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EĢ DanıĢman: Prof. Dr. Fikrettin ġAHĠN 

 

Doğada tarımda kullanılan kültür bitkileri üzerinde ekonomik zararlara neden olan çok 

sayıda zararlı bilinmektedir. Bu zararlılar ile mücadelede, çoğunlukla farklı ülkelerin 

hukuki sınırlamaları dikkate alınarak kimyasallar kullanılmaktadır. Ancak, zirai 

mücadelede kimyasalların ağırlıklı olarak kullanılmasının birçok dezavantajları 

bulunmaktadır. Zirai mücadelede kullanılan kimyasalların maliyetlerinin yüksek ve 

etkilerinin düĢük olması, bazı kültür bitkilerinde toksik etki göstermeleri, sürekli ve aĢırı 

kullanımları sonucu kimyasallara dayanıklı popülasyonların geliĢmesi ve çevre 

kirliliğine neden oldukları için zamanla insan ve çevre sağlığını tehdit etmeleri 

kimyasalların bilinen bazı olumsuz yan etkileridir. Bu nedenle, tarımda zararlıların 

kontrolünde en uygun yöntemin, çevre dostu olan biyolojik mücadele yöntemi olduğu 

düĢünülmektedir. Daha önce yapılmıĢ birçok bilimsel çalıĢmalarda bazı potansiyel 

entomopatojenlerin belirlendiği ve bunlardan mikrobiyal pestisit geliĢtirilebileceği rapor 

edilmiĢtir. Bu durum dikkate alındığında, entomopatojenlerden geliĢtirilecek mikrobiyal 

pestisitler ile sera ve tarla koĢullarında zararlılara karĢı etkili bir biyolojik mücadelenin 

mümkün olabileceği ve bu tür mikrobiyal pestisitlerin tarımsal üretimde kullanımı ile 

insan ve çevre sağlığını tehdit eden kimyasalların kullanım miktarlarının azaltılacağı 

veya tamamen elemine edileceği kabul edilmektedir.  
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ġimdiye kadar geliĢtirilen biyoinsektisitler geniĢ kullanım alanı bulamamıĢtır. Buna 

göre çalıĢmanın amacı sera ve tarla koĢullarında Ģiddetli zararlara neden olan böceklere 

karĢı mikroorganizma ve bitki özütlerinden biyoinsektisit geliĢtirmek olmuĢtur.  

Bu çalıĢmada; hastalıklı zararlı böcek (beyazsinek, afit, kırmızı örümcek) örnekleri 

toplandı. Böceklerden mikroorganizmalar izole edilerek tanımlandı. Elde edilen 

sonuçlara göre bu çalıĢmada toplam 282 mikroorganizma (236 bakteri suĢu + 46 fungus 

izolatı) izole edilmiĢ ve tanımlanmıĢtır. Potansiyel biyoajanları belirlemek için 

laboratuvar ve sera koĢullarında zararlılar üzerinde biyoaktivite testleri yapıldı.  

Bu mikroorganizmalardan üç adet bakteri suĢu (Bacillus spp. FS51 Bacillus sphaericus 

BS6, BS7) ve dört adet fungus türüne ait izolatlar  (Cladosporium cladosporioides 

MY1, MY4 ve Penicillium italicum var. italicum MY3, MY7) laboratuvar ve sera 

koĢullarındaki biyoaktivite testlerine göre afitlere karĢı potansiyel biyoajan olarak 

seçilmiĢtir. Seçilen biyoajan bakteri suĢlarının memeliler üzerinde direkt ve endirekt 

yan etkilerinin olmadığı wistar sıçanlar üzerinde yapılan toksikoloji çalıĢmaları ile 

saptandı.  

Ayrıca FS51, BS6 ve BS7 suĢlarının dünya için yeni birer Bacillus sphaericus alt türü 

olduğu belirlendi ve patent hakları koruma altına alındı. Böylece bu çalıĢmada FS51, 

BS6 ve BS7 suĢlarından oluĢan biyoinsektisit bildirilmiĢtir. Seçilen bakteri suĢlarından 

(FS51, BS6 ve BS7) yeni bir ticari formülasyon geliĢtirilmiĢtir. Bu tezde elde edilen 

sonuçlar patent ve tescil konusunda teĢvik ederek,  gelecekte etkili zararlı yönetiminde 

kullanılabileğini göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Biyolojik kontrol, Organik tarım, Sera zararlıları, Mikrobiyal 

pestisit, Bacillus spp., Cladosporium cladosporioides, Penicillium italicum.  
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There are many pests, which are causing economic damages on plants used in 

agriculture including vegetable and field crops, fruit and forest trees and/or pasture. 

Control of these pests is most commonly carried out on the basis of application of 

chemicals, which are recommended according to the specific legal restrictions of each 

country. However, the use of chemical applications for pest management is limited due 

to economic cost, low efficiency, and phytotoxicity to plants, development of resistance 

and risks for human and animal health. Therefore, it is thought that the most sustainable 

and environmentally acceptable control of plant pests can be achieved through 

biocontrol agents. Many of the previous studies have reported a number of 

entomopathogen organisms with a potential in use of microbial pesticides. Hence, it is 

possible to develop and apply these kinds of organisms for controlling pests in 

greenhouse and field conditions by eliminating or reducing chemicals in agricultural 

crop production threatening human and environmental health.  However, bioinsecticides 

developed to date have not found wide application area.  
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The purpose of this study has been to develop bioinsecticide from microorganisms and 

plant extracts against to pests that caused severe damages in greenhouse and field 

conditions.  

In this study, unhealthy pests (white fly, aphid and red spider) were collected. All 

isolated microorganisms were identified from pests. According to the results, total of 

282 microorganisms (236 bacterial strains and 46 fungi isolates) were isolated and 

identified.  Bioassay tests were performed to determine the potential bioagents under the 

laboratory, greenhouse and field conditions.  

Among these microorganisms due to the bioassay studies of laboratory and greenhouse, 

three strains of one bacterial species (Bacillus spp. FS51 and Bacillus sphaericus BS6 

and BS7), and four isolates of two fungi species (Cladosporium cladosporioides MY1, 

MY4, and Penicillium italicum var. italicum MY3, MY7) were selected as potential 

biocontrol agents for aphids. Toxicological studies on wistar rats for the selected 

bacterial strains suggested that they have no adverse effects and (warm-blooded) 

mammalian system.  

Moreover, FS51, BS6 and BS7 strains were determined as a new sub-type of Bacillus 

sphaericus for all around the world and their patent rights were protected. Therefore, in 

this study FS51, BS6, BS7 strains were reported as bioinsecticide.  A new commercial 

formulation was developed from the selected bacterial strains (FS51, BS6 and BS7). 

The results of this thesis can lead to effective pest management and promote patent and 

registration issues. 

 

Keywords: Biological control, Organic farming, Greenhouse pests, Microbial 

pesticides, Bacillus spp. Cladosporium cladosporioides, Penicillium italicum. 
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BÖLÜM 1 

GĠRĠġ 

1.1  Literatür Özeti 

Günümüzde dünyanın en önemli problemlerinden birisi Ģüphesiz açlıktır. Özellikle, az 

geliĢmiĢ ve geliĢmekte olan ülkelerde açlık hala ölümlere sebep olmaktadır. Dünyada, 

yeryüzünün %12‟si ürün yetiĢtirmek amacıyla kullanılmakta ve bu alanın ise ancak, 

%26‟sında gıda üretimi yapılmaktadır. Hızla artan nüfusu besleyebilmek için yeni tarım 

alanlarının açılması gerekirken maalesef erozyon, yeni yerleĢim alanlarının açılması, 

yeni fabrikaların kurulması, trafiğin rahatlaması amacıyla yeni yolların açılması gibi 

sebeplerle tarımsal üretime elveriĢli sahalar giderek azalmaktadır. Bu durum karĢısında 

yapılacak iĢ, birim alandan elde edilecek ürün miktarının artırılmasıdır. Bu sebeple, 

modern tarım teknikleri ve girdilerinin kullanılması artık zorunlu hale gelmiĢtir. Ayrıca, 

zararlı ve hastalıklara karĢı zirai mücadele ilaçlarının kullanımı ise bazen kaçınılmazdır. 

Kültür bitkilerinin verim ve kalitesini azaltan organizmalar arasında hastalık etmeni 

patojenler (fungus, bakteri, virüs gibi) ve zararlılar olarak bilinen hayvansal 

organizmalar, böcekler, akarlar, nematodlar, salyangozlar, sümüklü böcekler, 

kemirgenler, memeliler ve kuĢlar sayılabilir. Bu organizmalar kültür bitkileri ve 

ürünlerini kemirip yemek, bitki özsuyunu emmek, bitki dokularını çürütmek, bitki 

hastalık etmenlerini sağlam bitkilere taĢımak, salgıları veya pislikleri ile ürünleri 

kirletmek ve kaliteyi düĢürmek suretiyle ekonomik kayıplara sebep olmaktadırlar. Gıda 

ve Tarım TeĢkilatı (Food and Agriculture Organization (FAO) tarafından yayınlanan 

istatistiklerine göre her yıl dünya tarım ürünlerinin en az %12‟lik bir bölümü (tarla ve 

depo Ģartlarında) patojen mikroorganizmaların neden olduğu bitki hastalıkları ve % 

20‟lik bir bölümü ise böceklerden dolayı kaybedilmektedir [1]. Bu oran, az geliĢmiĢ 

veya geliĢmekte olan ülkelerde daha fazladır. Sürekli artıĢ gösteren insan nüfusuna 
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paralel olarak artan gıda açığını karĢılamak amacıyla mevcut tarımsal ürünlerin verim 

kapasitesinin artırılmasının yanı sıra, bu ürünlerin verim ve kalitesini azaltan faktörlerin 

de mümkün olabildiğince asgariye indirilmesinin gerekliliğini ortaya çıkarmaktadır. 

Beslenme ve patolojik faktörlere bağlı hastalıklar ve zararlılardan dolayı sera ve tarla 

koĢullarında yetiĢtirilen tarım ürünlerindeki nicelik ve nitelikteki azalmayı ortadan 

kaldırmak için, etkili zirai mücadele metotlarının uygulanması zorunludur. Hastalık ve 

zararlılar ile mücadele günümüze kadar geleneksel tarımsal savaĢ yöntemleri 

(dayanıklılık, kimyasal ve kültürel) kullanılarak yürütülmekteydi. Fakat, kimyasal 

mücadelenin olumsuz yan etkilerinin anlaĢılması nedeniyle, zirai mücadelede alternatif 

ve/veya tamamlayıcı yöntemlere ihtiyaç duyulmuĢtur [2]. Bu durum dikkate alınarak, 

tarımsal üretimde sentetik gübreler ile bitki beslenmesi ve kimyasal pestisitler ile bitki 

koruma uygulamalarını yasaklayan yeni tarım politikaları (sürdürülebilir veya organik 

tarım) geliĢtirilmiĢtir. Organik tarım sisteminde hastalık ve zararlılar ile mücadelede 

biyolojik kontrol oldukça fazla ilgi görmeye baĢlamıĢtır. Ġnsan ve çevre üzerine 

olumsuz etkileri olmayan, maliyeti düĢük, geniĢ spektrumlu ve her türlü çevre 

koĢullarında kullanım imkanı olan biyoajan ve entomopatojenler belirlenerek, sera ve 

tarla koĢullarında hastalık ve zararlıların kontrol edilmesi, biyolojik mücadelenin temel 

prensibi ve hedefidir [3 ve 4]. GeliĢmekte olan veya az geliĢmiĢ ülkelerde, halkının 

geçim kaynağı çoğunlukla tarıma dayalı ve bir tarım ülkesi kimliği taĢıyan Türkiye‟de, 

organik tarım yapmak veya en azından kimyasal pestisitlerin kullanımını azaltmak için 

alternatif olabilecek biyolojik savaĢ stratejilerini geliĢtirmeyi hedefleyen ciddi bilimsel 

çalıĢmalara gereksinim duyulmaktadır. Bu nedenle son yıllarda yürütülen araĢtırmalar 

sonucunda bazı mikrobiyal formülasyonlar geliĢtirilmiĢtir. Özellikle organik, ancak 

konvensiyonel tarım sistemlerinde de alternatif bitki besleme ve koruma preparatı 

olarak kullanılma potansiyelleri olan bu formülasyonların ticari üretimlerinin yapılması 

için gerekli giriĢimler baĢlatılmıĢtır [5-8]. Fakat Ģimdiye kadar organik ve sürdürülebilir 

tarım sistemlerinde özellikle sera koĢullarında ekonomik kayıplara neden olan 

zararlılara karĢı biyolojik mücadelede kullanılabilecek etkili ve geniĢ spektrumlu bir 

mikrobiyal insektisit geliĢtirilememiĢtir. Bu nedenle sera zararlılarının kontrolü için 

biyolojik preparatların geliĢtirilmesine ihtiyaç vardır. 
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Seralar, kültür bitkileri için optimum çevre Ģartlarının olduğu alanlardır. Bu alanlar, 

aynı zamanda bitki zararlısı böcek ve kırmızı örümceklerin yaĢaması için de çok uygun 

ortamlardır. Doğal ortamdaki predatörler, parazitoitler ve hastalık etmenleri gibi 

faktörlerin de olmayıĢı birçok zararlı böcek ve akar türlerinin popülasyonlarının daha 

fazla artmasına ve ekonomik zararlara neden olmaktadır [9].  

Gerling [10], böceklerden sera zararlısı olarak Homoptera takımına ait Aleyrodidae 

(beyazsinekler), Aphididae (afitler), Pseudococcidae ve Coccidae familyalarına ait bazı 

türlerin seralarda çok büyük ekonomik kayıplara sebep olduğunu belirtmektedir. Aynı 

araĢtırmada, Trialeuroides vaporarium (Westw.), Bemisia tabasi Gen. ve Bemisia 

argentifolii türlerinin polifag olduğunu ve her bir türün 300 kadar konukçu bitkide 

beslenip önemli ekonomik kayıplara neden olduklarını bildirmektedir. Yine, bu türlerin 

domates ve hıyarda çok büyük zararlar yaptığı ve direkt zararları yanında bazı bitki 

virüs hastalıklarının da vektörü olduklarını kaydetmektedir. Seralarda beyazsinek 

türlerinin kontrolü için yapılan çalıĢmalarda bazı parazitoit ve predatörler saptanmıĢtır. 

Nitekim, Avrupa‟da 4.000 hektardan daha fazla bir alanda zararlı olan Trialeuroides 

vaporarium (Westw.)‟un kontrolünde Encarsia formosa Gahan‟nın baĢarılı bir Ģekilde 

kullanıldığı bildirilmektedir [3]. Aschersonia aleyrodis, Verticillium lecanii ve 

Paecilomyces fumosoroseus gibi entomopatojen funguslar, beyazsinekleri, deriden 

enfekte ederek, nem oranının yüksek olduğu seralarda baĢarılı bir Ģekilde kontrol 

ettikleri belirtilmektedir [11].  

Afitler, sera ve tarla alanlarında çok önemli bir zararlı grubudur. Polifag olan afit 

türlerinden Aphis gossypii Glover, Cucurbitaceae familyası bitkilerinde, Macrosiphium 

rosae (L.) Solanaceae ve Rosaceae familyası bitkilerinde, Myzus persicae (Sulz)‟nın ise 

çok geniĢ bir konukçu spektrumuna sahip olduğu ve özellikle biberlerde çok fazla 

zararlara neden olduğu kaydedilmektedir [5]. Sera Ģartlarında çok yüksek üreme 

kapasitesine sahip olan afitlerin kontrolünün çok zor olduğu ve bunların kontrolü için 

seçici kimyasalların yanında dayanıklı bitki tür ve çeĢitlerinin, kültürel ve biyolojik 

kontrol stratejilerinden oluĢan kontrol yöntemlerinin kullanılmasının gerektiği 

belirtilmektedir [12]. Cebello ve Canero [13], dünyada sera alanlarının artıĢ 

göstermesine paralel olarak hastalık ve zararlı sayısında da artıĢların olduğunu 

belirtmiĢtir.  
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Nitekim Avrupa‟da son 25 yılda seralarda 40 yeni zararlı türün kaydedildiğini, hastalık 

ve zararlılara karĢı yoğun kimyasal mücadele baĢlatıldığını, yeni geliĢtirilen 

kimyasallara karĢı birkaç yıl sonra zararlı böcek ve patojenlerin direnç kazandıkları 

bildirilmektedir.  

Aynı araĢtırıcılar, mücadele maliyetlerinde de büyük artıĢ olduğunu ve Kuzey 

Ġspanya‟da 1992 yılında mücadele maliyetinin m
2
‟de 0,14 ABD doları olduğunu ve 

bunun toplam ürün maliyetinin %16,5‟ine tekabül ettiğini belirtmektedirler. Lenteren 

[4], Hollanda da sera sebzelerinde zararlı ve hastalık kontrol maliyetinin daha düĢük 

olmasına rağmen yine de toplam ürün üretim maliyetinin %3‟ünü oluĢturduğunu 

belirtmektedir. 

Helyer ve Wardlow [14], Verticillum lecanii fungus türünün seralarda ve nem oranının 

yüksek olması sebebiyle afitlere karĢı uygulandığında oldukça baĢarılı sonuçlar 

verdiğini bildirmektedirler. Ülkemizde, Doğu Akdeniz Bölgesi‟nde (Adana, Ġçel ve 

Hatay) yaprak bitlerinde hastalık oluĢturan fungusların belirlenmesi ve patojenitelerinin 

tespit edilmesine yönelik yapılan bir çalıĢmada toplam 20 izolat elde edilmiĢ ve bu 

izolatlar, pamukta Aphis gossypii Glov. ve Myzus persicae‟den, turuçgillerde Aphis 

gossypii Glov.‟den, marulda ise Nasanovia ribis-nigri (Mosley)‟den elde edilmiĢtir 

[15].  

Seralarda zarar oluĢturan akarlar Tetranychidae, Tarsonemoidea ve Eriophyoidea 

familyalarına mensupturlar. Tetranychidae türlerinden özellikle Tetranychus urticae 

Koch seralarda yetiĢtirilen tüm bitkilerde zarar oluĢturmaktadır.  

Bunun yanında bazı virüs hastalıklarına da vektörlük yapmakta ve önemli ekonomik 

kayıplara neden olmaktadır. Yoğun kimyasal ilaç uygulanmasıyla baĢarılı mücadele 

yapılmakta, fakat son yıllarda ilaçlara karĢı direnç oluĢturduğu belirtilmektedir [16].  

Dünyada 104 bakteriyel biyopreparatın zararlılara karĢı ticari amaçla kullanıldığı ve 

bunların çoğunluğunun Bacillus ve Coccobasillus cinsleri içerisinde yer aldığı, 

özellikle, Bacillus thurigiensis’e ait biyopreparatların yaygın olarak Diptera ve 

Lepidoptera takımlarına ait zararlılarının larvalarına karĢı kullanıldığı belirtilmektedir 

[17, 18]. Yine, aynı araĢtırıcılar, dünyada 12 fungus türünün biyopreparatının zararlılara 

karĢı ticari amaçlı olarak kullanıldığını kaydetmektedirler.  
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Ülkemizde seralardaki zararlı ve faydalı fauna ile ilgili bazı çalıĢmalar bulunmaktadır 

[19-23].  

Özbek [24], değiĢik yazarlara atfen, ülkemizde seralarda, Tetranychus urticae Koch 

(Acarina, Tetranychidae); Gryllotalpa gryllotalpal. (Orthoptera Gryllotalpidae); Thrips 

tabaci Lind, Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera, Thripidae); 

Liriomyza strigata (Meigen) (Diptera, Agromyzidae); Aphis gossypii (Glover), Myzus 

persicae (Sulz), Macrosiphium euphorbiae (Thomas) (Homoptera, Aphididae); Bemisia 

tabaci Gen. ve Trialeuroides vaporarium (Westw.) (Homoptera, Aleyrodidae) en çok 

rastlanan zararlılar olduğunu belirtmektedir. Aynı araĢtırıcı, ülkemizde bu zararlıların 

kontrolünde kimyasal mücadelenin kullanıldığını kaydetmektedir. Bu durumda 

göstermektedir ki özellikle ülkemizin de aralarında bulunduğu az geliĢmiĢ veya 

geliĢmekte olan ülkelerdeki sera zararlılarının kontrolü için biyolojik preparatların 

geliĢtirilmesi ve kullanılmasına ihtiyaç olduğu açıkça görülmektedir.  

Sera Zararlıları Ġle Mücadele Yöntemleri 

Günümüzde geliĢmiĢ ülkelerde tarım ve ormancılıkta ürün miktarı ve kalitenin 

arttırılmasına yönelik çok sayıda çalıĢma mevcuttur. En önemli çalıĢmalar; zararlı 

böceklerin, zararlıların ortadan kaldırılmasını veya en aza indirilmesine yönelik olarak 

yapılan zirai mücadele çalıĢmalarıdır. Fakat Ģu ana kadar uygulanan yöntemlerin çevre 

üzerinde olumsuz etkiler meydana getirdiği çok iyi bilinmektedir.  

Günümüzde zararlı böceklerle mücadele çeĢitli yöntemlerle yapılmasına rağmen, 

çevreye daha az zararları olan, daha etkili ve daha ekonomik mücadele yöntemleri halen 

araĢtırılmaktadır. Genelde birden fazla yöntemin bir arada kullanıldığı entegre mücadele 

yöntemlerinin (IPM) uygulanması gerekmektedir.  

Zararlı böcekler ile yapılan mücadele çeĢidi ise, kitle üremesi yapan veya yapma 

yeteneğinde olan böcek popülasyonlarının sayısının artmasını engellemek için 

uygulanan mücadele olarak bilinir.  Tarımda ve ormancılıkta uygulanan çeĢitli zirai 

mücadele yöntemleri aĢağıda yer almaktadır.  

Doğal Mücadele: Doğal kuvvetler ile insanın herhangi bir yardımı olmadan böcek 

popülasyonlarının kontrol altında tutulmasıdır. 
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Mekanik Mücadele: Feromonlar kullanmak, gıda değiĢimi yapmak, yem tuzakları 

kurmak, pusuya düĢürmek, tuzak odunları hazırlamak veya böcekleri çeĢitli yöntemlerle 

toplamak suretiyle yapılır.  

Yasal Mücadele: Muayene, ambargo, karantina veya sertifika uygulamaları gibi yasal 

yollardan yararlanılarak zararlıların çoğalmalarını önler. 

Fiziksel Mücadele: Radyoaktivite veya elektrik kullanılarak böceklerin kısırlaĢtırılması, 

nem ve sıcaktan yararlanılarak böceklerin öldürülmesi ile yapılan mücadeledir. 

Kültürel Mücadele: Yabancı ot ve atıkların temizlenmesi, toprak iĢlenmesi, bakımı ve 

gübrelenmesi ve bitki nöbetleĢmesi gibi toprakla ilgili yapılması gereken iĢleri içine 

alır.  

Kimyasal Mücadele: ÇeĢitli kimyasal maddelerin toz veya sulu halde kullanılması ile 

yapılan mücadeledir. Çevreye verdiği negatif etkilerden dolayı günümüzde geliĢmiĢ 

ülkelerde yavaĢ yavaĢ vazgeçilmektedir. Fakat ülkemizde halen çok yaygındır. 

Biyolojik Mücadele: Böceklerin zararlarını azaltmak için canlı organizmalardan 

(mikroorganizmalar, feromonlar, böcek büyüme düzenleyicileri, omurgalılar, 

omurgasızlar, predatörler, parazitoid böcekler, bitkisel maddeler ve genetik kontroller) 

faydalanılarak yapılan ekonomik, güvenilir ve baĢarılı bir mücadele seçeneğidir.  

Biyolojik mücadele çeĢidi olan mikrobiyal mücadele; tarım ve ormancılıkta zarar 

oluĢturan bir organizmanın zararlı etkisinin mikroorganizmalar veya 

mikroorganizmaların ürünleri kullanılarak ortadan kaldırma iĢlemidir. Mikrobiyal 

mücadele genellikle böcek patojeni mikroorganizmalar kullanılarak uygulanmaktadır. 

Potansiyel biyoajan olan bu mikroorganizmalar genellikle hastalıklı topraktan veya 

böceklerden elde edilir [25].  

Biyolojik kontrolde amaç ajanın; sadece hedef sera ve tarla zararlılarına karĢı çevreye 

ve insan sağlığına zararı olmadan etkili olmasıdır. Biyolojik mücadele yöntemlerinden 

bir ya da birkaçını birlikte kullanarak etkili olan mikrobiyal formülasyonlara 

biyoinsektisit denir. Biyoinsektisit özelliğinde olan formülasyonlar biyolojik kontrol 

ajanlarından biridir. Mikroorganizma içinden toprak grubu bakteriler en cok gelecek 

vaat eden biyolojik kontrol ajanlarıdır. Özellikle Bacillus grubu bakteriler önemli olup 

Diptera (sinekler, sivisinekler), Lepidoptera (kelebekler) ve Coleoptera (kın 

kanatlılar)‟ların mücadelesinde kullanılmaktadır.  
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Günümüzde ticari preparatı yapılarak kullanılan biyoajanlar, bunların ticari 

formülasyonlarının isimleri ve etkili olduğu zararlı grubunu içeren bilgilerden bazıları 

aĢağıdaki çizelgelerde verilmiĢtir. 

Çizelge 1.1 Dünyada kullanılan bazı biyopestisitler ve ticari isimleri [26] 
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Bu çalıĢmada geliĢtirilen formülasyonlar üç tip sera zararlısına (Beyazsinekler, Yaprak 

Bitleri, Kırmızı Örümcekler) karĢı denenmiĢtir. Her bir zararlının yaptığı zarar ve 

yapıları birbirinden farklılık göstermektedir. AĢağıda çalıĢmalarda kullanılan 

zararlılardan beyazsinekler, yaprak bitleri ve kırmızı örümcekler hakkında genel bilgi 

verilmiĢtir. 

Beyazsinekler 

Beyazsinekler seralardaki sebzelerde, ortamın nemine ve sıcaklığına bağlı olarak 

mevsim boyunca yaĢamlarını sürdürebilirler. YaĢam döngüleri yumurta, larva, pupa ve 

ergin olmak üzere dört evredir. GeliĢimi sırasında yumurtaları kısa bir sap ile yaprağın 

alt epidermisine tutunur. Yumurtadan çıkan larvalar oval yapılı, hareketli, Ģeffaf ve 

beyazımsı sarı renktedir. Larvalar kısa bir süre sonra kendini yaprağa sabitleĢtirir ve 

hareketsiz duruma geçer. Üç larva dönemi bulunur, larvanın renginin koyulaĢtığı (koyu 

sarı) ve ĢiĢkinleĢtiği son dönem pupa dönemi olarak kabul edilir. Beyazsinek erginleri 

ise yaklaĢık 1 mm boyunda ve genel görünüĢü beyaz renktedir. 

Erginlerinin 10°C‟nin altında faaliyetleri, 14°C‟nin altında ise yumurta bırakması 

yavaĢlar. Her diĢi ortalama 200–300 yumurta bırakır. Yılda ortalama 9–10 döl verebilir. 

Polifag bir zararlı olup, özellikle biber, hıyar, fasulye, patlıcan ve domateste zararı 

önemlidir.  

Beyazsinek erginleri yumurta bırakma, beslenme, dinlenme için yaprakların alt yüzeyini 

ve bitkilerin alt kısımlarını tercih ederler. Larva ve erginler bitki özsuyunu emerek 

yaprakta küçük lekeler halinde sararma oluĢtururlar. Bitki zayıflar, meyve verimi azalır, 

zamanla kurur. Ayrıca beslenme sırasında salgıladıkları tatlı ve yapıĢkan bir madde 

üzerinde fumajin mantarları geliĢerek siyah bir tabaka oluĢmasına neden olurlar. Sonuç 

olarak bitki özümleme yapamaz halen gelir ve verim düĢer. Ayrıca ürünün pazar 

değerinin düĢmesine neden olur. Ayrıca beyazsinek erginleri bazı virüs hastalıklarının 

taĢınmasında da önemli rol oynarlar.  

Beyazsineklerle mücadelede aĢağıda çizelgede görülen ilaçlar kullanılmaktadır. 

Biyolojik mücadele yöntemlerinin baĢında ise Macrolophus caliginossus ile Encarsia 

formosa gelir. Doğal düĢmanları beyazsineklerin yumurta, larva ve pupasından 

beslenerek, onları baskı altında tutabilmektedir [27]. 
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ġekil 1.1 Beyazsineğin steromikroskop görüntüsü 

 

Çizelge 1.2 Beyazsinekler ile örtü altı entegre programında tavsiye edilen ilaçlar ve 

dozları [27] 

Etkili Madde Adı ve Oranı 
Form. 

tipi 
Doz (Preparat) 

Ġlaçlama-Hasat  

Arası süre (gün) 

Öncelikli olarak tavsiye edilen ilaçlar 

Pymetrozine, %50 WG 60 g/hl- Patlıcan(Sera) Patlıcan: 3 

Pymetrozine, %25 WP 80 g/da-Patlıcan 
Domates: 3 

Patlıcan: 14 

Pyridaphenthion, 400 g/l EC 300 ml/da Sebzeler: 15 

Buprofezin, 250g/l SC 150 ml/da Patlıcan: 1 

Acetamiprid, %20 SP 30 g/da-Domates Domates: 3 

Amitraz, 200 g/l EC 300 ml/da Sebzeler: 7 

    

Ġkinci derecede tavsiye edilen ilaçlar 

Thiamethoxam, 240 g/l  
SC 

30ml/da-Patlıcan Domates: 5 

Patlıcan: 5 

Formathion, 36 g/l EC 150 ml/da Sebzeler: 21 

Primiphos-methyl, 500 g/l EC 200 ml/da Sebzeler: 4 

Ġmidacloprid, 350g/l SC 100ml/da- Domates, 

Patlıcan(Serada damla 

Patlıcan: 7 
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sulama) 

Pyridaben, %20 
WP 100 g/hl- Domates 

(Sera) 

Domates: 3 

 

Yaprak Bitleri 

Yaprak bitlerinin (Afitler) vücutları 1.5-3.0 mm. boyunda oval biçimde ve yumuĢaktır. 

Özellikle bitkilerin taze sürgün ve dallarında koloni oluĢtururlar. Yaprak bitleri 

yaĢayıĢlarına göre “Ġki konukçulu” ve “Tek konukçulu” olmak üzere iki gruba ayrılırlar. 

Bazı türleri kıĢı döllenmiĢ yumurta olarak geçirir. KıĢı geçiren yumurtalardan çıkan 

afitlerden itibaren, sonbaharda gerçek diĢiler ve erkek afitler oluĢana kadar döllenmesiz 

olarak (partenogenetik) çoğalırlar ve canlı doğururlar. KıĢı ılık olan yerlerde ve bazı 

türler seralarda yıl boyunca partenogenetik olarak çoğalmalarını sürdürürler ve zorunlu 

kıĢlamaya gerek duymazlar. Türlere ve sera koĢullarına göre yılda 10–16 döl verirler.  

Yaprak bitlerinin zararı bitki özsuyunu emerek olur. Emgi nedeniyle yapraklar 

büzüĢerek, kıvrılmıĢ bir hal alır. Sonuçta bitki zayıflar, geliĢme durur, ürünün verim ve 

kalitesi bozulur. Ayrıca virüs hastalıklarının taĢıyıcılığını yaparak sağlıklı bitkilere 

bulaĢtırmak suretiyle büyük zararlara neden olurlar. Afitlerin salgıladıkları tatlı 

maddelerde fumajin mantarı geliĢir, bitki yüzeyini örter, özümleme ve solunuma engel 

olmaları sonucunda zarar oluĢtururlar. Polifag bir zararlıdır. Özellikle hıyar, domates, 

patlıcan ve kabakta zararı önemlidir. Biyolojik mücadelede predatörlerden Coccinellid, 

Chrysopid ve Syrphid‟ler; parazitoitlerden de Aphidius türleri kullanılır [27].  

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.2 Afitlerin steromikroskop görüntüsü 
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Çizelge 1.3 Yaprak bitleri ile örtü altı entegre programında tavsiye edilen ilaçlar ve 

dozları [27] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kırmızı Örümcekler  

Kırmızı örümcekler yaprakların alt yüzeyine ördükleri ipek ağlar arasında, ergin, nimf 

ve yumurtaları ile birlikte bulunurlar. Ergin büyüklükleri 0.5-0.7 mm'dir. Birinci dönem 

larva üç çift bacaklı, nimf ve erginler ise dört çift bacaklıdır. Yumurtaları küreseldir, 

baĢlangıçta cam gibi Ģeffaftır ve açılmaya yakın koyulaĢırlar. Polifag bir zararlıdır. 

Özellikle domates, patlıcan, fasulye, hıyar, ve kabakta zararı önemlidir. 

DiĢiler, yumurtalarını yaprak alt yüzeyinde damarları boyunca yaptıkları ağlar arasına 

bırakırlar. Yumurtadan çıkan larva, protonimf ve deutonimf dönemlerinden sonra ergin 

olur. Larvalar ergin geçiĢine kadar 3 gömlek değiĢtirirler. Bir diĢi 100–200 yumurta 

bırakabilir. Yılda 10–12 döl verebilmektedir. Döl sayısı seranın koĢullarına ve 

konukçusuna bağlı olarak değiĢir. Kırmızı örümcekler, beslenmelerini ağız parçaları 

içinde bulunan styletleri ile bitki dokusunu zedelemeleri sonucunda çıkan bitki özsuyu 

ile yaparlar [27]. 

 

 

 

 

Etkili Madde Adı ve Oranı 

Form. 

tipi Doz (Preparat) 

Ġlaçlama-Hasat  

Arası Süre 

(gün) 

Öncelikli olarak tavsiye edilen ilaçlar 

Pymetrozine, %25 WP 80 g/da-Patlıcan Domates: 3 

Bromophos, 360 g/l EC 150 ml/da Sebzeler: 7 

Ġkinci derecede tavsiye edilen ilaçlar 

Beta-cyfluthrin, 25 g/l  EC 50ml-Domates Sebzeler: 14 

Thiamethoxam, 240 g/l SC 15 ml/da-Domates Domates: 5 
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ġekil 1.3 Kırmızı örümcek steromikroskop görüntüsü 

 

Çizelge 1.4 Kırmızı örümcekler ile örtü altı entegre programında tavsiye edilen ilaçlar 

ve dozları [27]  

 

Potansiyel Biyoajan Olan Mikroorganizmaların Tanılanması ve Karakterizasyonu 

Taksonomik grupları önceden belirlenmiĢ bakteriyel türler ile karĢılaĢtırarak bakteri 

türlerinin belirlenmesine tanı denir. Tanılanmak istenen bakteriler ile bilinen bakteri 

türlerine ait referans türlerinin genotipik ve/veya fenotipik özellikleri arasındaki 

benzerlikler araĢtırılır. Günümüze kadar mikroorganizmaların tanısı klasik yöntemler ile 

yapılmaktaydı.  

 

Etkili Madde Adı ve 

Oranı 

 

 

Formülasyon 

 

Doz (Preparat) 

Ġlaçlama-

Hasat  

Arası Süre 

(gün) 

Öncelikli olarak tavsiye edilen ilaçlar 

Tetradifon, 72 g/l EC 150ml/hl Sebzeler: 7 

Hexythiazox, 50 g/I EC 50ml/da Patlıcan: 1 

Bromophos, 360 g/l EC 150ml/hl Sebzeler: 7 

Ġkinci derecede tavsiye edilen ilaçlar 

Etoxazole, 110 g/l SC 35ml/hl-Domates Domates: 3 

Tebufenprayd, %20 WP 75g/hl-Fasulye Sebzeler: 7 

Quinomethionate, %25 WP 50 g/hl Sebzeler: 7 
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Fakat mikroorganizmaların biyokimyasal, fizyolojik, morfolojik, patojenik ve serolojik 

özelliklerinin belirlenmesine dayanan konvensiyonel testlerin birçok dezavantajı 

bulunmaktadır. Bunlar; uzun zaman alması, fazla iĢ gücü gerektirmesi ve tek baĢlarına 

mikroganizma tanısında yeterli olmamasıdır. Son yıllarda kullanıma sunulan moleküler 

biyoloji teknikleri sayesinde mikroorganizmaların tanı ve karakterizasyonunda yeni bir 

çığır açılmıĢtır. Genetik profilleme, baz dizilimi analizi (RAPD, RFLP, PCR, Rep-

PCR), serolojik tipleme, protein ve lipopolisakkarit profilleme (SDS-PAGE) metabolik 

profilleme (BIOLOG) ve yağ asit profilleme (Mikrobiyal Ġdentifikasyon Sistemi=MIS) 

son yıllarda sık kullanılan moleküler metotlardır [28-37]. 

Bu çalıĢmada metabolik profilleme (BIOLOG), yağ asit profilleme (Mikrobiyal 

Identifikasyon Sistemi=MIS)  ve baz dizilimi analizi tanı yöntemi olarak seçilmiĢtir 

(ġekil 1.4). 

Moleküler tekniklerden metabolik profilleme (BIOLOG); ilk defa 1989 yılında 

BIOLOG (Biolog Inc, Hayward, CA. USA) firması tarafından geliĢtirilmiĢtir. BIOLOG 

yönteminde; farklı karbon kaynaklarına dayalı mikroorganizmaların tanısı, 

sınıflandırılması ve karakterizasyonunda kullanılmak üzere bir mikroplate sistemi 

bulunmaktadır. Bu sistem 3 ana parçadan (Turbidimetre, Kinetik Okuyucu, Bilgisayar 

Sistemi) oluĢmaktadır.  

Bu mikroplateler üzerinde toplam 96 çukurcuk bulunmaktadır. Mikroplateler üzerindeki 

çukurcuklardan bir tanesi negatif kontrol olarak sadece su ile diğer 95 farklı çukurcuğun 

her birisi ise farklı bir karbon kaynağı ile (Ģekerler, alkol, deterjan ve amino asit 

türlerinden oluĢan toplam 95 karbon kaynağı) kodlandıktan sonra üzerine de redoks 

boyası olarak tetrozolium violet ilave edilerek hazırlanmıĢtır.  

Ayrıca mikroorganizmalar gruplandırılarak (fungus, maya, anaerobik bakteri, GN 

bakteri, GP bakteri), her bir mikroorganizma grubu için belirleyici olan karbon 

kaynaklarından oluĢan farklı mikroplateler hazırlanmıĢtır.  

Çünkü mikroorganizmalar yaĢamlarını sürdürmek ve çoğalmak için biyolojik enerjiye 

ihtiyaç duyarlar. Bu amaçla mikroorganizmalar sahip oldukları metabolik enzimler ile 

çeĢitli karbon kaynaklarını (karbonhidratlar, deterjanlar, karboksilik asitler ve aminoasit 

türevleri) oksitleyerek enerji kaynağı olarak tüketir.  
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Mikroorganizma grupları arasında akrabalık derecelerine bağlı olarak cins, tür veya alt 

tür seviyelerinde metabolik enzimler ve kullandıkları karbon kaynakları bakımından 

farklılıklar bulunduğu ortaya konulmuĢtur [38-42].  

BIOLOG yöntemi ile her bir gruba ait çok sayıda mikroorganizma mikroplatelerin 

üzerine inokule edilerek 4 saatlik bir inkübasyondan sonra metabolik profilleri 

belirlenebilmektedir. Elde edilen bu verileri kullanarak, mikroorganizmaların ait 

oldukları grup içerisinde cins, tür ve alt tür seviyesinde tanılayabilen kütüphanede 

bulunmaktadır.  

Diğer bir yöntem olan yağ asidi profillerine göre mikroorganizmaları tanılayan sistem 

ilk defa 1985 yılında ABD'de MIDI, Inc. firması tarafından geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntem; 

Mikrobiyal Ġdentifikasyon Sistemi (MIS) olarak isimlendirilmiĢtir. Bu sistem üç ana 

parçadan oluĢur; 1) Gaz kromotografi, 2) Kromotografiyi besleyen gaz tankları 

(hidrojen, azot ve kuru hava), 3) Bilgisayar Sistemi.  

Bu yöntem genetik olarak aynı olan mikroorganizmaların hücrelerindeki yağ asitlerinin 

sayısı, çeĢitliliği ve % olarak miktarlarının aynı olması ve çevre Ģartları aynı olduğu 

sürece değiĢmemesini esas alır.  

Yağ asitleri mikroorganizmaların hücrelerinde sitoplazma ve diğer hücresel organellerin 

çift tabakalı membranlarında, fosfolipid, glikolipid veya lipopolisakkarit formunda yapı 

molekülü olarak bulunan hidrokarbon yapısında olan makromoleküllerdir.  

Yağ asitleri; tek zincirli yağ asitleri ve dallanmıĢ zincir oluĢturan yağ asitleri olarak 2 

ana grup altında toplanır. Biyolojik sistemlerde tek zincirli yağ asitleri yaygın görülse 

de; prokaryotlarda dallanmıĢ zincir oluĢturan yağ asitlerine de oldukça sık rastlanır.  

Yağ asitleri içerdikleri karbon atomlarının sayısına, karbon atomları arasındaki çift bağ 

sayısı, hangi karbon atomları arasında çift bağ olduğu ve karbonların hidrojen atomları 

tarafından doyurulmuĢ olup olmamalarına göre farklı isimlendirilirler. Bu yağ 

asitlerinin dağılımı mikroorganizmaların genetik olarak akrabalıklarının göstergesi 

olduğundan; kültür ortamında çoğalabilen mikroorganizmaların gerek tanısı ve onların 

taksonomik sınıflandırılmasının yapılabilmesi için yağ asitleri profillerinin 

kullanılabileceği birçok bilimsel çalıĢmada bildirilmektedir [43-50].  
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ġekil 1.4 MIS ve BIOLOG sistemleri 

 

Diğer bir tanı yöntemi olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) bu amaçla kullanıma 

sunulan en etkili moleküler metotlardan birisidir. Burada genetik materyaller (DNA ve 

RNA) üzerinde seçilmiĢ bir veya birden çok bölgenin in-vitro Ģartlar altında Taq 

polimeraz ve oligonükleotit primer kullanılarak otomatik termocycle sistem ile 

çoğaltılması yapılır. 
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Elde edilen PZR ürünleri agaroz jel elektroforez ile yürütülerek birbirinden ayrıĢtırılır 

ve U.V. transuliminatör ile görüntülenir. Mikroorganizmaların özellikle konukçuları 

arasındaki iliĢkileri belirleyen genlerin (toksin, enzim ve hormon) baz dizilimlerinden 

faydalanılarak sentezlenen oligonükleotid (primer) çiftleri ile tanıları yapılır. Ayrıca 

virüs ve viroidlerin dıĢında normal hücre yapısına sahip mikroorganizmaların rDNA 

genlerinin kromozomal DNA üzerindeki dağılımları ve tekrarlanma sıklıkları  bu 

organizmaların taksonomik sınıfları ve tanıları için belirleyicidir. Bu amaca yönelik 

bakteriyel mikroorganizmalarda 16S-23S rDNA genleri arasındaki intergenik bölgelerin 

çoğaltılması ile elde edilen DNA bant profili mikrobiyal tanıda yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda bakteriyel mikroorganizmaların 16S rDNA 

bölgelerinin baz dizi analizi için daha hassas ve güvenilir olduğu anlaĢılmıĢtır. Baz dizi 

analizi için MicroSeq rDNA mikrobiyal tanı sistemi Perkin-Elmer Applied Biosystems 

Division firması tarafından geliĢtirilmiĢtir.  

Bu sistem ile tanılanacak mikroorganizmalardan izole edilen genomik DNA üzerindeki 

16S rDNA genleri amplifiye edilir. Elde edilen amplikonların baz dizileri otomatik 

DNA sequencer ile saptanır ve kütüphanesi ile karĢılaĢtırarak bilinmeyen 

mikroorganizmaların tanılarını yapar [51, 52].  
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1.2 Tezin Amacı 

Ülkemizin de içinde bulunduğu az geliĢmiĢ veya geliĢmekte olan ülkelerdeki sera 

zararlılarının kontrolü için biyolojik preparatların geliĢtirilmesi ve kullanılmasına 

ihtiyaç olduğu literatür bilgilerinde açıkça görülmektedir. Tüm bunlar dikkate alınarak 

yapılan bu çalıĢmada; sera zararlılarından Aleyrodidae (beyazsinekler), Aphididae 

(afitler) ve Tetranychidae (akarlar) türlerine mensup zararlılara karĢı biyolojik 

mücadelede kullanılabilecek biyoajanların saptanması, potansiyel biyoajanların sera 

denemeleri yapılarak, zararlılara karĢı yüksek etkinliğe sahip formülasyonun 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Böylece ülkemizin ve dünyanın en önemli problemlerinden 

olan zirai mücadele ilaçlarında kimsayal ürün tercihi yerine; maliyeti düĢük, insan ve 

çevre sağlığı açısından tehdit oluĢturmayan, doğal düĢmanlara ve yararlı faunaya zarar 

vermeyen, hedef sera zararlılarına karĢı biyolojik mücadelede kullanılabilecek etkili ve 

geniĢ spektrumlu bir mikrobiyal insektisit geliĢtirilmesi ve ticari ürün haline getirilerek 

pazara sunulması sağlanacaktır.   

1.3 Hipotez 

Bu çalıĢmanın amacını yerine getirmek için sırasıyla; hastalıklı zararlı (beyazsinek, afit, 

kırmızı örümcek) örneklerinin toplanması ve mikroorganizmaların izole edilerek 

tanımlanması, potansiyel biyoajanların belirlenmesi için laboratuvar ve sera 

koĢullarında sera zararlıları üzerine etkilerinin araĢtırılması ile belirlenen potansiyel 

biyoajan mikroorganizmaların toksisitelerinin araĢtırılarak uygun bir formülasyon 

geliĢtirilmesi planlanmıĢtır. 
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BÖLÜM 2 

DENEYSEL ÇALIġMALAR 

2.1 Deneysel ÇalıĢmalarda Kullanılan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler 

2.1.1 Deneysel ÇalıĢmalarda Kullanılan Cihazlar 

Deneysel çalıĢmalarımızda aĢağıdaki cihazlar kullanıldı.  

 Taramalı elektron mikroskobu (Carl Zeiss Evo 40) 

 Döner BuharlaĢtırıcı (Heildolph) 

 Thermal Cycler-PZR (BIORAD) 

 Jel görüntüleme sistemi (BIORAD) 

 Balon ısıtıcısı (Gerhardt) 

 Steril kabin (Heal Force, Class II) 

 Santrifüj (BECKMAN) 

 Manyetik karıĢtırıcı (Heildolph) 

 Otoklav (Hıramaya) 

 Hassas terazi (Ohaus) 

 Ġnkubatör (Memmert) 

 Biolog mikroplate okuyucusu (Biolog, U.S.A.) 

 Biolog türbidite (Biolog, U.S.A.) 
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 Mikroskop (Leica, DM500) 

 Mikrobiyal  Ġdentifikasyon Sistemi (MIDI, Inc., Newark, DE) 

 Su banyosu (Grant OLS 200) 

 Otomatik pipetler (Eppendorf, GERMANY) 

 pH metre (Mettler Toledo) 

 Derin dondurucu (Thermo Electron Corporation) 

 Buzdolabı (Arçelik) 

 Saf Su cihazı (Sartorious) 

 Stereo Mikroskop (Leica MZ 16 FA) 

2.1.2 Deneysel ÇalıĢmalarda Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri 

Nutrient agar (Merck) 

Nutrient broth (Merck) 

Triptik soy agar (Merck) 

Patates dekstroz agar (Merck) 

Gliserol (Sigma) 

Metil alkol (J.T. Baker) 

Hidroklorik asit (Merck) 

Hekzan (Merck) 

Sodyum hidroksit (Merck) 

Aseton (Merck) 

Biolog Universal Growth Agar + %0.025 Maltoz (BUG+M)  ((Biolog, U.S.A.) 

DNA polymeraz (Fermentas, ABD) 
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2.1.2.1 Kullanılan Besiyerleri ve Çözeltilerin HazırlanıĢları 

 ÇalıĢma boyunca kullanılan besi yerlerinin ve çözeltilerin hazırlanıĢı ile ilgili bilgiler 

aĢağıda verilmiĢtir: 

%30 ‘luk Gliserol: 30 ml gliserol 70 ml sdH2O‟ya ilave edilerek karıĢım hazırlandı ve  

otoklavda 121°C‟de 15 dakika steril edildi. 

Nutrient Agar: Hassas terazide 20 g nutrient agar karıĢımı (Merck) tartılarak 1 L dH2O 

içerisine aktarıldı. Hazırlanan besiyeri otoklavda 121°C‟de 15 dk steril edilerek 

soğumaya bırakıldı. Besiyeri 45°C‟ye kadar soğutulduktan sonra steril petrilere 

döküldü. 

Nutrient Broth: Hassas terazide 8 g nutrient broth besiyeri tartılarak (Merck) 1 L 

dH2O içerisine ilave edildi. Hazırlanan besi yeri otoklavda 121°C‟de 15 dk steril 

edildikten sonra soğumaya bırakıldı. 

Patates Dekstroz Agar: Hassas terazide 39 g patates dektroz agar karıĢımı (Merck) 

tartılarak 1 L dH2O içerisine aktarıldı. Hazırlanan besiyeri otoklavda 121°C‟de 15 dk 

steril edilerek soğumaya bırakıldı. Besiyeri 45°C‟ye kadar soğutulduktan sonra steril 

petrilere döküldü. 

Triptik Soy Agar: Hassas terazide 40 g patates dektroz agar karıĢımı (Merck) tartılarak 

1 L dH2O içerisine aktarıldı. Hazırlanan besiyeri otoklavda 121°C‟de 15 dk steril 

edilerek soğumaya bırakıldı. Besiyeri 45°C‟ye kadar soğutulduktan sonra steril petrilere 

döküldü. 

Hücre Parçalama (Saponification) çözeltisi: 150 ml sdH2O ve 150 ml metil alkol 

(HPLC Grade) 1 L‟lik renkli çözelti ĢiĢesine aktarıldı. Sonra katı formdaki sodyum 

hidroksit (ACS Grade)‟ den hassas terazide 45 g tartılarak çözeltiye ilave edildi. Çözelti 

iyice çözülünceye kadar karıĢtırıldı. 

Metillestirme (Methylation) çözeltisi: 275 ml metil alkol (HPLC Grade) ve 325 ml 

hidroklorik asit (6 N) 1 L‟lik renkli çözelti ĢiĢesi içerisine ilave edildi. Çözelti iyice 

çözülünceye kadar karıĢtırılarak hazırlandı.SaflaĢtırma (Exraction) çözeltisi: 200 ml 

metil-tert-butil-eter (HPLC Grade) 200 ml hekzan (HPLC Grade) üzerine ilave edilerek 

1 L‟lik renkli çözelti ĢiĢesine aktarıldı. Hazırlanan çözelti iyice çözülünceye kadar 

karıĢtırıldı. 
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Bazik yıkama (Base Wash) çözeltisi: Hassas terazide katı formdaki sodyum 

hidroksitden (ACS Grade) 10,8 g tartılarak 900 ml sdH2O içerisinde iyice çözülünceye 

kadar karıĢtırıldı. KarıĢım 1 L‟lik renkli çözelti ĢiĢesine aktarıldı. 

2.2 Hastalıklı Zararlı Örneklerinin Toplanması ve Mikroorganizmaların Ġzole 

Edilmesi 

Bilindiği gibi sera zararlıları ile mücadele çoğunlukla pestisitler ile yapılmaktadır. Son 

yıllarda alınan sonuçlara göre özellikle kırmızı örümcek popülasyonu uygulanan 

pestisitlere karĢı direnç göstermeye baĢlamıĢtır. Bu çalıĢmanın amacı ise tamamen 

biyolojik preparatlardan oluĢan biyoinsektisit hazırlayarak ucuz fiyat ve yüksek etkinlik 

göstermesi sebebiyle sorun olan sera ve tarlalarda üreticinin kullanıma teĢvik 

edilmesidir. Bu amaçla ilk olarak potansiyel biyoajan olabilecek mikroorganizmaların 

izolasyonu yapılmıĢtır. 

Bunun için Antalya, Muğla, Bursa ve Yalova illerindeki seralarda yetiĢtirilen hıyar, 

domates, biber ve patlıcan bitkileri üzerinde araĢtırmalar yapıldı. AraĢtırmalar için 

epidemi görülmeyen ve pestisit uygulanmayan seralarda yetiĢtirilen kültür bitkileri 

kullanılmıĢtır. Tespit edilen zararlılar bitki örnekleri üzerinde toplanıp, etiketlendikten 

sonra polietilen torbalar içerisinde laboratuvara getirilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalar 

sonucunda hastalıklı veya ölü oldukları tespit edilen zararlılar ıĢık mikroskobu 

kullanılarak fungus ve bakteri ile enfekteli olmak üzere iki gruba ayrılarak, uygun kültür 

ortamlarında (bakteriler için genel besi yeri (Nutrient Agar), funguslar için Patates 

Dekstroz Agar (PDA) mikrobiyal izolasyonlar yapılmıĢtır.  

Enfekteli olan böcek örnekleri önce % 95'lik etil alkol ile yüzeysel sterilizasyon 

yapıldıktan sonra Nutrient Agar (NA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA) besi ortamında 

izolasyon çalıĢmaları yapılmıĢtır. Ġnokule edilen besi yerleri 25ºC de 3–5 gün 

inkübasyona bırakıldıktan sonra geliĢen her bir bakteriyel ve fungal koloniden ekim 

yapılarak saf kültürler elde edildi.  

Saf kültürlerden stok kültür oluĢturmak için her bir bakterinin saf kültüründen bir öze 

dolusu alınarak içerisinde 500 µl %30'luk gliserol ile 500 µl %8'lik nutrient broth 

bulunan vida kapaklı tüplere aktarılmıĢtır. Bu tüpler etiketlenip, vorteksde 

karıĢtırıldıktan sonra -80ºC'de saklanmıĢtır. 
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2.3 Ġzole Edilen Mikroorganizmaların Tanısı 

2.3.1 Bakterilerin MIS sistemi ile Yağ Asit Profillerinin Belirlenmesi 

Yağ asidi metil esterlerinin saflaĢtırılmasında aĢağıdaki prosedür uygulanmıĢtır (ġekil  

2.1). 

1. Steril öze ile aerobik bakterinin tek bir kolonisinden Triptik Soy Agar (TSA) 

besiyerlerine 4 fazlı ekimleri yapılır. Ekim yapılan petriler 28ºC‟ de 48 saat 

inkübasyona bırakılır. 

2. 4 fazlı çizim yapılmıĢ petrilerin 3 ve 4 numaralı fazlarından canlı bakteri 

hücreleri steril öze ile toplanarak, steril cam tüpe aktarılır.  

3. Her bir test tüpüne hücre parçalayıcı olan çözeltiden 1 ml ilave edilir ve 10 

saniye çalkalanır. Sonra 5 dakika süreyle 100ºC‟lik su banyosunda bekletilir. 

Tekrar 5–10 saniye çalkalanan test tüpleri 25 dakika süreyle 100ºC‟lik su 

banyosunda inkübasyona bırakılır. Bu iĢlem ile canlı hücreler parçalanarak, yağ 

asitlerinin serbest kalması sağlanır. 

4. Sonraki aĢamada test tüplerine metilleĢtirme çözeltisinden 2 ml eklenir. 5-10 

saniyelik çalkalamadan sonra 80ºC‟lik su banyosunda 10 dakika bekletilir ve 

bitiminde 2 dakika süreyle buz veya soğuk su içerisinde soğutulur. Bu sayede 

serbest yağ asitlerine ester bağları ile metil eklenmiĢ olur ve yağ asitlerinden yağ 

asit metil esterler elde edilir. Böylece yağ asitlerine yüksek sıcaklıklarda 

buharlaĢma özelliği kazandırılmıĢ olur. 

5. SoğutulmuĢ tüplere 1.25 ml saflaĢtırma çözeltisi eklenir ve 10 dakika boyunca 

çalkalanır. Bu aĢamada tüp içinde iki faz oluĢur. Alt kısımda asidik, üst kısımda 

organik sıvı fazları oluĢur. Yağ asit metil esterleri ise asidik fazdan ayrılarak 

organik fazda toplanır. Bu nedenle alt kısımdaki asidik faz pastör pipeti 

kullanarak atılır. 

6. Son olarak her tüpe 3 ml bazik yıkama çözeltisinden eklenerek, 5 dakika 

çalkalandıktan sonra oda sıcaklığında 10 dakika bekletilir. Bazik yıkama 

solüsyonu serbest yağ asit metil esterlerini daha saf olarak elde etmemizi sağlar. 

Tüp içerisinde yine iki faz oluĢur. 
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7. Üst fazda toplanan ve yağ asit metil esterlerini içeren faz pastör pipeti ile 

alınarak 2 ml gaz kromotografi tüplerine transfer edilir. Daha sonra MIS cihazı 

kullanılarak her bir izolat yağ asit profillerine göre tanılanır.  

 

 

 

ġekil 2.1 MIS sistemi ile yağ asitlerinin gaz kromotografi analizi 
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2.3.2 Bakterilein BIOLOG Sistemi ile Metabolik Enzim Profillerinin Belirlenmesi 

Metabolik profilleme (BIOLOG) yöntemi ile yapılan mikroorganizma tanısında yapılan 

iĢlemler aĢağıda yer almaktadır. 

1. Hücre yapıları, gram reaksiyon özellikleri, büyüme ve koloni tiplerine göre 

gruplara ayrılan mikroorganizmalar için uygun Biolog standart besi 

ortamlarına ekimleri yapıldı. 

2. Besi ortamında 16–24 saat süreyle çoğaltılan canlı hücreler salina tampon 

çözeltisi ile süspanse edildi. 

3. Sonraki adımda Turbitimetre ile konsantrasyon ayarlamaları yapıldı. 

4. Konsantrasyonları ayarlanan mikroorganizma solüsyonlarından uygun 

mikroplate üzerindeki her bir çukurcuğa 150 µl eklendikten sonra plateler 4 

saat inkübasyona bırakıldı. 

5. Bu süre sonunda geliĢen metabolitik reaksiyon profilleri Biolog kinetik 

okuyucu ile okundu.  

6. Elde edilen metabolik profiller sistemin programındaki bilinen 

mikroorganizmaların metabolik profilleri ile karĢılaĢtırılarak tanıları yapıldı.  

   2.3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Baz Dizi Analizi 

            Bakteri örneklerinden DNA izolasyonu 

Bakterilerden total genomik DNA Jimenez‟in anlattığı metot ile yapıldı [26].   

1- SaflaĢtırılmıĢ bakteriler Nutrient Agar (NA) katı besiyerinde 16–20 

saat 27
o
C‟de inkübe edildikten sonra tek bir koloniyi 10 ml Nutrient 

Broth ile kontamine edilerek 3-4 saat 27
o
C‟de karıĢtırıcılı inkübatörde 

absorbansı 660nm'de 1 olana kadar inkübe edildi.  

2- Bakteri hücreleri 2000 g‟de 10dk santrifüj edildi ve besiyeri 

uzaklaĢtırıldı.  

3- Hücreler 1ml Tris-EDTA buffer (10mM Tris Base, 1mM EDTA, 

0.05% Tween 20, pH 9.0) içinde süspanse edildi ve 2ml‟lik 

mikrosantrifüj tüplerine alındı. 15 sn vortekslendikten sonra 14000 

g‟de 2dk santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırıldı. 
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4- 3. aĢama üç kez tekrarlandı. 

5- Son süpernatant uzaklaĢtırılmasından sonra 300 μl Tris-EDTA buffer 

ve 20 μl Proteinaz K eklendi ve 15 sn vortekslendi. 

6- 56 C
o
‟de 10dk karıĢtırıcılı ısıtıcıda inkübe edildi. 

7- 94 C
o
‟de 30dk karıĢtırıcılı ısıtıcıda inkübe edildi. 

8- 14000 G‟de 2dk santrifüj edildi ve süpernatanttan 200 μl alındı ve 

ileriki PZR çalıĢmaları için -20 C
o
‟de saklandı. 

 

16S rRNA PZR amplifikasyonu ve purifikasyonu 

Bakteri DNA izolatlarının 16S rRNA gen bölgesi PZR amplifikasyonu saflaĢtırılmıĢ 

DNA ile 27f ve 1492r üniversal primerleri ile yapıldı. Bacillus sphaericus benzeri 

bakterilerin 16S rRNA sekanslarına spesifik FAM1 ve FAM2 primerleri dizayn edildi. 

PZR amplifikasyonları toplam 50 μl hacim içinde 0.2 mM 27f, 1492r, FAM1, FAM2 

primerleri, 1 U pfu DNA polymeraz, 0.2mM her bir deoxynucleosid trifosfat (dNTP), 1 

mM MgSO4, 10 mM Tris ve 50 ng kalıp DNA ile yapıldı. PZR protokolü; toplam 

denatürasyon 94°C de 5 dk; denatürasyon 94°C de 30 sn; primerlerin bağlanması 55°C 

de 40sn; uzama 72°C de 2 dk 34 döngü ve son tamamlanma için 72°C de 10 dk son 

amplifikasyon yapıldı. 

 Bacillaceae ailesinin Bacillus sphaericus benzeri üyelerine spesifik 16S rRNA 

gen bölgesinin 550 bp‟lik bölgesine iki yeni primer dizayn edildi. Bakteri DNA 

izolatlarının 16S rRNA 550 bp gen bölgesi PZR amplifikasyonu saflaĢtırılmıĢ DNA ile 

dizayn edilen FAM1 ve FAM2 primerleri ile yapıldı. PCR amplifikasyonları toplam 50 

μl hacim içinde 0.2 mM FAM1 ve FAM2 primerleri, 1 U pfu DNA polymeraz, 0.2mM 

her bir deoxynucleosid trifosfat (dNTP), 1 mM MgSO4, 10 mM Tris ve 50 ng template 

DNA ile yapıldı. PZR protokolü; toplam denatürasyon 94°C de 5 dk; denatürasyon 

94°C de 30 sn; primerlerin bağlanması 51°C de 40 sn; uzama 72°C de 45 sn 34 döngü 

ve son tamamlanma için 72°C de 10 dk son amplifikasyon yapıldı. Amplifiye edilmiĢ 

PZR ürünlerinin; ethidium bromid‟li %1 agaroz jel‟de elektroforez sonrası Biorad jel 

görüntüleme sisteminde fotoğrafları alındı.  
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16S rRNA Genlerinin sekanslarının alınması ve Filogenetik Analiz 

Jelden kesilerek saflaĢtırılmıĢ PZR ürünleri Prism ABI 3100 Genetic Analyzer 16 

capillaries, dideoxy terminator cycle sequencing kit (Applied Biosystems) ile sekansları 

alındı. Üretici firma protokollerine aynen uyuldu.  DNA‟ların her iki ipliği için ayrı ayrı 

27f, 1492r, FAM1 ve FAM2 primerleri ile sekansları alındı (Lane, 1991; Nakamura, 

1996). NCBI Gen Bankasındaki Bacillus sphaericus benzeri bakterilerin 16S rRNA 

sekansları ile elimizdeki bakterilerin 16S rRNA sekansları Clustal V programı [52] 

yardımı ile karĢılaĢtırıldı. Benzerlikleri ve farklılıkları çıkartıldı.  

Genetik uzaklık Kimura‟nın [53] iki parametreli modeli ile hesaplandı ve neighbour-

joining analizi için kullanıldı. Filogenetik dallar CLCGenomicsWorkbench_2_1_1 

programı yardımı ile neighbour-joining ve maximum-parsimony metotları kullanılarak 

oluĢturuldu. Her iki metod‟da da benzer topolojiler ile dallar oluĢtu. Bu çalıĢma sonucu 

elde edilen her yeni 16S rRNA sekansı NCBI Gen Bankasına eklendi. 

2.4  Bitki Özütlerinin Hazırlanması 

Bitki özütü için ısırgan, lavanta, kekik, fesleğen, çörekotu, karanfil, pelin otu (Urtica 

dioica, Lavandula angustifolia, Satureja hortensis, Ocimum basilicum, Nigella sativa, 

Syzgium aromaticum, Artemisia absinthium) bitkileri kullanıldı (ġekil 2.2.). Bütün 

bitkiler güneĢ almayan, hava sirkülasyonu olan kapalı ortamda kurutuldu.  

Kurutulan bitkilerden ekstarksiyon yöntemi ile bitki özütü elde edildi. Burada bitkiler 

ısırgan ve kekik 2 kat olmak üzere, diğerleri eĢit oranlarda karıĢtırıldı. KarıĢımdan 15'er 

gram tartıldı ve 500 ml aseton veya metanol ile 24 saat ekstrakte edildi. Elde edilen 

ekstraktlardan çözücüler (aseton veya metanol) uzaklaĢtırıldı (ġekil 2.3).  

Elde edilen özütün 1 ml'si 99 ml su ile seyreltildi. Elde edilen %1 'lik bitki özütleri 

zararlılara karĢı denemelerde kullanıldı.  
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ġekil 2.2 KarıĢık bitki özütünde bulunan bitki türleri 

 

 

Satureja 

spp. 

Syzygium 
spp. 

Ocimum spp. 

Nigella 
spp. 

 Lavandula 
spp. 

Artemisia 
spp. 

Urtica 

spp. 
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ġekil 2.3 A. ekstraksiyon ve B. evaporasyon 
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2.5 Potansiyel Biyoajanların Laboratuvar, Sera ve Arazi KoĢullarında 

Belirlenmesi (Biyoaktivite Testleri) 

Bu çalıĢmada sera ve tarlalarda kültür bitkileri üzerinde verimi düĢürerek ekonomik 

kayıplara neden olan zararlılardan beyazsinek, kırmızı örümcek ve afitlere karĢı 

potansiyel biyoajanların etkinlikleri test edilmiĢtir. Biyoaktivite testleri her bir organizma 

için en az 2 defa 3 tekerrürlü olarak tekrarlanmıĢtır. Biyoaktivite testlerinde inokule 

edilen böcek türlerine ait popülasyonların herhangi birisinde %10 ve üzeri ölüme neden 

olan izolat/suĢlar seçilerek potansiyel biyoajan olarak kabul edilmiĢtir (Çizelge 7).  

Laboratuvar Testleri 

Ġzolasyon ve tanıları yapılan her bir fungus izolatı ve bakteri suĢunun nutrient agar besi 

ortamlarında alt kültürleri oluĢturuldu. Hazırlanan alt kültürlerden 0.1 M fosfat tampon 

çözeltisi içerisinde mikrobiyal süspansiyonlar türbidimetre ile (10
8
 CFU bakteri/ml veya 

10
4
 fungus sporu/ml) hazırlandı. Biyoaktivite çalıĢmalarında pozitif kontrol olarak bir 

adet ticari bitkisel biyoinsektisit Kingbo (%0,2 Oxymatrine, % 4 Psoralen) ve araĢtırma 

amaçlı bir adet karıĢık bitki özütü (Urtica dioica, Lavandula angustifolia, Satureja 

hortensis, Ocimum basilicum, Nigella sativa, Syzgium aromaticum, Artemisia 

absinthium), ve negatif kontrol olarak su kullanılmıĢtır. 

Sera koĢullarında yetiĢtirilen konukçu bitki (domates, biber, hıyar ve patlıcan) yaprakları 

(ġekil 2.4) koparılarak laboratuvar ortamında ilk olarak petri kutuları içerisine transfer 

edilerek biyoaktivite testleri yapıldı (ġekil 10).  Hazırlanan mikrobiyal inokulumlar (10
8
 

CFU bakteri/ml veya 10
4
 fungus sporu/ml) petrilerin içinde bulunan konukçu bitki 

yaprakları üzerinde beslenen Bemisia spp. (Beyazsinek), Tetranychus urticae Koch 

(Kırmızı örümcek) ve Myzus spp. (Afit) popülasyonları üzerine sprey edildi. 

Ġkinci aĢamada biyoaktivite testlerine plastik kutular ile devam edilmiĢtir. Plastik 

kutuların (5lt) tabanına yerleĢtirilen filtre kağıtlarına steril su emdirilerek çalıĢma 

süresince bitki yaprakları üzerindeki nisbi nem yüksek tutulmaya çalıĢılmıĢtır.  

Petri ve plastik kutu kullanılarak yapılan biyoaktivite testlerinde inokule edilen böcek 

popülasyonları laboratuvar koĢullarında 72 saat süreyle inkübe edildikten sonra 

mikroskopik inceleme yapılmıĢ ve zararlı popülasyonun % ölüm oranları saptanmıĢtır. 
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ġekil 2.4 Sera koĢullarında kültür bitkileri üzerinde beslenen beyazsinek ve kırmızı 

örümcek popülasyonları 
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Sera Testleri 

Sera ve bitki büyütme kabinlerinde potansiyel biyoajanları belirlemek için patlıcan, 

domates, biber ve hıyar bitkilerinde biyoaktivite testleri yapıldı. ÇalıĢma sırasında sera 

ve büyütme kabinlerinde sıcaklık 27 ºC‟ye, nem %80‟e ayarlandı. Afit popülasyonu en 

çok patlıcan ve biber bitkileri üzerinde, beyaz sinek popülasonu en çok hıyar bitkisinde, 

kırmızı örümcek popülasyonu ise domates ve hıyar bitkilerinde görülmüĢtür. Bu nedenle; 

afit üzerine olan etkilerini gözlemek için test edilecek bakteri suĢları ve fungus izolatları 

patlıcan ve biber bitkilerine, beyaz sinek için patlıcan ve hıyar bitkilerine, kırmızı 

örümcek popülasyonu için domates ve hıyar bitkilerine uygulanmıĢtır. Uygulama için 

hazırlanan mikrobiyal inokulumlar (10
8
 CFU bakteri/ml veya 10

4
 fungus sporu/ml) 

konukçu bitki yaprakları üzerinde beslenen k.örümcek ve afit popülasyonları üzerine 

sprey edildi. Ġnokule edilen böcek popülasyonları 72 saat süreyle inkübe edildikten sonra 

mikroskopik inceleme yapılmıĢ ve zararlı popülasyonun % ölüm oranları saptanmıĢtır. 

 

Arazi Testleri   

Adana YALTIR A.ġ. tarafından seçilmiĢ olan organik çilek üretim alanlarında epidemi 

oluĢturan kırmızı örümcek popülasyonu ve Antalya Kumluca‟da Makro Tarım A.ġ. hıyar 

üretimi yapan deneme seralarında epidemi oluĢturan pestisitlere karĢı dayanıklı kırmızı 

örümcek popülasyonu üzerinde uygulamalar yapılmıĢtır. Bu amaçla pozitif kontrol olarak 

Kingbo, negatif kontrol olarak distile su ve biyolojik ajan olarak 3 bakteri (Bacillus spp. 

FS51 Bacillus sphaericus BS6, BS7) ile 4 fungus izolatı (Cladosporium cladosporioides 

MY1, MY4 ve Penicillium italicum var. italicum MY3, MY7) test edilmiĢtir. Uygulama 

için mikrobiyal inokulumlar türbidimetre ile (10
8
 CFU bakteri/ml veya 10

4
 fungus 

sporu/ml) hazırlandı. Her iki denemede de uygulamalar tesadüfi deneme modeline göre 3 

tekerrürlü olarak yapılmıĢ ve her tekerrürde 40 bitki/uygulama Ģeklinde planlanmĢtır. 

Uygulamalar sprey Ģeklinde yapılmıĢtır. Uygulamadan 48 saat sonra bitkilerden alınan 

yapraklar üzerinde ölü böcek sayısı tespit edilerek, kontrol grubu ile karĢılaĢtırılmıĢtır. 
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2.6 Potansiyel Biyoajanların Sivrisinek Larvaları Üzerine Etkinliklerinin 

Belirlenmesi 

Literatürde Bacillus sphaericus suĢlarının sivrisinek larvaları öldürme özelliği denilen 

larvasit etkinliği bildirilmektedir. Bu nedenle çalıĢmada izole edilen potansiyel biyoajan 

olan suĢlardan Bacillus spp. (FS51), Bacillus sphaericus (BS6) ve Bacillus sphaericus 

(BS7) 'un Culex sp. türü sivrisinek larvalarına karĢı öldürücü etkileri (Larvasit) olup 

olmadığı araĢtırıldı.  

Bu çalıĢma için Ġstanbul'dan toplanan sağlıklı Culex sp. sivrisinek larvaları üzerinde 

laboratuvar koĢullarında biyoaktivite çalıĢmaları yapıldı. Laboratuvar ortamında yapılan 

deneylerde; bakterilerden hazırlanan alt kültürlerden türbidimetre ile 0.1 M fosfat 

tampon çözeltisi içerisinde mikrobiyal süspansiyonlar (10
8
 CFU bakteri/ml)  hazırlandı.  

Deneyler her bir erlende 500 ml su içerisinde ortalama en az 40 adet sivrisinek larvası 

olacak Ģekilde ayarlandı. Hazırlanan mikrobiyal süspansiyonlardan 1ml alınarak larva 

bulunan erlenlere eklendi ve 72 saat boyunca gözlem yapıldı. 

ÇalıĢmada uygulama yapılmayan larva grubu negatif kontrol, ticari Bacillus sphaericus 

suĢunun kullanıldığı larva grubu pozitif kontrol olarak kullanıldı. Biyoaktivite testleri 

her bir mikroorganizma için en az 2 defa 3 tekerrürlü olarak tekrarlanmıĢtır.  

2.7 Sera Zararlıları Üzerinde Etkinliği Belirlenen Potansiyel Biyoajan 

Mikroorganizmaların Toksisitelerinin AraĢtırılması 

Laboratuvar ve sera testlerine göre seçilen biyoajanların çevre ve insan sağlığı üzerine 

olumsuz etkilerinin olup olmadığı araĢtırılmıĢtır. Bu denemeler için Yeditepe 

Üniversitesi, Kobay Hayvan Laboratuvarı‟ndan hizmet alımı ile yapılmıĢtır. Aynı anne 

ve babadan meydana gelen (yakın genetik akraba) wistar sıçan yavrularının, 4 haftalık 

(yaklaĢık 32-35 gr) oluncaya kadar anne sütü ile beslenmelerine müsaade edilmiĢtir. 

Daha sonra annesinden ayrılan bu yavruların cinsiyetleri belirlenerek, farklı cinslerden 

eĢit sayılarda yavru sıçanı içine alan yedi farklı grup (en az dört sıçan) oluĢturulmuĢtur. 

ÇalıĢmada deney hayvanları akut toksisite, kronik toksisite ve kontrol olarak 3 gruba 

ayrıldı. Hazırlanan süspansiyonlar hayvanlara 4 hafta boyunca içme suyu olarak verildi.  
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Kontrol grubu toksikoloji testlerinde her bir uygulamada kullanılan her sıçan için dört 

haftalık uygulama periyodunu takiben makroskopik ve mikroskobik patolojik açıdan 

karaciğer, dalak, böbrek, mide ve ince barsakta herhangi bir değiĢiklik olup olmadığı 

belirlenmiĢtir. Uygulama sonrası kan değerleri ve karaciğer enzim miktarları da 

belirlenmiĢtir. Bu sıçanların her birisi beslenme süresince, yedi gün aralıklarla tartıldı ve 

geliĢimleri takip edildi. Beslenen sıçanlar üzerinde günlük fenotipik incelemeler 

yapılarak, sıçanların derilerinde herhangi bir hastalık belirtisi, isal, idrarlarında kanama 

veya ani ölümlerin olup olmadığı belirlendi.  

2.8 Sera Zararlıları ve Sivrisinek Larvaları Üzerinde Etkinliği Belirlenen 

Potansiyel Biyoajan Bakterilerin Ticari Formülasyonlarının GeliĢtirilmesi 

ÇalıĢma sonucunda FS51, BS6 ve BS7 kodlu Bacillus spp. suĢlarının ticari 

formülasyonları geliĢtirildi. Bu amaçla; efervesan granül hazırlama tekniği ile liyofilize 

edilmiĢ bakteriler ve taĢıyıcı sistemin biraraya getirilmesiyle biyopestisit yapılmıĢtır. 

GeliĢtirilen formülasyon ile spor veya endotoksin elde etme sürecine gerek kalmadan, 

bakteriler direkt formülle karıĢtırılarak ürün haline gelmektedir. Tek kullanımlık saĢe 

Ģeklinde tasarlanan ürün bu Ģekliyle ticari açıdanda kullanım kolaylığı sağlayacaktır. 

Aynı zamanda ürün stabilitesi içinde Ģase formu avantaj teĢkil etmektedir. 

Formülasyonda minumum yardımcı madde kullanımına özen gösterilmiĢtir. Formülasyon 

ekonomik olup, yine uygun ve ekonomik ambalajlama tekniği (Ģase) kullanılmıĢtır.  
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BÖLÜM 3 

DENEYSEL SONUÇLAR VE TARTIġMALAR 

3.1 Hastalıklı Zararlı Örneklerinin Toplanması ve Mikroorganizmaların Ġzole 

Edilmesi 

ÇalıĢma kapsamında ilk olarak Antalya, Muğla, Bursa ve Yalova illerindeki seralarda 

yetiĢtirilen hıyar, domates, biber ve patlıcan bitkileri üzerinde araĢtırmalar yapılmıĢtır 

(Çizelge 3.1). Yapılan araĢtırmalar sonucunda toplam 74 adet beyazsinek ve 16 adet 

kırmızı örümcek örneği toplanmıĢtır. Toplanan her bir örnek ıĢık mikroskopu ile 

incelendi. Fungus ve bakteri ile enfekteli olan örnekler gruplandırıldı. Toplanan böcek 

örnekleri üzerinde virüs ve viroid enfeksiyonu saptanamamıĢtır.   

Ġkinci olarak sera koĢullarında afit populasyonları oluĢturuldu (ġekil 2.2 ve 3.8,). 

Toplanan hastalıklı böcek örnekleri üzerinde yapılan incelemeler sonucunda bakteri ve 

fungus enfeksiyonu olduğu belirlenen örneklerden mikrobiyal izolasyonlar yapılmıĢtır. 

Enfekteli olan böcek örnekleri önce % 95‟lik etil alkol ile yüzeysel sterilizasyon 

yapıldıktan sonra Nutrient Agar (NA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA) besi ortamında 

seyreltme ekimleri yapıldı. Ġnokule edilen besi yerleri 25ºC de 3–5 gün inkübasyona 

bırakıldıktan sonra geliĢen bakteriyel ve fungal kolonilerden saflaĢtırma ve stok kültürler 

oluĢturuldu.  
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ġekil 3.1 Sera koĢullarında beyazsinek, kırmızı örümcek ve afit popülasyonu 

oluĢturmak için yetiĢtirilen patlıcan, hıyar, domates ve biber bitkileri  
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ġekil 3.2 Sera koĢullarında kültür bitkileri üzerinde oluĢturulan zararlı (beyazsinek, 

k.örümcek ve afit) popülasyonu 
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Çizelge 3.1 Marmara, Ege ve Akdeniz Bölgelerinde sera koĢullarında yetiĢtirilen 

sebzelerde zararlı olan beyazsinek ve kırmızı örümcek popülasyonlarından toplanan 

hastalıklı veya ölü böcek örnekleri 

Bitki Türü/ 

Örnek 

sayısı 

Antalya Muğla Bursa Yalova Toplam 

Domates 14(3KÖ+11BS 7 BS 13 BS 3 BS 37 

Biber 3 BS - - 5 BS 8 

Hıyar 8 BS - 12 BS 9 

(2KÖ+7BS) 

29 

Patlıcan 16 

(11KÖ+5BS) 

- - - 16 

Toplam 41 

(14KÖ+27BS) 

7BS 25 BS 17 

(2KÖ+15BS) 

90 

(16KÖ+74BS) 

Böcek Türleri: KÖ=Kırmızı Örümcek, BS=Beyaz Sinek, A=Afit 
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Çizelge 3.2 Marmara, Ege ve Akdeniz Bölgelerinde sera koĢullarında yetiĢtirilen 

sebzelerden toplanan böcek örneklerinden izole edilen mikroorganizmalar 

Bitki 

Türü/Mikrobiyal 

Ġzolasyon 

Antalya Muğla Bursa Yalova Toplam 

Domates 56(35B+21F) 13(12B

+1F) 

42(32B+10F) 6 B 117(85B+32

F) 

Biber  9 (8B+1F) - - 17(16B+1F) 26 (24B+2F) 

Hıyar 19 (17B+2F) - 34 (28B+6B) 35 B  88 (80B+8F) 

Patlıcan 51 B - - - 51B 

Toplam 135(111B+24

F) 

13(12B

+1F) 

76(60B+16F) 46(45B+1F) 282 

(240B+42F) 

  Mikrobiyal Ġzolasyon: B=Bakteri; F=Fungus 

Yapılan çalıĢmalar sonucunda 236 bakteri ve 46 fungal izolat (toplam 282 

mikroorganizma) elde edilmiĢtir.  

3.2 Ġzole Edilen Mikroorganizmaların Tanı Sonuçları 

ÇalıĢmada morfolojik karakterlerine göre izole edilen 42 fungal izolatın 15 Fusarium 

spp, 9 Aspergillus spp., 5 Verticillium spp., 7 Botrytis spp., 3 Beauveria spp. Ve 2 

Gliocladium spp. olarak tanılandı. Ġzole edilen 236 bakteri suĢlarının 35 Kluyvera 

cryocrecens, 29 Salmonella spp., 27 Escherichia coli, 25 Klebsiella pneumoniae, 24 

Bacillus spp 21 Enterobacter spp., 16 Photorhabdus luminescens, 11 Cedecea spp., 8 

Stenotrophomonas maltophilia, 7 Pseudoxanthomonas broegbernensis, 6 Serratia spp., 

Enterobacter cancerogenus, Bacillus pumilus, 2 Bacillus sphaericus, Pantoea 

agglomerans, Salmonella choleraesuis, 2 Acinetobacter genomospecies, 5 Citribacter 

freundii, 4 Proteus mirabilis, 3 Shigella boydiii, 2 Chryseobacterium balustinum, 2 

Microbacterium barkeri, 2 Nesternkonia halobia, ve 1 Staphylococcus sciuri olarak 

tanımlanmıĢtır. Yeditepe Üniversitesi seralarından biyoaktivite testleri yapılırken izole 

edilerek, tanımlanan iki adet fungusun sonuçları ise aĢağıdaki çizelgede yer almaktadır.  
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                     Çizelge 3.3 Potansiyel biyoajan fungus izolatlarının tanı sonuçları 

Fungus MY1, 

MY4 

 

Cladosporium 

cladosporioides 

Fungus MY3, 

MY5, 

MY7 

Penicillium italicum var. 

İtalicum 

 

Tanımlanan bakterilerin içinden üç adet Bacillus cinsi bakterinin (FS51, BS6 ve BS7) 

hem sera zararlıları hem de sivrisineklerle mücadelede kullanılabilme potansiyeli 

olduğundan daha detaylı tanıları yapılmıĢtır. Bu çalıĢmalar sonucunda nükleik asit 

temelli 16S-rDNA PZR amplifikasyonu ile dizi analizleri sonucunda Dünya için yeni 

birer Bacillus sphaericus suĢu olduğu belirlendi. Bu bakterilerin sırasıyla (FS51, BS6 ve 

BS7) yağ asidi profili, BIOLOG ve baz dizi analizi sonuçları aĢağıda yer almaktadır. 
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ġekil 3.3 FS 51 (MBI5) bakterisinin MIS sonucu 
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ġekil 3.4 BS6 (MBI6) bakterisinin MIS sonucu 
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ġekil 3.5 BS7 (MBI7) bakterisinin MIS sonucu 
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Çizelge 3.4 FS51, BS6 ve BS7 bakterilerin yağ asidi profili sonuçlarının bilinen  ile 

karĢılaĢtırılması 

Yağ asitlerinin 

Nümerik isimleri 

(Pik isimleri) 

% 

FS 51 

% 

BS 6 

 % 

BS 7 

 % 

B.sphaericus 

14:0 iso 2,02 4,38 1,51 1,26 

14:0 0,60 - 0,68 0,85 

15:0 iso 45,00 44,99 45,84 46,61 

15:0 anteiso 10,87 9,22 13,13 7,89 

14:0 iso 3OH - - - 1,05 

16:1 w7c alcohol 9,93 12,38 9,55 6,80 

16:iso 12,65 15,24 8,14 5,48 

16:1 w11c 3,31 2,04 3,31 5,62 

16:0 1,72 0,78 1,78 1,64 

17:1 iso w10c 1,43 1,40 2,35 4,92 

Sum In Feature 4 1,65 1,72 2,32 2,58 

17:0 iso 6,11 4,67 5,69 10,86 

17:0 anteiso 4,70 3,19 4,67 4,45 

18:1 w9c - - 1,03 - 

Yağ asidi profilleri karĢılaĢtırıldığında 14:0 numaralı doymuĢ yağ asiti olan Myristic (n-

tetradecanoic) BS6'nın yapısında bulunmadığı görülmektedir. Aynı Ģekilde 18:1 w9c 

numaralı tekli doymamıĢ yağ asidi olan Oleic (9-octadecenoic) sadece BS7'nin 

yapısında yer alırken diğer suĢlarda görülmemektedir. 14:0 iso 3OH numaralı yağ asidi 

ise sadece referans suĢta yer almaktadır. Bu sonuçlar her bir bakteri suĢunun birbirinden 

farklı olduğunu kanıtlamaktadır.  
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ġekil 3.6 FS51, BS6 ve BS7 bakterilerin BIOLOG sonuçları 

 

BIOLOG sonuçlarında ise her bir bakterinin kullandığı metabolitlerin farklı olduğu 

analizin yapıldığı mikroplatelerdeki renk değiĢimlerinden görülmektedir.  Fakat MIS ve 

BIOLOG kütüphaneleri kısıtlı olduğu için sadece mikroorganizmanın tür tanısını 

vermektedir. Bu bakterilerin birbirinden farklı ve yeni birer alt tür olduğunu kanıtlamak 

için 16 S rDNA baz dizilimi yapıldı.  

 

 



 

 

 

 

45 

 

 

ġekil  3.7 16 S rDNA baz dizi analizine göre filogenetik akrabalık Ģeması 

 

Yukarıdaki filogenetik ağaçta FS51, BS6 ve BS7 suĢlarını sırasıyla MIB5, MIB6 ve 

MIB 7 temsil etmektedir. Filogenetik ağaca göre FS51, BS6 ve BS7 suĢlarının bilinen 

B. sphaericus suĢlarından 16 S rDNA baz dizilimine göre ayrıldığı görülmektedir.   
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3.3 Potansiyel Biyoajanların Laboratuvar, Sera ve Arazi KoĢullarında  

Belirlenmesi (Biyoaktivite Testleri) 

ÇalıĢma kapsamında izole edilen ve tanılanan bütün bakteri suĢları ve fungus 

izolatlarının sera zararlılarına karĢı etkili bir biyoajan olarak kullanılma olanaklarının 

olup olmadığı laboratuvar, sera ve arazi koĢullarında yürütülen biyolojik etkinlik testleri 

ile belirlenmiĢtir (ġekil 3.8 ve 3.10).  

Laboratuvar Testlerinin Sonuçları: 

Beyazsinek popülasyonuna olan etkilerini gözlemek için bakteriyal süspansiyonlar ile 

bitki özütleri; patlıcan ve hıyar bitkilerinin yaprakları üzerine, petri kapları ve plastik 

kutular içerisinde uygulanmıĢtır. Bacillus pumilus (MY51), Salmonella choleraesuis 

(MY19), Stenotrophomonas maltophilia (FS227) ve Chryseobacterium balustinum 

(FS33) bakteri solüsyonları petri kapları içerisinde yapılan çalıĢmalarda baĢarı 

göstermiĢtir (ġekil 3.8). 
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ġekil 3.8 Laboratuvar koĢullarında petriler içerisinde potansiyel biyoajan organizmalar 

ile test edilen sera zararlıları 

 

B 

A 
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ġekil 3.9 MY51, MY19, FS227 ve FS33 bakteriyal solüsyonların hıyar yaprağı üzerinde 

bulunan beyazsineklere sprey edildikten 48 saat sonra alınan steromikroskop görüntüleri 

 

Petri ve plastik kutularda yapılan testlerde izole edilen suĢlardan Bacillus spp. FS51, 

Stenotrophomonas maltophilia FS227, Nesternkonia halobia FS78, Staphylococcus 

gallinarum SG1, Chryseobacterium balustinum FS33, Bacillus sphaericus BS6 ve BS7 

ile 4 fungus izolatı afitler üzerinde potansiyel biyoajan (%10 dan fazla ölüm) olarak 

etkili bulunmuĢtur. 

 

 

 

 

 

 

 

FS33 MY19 

FS227 MY51 
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ġekil 3.10 Laboratuvar ortamında plastik kutular içinde bitki yaprakları üzerinde 

beslenen beyazsinek, k.örümcek ve afit populasyonları üzerine potansiyel biyoajan 

bakteri ve fungus izolatlarının inokulasyonu 
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ġekil 3.11 Laboratuvar koĢullarında plastik kutular içerisinde potansiyel biyoajan 

bakteriler ile test edilen afit örneklerinin stero mikroskop görüntüleri 

 

BS6 

FS4 

FS78 

FS78 

FS 

227 

   

SG1 
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ġekil 3.12 Biyoaktivite testlerinde etkili bulunan fungus izolatlarının enfekteli afit 

örnekleri üzerindeki steromikroskop görüntüleri 

 

Penicillium italicum var. italicum 

Penicillium italicum var. italicum 

Cladosporium cladosporioides 

Cladosporium cladosporioides 
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ġekil 3.13 Chryseobacterium balustinum FS33 uygulamasından önce (üst) ve sonraki 

(alt) beyazsinek ve kırmızı örümcek örneklerinin steromikroskop görüntüleri 

 

Kırmızı örümceklere karĢı hazırlanan bakteri solüsyonlarından Chryseobacterium 

balustinum FS33, Bacillus pumilus (MY51), Salmonella choleraesuis (MY19), 

Stenotrophomonas maltophilia (FS227), Bacillus sphaericus (BS6) ve Bacillus 

sphaericus (BS7) suĢları laboratuvar koĢullarında etkili bulunmuĢtur. Özellikle 

Chryseobacterium balustinum FS33 hem kırmızı örümceklere hem beyazsineklere karĢı 

etkinlik göstermiĢtir. ġekil 3.13 ve 3.14‟ de zararlılar üzerindeki ölümcül etkileri açıkça 

görülmektedir.  
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ġekil 3.14 Chryseobacterium balustinum FS33 uygulamasından sonraki ölen beyazsinek 

ve kırmızı örümcek örneklerinin taramalı elektron mikroskop görüntülerĠ 
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ġekil 3.15 ABÖ: aseton bitki özütü ile MBÖ: metanol bitki özütünün konukçu hıyar 

yaprağı üzerinde bulunan kırmızı örümceklere karĢı sprey edildikten 24 saat sonra 

alınan görüntüleri 

Bitki özütleri ile yapılan laboratuvar testlerinde kırmızı örümceklere karĢı aseton bitki 

özütünün etkili olduğu belirlendi. Çözücü seçimi bitki özütünden elde edilen bileĢiklere 

yansıdığı için hedefte seçicilik görüldü. Metanol ile edle edilen bitki özütleri kırmızı 

örümceklere karĢı etkin değil iken afitlere karĢı etkinlik gösterdi. ġekil 3.16‟da afitlere 

karĢı test edilen bitki özütlerinin etkinlikleri görülmektedir. 

 

ġekil 3.16 ABÖ: aseton bitki özütü ile MBÖ: metanol bitki özütünün konukçu hıyar 

yaprağı üzerinde bulunan afitlere karĢı sprey edildikten 24 saat sonra alınan görüntüleri 

 

MBÖ ABÖ 

ABÖ 

                                                         

Kingbo                                                       Distile su                                                       

MBÖ 
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Kırmızı örümceklere karĢı yapılan diğer bir çalıĢmada ise sera zararlılarına karĢı etkileri 

tespit edilen karıĢık bitki türlerinden elde edilen aseton ve metanol bitki özütleri (ABÖ 

ve MBÖ) ile potansiyel biyoajan olduğu belirlenen FS51 izolatı birlikte test edilmiĢtir 

(ġekil 3.17). Bu çalıĢmada pozitif kontrol olarak %1 aseton bitki özütü (ABÖ), %1 

metanol bitki özütü (MBÖ) ile %1 Kingbo kullanılmıĢtır. Negatif kontrol olarak distile 

su kullanılmıĢtır. Ayrıca bakteri (FS51) ve bitki özütleri (aseton veya metanol)‟ den 0.5 

ml alınarak 99ml distile su içerisinde karıĢtırılarak elde edilen bakteri ve bitki özütü 

(aseton veya metanol) kombinasyonu ayrıca yapraklara sprey edilerek test edilmiĢtir. 

Ayrıca, kontrol amaçlı bitki özütlerinin çözücüleri olan aseton ve metanol tek baĢlarına 

zararlılara karĢı test edilmiĢtir ve hiçbir ölümcül etki gözlenmemiĢtir. AĢağıda yer alan 

çizelgede ise laboratuvar koĢullarında yapılan biyoaktivite testlerinin sonuçları böcek 

popülasyonundaki ölüm oranı yüzdesi cinsinden gösterilmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.17 ABÖ+ FS51: aseton bitki özütü ile FS51 karıĢımı, MBÖ+ FS51: metanol 

bitki özütü ile FS51 karıĢımı, ABÖ: aseton bitki özütü, AMÖ: metanol bitki özütünün 

konukçu hıyar yaprağı üzerinde bulunan kırmızı örümceklere karĢı sprey edildikten 24 

saat sonra alınan görüntüleri 

  

 

ABÖ+ 

FS51 

MBÖ 

FS51 

MBÖ ABÖ 
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Çizelge 3.5 Laboratuvar koĢullarında test edilen biyoajan, bitki özütü ve organik 

biyoinsektisit uygulamalarının hıryar bitkisi üzerindeki konukçu populasyon üzerine 

etkileri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elde edilen sonuçlara göre (Çizelge 3.5) aseton bitki özütü (ABÖ) ile FS51 bakteri 

süspansiyon karıĢımı kırmızı örümcek popülasyonu üzerinde daha fazla (%92) ölümüne 

neden olduğu saptanmıĢtır. Bu uygulamayı aseton bitki özütü (ABÖ), metanol bitki özütü 

(MBÖ) ile FS51 karıĢımı, metanol bitki özütü uygulamaları takip etmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uygulamalar 

 

Canlı K.Ö. 

sayısı  

(24 sa) 

Ölü K.Ö. 

sayısı 

(24 sa) 

Canlılık 

yüzdesi 

% 

%1 ABÖ+FS51 5 52 8 

%1 MBÖ+FS51 38 22 63 

%1 ABÖ 25 46 35 

%1 MBÖ 68 8 89 

%1 KĠNGBO 2 33 5 
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Çizelge 3.6 Potansiyel biyoajan bakteri, fungus izolatları ve bitki özütlerinin laboratuvar 

koĢullarında sera zararlıları üzerine etkileri 
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Sera Testlerinin Sonuçları: 

Yeditepe Üniversitesi seralarında ve bitki büyütme kabinlerinde yetiĢtirilen bitkilerin 

yaprakları üzerinde beslenen beyaz sinek, k.örümcek ve afit popülasyonları üzerine 

mikrobiyal inokulumlar (10
8
 CFU bakteri/ml veya 10

4
 fungus sporu/ml) sprey edilerek 

uygulandı. Uygulamalarda kullanılan bitkiler ġekil 3.19'da görülmektedir. 

 

ġekil 3.18 Yeditepe Üniversitesi araĢtırma seraları 
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ġekil 3.19 Biyoaktivite testlerinde kullanılan üstte bitki büyütme kabinlerinde ve altta 

serada biber patlıcan, domates ve hıyar bitkileri 

Sera ve bitki büyütme kabinlerinde yapılan biyoaktivite testlerinin sonuçlarına göre daha 

önceki laboratuvar ortamında yapılan çalıĢmalarda etkili bulunan Bacillus spp. FS51 ve 

Bacillus sphaericus BS6 ve BS7 (Çizelge 3.6; ġekil 3.11) afit popülasyonu üzerinde 

sırası ile %12, 15 ve 22 oranında ölüme neden olarak etkili olmuĢlardır. ġekil 3.20'de yer 

alan bakterilerin (SG1, BL6, FS 4, FS 78, FS 227) etkinlikleri sadece laboratuvar 

koĢullarında kalmıĢ olup, serada biyolojik aktivite göstermemiĢlerdir. 
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ġekil 3.20 Sera koĢularında potansiyel biyoajan bakteriler ile test edilen afit 

örneklerinin stero mikroskop görüntüleri 

Laboratuvar koĢullarında etkili bulunan fungus izolatları (Cladosporium 

cladosporioides MY1, MY4 ve Penicillium italicum var. italicum MY3, MY7)  sera 

koĢullarında da afitlere karĢı %100 oranında etkili bulunmuĢtur (ġekil 3.21). Bunun 

nedeni; nemin yeteri kadar olması ve fungusların zararlı böcekler üzerinde epidemi 

oluĢturmasına olanak sağlamasıdır. 

SG1 FS 227 

 

FS 4 FS 78 

BL6 FS 51 

BS6 BS7 
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ġekil 3.21 Biyoaktivite testlerinde etkili bulunan fungus izolatlarının enfekteli afit 

örnekleri üzerindeki steromikroskop görüntüleri 
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Arazi Testlerinin Sonuçları: 

2010 yılında tarla koĢullarında Adana‟da YALTIR A.ġ. organik çilek üretim alanları ve 

Antalya Kumluca‟da Makro Tarım A.ġ. hıyar üretim seralarında kırmızı örümcek 

popülasyonu üzerinde uygulamalar yapılmıĢtır. Diğer zararlı popülasyonları bulunmadığı 

için onlara karĢı arazi denemeleri yapılmadı. ÇalıĢmalarda Bacillus spp. FS51 Bacillus 

sphaericus BS6, BS7, fungus izolatları (Cladosporium cladosporioides MY1, MY4 ve 

Penicillium italicum var. italicum MY3, MY7) ve bitki özütlerinin kırmızı örümceklere 

karĢı etkinlikleri araĢtırıldı. Uygulama sonuçlarına göre bakteri, fungus ve bitki özütleri 

baĢarılı bulunmadı. Sadece Pozitif kontrol Kingbo %100 oranında baĢarılı olmuĢtur. Bu 

sonuçlar laboratuvar ve seralarda yapılan uygulama sonuçları ile uyumludur.  

 

ġekil 3.22 Adana‟da YALTIR A.ġ. organik çilek üretim alanlarında yapılan çalıĢma 
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3.4 Potansiyel Biyoajanların Sivrisinek Larvaları Üzerine Etkinliklerinin 

Belirlenmesi 

ÇalıĢma kapsamında izole edilen Bacillus sphaericus suĢları (FS 51, BS 6, BS 7) Culex 

sp. cinsi sivrisinek larvalarına karĢı laboratuvar ortamında test edilmiĢtir. Yapılan 

testlerde bilinen B. sphaericus bakterisi pozitif kontrol olarak kullanıldı. Her deneme 3 

tekrarlı olarak yapıldı (ġekil 3.23 ve 3.24).   

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.23 Sivrisinek larvalarına karĢı mikrobiyal formülasyonların laboratuvar 

koĢullarında test edilmesi 

 

 

A 

B 
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Çizelge 3.7 Temiz ve kirli su ortamında FS 51, BS 6, BS7 ve B.sphaericus (Ref), 

suĢlarının Culex sp. larvalarına etkisi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ġzole edilen suĢların hem kirli su denilen organik maddece zengin su hem de temiz su 

ortamında etkinlikleri test edilmiĢtir. Yukarıdaki çizelgedeki sonuçlara göre 24 saat 

sonunda her üç bakteride (FS 51, BS 6, BS 7) temiz suda  %100'e ulaĢan bir baĢarı 

göstermiĢtir. Kirli suda ise ilk 24 saat sonunda %90'ın üzerinde etkili olmuĢlardır. 

Buradaki mekanizmada larva beslenme sırasında B. sphaericus'u yapısına alır. Sonra B. 

sphaericus toksinlerinin larva içinde aktif hale geçmesiyle larvayı öldürür. Bakteriler ile 

uygulama yapıldıktan sonra ölen Culex sp. larvasının taramalı elektron mikroskop 

görüntüsü ise ġekil 5'te yer almaktadır. Larvanın özelikle boyun bölgesinde lokalize 

olmuĢ B.sphaericus suĢu açıkça görülmektedir. 

 

 

Test Edilen 

Bakteri SuĢu 

Ölü Larva Yüzdesi (Culex sp.) 
100 larva/500 mL su 

Kirli Su Temiz Su 

24 saat 48 saat  24 saat 

B.sphaericus 

(0.5 ml/ L) 
90 96 100 

FS51           

(0.5 ml/ L) 
94 96 100 

BS6           

(0.5 ml/ L) 
93 97 100 

BS7            

(0.5 ml/ L) 
91 98 100 
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ġekil 3.24 Sivrisinek larvaları üzerinde mikrobiyal formülasyonların larvasit etkisinin 

taramalı elektron mikroskop görüntüleri 
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3.5 Sera Zararlıları Üzerinde Etkinliği Belirlenen Potansiyel Biyoajan 

Mikroorganizmaların Toksisitelerinin AraĢtırılması 

FS 51, BS6 ve BS7 için yapılan toksikoloji çalıĢmadsına oluĢturulan gruplar aĢağıda yer 

almaktadır. Toksikoloji çalıĢmaları boyunca bütün deney hayvanlarının her hafta kilo ve 

su tüketim kontrolleri yapılmıĢtır.  

Grup1 (Kontrol): Normal su ve yem tüketimi. n=7 

Grup 2 (BS6 Bir defalik yüksek doz tedavi grubu): sıçanlar 30 gün boyunca 2.5x106 

bakteri/ml/su ile beslendi. n=5 

Grup 3 (BS7 Bir defalik yüksek doz tedavi grubu): sıçanlar 30 gün boyunca 0.5x106 

bakteri/ml/su ile beslendi. n=5 

Grup 4 ( BS6 Tekrarlayan yüksek doz tedavi grubu): sıçanlar 30 gün boyunca 0.1x106 

bakteri/ml su ile beslendi. n=5 

Grup 5 (BS6 Tekrarlayan düĢük doz tedavi grubu): sıçanlar 30 gün boyunca 2.5x106 

bakteri/ml/su ile beslendi. n=5 

Grup 6 (BS7 Tekrarlayan yüksek doz tedavi grubu): sıçanlar 30 gün boyunca 0.5x106 

bakteri/ml/su ile beslendi. n=5 

Grup 7 (BS7 Tekrarlayan düĢük doz tedavi grubu): sıçanlar 30 gün boyunca 0.1x106 

bakteri/ml su ile beslendi. n=5 

 

Kan Değerleri Analizleri: 

Bu analizde bakılan değerler Ģunlardır; 

 HCT – Hematokrit: kandaki kırmızı kan hücrelerinin yoğunluğu hakkında bilgi 

verir. 

 HGB: Hemoglobin 

 RBC - Red Blood Cell (Eritrosit): Oksijen taĢıyan kırmızı kan hücreleri 

hakkında bilgi sağlar  

 WBC - White Blood Cell (Lökosit): Enfeksiyonlarla savaĢmaya yardım eden 

beyaz kan hücreleri hakkında öngörü sağlar.  
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 NEUT: Nötrofil oranı 

 LYMPH: Lenfosit oranı  

 MONO: Monosit 

 EO: Eozinofil 

 BASO: Bazofil 

 PLT: Trombosit 

 

Çizelge 3.8 Kan değerleri 

  
HCT HGB RBC WBC NEUT LYMPH MONO EO BASO PLT 

  
% g/dL  10^6/uL 10^3/uL 10^3/uL 10^3/uL 10^3/uL 10^3/uL 10^3/uL 10^3/uL 

Kontro

l 45,0±1,0 16,1±0,6 8,5±0,6 8,8±1,0 1,5±0,6 6,6±1,6 0,5±0,0 0,2±0,1 0,1±0,1 749,0±142,3 

Yüksek 

Doz 44,9±1,4 15,9±0,5 8,3±0,3 7,0±0,9 1,0±0,2 5,5±1,1 0,3±0,1 0,1±0,0 0,0±0,0 702,5±76,5 

Orta 

Doz 46,2±2,1 16,1±0,6 8,8±0,2 8,0±1,5 1,2±0,5 6,4±1,0 0,2±0,2 0,1±0,0 0,0±0,1 613,3±133,4 

DüĢük 

Doz 45,5±1,9 15,9±0,8 8,3±0,4 8,6±1,0 1,2±0,3 6,5±0,3 0,5±0,2 0,1±0,0 0,0±0,0 502,0±142,3 

 

 

4 haftalık FS51, BS6 ve BS7 ile tedavi sonrası değerlendirilen kan değerlerinde gruplar 

arasında anlamlı bir farklılıkla karĢılaĢılmadı. FS51, BS6 ve BS7 izolatlarının toksik 

etkilerinin araĢtrılması sonrasında elde ettiğimiz verilerin One way ANOVA'yı takiben 

Tukey ve Scheffe testleri ile yaptığımız istatistiksel karĢılaĢtırmalar gruplar arasında 

anlamlı bir etki olmadığını göstermiĢtir. 
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Karaciğer Enzim Analizleri: 

Bu analizlerde bakılan değerler; 

 ALT: Alanin Aminotransferaz 

Karaciğer fonksiyon testlerinden biridir. Karaciğer hastalıkları, kas 

zedelenmeleri, akut ve böbrek yetmezliği gibi durumlarda ALT düzeyi artar. 

 AST: Aspartat Aminotransferaz 

Bütün vücut dokularında bulunmakla beraber, karaciğer, kalp ve iskelet kası en 

çok bulunduğu dokulardır. Herhangi bir nedene bağlı olarak karaciğer hücre 

zedelenmesi veya hasarı, kalp ve iskelet kası travması, kalp yetmezliği ve ağır 

egzersiz gibi durumlarda miktarı artar. 

 GGT: Gama Glutamil Transferaz 

Karaciğer fonksiyon testlerinden biridir. Alkol ve ilaçların karaciğer üzerine 

toksik etkisini takip etmede kullanılır. 

 

Çizelge 3.9 FS 51 Karaciğer enzim analizleri 

       ALT (U/L)           AST(U/L) 

              

GGT(U/L) 

Kontrol (n=7) 97,1±20 228,1±36 0±0 

G2 (n=5) 90,6±14 301±67 0±0 

G3 (n=5) 87,6±14 234,6±62 0±0 

G4 (n=5) 92±11 291,6±40 0±0 

G5 (n=5) 79,6±12 236±26 0±0 

G6 (n=5) 91,8±9 263,8±36 0±0 

G7 (n=5) 101±25 268±99 0±0 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

69 

                Çizelge 3.10 BS6 ve BS7 suĢlarının karaciğer enzim analizleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              

 

G1 ALT (U/L) AST(U/L) GGT(U/L) 

Kontrol-1 132 290 0 

Kontrol-2 111 259 0 

Kontrol-3 110 239 0 

Kontrol-4 80 204 0 

Kontrol-5 78 205 0 

Kontrol-6 89 213 0 

Kontrol-7 80 187 0 

MBI6-Tek-Yüksek-G2    

1 105 223 0 

2 106 408 0 

3 88 305 0 

4 80 271 0 

5 74 298 0 

MBI7-Tek-Yüksek-G3    

1 79 173 0 

2 76 251 0 

3 86 307 0 

4 112 275 0 

5 85 167 0 

MBI6-Sürekli-Yüksek-G4    

1 95 234 0 

2 104 333 0 

3 79 267 0 

4 81 304 0 

5 101 320 0 

MBI6-Sürekli-DüĢük-G5    

1 61 216 0 

2 81 215 0 

3 75 220 0 

4 91 272 0 

5 90 257 0 

MBI7-Sürekli-Yüksek-G6    

1 89 181 0 

2 95 264 0 

3 114 262 0 

4 98 212 0 

5 99 210 0 

MBI7-Sürekli-DüĢük-G7    

1 88 227 0 

2 96 283 0 

3 146 434 0 

4 91 190 0 

5 84 206 0 
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Çizelge 3.11 FS51 Karaciğer enzim analizleri 

 

 

FS 51, BS6 ve BS7 izolatlarının karaciğer enzimlerinde anlamlı bir değiĢikliğe neden 

olmadığı görüldü. 

 

4 haftalık FS51 tedavisi sonrası enzimler açısından yapılan istatistiksel analizler 

her hangi bir anlamlı bulgu göstermemiĢtir. 
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Yangı Hücre Analizleri: 

Kan lökosit değerlerinin karĢılaĢtırması gruplar arasında anlamlı bir fark göstermemiĢtir 

(ANOVA; Tukey, Scheffe). 

 

 

Çizelge 3.12 Kan lökosit değerleri 

 

 Kontrol G2 G3 G4 G5 G6 G7 

RBC 7,5±0,6 7,9±0,4 7,6±0,4 8,6±0,3 8,6±0,4 8,2±0,1 7,7±0,5 

WBC 8,6±3 7,5±2 11,5±1 11,3±3 9,7±2 11,3±2 11,5±2 

 

 

FS51, BS6 ve BS7 Ġzolatlarının Patoloji Sonuçları: 

 

 

ġekil 3.25 Wistar sıçanlar üzerinde test edilen Bacillus spp. FS51 ve Bacillus 

sphaericus BS6 ve BS7 suĢlarının karaciğer, dalak, akciğer, böbrek, mide ve bağarsak 

dokularındaki patoloji sonuçları (Soldan sağa doğru Grup 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7). 

 

Glomerulit, yangı ve ödem açısından böbrek dokusu değerlendirildiğinde gruplar 

arasında anlamlı bir fark gözlenmedi.  

Yangı, nekroz, fibrozis ve kupfer hücre çoğalması açısından karaciğer dokusu 

değerlendirildiğinde gruplar arasında anlamlı bir fark saptanmadı. 

Reaktif foliküler hiperplazi, kırmızı pulpada nötrofiller, ekstramedüllar hemopoez, 

hemosidrin birikimi, fibrozis, perisplenitis, sinüs dilatasyonu ve hiperemisi açısından 

dalak dokusu değerlendirildiğinde gruplar arasında anlamlı bir fark belirlenmemiĢtir. 
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Villus paterni, Yüzey epiteli, Ülserasyon, Ġltihabi infiltrasyon, Lenfoid agregat/folikül 

ve Ödem açısından ince bağırsak dokusu değerlendirildiğinde gruplar arasında anlamlı 

bir fark tespit edilmemiĢtir. 

Ülserayon, Epitelde regenerasyon, Ġltihabi infiltrasyon, Lenfoid agregat/folikül, Ödem 

ve Hiperemi açısından ince mide dokusu değerlendirildiğinde gruplar arasında anlamlı 

bir fark görülmemiĢtir. Bu sonuçlara göre test edilen her üç biyoajan (FS51, BS6 ve 

BS7) bakterilerin sıcakkanlı canlılar üzerinde herhangi bir toksik etkisinin 

olmayacağına karar verilmiĢtir. 

3.6 Sera Zararlıları ve Sivrisinek Larvaları Üzerinde Etkinliği Belirlenen 

Potansiyel Biyoajan Bakterilerin Ticari Formülasyonlarının GeliĢtirilmesi 

ÇalıĢma sonucunda FS51, BS6 ve BS7 kodlu Bacillus spp. suĢlarının ticari 

formülasyonları geliĢtirilmiĢtir. Bu amaçla; efervesan granül hazırlama tekniği ile 

liyofilize bakteriler ve taĢıyıcı sistemin biraraya getirilmesiyle biyopestisit yapılmıĢtır. 

GeliĢtirilen formülasyon ile spor veya endotoksin elde etme aĢamasına gerek kalmadan, 

bakteriler direkt formülle karıĢtırılarak ürün haline gelmektedir. Tek kullanımlık saĢe 

Ģeklinde tasarlanan ürün bu Ģekliyle ticari açıdanda kullanım kolaylığı sağlayacaktır. 

Aynı zamanda ürün stabilitesi içinde Ģase formu avantaj teĢkil etmektedir. 

Formülasyonda minumum yardımcı madde kullanımına özen gösterilmiĢtir. Formülasyon 

ekonomik olup, yine uygun ve ekonomik ambalajlama tekniği (Ģase) kullanılmıĢtır.  
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Formülasyonun Ġçeriği: 

Biyopestisit ve süt karıĢtırılarak bir süspansiyon elde edilmektedir (ġekil 3.20). 

KarıĢtırma iĢleminde mikroorganizma ile sütün karıĢtırılma oranı 1:5–1:1000 a/a 

Ģeklindedir. Elde edilen mikroorganizma ve süt karıĢımına liyofilizasyon iĢlemi 

uygulanmaktadır. Liyofilizasyon, maddenin kurutulması için süblimasyon adı verilen 

bir süreçten faydalanan özel bir kurutma ve koruma tekniğidir. DonmuĢ maddelerin 

içindeki suyun düĢük atmosferik basınçta, su buharı halinde maddenin içinden 

çıkmasına süblimasyon denir. Liyofilizasyon tekniğinde ürünlerin içinde bulunan su 

kurutma iĢleminin en baĢında dondurulur ve halen daha bu durumdayken, süblimasyon 

yoluyla ürünün içinden çekilerek alınır. Sıvı aĢamanın atlanması maddelerin, kuru 

olarak korunurken, moleküler veya hücre yapısı düzeyinde yarılma benzeri 

değiĢikliklere veya çözülme görüntülerine yol açmaz. Liyofilizasyon yöntemiyle 

maddelerin iç ve dıĢ yapısı bozulmaz, özel koĢullar gerektirmeyen depolama 

kolaylıklarıyla, neredeyse en baĢtaki hallerini korumaları sağlanır. Efervesan granül 

hazırlanması için sitrik asit (susuz veya bir kristal suyu içeren) ile sodyum bikarbonat 

veya sodyum karbonat birbirleriyle karıĢtırılıp, bir miktar su ile aglomere edilir. Bu 

efervesan granül oluĢumu için 1 mol sitrik asit ile 3 mol sodyum bikarbonat veya 2 mol 

sitrik asit ile 3 mol sodyum karbonat karıĢtırılmaktadır. Süt içerisinde liyofilize edilmiĢ 

mikroorganizma, efervesan granül oranı 1:1 den veya 1:10 (a/a ) arasında olmaktadır. 
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ġekil 3.26 Efervesan granüller ve liyofilize edilen bakteri ile süt karıĢımının 

eklenmesiyle elde edilen ürün 
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BÖLÜM 4 

SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu çalıĢma sonucunda Antalya, Muğla, Bursa ve Yalova illerindeki seralarda 

yetiĢtirilen hıyar, domates, biber ve patlıcan bitkileri üzerinde yapılan çalıĢmalar 

sonrasında 236 bakteri ve 46 fungal izolat (toplam 282 mikroorganizma) elde edilmiĢtir. 

Elde edilen mikroorganizmaların konvensiyonel testler, MIS, BIOLOG ve Baz Dizi 

analiz yöntemleri kullanılarak tanıları yapılmıĢtır. Biyoaktivite testlerinde sera 

zararlılarından Aleyrodidae (beyazsinekler), Aphididae (afitler) ve Tetranychidae 

(akarlar) türlerine mensup zararlılara karĢı çalıĢmalar yapılmıĢtır. Ġzole edilen ve 

tanımlanan 282 mikroorganizmadan laboratuvarda yapılan biyoaktivite testleri 

sonuçlarına göre Stenotrophomonas maltophilia FS227, Nesternkonia halobia FS78, 

Staphylococcus gallinarum SG1, Chryseobacterium balustinum FS33, Bacillus spp. 

FS51, Bacillus sphaericus BS6 ve BS7, Cladosporium cladosporioides MY1 ve MY4 

ile Penicillium italicum var. italicum MY3 ve MY7 izolatları potansiyel biyoajan olarak 

seçilmiĢtir. Bu çalıĢmada tanılanan ve sera zararlılarına karĢı etkili biyoajan olduğu 

belirlenen bakteri ve fungus tür/suĢ/izolatları daha önce rapor edilen ve ticari olarak 

üretilen biyoinsektisitler arasında yer almamaktadır. Beyazsineklere karĢı Bacillus 

pumilus (MY51), Salmonella choleraesuis (MY19), Stenotrophomonas maltophilia 

(FS227) ve Chryseobacterium balustinum (FS33) bakteri solüsyonları ile petri kapları 

içerisinde yapılan çalıĢmalarda her ne kadar iyi sonuçlar alınmıĢsa da serada yapılan 

testlerde biyoajan olarak baĢarılı bulunmamıĢtır. Yaprakbitlerine (afitler) karĢı 

laboratuvarda yapılan çalıĢmalarda izole edilen suĢlardan Bacillus spp. FS51, 

Stenotrophomonas maltophilia FS227, Nesternkonia halobia FS78, Staphylococcus 

gallinarum SG1, Chryseobacterium balustinum FS33, Bacillus sphaericus BS6 ve BS7 

ve Cladosporium cladosporioides ile Penicillium italicum var. italicum potansiyel 

biyoajan (%10‟dan fazla ölüm) olarak etkili bulunmuĢtur.  
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Ancak seçilen bakteriyel biyoajanlardan sadece Bacillus spp. FS51, Bacillus sphaericus 

BS6 ve BS7, ve fungal biyoajanlardan ise Cladosporium cladosporioides MY1 ve MY4 

ile Penicillium italicum var. italicum MY3 ve MY7 izolatları afit popülasyonları 

üzerinde sera koĢullarında da etkili bulunmuĢtur. Kırmızı örümcek populasyonuna karĢı 

laboratuvar koĢullarında yapılan petri denemelerinde oldukça etkili bulunan 

Chryseobacterium balustinum (FS33), Bacillus sphaericus BS6 ve Bacillus sphaericus 

BS7 suĢları ise sera koĢullarında biyoajan aktivitesi gösterememiĢtir. Bu durum daha 

önce birçok bilimsel çalıĢmada görülmüĢ ve çevresel parametrelerin (özellikle 52 nisbi 

nem) bakterilerin kolonizasyonu üzerine olan etkileri ile açıklanmıĢtır [17, 54 ve 55]. 

Bu çalıĢmada aynı zamanda test edilen karıĢık bitki özütünün (Urticadioica, Lavandula 

angustifolia, Satureja hortensis, Ocimum basilicum, Nigella sativa, Syzgium 

aromaticum, Artemisia absinthium) aseton ile elde edilen özütü kırmızı örümcek 

popülasyonu üzerinde % 89 etkili olurken, beyazsinek ve afit popülasyonları üzerinde 

ise önemli bir etki gösterememiĢtir. Metanol ile elde edilen bitki özütü ise afit 

popülasyonu üzerinde % 91 oranında etkili olup, beyazsinek ve kırmızı örümcek 

popülasyonları üzerinde aynı Ģekilde önemli bir etki görülmediği saptanmıĢtır. Bu 

durum gösteriyor ki; yukarıda listesi verilen karıĢık bitki özütlerinin üretim yönteminde 

kullanılan çözücü ile böcek türleri üzerinde farklı etkiler görülmüĢtür. Bitki özütlerinin 

farklı çözücülerden elde edildiğinde farklı etkinlikler gösterdikleri daha önce literatürde 

de rapor edilmiĢtir [55, 56 ve 57]. Ayrıca bitki özütleri ile Bacillus spp. (FS51) 

karıĢımının laboratuvar koĢullarında kırmızı örümceklere karĢı etkili olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu konu üzerinde daha kapsamlı araĢtırma yapılarak, bu karıĢık bitki 

özütünün bakterilerle birlikte veya kendi baĢına sera zararlıları üzerine kullanılma 

olanaklarının gelecekte araĢtırılması gerekmektedir. ÇalıĢma kapsamında izole edilen 

Bacillus sphaericus suĢları ayrıca sivrisinek (Culex sp.) larvalarına karĢı test edilmiĢ ve 

larvasit özelliğinin olduğu kanıtlanmıĢtır. Bacillus sphaericus‟un sivrisinek larvalarına 

karĢı etkili olduğu daha önce yapılan bilimsel çalıĢmalar ile rapor edilmiĢtir [58 ve 59]. 

Laboratuvar ve sera koĢullarında iyi bir biyoinsektisit özelliği gösteren Bacillus spp. 

FS51 ile biyoinsektisit özelliği yanısıra larvasit özelliği tespit edilen Bacillus sphaericus 

suĢlarının (BS6 ve BS7) toksikoloji çalıĢmaları yapılmıĢtır.  
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Kan değerleri, karaciğer enzim analizleri ve histoloji sonuçlarına göre test edilen her üç 

biyoajan (FS51, BS6 ve BS7) bakterinin wistar sıçanlar üzerinde herhangi bir toksik 

etkisinin olmayacağı belirlenmiĢtir. ÇalıĢma sonucunda toksik etkisi olmayan FS51, 

BS6 ve BS7 kodlu Bacillus spp. suĢlarının ticari formülasyonları geliĢtirilmiĢtir. 

Formülasyon; efervesan granül hazırlama tekniği ile liyofilize edilmiĢ bakteriler ve 

taĢıyıcı sistemin biraraya getirilmesiyle hazırlanmıĢtır. Hazırlanan formülasyonun 

biyoinsektisit ve larvasit özelliği olan bakteriler için uygun olduğu düĢünülmektedir. Bu 

çalıĢma kapsamında sera koĢullarında etkili bulunan bakteri suĢları ve bitki özütlerinin 

ticari olarak hayata geçirilmesi için tekli ve kombinasyonlar halinde ülkemizin farklı 

bölgelerinde, değiĢik iklim ve toprak Ģartlarına sahip daha fazla sera ve tarla 

koĢullarında test edilmesi gerekmektedir. 
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