmistir.  Oliim  oranmin  hesaplanmasi igin  Abbott (1925) formiilii

kullanilmistir.

4.2.7. izolatlarim Baz Patojen Mikroorganizmalar Uzerinde Antimikrobiyal

Etkilerinin Arastirilmasi

Elde edilen izolatlarin baz1 patojen mikroorganizmalar {izerinde etkilerine bakilarak
biyolojik miicadale ajani gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu c¢alisgmada Chrysomela
populi  (L.)’den izole edilen bakterilerin  antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesinde  kullanilan  mikroorganizmalar, = Pseudomonas  aeruginosa
ATCC®27853, Escherichia coli ATCC®25922, Staphylococcus aureus
ATCC®25923, Klebsiella pneumoniae ATCC®13883, Yersinia enterocolitica
ATCC®27729, Aspergillus niger ATCC®9642, Candida albicans ATCC®10231 ve
Saccharomyces cerevisiae ATCC®9763dir.

Kiiltiirler; Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonundan (ATCC) temin edilmistir.

Kullanilan mikroorganizma tiirleri Cizelge 4.5’de verilmistir.

Calismada kullanilan Nutrient Agar (Merck) besiyeri calismaya baslamadan once
otoklavda (Niive OT 4060) sterilize edilmis (15 dk, 1.50 atm ve 121°C) ve
sonrasinda 45-50°C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Daha sonra agar besiyerleri 90
mm ¢apindaki steril petri kutularma steril pipetler ile 20 mL kadar dagitilmistr.

Besiyerinin homojen bir sekilde dagilmasi saglanarak donmasi beklenmistir.

Petri tizerindeki katilasan agar {izerine swap yontemi ile mikroorganizma ekimi (15
pL) yapildiktan sonra hazirlanan ekstraktlardan, petriye hafifce bastirilarak
yerlestirilen diskler iizerine 15’er pL. damlatilmistir. Bakteri suslar1 37+£0.10°C’de 24
saat slireyle, ayn1 sekilde hazirlanan maya ve kiif suslar1 ise 25+0.10°C’de 48 saat
stireyle etiivde (Niive EN 500) inkiibe edilmistir. Siire sonunda izolatlarin patojen

mikroorganizmalar tizerinde etki gostererek zon olusturmasi beklenmistir.
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Cizelge 4.5. Antimikrobiyal Aktivite Tespitinde Kullanilan Mikroorganizmalar ve Gram

Ozellikleri
Mikroorganizmalar Gram ozellikleri
Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853 Gram (-)
Escherichia coli ATCC®25922 Gram (-)
Staphylococcus aureus ATCC®25923 Gram (+)
Klebsiella pneumoniae ATCC®13883 Gram (-)
Yersinia enterocolitica ATCC®27729 Gram (-)

Saccharomyces cerevisiae ATCC®9763 -
Aspergillus niger ATCC®9642 -
Candida albicans ATCC®10231 -
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada, Kocaeli (Izmit), Sakarya (Akyazi), Samsun, Cankiri, Amasya ve
Eskisehir illerinden toplanan Chrysomela populi o6rneklerinin bakteri florasi
belirlenmeye ¢aligilmistir. 100 ergin bdcekle yapilan ¢aligmalar sonucunda 50 farkl
izolat elde edilmistir. Saf kiiltiir olarak elde edilen bu izolatlardan 35 tanesi koku,
renk ve kolonilerin morfolojik 6zelliklerine bakilarak ¢aligmada kullanilmak igin
secilmistir. izolatlarm tiir tayinlerinin yapilabilmesi igin VITEK® 2 sistemi
kullanilmistir.  VITEK® 2 sonucuna gore izolatlarmm 32 tanesi tiir diizeyinde
tanimlanirken 3 tanesi tiir alt1 kategoride tanimlanmustir. 9 farkl tiir (3 tanesi tiir alti)
oldugu diisiiniilen izolatlardan insektisidal etki gdsterebilme potansiyeli olan 4 tiiriin
Chrysomela populi iizerinde etkisi incelenmis ve bu tiirlerin patojen

mikroorganizmalar tizerinde antimikrobiyal etkilerinin olup olmadig1 arastirilmistir.

5.1. Bakteriyel izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Izolatlarm morfolojik dzellikleri basit boyama, Gram boyama, endospor boyama ve
kristal boyama ile belirlenmistir (Cizelge 5.1).Yapilan basit boyama sonucu ED001,
EDO002, ED004, ED006, ED009, ED010, ED012, ED014, ED016, ED017, ED020,
EDO021, ED022, ED029, ED030 ve ED032 numarali izolatlar ¢gubuk (bacil) seklinde;
EDO003, ED005, ED007, ED008, ED011, ED013, ED015, ED018, ED019, ED023,
EDO02, ED025, ED026, ED027, ED028, ED031, ED033, ED034 ve ED035 numarali

izolatlar yuvarlak (coccus) olarak tespit edilmistir.

Gram boyama sonucunda ED034 ve ED035 numarali organizmalar Gram negatif
(pembe); ED003, ED005, ED007, ED008, ED011, ED013, ED015, ED018, ED019,
EDO023, ED024 ve ED025 numarali organizmalar ise Gram pozitif (mor) olarak

belirlenmistir.

Yapilan endospsor boyama sonucunda Gram negatif ve Gram pozitif organizmalarda
endospor yapist olusumu gézlenmezken bacil olarak tespit edilen organizmalarda

endospor yapisinin varligi tespit edilmistir.
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Bacil organizmalara uygulanan kristal boyama sonucu EDO001, ED004, EDOO0G6,
EDO009, ED012, ED014, ED017, ED020, ED022, ED029, ED030 ve ED032 numarali
organizmalarda kristal proteini yapisina rastlanmazken ED002, ED010, ED016 ve

EDO021 numarali organizmalarda bu yap1 tespit edilmistir.

izolatlarm koloni morfolojisine bakildiginda EDO001, EDQ004, EDO006, EDO0O09,
EDO012, EDO014, EDO017, ED020, ED022, ED029, ED0O30 ve EDO032 numarali
organizmalarin koloni kenarlarinin tirtikli; renklerinin agik krem oldugu, ED002,
EDO010, EDO16 ve EDO21 numarali organizmalarin koloni kenarlarinin tirtikls;
renklerinin krem-agik sar1 oldugu, ED0O03, ED007, ED008, ED011, ED013, EDO018,
EDO019, ED023, ED025 ve ED026 numarali organizmalarin koloni kenarlarinin diiz,
yuvarlak; renklerinin ag¢ik krem oldugu, EDO005, EDO015 ve EDO024 numarali
organizmalarin koloni kenarlarmm diiz, yuvarlak; renklerinin sar1 oldugu; ED027
numarali organizmanin koloni kenarmin diiz; renginin saydam oldugu; EDO028
numarali organizmanin koloni kenarmin diiz; renginin acik krem-saydam oldugu;
EDO031 numarali izolatin koloni kenarmin diiz; renginin saydam oldugu; EDO033
numarali izolatin koloni kenarinin diiz; renginin sarimsi-krem oldugu; EDO034 ve
EDO035 numarali izolatlarin koloni kenarlarmin diiz; renklerinin agik sar1 oldugu

tespit edilmistir.
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Cizelge 5.1. Bakteriyel Izolatlarn Morfolojik Ozellikleri

Izolatlar Basit Boyama Gram Boyama Endospor Boyama Kristal Boyama
EDO001 Bacil Mor (BCL) -
EDO002 Bacil Mor (BCL) +
EDO003 Coccus Mor (GP) - -
ED004 Bacil Mor (BCL) + -
EDO005 Coccus Mor (GP) - -
EDO006 Bacil Mor (BCL) + -
EDO007 Coccus Mor (GP) - -
EDO008 Coccus Mor (GP) - -
EDO009 Bacil Mor (BCL) -
EDO010 Bacil Mor (BCL) +
EDO11 Coccus Mor (GP) - -
EDO012 Bacil Mor (BCL) + -
EDO013 Coccus Mor (GP) - -
EDO014 Bacil Mor (BCL) + -
EDO015 Coccus Mor (GP) - -
EDO016 Bacil Mor (BCL) + +
EDO017 Bacil Mor (BCL) + -
EDO018 Coccus Mor (GP) - -
EDO019 Coccus Mor (GP) - -
EDO020 Bacil Mor (BCL) + -
EDO021 Bacil Mor (BCL) + +
EDO022 Bacil Mor (BCL) + -
EDO023 Coccus Mor (GP) - -
EDO024 Coccus Mor (GP) - -
EDO025 Coccus Mor (GP) - -
EDO026 Coccus Mor (GP) - -
EDO027 Coccus Mor (GP) -
EDO028 Coccus Mor (GP) - -
EDO029 Bacil Mor (BCL) + +
EDO030 Bacil Mor (BCL) + +
EDO031 Coccus Mor (GP) - -
EDO032 Bacil Mor (BCL) + +
EDO033 Coccus Mor (GP) - -
EDO034 Coccus Pembe (GN) - -
EDO035 Coccus Pembe (GN) - -
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5.2. Bakteriyel Izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarm biyokimyasal &zelliklerini tespit etmek ve bu sayede tanimlama
yapabilmek icin Vitek® 2 sistemi kullanilmistir (Sekil 5.1). Izolatlarin biyokimyasal
ozellikleri Cizelge 5.2, Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4’te verilmistir. Bu sistem igin
izolatlar Nutrient Agar (Merck)’da biiyiitiilmiistiir. Her bir izolattan 3-4 koloni steril
0ze ile alinarak steril tuzlu su bulunan plastik tiiplere aktarilarak siispansiyon
hazirlanmistir. Hazirlanan stispansiyon homojenize edilerek yogunlugu baciller igin
1.80-2.20; coccuslar igin 0.50-0.80 McFarland’a ayarlanmistir. Daha sonra
slispansiyon tiipii ile birlikte identifikasyon kartlar1 (ID) kasete yerlestirilmistir. 1D
kartlar1 tizerindeki seri numaralar1 barkod okuma sistemi ile bilgisayara
kaydedilmistir. Kaydedilen kaset cihazin otomatik inokiilasyon kismia
yerlestirilmistir. Cihaz bu boliimde ters osmatik basing uygulayarak test tiipleri
icerisindeki siispansiyonun ID Kkartlara ge¢mesini saglar. Daha sonra kaset
inokiilasyon kismindan almarak inkiibasyon kismina yerlestirilmistir. Burada ID
kartlar 35+1°C” de inkiibe edilmistir. Her 15 dakikalik dongiiler ile kartlardaki renk
degisimi optik sistem ile Olgiilerek dalga boylar1 kaydedilerek organizmalarin

tanimlanma islemi tamamlanmuistir.
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Sekil 5.1. Vitek® 2 Cihazi Kullanim Asamalar1 (Orijinal Fotograflar)
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Cizelge 5.2. Bacil Kart1 Kullanilan Izolatlarm Biyokimyasal Test Sonuglari

TESTLER IZOLATLAR
EDO001 | ED002 | ED004 | ED006 | ED009 | ED010 | ED012 | ED014 | EDO16 | ED017 | ED020 | ED021 | ED022 | ED029 | ED030 | ED032

Beta-Ksilosidaz + + n i " + + + + . ; i - + + +
L-Lizin Arilamidaz ) ) ) } _ R . _ + R R R - - - -
L-Aspartat Arilamidaz ) ) ) + _ _ _ . _ + R R R - - -
Losin Arilamidaz + + n ) " " + + + _ + + + + ¥ +
Fenilalanin Arilamidaz + + + + " " + + + + + + + + + +
L-Prolin Arilamidaz ) ) ) } _ . . . . _ R - - - - -
Beta-Galaktosidaz + + + i " + - + + - - - - + - -
L-Pirolidonil-Arilamidaz + + + i " + + + + + + + + + + +
Alfa-Galaktosidaz + + + + + + + + + - - - - + + +
Alanin Arilamidaz + + + + + + + + + + + + - + + +
Tirosin Arilamidaz + + ) + + . + + + + _ - + + - +
Beta-N-Asetil-Glikozaminidaz + + + + " " + + ; + + + + + + ¥
Ala-Phe-Pro Arilamidaz + + + + " i} i} ) ) + + + + + i i
Siklodekstrin ) ) } } . . _ _ _ R R R - - - -
D-Galaktoz + + ) ) + . _ + + . _ R R R - -
Glikojen + ) _ _ . . . _ - - - - - + - -
Myo-Inositol + + + ) _ + R + + R R R R + - -
Metil-A-D-Glukopiranosid asitlesmesi + + + ) _ _ _ _ R _ + _ R + - -
Ellman ) + + + + _ _ _ . + + _ + R - -
Metil-D-Ksilosid ) ) } } . R _ _ _ . . R - - - -
Alfa-Mannosidaz ) ) } ; . R _ _ _ . R R - - - -
Maltotrioz + + + + + + + + + + + - - + + +
Glisin Arilamidaz ) ) ) + " + + . + _ _ + R + + +
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Cizelge 5.2. Bacil Kart1 Kullanilan Izolatlarm Biyokimyasal Test Sonuglari (devami)

TESTLER IZOLATLAR
EDO001 | ED002 | ED004 | EDO06 | ED009 | ED010 | EDQ12 | ED014 | ED016 | ED017 | ED020 | ED021 | ED022 | ED029 | EDO30 | ED032
D-Mannitol + " " + + + + ¥ . - - - - + + +
D-Mannoz + + + + + + + + + + - - - + + +
D-Melezitoz ) ) N N - - - - ; ; - - - - - -
N-Asetil-D-Glikozamin . + + + n n n + + + + + + + + +
Palatinoz + + + + " " . + + - _ _ - + + -
L-Ramnoz + + + + + + - + + - - - - + + -
Beta-Glikosidaz + + + + + + + + + + + + + + + +
Beta-Mannosidaz + + . . B . . + . } B, B, - - - -
Fosforil Kolin . . . . . . . } . . B, - - - - -
Piruvat - + + + + + + + + + - + + + + +
Alfa-Glikosidaz . . . . . . . } . . B, - - - - -
D-Tagatoz + + + + _ + . + + ; ; - - + - -
D-Trehaloz + + + + + + + + + + + + + + + +
Tnulin } } } } . . _ _ _ _ _ R R + - -
D-Glikoz + + + + + + + + + + + + + + + +
D-Riboz + + + + + + + + + + + + + + + +
Putresin asimilasyonu ) } } ) ; ) ; _ _ . . . . - . .
%6,5 NaCl'de ¢ogalma + + + + + + + + + + - + + + + +
Kanamisin Direnci ) ) ) ) + } i} i} + ; i} + + _ - -
Oleandomisin Direnci + + + + + + + + + + + + + + + +
Eskiilin hidrolizi + + + + + + + + + + + + + + + +
Tetrazolium Kirmizisi + " + + + + + + + - - - - + + +
Polimiksin-B Direnci i + + + n n n n B " " + + B} + +
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Cizelge 5.3. Gram Pozitif Kart1 Kullanilan Izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar1

TESTLER

iZOLATLAR

EDO003

ED005

EDO007

ED008

EDO11

EDO013

EDO015

EDO018

EDO019

ED023

ED024

ED025

ED026

ED027

ED028

ED031

EDO033

D-Amigdalin

Fosfatidilinositol Fosfolipazc

D-Ksiloz

Arginin Dihidrolaz 1

Beta-Galaktosidaz

Alfa-Glikosidaz

Ala-Phe-Pro Arilamidaz

Siklodekstrin

L-Aspartat Arilamidaz

Beta-Galaktopiranosidaz

Alfa-Mannosidaz

Fosfataz

Losin Arilamidaz

L-Prolin Arilamidaz

Beta Glukuronidaz

Alfa-Galaktosidaz

L-Pirolidonil-Arilamidaz

Beta-Glukuronidaz

Alanin Arilamidaz

Tirosin Arilamidaz

D-Sorbitol

Ureaz

Polimiksin B Direnci
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Cizelge 5.3. Gram Pozitif Kart1 Kullanilan Izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglari (devami)

TESTLER IZOLATLAR
EDO003 | ED005 | ED007 | ED008 | ED011 | ED013 | ED015 | ED018 | ED019 | ED023 | ED024 | ED025 | ED026 | ED027 | ED028 | ED031 | ED033
D-Galaktoz + + + + + + + + + + + + + + - + -
D-Riboz ) ) i + . + _ . + _ - - - + - - -
L-Laktat alkalilesmesi } } } i } . . . + _ R R R - - + -
Lactose ) i + + . + . _ i - - - + + - - -
N-Asetil-D-Glikozamin ) + i i B + + . + . . - + + + - -
D-Maltoz + + + + + + + + + + + - + + + - -
Basitrasin Direnci + + + i i + + + + + + + + + - - -
Novobiosin Direnci ) ) ; } } . _ _ - R R - - + - - +
%86,5 NaCl'de Cogalma + + + + + + + + + + + + + + + + -
D-Manitol - + + + - + - - + + - + + + - - -
D-Mannoz _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - + - + -
Metil-B-D-Glukopiranosid ) } ) } } . . _ _ _ R R R + - - -
Pullulan } } _ _ _ . . . . - R R - - - - -
D-Rafinoz } } _ _ _ . . . _ - R - - + - - -
0O/129 Direnci (comp.vibrio.) + + + + + + + + + - R - + + - - +
Salisin } _ _ _ _ . . . _ - R - R + - - -
Sakkaroz/Siikroz + + + + + + + + + + + + + + - - -
D-Trehaloz + + + + + + + + + + + + + + - + +
Arginin Dihidrolaz 2 ) ) + + } . + . R R - R R + - - -
Optokin Direnci + + + + + + + + + + + + + + + + +
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Cizelge 5.4. Gram Negatif Kart: Kullanilan izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar

TESTLER IZOLATLAR TESTLER IZOLATLAR
EDO034 EDO035 EDO034 EDO035

Ala-Phe-Pro Arilamidaz - - Sakkaroz/Siikroz - -
Adonitol - - D-Tagatoz - -
L-Pirolidonil-Arilamidaz - - D-Trehaloz - -
L-Arabitol - - Sitrat (Sodyum) - -
D-Selobiyoz + + Malonat - -
Beta-Galaktosidaz - - 5-Keto-Glukonat - -
H2S Olusumu - - L-Laktat alkalilegsmesi + +
Beta-N-Asetil Glikozaminidaz - - Alfa-Glikosidaz - -
Glutamil Arilamidaz Pna - - Siikkinat alkalilegsmesi - -
D-Glikoz + + Beta-N-Asetil-Galaktozaminidaz - -
Gama-Glutamil-Transferaz - - Alfa-Galaktosidaz - -
Fermantasyon/Glikoz - - Fosfataz - -
Beta-Glikosidaz - - Glisin Arilamidaz - -
D-Maltoz + + Ornitin Dekarboksilaz - -
D-Mannitol - - Lizin-Dekarboksilaz - -
D-Mannoz - - L-Histidin asimilasyonu - -
Beta-Ksilosidaz - - Kurmarat + +
Beta-Alanin - - Beta-Glukuronidaz - -
L-Prolin Arilamidaz - - 0/129Direnci (comp.vibrio.) - -
Lipaz - - Glu-Gli-Arg-Arilamidaz - -
Palatinoz - - L-Malat asimilasyonu - -
Tirosin Arilamidaz + - Ellman - -
Ureaz - - L-Laktat asimilasyonu - -
D-Sorbitol - -
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5.3. VITEK® 2 ile Tamimlanan Organizmalar

VITEK® 2 ile yapilan ¢alismalar sonucunda 35 izolatin tamami tanimlanmus, 9 farkls
bakteri tiirii (3 tanesi tiir altr) elde edilmistir. izolatlardan ED001 %85, ED004 %85,
EDO006 %86, ED009 %88, ED012 %87, ED014 %86, ED017 %89, ED020 %86,
EDO022 %86, ED029 %88, ED030 %88 ve ED032 %86 oranlarinda Bacillus
vallismortis; ED002 %89, ED010 %93, ED016 %91 ve ED021 %94 oranlarinda
Bacillus cereus, B. thuringiensis veya B. mycoides; ED003 %96, ED007 %98,
EDO008 %98, ED011 %97, ED013 %98, ED018 %98, ED019 %96, ED023 %98,
EDO025 %97 ve ED026 %98 oranlarinda Staphylococcus haemolyticus; ED005 %87,
EDO15 %85 ve ED024 %86 oranlarinda Aerococcus viridans; ED027 %92 oraninda
Enterococcus faecium; EDO028 %94 oraninda Leucanostoc mesenteroides spp.
cremoris; ED031 %87 oraninda Staphylococcus homonis spp. hominis; ED033 %99
oraninda Staphylococcus cohnii spp. cohnii; ED034 %93 ve ED035 %88 oranlarinda

Sphingomonas paucimobilis olarak tespit edilmistir (Cizelge 5.5).
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Cizelge 5.5. VITEK® 2 Ile Tammlanan Organizmalarm Tiir Isimleri ve Tanimlanma

Yiizdeleri

IZOLATLAR SONUC YUZDE LOKALITE
EDO001 Bacillus vallismortis %85  Sakarya (Akyaz1)
EDO002 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides %89  Sakarya (Akyazi)
EDO003 Staphylococcus haemolyticus %96  Samsun
EDO004 Bacillus vallismortis %85  Sakarya (Akyazi)
EDO005 Aerococcus viridans %87  Kocaeli (Izmit)
EDO006 Bacillus vallismortis %86  Sakarya (Akyazi)
EDO007 Staphylococcus haemolyticus %98  Samsun
EDO008 Staphylococcus haemolyticus %98  Samsun
EDO009 Bacillus vallismortis %88  Ssakarya (Akyazi)
EDO010 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides %93  Sakarya (Akyazi)
EDO11 Staphylococcus haemolyticus %97  Samsun
EDO012 Bacillus vallismortis %87  Sakarya (Akyazi)
EDO013 Staphylococcus haemolyticus %98  Samsun
EDO014 Bacillus vallismortis %86  Sakarya (Akyazi)
EDO015 Aerococcus viridans %85  Kocaeli (Izmit)
EDO016 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides %91  Sakarya (Akyazi)
EDO017 Bacillus vallismortis %89  Sakarya (Akyazi)
EDO018 Staphylococcus haemolyticus %98  Samsun
EDO019 Staphylococcus haemolyticus %96  Samsun
EDO020 Bacillus vallismortis %86  Sakarya (Akyazi)
EDO021 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides %94  Sakarya (Akyazi)
EDO022 Bacillus vallismortis %86  Sakarya (Akyazi)
EDO023 Staphylococcus haemolyticus %98  Samsun
EDO024 Aerococcus viridans %86  Kocaeli (Izmit)
EDO025 Staphylococcus haemolyticus %97  Samsun
EDO026 Staphylococcus haemolyticus %98  Cankiri
EDO027 Enterococcus faecium %92  Sakarya (Akyazi)
EDO028 Leucanostoc mesenteroides spp. cremoris %94  Amasya
EDO029 Bacillus vallismortis %88  Amasya
EDO030 Bacillus vallismortis %88  Amasya
EDO031 Staphylococcus homonis spp. hominis %87  Amasya
EDO032 Bacillus vallismortis %86  Amasya
EDO033 Staphylococcus cohnii spp. cohnii %99  Amasya
EDO034 Sphingomonas paucimobilis %93  Amasya
EDO035 Sphingomonas paucimobilis %88  Amasya
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Morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore tanimlanan 9 farkli bakteri tiirlinden
(3 tanesi tiir altr) Bacillus thuringiensis olarak tanimlanan ED021 numarali izolatin
petri ve mikroskop gorintiileri Sekil 5.2 ve 5.3’te, Bacillus vallismortis olarak
tanimlanan EDO17 numarali izolatin petri ve mikroskop goriintiileri Sekil 5.4 ve
5.5’te, Staphylococcus haemolyticus olarak tanimlanan EDO0O8 numarali izolatin petri
ve mikroskop goriintiileri Sekil 5.6 ve 5.7°de, Aerococcus viridans olarak tanimlanan
EDO08 numarali izolatin petri ve mikroskop goriintiileri Sekil 5.8 ve 5.9’da,
Enterococcus faecium olarak tanimlanan ED027 numarali izolatin petri ve mikroskop
goriintiileri Sekil 5.10 ve 5.11°de, Leucanostoc mesenteroides spp. cremoris olarak
tanimlanan ED028 numarali izolatin petri ve mikroskop goriintiileri Sekil 5.12 ve
5.13’te, Staphylococcus homonis spp. hominis olarak tanimlanan ED031 numarali
izolatin petri ve mikroskop goriintiileri Sekil 5.14 ve 5.15°te, Staphylococcus cohnii
spp. cohnii olarak tanimlanan EDO033 numarali izolatin petri ve mikroskop
goriintiileri Sekil 5.16 ve 5.17°de, Sphingomonas paucimobilis olarak tanimlanan
EDO034 numarali izolatin petri ve mikroskop goriintiileri Sekil 5.18 ve 5.19°da

gosterilmistir.
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Sekil 5.2. ED021 Numaralh Izolatin (Bacillus thuringiensis) Cizgi Ekimi (Orijinal Fotograf)

Sekil 5.3. ED021 Numarali izolatin (Bacillus thuringiensis) Gram Boyama Sonucu (Orijinal
Fotograf Nikon ECLIPSE E400 100x)
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Sekil 5.4. ED017 Numarah Izolatin (Bacillus vallismortis) Cizgi Ekimi (Orijinal Fotograf)

Sekil 5.5. ED017 Numaral: izolatin (Bacillus vallismortis) Gram Boyama Sonucu (Orijinal
Fotograf Nikon ECLIPSE E400 100x)
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Sekil 5.6. ED008 Numarali Izolatin (Staphylococcus haemolyticus) Cizgi Ekimi (Orijinal
Fotograf)

Sekil 5.7. ED008 Numarali Izolatin (Staphylococcus haemolyticus) Gram Boyama Sonucu
(Orijinal Fotograf Nikon ECLIPSE E400 100x)
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Sekil 5.8. ED005 Numarah izolatin (Aerococcus viridans) Cizgi Ekimi (Orijinal Fotograf)

Sekil 5.9. ED005 Numarah Izolatin (Aerococcus viridans) Gram Boyama Sonucu (Orijinal
Fotograf Nikon ECLIPSE E400 100x)
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Sekil 5.10. ED027 Numarah Izolatin (Enterococcus faecium) Cizgi Ekimi (Orijinal
Fotograf)

Sekil 5.11. ED027 Numarali izolatin (Enterococcus faecium) Gram Boyama Sonucu
(Orijinal Fotograf Nikon ECLIPSE E400 100x)
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Sekil 5.12. ED028 Numarali Izolatin (Leucanostoc mesenteroides spp. cremoris) Cizgi
Ekimi (Orijinal Fotograf)

Sekil 5.13. ED028 Numarali Izolatin (Leucanostoc mesenteroides spp. cremoris) Gram
Boyama Sonucu (Orijinal Fotograf Nikon ECLIPSE E400 100x)
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Sekil 5.14. ED031 Numarali Izolatin (Staphylococcus homonis spp. hominis) Cizgi Ekimi
(Orijinal Fotograf)

Sekil 5.15. ED031 Numarah izolatin (Staphylococcus homonis spp. hominis) Gram Boyama
Sonucu (Orijinal Fotograf Nikon ECLIPSE E400 100x)
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Sekil 5.16. ED033 Numarali Izolatin (Staphylococcus cohnii spp. cohnii) Cizgi Ekimi
(Orijinal Fotograf)

Sekil 5.17. ED033 Numarali izolatin (Staphylococcus cohnii spp. cohnii) Gram Boyama
Sonucu (Orijinal Fotograf Nikon ECLIPSE E400 100x)
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Sekil 5.18. ED034 Numarali Izolatin (Sphingomonas paucimobilis) Cizgi Ekimi (Orijinal
Fotograf)

Sekil 5.19. ED033 Numarah izolatin (Sphingomonas paucimobilis) Gram Boyama Sonucu
(Orijinal Fotograf Nikon ECLIPSE E400 100x)
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5.4. izolatlarin insektisidal Etkileri

VITEK® 2 sonuglar1 degerlendirilip, insektisidal etkiye sahip oldugu diisiiniilen 4
izolatla biyoassay g¢alismasi yapilmistir. Her bir izolat igin 20 saglikli Chrysomela
populi kullanilmis ve c¢aligma ¢ tekerriir seklinde tamamlanmistir. Bioassay
calismasimin sonuglar1 Abbott analizi formiiliine gore hesaplanmistir (Cizelge 5.6).
Hesaplama sonucunda ED017 ve ED021 nolu izolatlarm yiiksek insektisidal 6zellik
gosterdigi tespit edilirken, EDOO5 nolu izolatin orta derecede insektisidal ozellige
sahip oldugu belirlenmis ve EDO08 nolu izolatin diisiik insektisidal 6zellik gosterdigi
tespit edilmistir (Sekil 5.10).

Cizelge 5.6. Abbott’s Analizi Sonuglari

izolatlar Oliim Oram VITEK® 2 iller
EDO005 %53.30 Aerococcus viridans Kocaeli (Izmit)
EDO008 %36.00 Staphylococcus haemolyticus Samsun
EDO017 %73.30 Bacillus vallismortis Sakarya (Akyazi)
EDO021 %70.60 Bacillus thuringiensis Sakarya (Akyazi)
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Sekil 5.20. Bioassay Sonuglarmnim Siitun Grafigi

5.5. izolatlarin Baz1 Patojenik Mikroorganizmalar Uzerindeki Antimikrobiyal

Etkileri

Inkiibasyon sonrasi in vitro yapilan testlerde patojen mikroorganizmalar iizerine
ekim yapilarak izolatlarin bu patojen mikroorganizmalarm biiyiimesini inhibe edecek
herhangi bir etkin madde icerigine sahip olmadiklar1 izolatlarm zon ¢ap1
olusturmadigi sonucunda tespit edilmistir. Test edilen izolatlar patojen
mikroorganizmalar iizerinde biliylime gostermis fakat bu patojenlere karst

antimikrobiyal etki gostermemistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Son zamanlarda uygulanan biyolojik miicadele caligmalariyla paralel ve bu
caligmalara alternatif olabilecek bir mikrobiyal miicadele ajaninin gelistirilmesi
amactyla yapilan bu galismada Kocaeli (Izmit), Sakarya (Akyazi), Samsun, Cankir1,
Amasya ve Eskisehir illerinden Nisan-Eyliill 2013 tarihleri arasinda yapilan

orneklemeler sonucunda Chrysomela populi’nin bakteriyel florasi belirlenmistir.

Bakterilerin tani g¢aligmalarinda tiir tayininde rutin olarak kullanilan sitolojik,
morfolojik ve biyokimyasal 06zelliklerin disinda, son yillarda bakterilerin tiir
tayinlerinin dogru bir sekilde yapilabilmesi i¢in florosan temelli yeni bir teknoloji
olan Vitek® 2 sistemi (bioMe rieux) kullanilmistir. Ayrica Bacillus thuringiensis
tiirli bakteri olup olmadigmin anlagilmasi i¢cin bakterilere kristal boyama teknigi
uygulanmistir. Morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyonu yapilmis izolatlardan
insektisidal etki gdsterebilme potansiyeline sahip oldugu diisiiniilen tiirlerin Coleoptara
takimi Chrysomelidae familyasindan olan Chrysomela populi iizerinde herhangi bir
insektisidal etkilerinin olup olmadig: arastirilmistir. Bu ¢alismalara ek olarak Vitek®
2 ile tammlanan 9 tiiriin patojen mikrorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkilerine

bakilmstir.

Vitek® 2 ve kristal boyama sonuglarma gore tanimlanan 35 izolattan 9 farkl tiir (3
tanesi tiir alt1 kategoride) elde edilmistir. Vitek® 2 tanimlama sistemine gore EDOO1,
ED004, ED006, ED009, ED012, ED014, ED017, ED020, ED022, ED029, ED030 Ve
EDO032 numarali izolatlar Bacillus vallismortis; ED002, ED010, ED016 ve EDO021,
numarali izolatlar Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis veya Bacillus mycoides;
EDO003, ED007, ED008, ED011, EDO013, ED018, ED019, ED023, ED025, ED026
numarali izolatlar Staphylococcus haemolyticus; ED005, ED015 ve ED024 numarali
izolatlar Aerococcus viridans; ED027 numarali izolat Enterococcus faecium; ED028
Leucanostoc mesenteroides spp. cremoris; ED031 numarali izolat Staphylococcus
homonis spp. hominis; ED033 numarali izolat Staphylococcus cohnii spp. cohnii;
ED034 ve EDO035 numarali izolatlar Sphingomonas paucimobilis olarak

tanimlanmustir.
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EDO021 numarali izolat Vitek® 2 sonuglarina gore %94 oraninda Bacillus cereus,
Bacillus mycoides veya Bacillus thuringiensis bakterilerine benzemektedir. Bu
izolata kristal boyama uygulanmis ve kristal protein yapisina rastlanmistir. Bu
yapmin varligi tiirtin Bacillus thuringiensis olabilecegini desteklemistir. Ayrica
yapilmig olan basit boyama, Gram boyama ve endospor boyamada ¢ikan pozitif
sonuglar ve bu izolatin %70.60 oranindaki insektisidal etkisi géz Oniinde

bulundurularak Bacillus thuringiensis tiirii olabilecegi kanisina varilmstir.

EDO17 numarali izolat Vitek® 2 sonuglarma gore %89 oraninda Bacillus
vallismortis olarak tanimlanmistir. Koloni morfolojisi ve basit boyama, Gram
boyama, endospor boyama, kristal boyama gibi morfolojik testler bu izolatin Bacillus
vallismortis olabilecegini desteklemistir. Bu izolatin %73.30 oranindaki insektisidal
etkisi géz Oniinde bulundurularak tiirin Bacillus vallismortis olabilecegi kanisina

varilmstir.

EDO005 numarali izolat Vitek® 2 sonuglarina gore %87 oraninda Aerococcus viridans
olarak tanimlanmustir. izolatm koloni morfolojisi ve pozitif Gram boyama sonucu bu
tanimlamay1 desteklemistir. izolatin %353.30 oranindaki insektisidal etkisi goz
oniinde bulundurularak bu izolatin Aerococcus viridans tiirii olabilecegi kanisina

varilmistir.

EDO008 numarali izolat Vitek® 2 sonuglarina gore %98 oraninda Staphylococcus
haemolyticus olarak tanimlanmustir. izolatm koloni morfolojisi ve pozitif Gram
boyama sonucu bu tanimlamay1 desteklemistir. izolatin %36 oranindaki insektisidal
etkisi goz Oniinde bulundurularak bu izolatin Staphylococcus haemolyticus tiirii

olabilecegi kanisina varilmistir.

EDO027 numarali izolat Vitek® 2 sonucglarma gore %92 oraninda Enterococcus
faecium olarak tanimlanmistir. izolatin koloni morfolojisi, basit boyama ve pozitif

Gram boyama sonucu bu tanimlamay1 desteklemistir.

ED028 numarali izolat Vitek® 2 sonuglarmma goére %94 oraninda Leucanostoc
mesenteroides spp. cremoris olarak tanimlanmustir. izolatin koloni morfolojisi, basit

boyama ve pozitif Gram boyama sonucu bu tanimlamay desteklemistir.
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EDO31 numarali izolat Vitek® 2 sonuglarma gore %87 oraninda Staphylococcus
homonis spp. hominis olarak tanimlanmistir. Izolatin koloni morfolojisi, basit

boyama ve pozitif Gram boyama sonucu bu tanimlamay1 desteklemistir.

EDO033 numarali izolat Vitek® 2 sonuglarina goére %99 oraninda Staphylococcus
cohnii spp. cohnii olarak tanimlanmustir. Izolatm koloni morfolojisi, basit boyama ve

pozitif Gram boyama sonucu bu tanimlamay1 desteklemistir.

EDO034 numarali izolat Vitek® 2 sonuglarina gore %93 oraninda Sphingomonas
paucimobilis olarak olarak tanimlanmustir. izolatin koloni morfolojisi, basit boyama

ve negatif Gram boyama sonucu bu tanimlamay1 desteklemistir.

EDO027, ED028, ED031, ED033 ve ED034 numarali izolatlarin insektisidal etkilerine
bakilmanustir. Bu izolarm Kocaeli (Izmit), Sakarya (Akyazi), Samsun, Cankirl,
Amasya ve Eskisehir illerindeki dagilimlar1 degerlendirilmis ve bu tiirlerin sadece

Amasya iline ait izolatlardan tanimlandigi tespit edilmistir.

Morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyonu yapilmus izolatlardan insektisidal etki
gosterebilme potansiyeline sahip oldugu diisiiniilen Bacillus cereus, B. mycoides veya
B. thuringiensis, Bacillus vallismortis, Staphylococcus haemolyticus ve Aerococcus
viridans tiirlerinin Chrysomela populi tizerindeki insektisidal etkileri arastirilmis ve bu
sekilde C. populi’ye kars1 biyoajan tespiti gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada Bacillus
vallismortis ve B. thuringiensis oldugu diisiiniilen izolatlarin insektisidal etkileri
sirasiyla %73.30 ve %70.60 olarak tespit edilirken; Kegeci, (2014), yapmis oldugu
calismada ayni tiirlerin sirasiyla %15 ve %10 oranlarinda insektisidal etkiler
gosterdigini tespit etmistir. Benzer bir ¢alismayla Odabas, (2011), Bacillus cereus, B.
mycoides veya B. thuringiensis olarak tanimladigi izolatin insektisidal etkisini %20
olarak tespit etmistir. Bu caligmalara ek olarak Sezen ve Demirbag, (2007), benzer
sekilde yapmis olduklar1 caligmalarinda B. weihenstephanensis ve B. thuringiensis’in

%80 gibi yiiksek bir oranda insektisidal etki gosterdiklerini ortaya koymuslardir.

Potansiyel biyoajanlarin genis patojen grubuna karsi etkili olmalarmin biyolojik
miicadelede onemli olmasindan dolay1 bu ¢alismada biyoajan olarak tespit edilen
bakteri tiirlerinin farkli patojen gruplarma karsi bakteriyel etkileri arastirilmistir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda biyoajan olarak belirlenen Bacillus cereus, B.

mycoides veya B. thuringiensis, Bacillus vallismortis, Staphylococcus haemolyticus
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ve Aerococcus viridans tiirlerinin antibakteriyel etki gostermedikleri tespit edilmistir.
Bu calismaya benzer sekilde Odabas, (2011), yapmis oldugu calismada Bacillus
tiirlerini biyoajan olarak kullanip bu tiirlerin antibakteriyel etkisinin olmadigini tespit
ederken, daha dnce yapilan benzer ¢alismalarda biyoajan olarak kullanilan tiirlerin
patojen gruba kars1 antibakteriyel etkisi rapor edilmistir (Kotan ve ark., 2000; Kotan
2002; Kotan ve Sahin, 2006; Kotan ve ark., 2009). Yapilan bir¢cok c¢aligmada;
bakterilerin antibakteriyel etkilerinin ¢cogunlukla icerdikleri etkili maddelerden ileri
geldigi ve etkili maddeyi olusturan bilesiklerin miktarmin bakteriden bakteriye
degisiklik gosterdigi, ayrica bu bilesiklerin etkinliklerinin bakterinin tiirii, izole
edildigi yer veya organizma tiiriine bagl olarak degisebildigi belirtilmistir (Bastaban,
2008).

Bacillus cinsi bakterilerin siniflandirilmasinda, aerobik, Gram-pozitif, ¢ubuk sekilli
olmalar1 ve endospor olusturmalar1 6nemli yer tutmasina ragmen, tiirlerin ayriminin
gii¢ oldugu ve yanlis tanimlamalar yapilabilecegi bildirilmektedir. Yiiksek derecede
heterojenitenin standart testler ile tanimlamayi zorlastirdigi ifade edilmektedir
(Rosovitz ve ark., 1998; Priest, 1993). Cinsin sahip oldugu genis fenotipik ¢esitliligin
ayni zamanda genis bir filogenetik dagilima neden oldugu ve gelismis molekiiler
tekniklerle elde edilen kriterlerin organizmanin gruplandirilmasinda esas yeri teskil

ettigi belirtilmistir (Rosovitz ve ark., 1998).

Izole edilen birgok susun birbiriyle karsilastirilmasi, suslar arasmmda ayrim
gelistirmek ve suslarin teshisinin dogrulugunu ispatlamak zorunlulugunu giindeme
getirmistir. Ancak, siiflandirma i¢in gelistirilen morfolojik ve biyokimyasal testler
ve fenotipik 6zellikler suslarin ayrimi icin yeterli olmadigindan molekiiler yontemler

gelistirilmistir (Bagc1 ve ark., 1991).

Ozellikle 16S rRNA genleri bakteri tiirleri arasinda filogenetik yakinligin

belirlenmesi i¢in olduke¢a sik kullanilan tanimlayici yapilardir (Rainey ve ark., 1994).

Bacillus cereus’un tanimlanmasi ve B. cereus ile yakin olan tiirlerin ayrimi
biyokimyasal testler ile yapilmaktadwr. Ancak B. cereus, B. thuringiensis ve B.
mycoides tiirlerinin birbirinden ayrimi1 biyokimyasal testler ile tam olarak
yapilamamaktadir. Bu nedenle bu bakterilerin 16S rRNA genlerinin incelenmesi

gerekmektedir. 16S rRNA dizi analizinin tiir ya da cins seviyesinde bilinmeyen
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bakterilerin tanimlanmas1 ve smiflandirilmasi i¢in temel yontemlerden biri oldugu

disiiniilmektedir (Siefert ve ark., 2000).

Kati, (2011)’nin yaptig1 bir ¢alismada ayni izolata ait bir bakteri susunun Vitek® 2,
yag asidi profilleri (MIS) yontemi ve 16S rRNA genleri molekiiler tanimlama
yontemlerine gore ¢ikan sonuclar1 karsilastirildiginda her birinde farkl tiir bakteri
tanimlandig1r goriilmiistiir. Bu yiizden daha da ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi

gerektigi ongoriilmiistiir.

Smiflandirmadaki mevcut problemleri ¢6zmek ve modern bakteriyel taksonomiye
yardimc1 olmak amaciyla son yillarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA-PZR (RAPD-PZR), 16S rRNA Dizi Analizi, DNA-
DNA hibridizasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
(PZR-RFLP), Toplam Hiicre proteinlerinin sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) gibi molekiiler yontemler kullanilarak tiirler arasindaki
farkliliklar ve benzerlikler belirlenmeye ¢alisiimaktadir (Chang ve ark., 2003).

Bacillus thuringiensis, giintimiizde en ¢ok kullanilan biyolojik bdcek kontrol ajani
olup endiistriyel olarak tiretilmekte ve sayisiz biyokimyasal ve genetik arastirmalara
konu olmaktadir. B. thuringiensis baz alinarak gelistirilen biyoinsektisitler 6zellikle
Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarinda bulunan bocek tiirlerinin
kontroliinde 6nemlidir. B. thuringiensis sentetik kimyasal pestisitlere alternatif olarak
tarimda, ormancilikta, sivrisinek kontroliinde etkili bir sekilde kullanilmaktadir.
Buna ragmen hala tarimda kullanilan biyolojik pestisidlerin miktar1 sentetik kimyasal

pestisitlerin ¢ok asagisindadir.

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen insektisitler hedef bdcek tiirii icin oldukca
spesifik olmalari, bakteriler sayesinde ayristirilabilir olmalar1 ve zararli boceklerde
bu bilesiklere kars1 direng gelisiminin yavas olmasi bakimindan oldukca avantajhidir.
Fakat disiik tesirli olmalar1 ve yiiksek iretim maliyetleri nedeniyle bunlarin

kullanimlar1 kisitlanmaktadir.

Son zamanlarda Ozellikle gelismis lilkelerde tarim alanlarinda biiylik ekonomik
kayiplara neden olan zararli bdcekler ile miicadele kullanilan kimyasal ilaglarin
ekosistemde meydana getirmis oldugu zararli etkiler nedeniyle alternatif yontemler

gelistirilmeye baslanmistir. Bu yontemlerin en 6nemlisi de biyolojik miicadeledir.
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Biyolojik miicadelede bakteriler, viriisler, mantarlar, nematodlar ve protozoa grubuna
ait organizmalar biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmaktadir. Bunlar arasinda
toprak grubu bakteriler en ¢ok gelecek vaat eden biyolojik kontrol ajanlaridir.
Ozellikle Bacillus grubu bakteriler 6nemli bir yer teskil ederler. Biyolojik
miicadelede kullanilan mikroorganizmalarin %90’ m1  Bacillus thuringiensis
olusturmaktadir (Oztiirk, 2007). Yapmis oldugumuz bu tez calismasi da bu tiir

calismalar1 destekleyici nitelikte sonu¢ vermistir.

Sonug olarak yapilan literatiir arastirmasi sonucunda daha once Chrysomela
populi’nin biyolojik floras1 veya biyolojik kontrol ajanmin gelistirilmesi ile ilgili
herhangi bir caligma tespit edilememistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen tiirlerden
biyolojik aktiviteleri Coleoptara takimma ait Chrysomelidae familyasindan olan
Chrysomela populi erginleri iizerinde yapilan denemelerle belirlenmeye ¢alisilmustir.
Denemeler tiglii tekrar gruplar1 seklinde yedi giin siiresince yapilmistir. Ergin
bocekler iizerinde yapilan deneme sonuglar1 yedinci giiniin sonunda ortalama ¢lim
oranlar1 alinarak belirlenmistir. Bacillus cinsinden Bacillus vallismortis oldugu
diistiniilen izolat %73.30 oraninda etki gosterirken, Bacillus thuringiensis oldugu
diisiiniilen izolat %70.60 oraninda insektisidal etki gdstermistir. Bu sonuglar bu iki
izolatin Chrysomela populi’ye kars1 biyolojik ajan olarak kullanilabilecegini
gosterirken Staphylococcus haemolyticus oldugu diisiiniilen izolatin %36.00°lik 6lim
orani zayif insektisidal etki olarak kabul edilmistir. Aerococcus viridans oldugu
diigiiniilen izolatm ise %53.30’luk 6lim oraninin son zamanlarda kullanimi hizla

yayilan biyolojik miicadele ¢caligmalari igin yetersiz oldugu 6ngdriilmiistiir.

Zararlilara kars1 mikrobiyal bir ajan gelistirmek maksadiyla yapilan bu tiir ¢aligmalar
sayesinde zararli boceklere karsi kullanilabilecek insektisidal aktivitesi yiiksek,
giivenilir ve lilkemize ait biyolojik kontrol ajanlarinin olusturulmasi yolunda 6nemli
adimlar atilmis olacaktur.

Bu ¢aligmanin iilkemizde hem Chrysomela populi’ye hem de diger zararlilara karsi
bakteriyel kontrol ajanlarinin se¢imini, gelistirilmesini ve kullanimin1 tegvik edecegi,
biyolojik miicadele acisindan biiylik 6neme sahip yeni bocek bakterilerinin tespitine

yonelik caligmalara 6rnek olacag diisiiniilmektedir.
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EKLER LISTESI

EK 1. Kiiltiir Ortaminin Bilesimi ve Hazirlanisi

1.1. Nutrient Agar (Merck)

Pepton from meat 50
Meat extract 309
Agar-agar 12 g

Saf su 1 000 mL

Dehidre besiyeri 1 000 mL’de 20 g olacak sekilde saf su igersinde 1sitilarak
cOzlilmiistiir. Cozililen besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. 45-
50°C’ye kadar soguduktan sonra steril petrilere aseptik sekilde dokiilmiistiir. 25°C’de
pH’s1 7.0+£0.2°dir.
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EK 2. Cozeltiler

2.1. %20’lik Gliserol Stok Cozeltisi

Gliserol stok izolatlarin uzun stire -20°C’de saklanmasi i¢in hazirlanmistir.
Gliserol 20 mL

Nutrient broth 80 mL

%20’lik gliserol ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra cryo tiiplere 1.5 mL konulmustur ve

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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EK 3. Sterilizasyon Teknikleri
3.1. Basingh Buhar ile Sterilizasyon

Sterilizasyona dayanikli cam tiipler, petri plaklari, otomatik pipet uglari, kiiltiir
ortamlar1 ve soliisyonlarin sterilizasyonunda 1s1 ve basingtan faydalanilir. Bu teknik,
sterilizasyonu saglanacak olan materyallerin, 121°C 1siya ayarlanmis otoklav adi
verilen alet icerisinde 15 dakika bekletilmesi ile ger¢eklesir. Bununla birlikte, yiiksek
1stya dayaniksiz kimyasal maddeler, karbon ve azot kaynaklar1 ile antibiyotik gibi

maddeler, farkl sterilizasyon teknikleri kullanilarak steril edilmistir.

3.2. Yakma ve Alevden Gecirme ile Sterilizasyon

Yakma ve alevden gecirme ile sterilizasyon teknigi, direkt i1sida bozulmayacak
madeni arag-gereclerin veya camdan yapilmis bazi aletlerin sterilizasyonunda
kullanilir. Inokiilasyonda kullanilan dzeler, akkor haline gelene kadar yakilarak;

alevden gegirilerek steril edilmistir.
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