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OZET

BiYOINSEKTISIT OZELLiGi OLAN MiKROBiYAL
FORMULASYONLARIN GELIiSTIRILMESI, SERA VE TARLA
KOSULLARINDA KULLANIM OLANAKLARININ
ARASTIRILMASI

Miinevver Miige YAZICI

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Doktora Tezi

Tez Danismant: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV
Es Danisman: Prof. Dr. Fikrettin SAHIN

Dogada tarimda kullanilan kiiltiir bitkileri iizerinde ekonomik zararlara neden olan ¢ok
sayida zararl bilinmektedir. Bu zararlilar ile miicadelede, ¢ogunlukla farkl: iilkelerin
hukuki smirlamalar1 dikkate alinarak kimyasallar kullanilmaktadir. Ancak, zirai
miicadelede kimyasallarin agirlikli  olarak kullanilmasinin  birgok dezavantajlar
bulunmaktadir. Zirai miicadelede kullanilan kimyasallarin maliyetlerinin yiiksek ve
etkilerinin diislik olmasi, bazi kiiltiir bitkilerinde toksik etki gdstermeleri, siirekli ve agir1
kullanimlar1 sonucu kimyasallara dayaniklt popiilasyonlarin gelismesi ve c¢evre
kirliligine neden olduklari i¢in zamanla insan ve c¢evre saghigini tehdit etmeleri
kimyasallarin bilinen bazi olumsuz yan etkileridir. Bu nedenle, tarimda zararlilarin
kontroliinde en uygun yontemin, ¢evre dostu olan biyolojik miicadele yontemi oldugu
diistiniilmektedir. Daha Once yapilmis bir¢cok bilimsel caligmalarda bazi potansiyel
entomopatojenlerin belirlendigi ve bunlardan mikrobiyal pestisit gelistirilebilecegi rapor
edilmistir. Bu durum dikkate alindiginda, entomopatojenlerden gelistirilecek mikrobiyal
pestisitler ile sera ve tarla kosullarinda zararlilara kars1 etkili bir biyolojik miicadelenin
miimkiin olabilecegi ve bu tiir mikrobiyal pestisitlerin tarimsal tiretimde kullanimi ile
insan ve cevre saghgm tehdit eden kimyasallarin kullanim miktarlarinin azaltilacagi
veya tamamen elemine edilecegi kabul edilmektedir.
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Simdiye kadar gelistirilen biyoinsektisitler genis kullanim alani bulamamistir. Buna
gore ¢alismanin amaci sera ve tarla kosullarinda siddetli zararlara neden olan boceklere
kars1 mikroorganizma ve bitki dziitlerinden biyoinsektisit gelistirmek olmustur.

Bu calismada; hastalikli zararli bocek (beyazsinek, afit, kirmizi 6riimcek) ornekleri
toplandi. Boceklerden mikroorganizmalar izole edilerek tanimlandi. Elde edilen
sonuglara gore bu ¢alismada toplam 282 mikroorganizma (236 bakteri susu + 46 fungus
izolat1) izole edilmis ve tamimlanmistir. Potansiyel biyoajanlari belirlemek igin
laboratuvar ve sera kosullarinda zararlilar tizerinde biyoaktivite testleri yapildi.

Bu mikroorganizmalardan {i¢ adet bakteri susu (Bacillus spp. FS51 Bacillus sphaericus
BS6, BS7) ve dort adet fungus tiiriine ait izolatlar (Cladosporium cladosporioides
MY1, MY4 ve Penicillium italicum var. italicum MY3, MY7) laboratuvar ve sera
kosullarindaki biyoaktivite testlerine gore afitlere karsi potansiyel biyoajan olarak
secilmistir. Segilen biyoajan bakteri suslariin memeliler lizerinde direkt ve endirekt
yan etkilerinin olmadig1 wistar siganlar iizerinde yapilan toksikoloji ¢alismalar ile
saptandi.

Ayrica FS51, BS6 ve BS7 suslarinin diinya igin yeni birer Bacillus sphaericus alt tiirii
oldugu belirlendi ve patent haklar1 koruma altina alindi. Boylece bu calismada FS51,
BS6 ve BS7 suslarindan olusan biyoinsektisit bildirilmistir. Secilen bakteri suslarindan
(FS51, BS6 ve BS7) yeni bir ticari formiilasyon gelistirilmistir. Bu tezde elde edilen
sonuglar patent ve tescil konusunda tesvik ederek, gelecekte etkili zararli yonetiminde
kullanilabilegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik kontrol, Organik tarim, Sera zararlilari, Mikrobiyal
pestisit, Bacillus spp., Cladosporium cladosporioides, Penicillium italicum.

YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF BIOINSECTICIDE MICROBIAL

FORMULATIONS AND INVESTIGATION OF THEIR

APPLICATIONS UNDER GREENHOUSE AND FIELD
CONDITIONS

Miinevver Miige YAZICI

Department of Bioengineering
PhD. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV
Co-Advisor: Prof. Dr. Fikrettin SAHIN

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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BOLUM 1

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Giiniimiizde diinyanmn en &nemli problemlerinden birisi siiphesiz agliktir. Ozellikle, az
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde aglik hala 6liimlere sebep olmaktadir. Diinyada,
yeryiiziiniin %12’si {irlin yetistirmek amaciyla kullanilmakta ve bu alanin ise ancak,
%?26’s1inda gida tiretimi yapilmaktadir. Hizla artan niifusu besleyebilmek icin yeni tarim
alanlarmin agilmasi gerekirken maalesef erozyon, yeni yerlesim alanlarinin agilmasi,
yeni fabrikalarin kurulmasi, trafigin rahatlamasi amaciyla yeni yollarin agilmasi gibi
sebeplerle tarimsal iiretime elverisli sahalar giderek azalmaktadir. Bu durum karsisinda
yapilacak is, birim alandan elde edilecek {iriin miktarinin artirilmasidir. Bu sebeple,
modern tarim teknikleri ve girdilerinin kullanilmasi artik zorunlu hale gelmistir. Ayrica,
zararl ve hastaliklara kars1 zirai miicadele ilaglarinin kullanimi ise bazen kaginilmazdir.
Kiiltiir bitkilerinin verim ve kalitesini azaltan organizmalar arasinda hastalik etmeni
patojenler (fungus, bakteri, viriis gibi) ve zararlilar olarak bilinen hayvansal
organizmalar, bdcekler, akarlar, nematodlar, salyangozlar, siimiiklii bdcekler,
kemirgenler, memeliler ve kuslar sayilabilir. Bu organizmalar kiltiir bitkileri ve
tiriinlerini kemirip yemek, bitki 6zsuyunu emmek, bitki dokularmi ciiritmek, bitki
hastalik etmenlerini saglam bitkilere tasimak, salgilart veya pislikleri ile triinleri
kirletmek ve kaliteyi diisiirmek suretiyle ekonomik kayiplara sebep olmaktadirlar. Gida
ve Tarim Tegkilati (Food and Agriculture Organization (FAO) tarafindan yayinlanan
istatistiklerine gore her yil diinya tarim iriinlerinin en az %12’lik bir boliimii (tarla ve
depo sartlarinda) patojen mikroorganizmalarin neden oldugu bitki hastaliklar1 ve %
20’lik bir bolimii ise boceklerden dolayr kaybedilmektedir [1]. Bu oran, az gelismis

veya gelismekte olan iilkelerde daha fazladir. Siirekli artis gdsteren insan niifusuna
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paralel olarak artan gida acigimi karsilamak amaciyla mevcut tarimsal {iriinlerin verim
kapasitesinin artirilmasinin yani sira, bu iiriinlerin verim ve kalitesini azaltan faktorlerin
de miimkiin olabildigince asgariye indirilmesinin gerekliligini ortaya c¢ikarmaktadir.
Beslenme ve patolojik faktorlere baglh hastaliklar ve zararlilardan dolay1 sera ve tarla
kosullarinda yetistirilen tarim {riinlerindeki nicelik ve nitelikteki azalmay1 ortadan
kaldirmak igin, etkili zirai miicadele metotlarinin uygulanmasi zorunludur. Hastalik ve
zararhilar ile miicadele giiniimiize kadar geleneksel tarimsal savas yontemleri
(dayaniklilik, kimyasal ve kiiltiirel) kullamilarak yiiriitiilmekteydi. Fakat, kimyasal
miicadelenin olumsuz yan etkilerinin anlasilmasi nedeniyle, zirai miicadelede alternatif
ve/veya tamamlayict yontemlere ihtiyag duyulmustur [2]. Bu durum dikkate alinarak,
tarimsal tiretimde sentetik gilibreler ile bitki beslenmesi ve kimyasal pestisitler ile bitki
koruma uygulamalarin1 yasaklayan yeni tarim politikalar1 (stirdiiriilebilir veya organik
tarim) gelistirilmistir. Organik tarim sisteminde hastalik ve zararlilar ile miicadelede
biyolojik kontrol olduk¢a fazla ilgi gdérmeye baslamistir. Insan ve cevre iizerine
olumsuz etkileri olmayan, maliyeti diisiik, genis spektrumlu ve her tiirli g¢evre
kosullarinda kullanim imkan1 olan biyoajan ve entomopatojenler belirlenerek, sera ve
tarla kosullarinda hastalik ve zararlilarin kontrol edilmesi, biyolojik miicadelenin temel
prensibi ve hedefidir [3 ve 4]. Gelismekte olan veya az gelismis tilkelerde, halkinin
gecim kaynagi cogunlukla tarima dayali ve bir tarim iilkesi kimligi tasiyan Tiirkiye’de,
organik tarim yapmak veya en azindan kimyasal pestisitlerin kullanimini azaltmak icin
alternatif olabilecek biyolojik savas stratejilerini gelistirmeyi hedefleyen ciddi bilimsel
caligmalara gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle son yillarda yiiriitiilen arastirmalar
sonucunda bazi mikrobiyal formiilasyonlar gelistirilmistir. Ozellikle organik, ancak
konvensiyonel tarim sistemlerinde de alternatif bitki besleme ve koruma preparati
olarak kullanilma potansiyelleri olan bu formiilasyonlarin ticari iiretimlerinin yapilmasi
icin gerekli girisimler baglatilmistir [5-8]. Fakat simdiye kadar organik ve siirdiiriilebilir
tarim sistemlerinde oOzellikle sera kosullarinda ekonomik kayiplara neden olan
zararlilara kars1 biyolojik miicadelede kullanilabilecek etkili ve genis spektrumlu bir
mikrobiyal insektisit gelistirilememistir. Bu nedenle sera zararlilarinin kontrolii i¢in

biyolojik preparatlarin gelistirilmesine ihtiyag vardir.



Seralar, kiiltiir bitkileri i¢in optimum ¢evre sartlarinin oldugu alanlardir. Bu alanlar,
ayn1 zamanda bitki zararlis1 bocek ve kirmizi driimceklerin yasamasi i¢in de ¢ok uygun
ortamlardir. Dogal ortamdaki predatorler, parazitoitler ve hastalik etmenleri gibi
faktorlerin de olmayis1 birgok zararli bécek ve akar tiirlerinin popiilasyonlarinin daha

fazla artmasina ve ekonomik zararlara neden olmaktadir [9].

Gerling [10], boceklerden sera zararlisi olarak Homoptera takimina ait Aleyrodidae
(beyazsinekler), Aphididae (afitler), Pseudococcidae ve Coccidae familyalarina ait bazi
tiirlerin seralarda ¢ok biiyiik ekonomik kayiplara sebep oldugunu belirtmektedir. Ayni
arastirmada, Trialeuroides vaporarium (Westw.), Bemisia tabasi Gen. ve Bemisia
argentifolii tiirlerinin polifag oldugunu ve her bir tiiriin 300 kadar konukg¢u bitkide
beslenip dnemli ekonomik kayiplara neden olduklarini bildirmektedir. Yine, bu tiirlerin
domates ve hiyarda cok biiyiik zararlar yaptigi ve direkt zararlar1 yaninda bazi bitki
viriis hastaliklarinin da vektorii olduklarmi kaydetmektedir. Seralarda beyazsinek
tiirlerinin kontrolii i¢in yapilan ¢alismalarda bazi parazitoit ve predatorler saptanmistir.
Nitekim, Avrupa’da 4.000 hektardan daha fazla bir alanda zararli olan Trialeuroides
vaporarium (Westw.)’un kontroliinde Encarsia formosa Gahan’nin basarili bir sekilde
kullanildigi  bildirilmektedir [3]. Aschersonia aleyrodis, Verticillium lecanii ve
Paecilomyces fumosoroseus gibi entomopatojen funguslar, beyazsinekleri, deriden
enfekte ederek, nem oranmin yiiksek oldugu seralarda basarili bir sekilde kontrol
ettikleri belirtilmektedir [11].

Afitler, sera ve tarla alanlarinda ¢ok 6nemli bir zararli grubudur. Polifag olan afit
tirlerinden Aphis gossypii Glover, Cucurbitaceae familyasi bitkilerinde, Macrosiphium
rosae (L.) Solanaceae ve Rosaceae familyasi bitkilerinde, Myzus persicae (Sulz)’nin ise
cok genis bir konuk¢u spektrumuna sahip oldugu ve ozellikle biberlerde ¢ok fazla
zararlara neden oldugu kaydedilmektedir [5]. Sera sartlarinda g¢ok yiiksek iireme
kapasitesine sahip olan afitlerin kontroliiniin ¢ok zor oldugu ve bunlarin kontrolii i¢in
secici kimyasallarin yaninda dayamikli bitki tiir ve gesitlerinin, kiiltiirel ve biyolojik
kontrol stratejilerinden olusan kontrol ydntemlerinin kullanilmasinin  gerektigi
belirtilmektedir [12]. Cebello ve Canero [13], diinyada sera alanlarinin artig
gostermesine paralel olarak hastalik ve zararli sayisinda da artiglarin oldugunu

belirtmistir.



Nitekim Avrupa’da son 25 yilda seralarda 40 yeni zararl tiiriin kaydedildigini, hastalik
ve zararhilara karst yogun kimyasal miicadele baglatildigini, yeni gelistirilen

kimyasallara kars1 birka¢ yil sonra zararli bocek ve patojenlerin direng kazandiklari
bildirilmektedir.

Ayn1 arastiricilar, miicadele maliyetlerinde de biiyiikk artis oldugunu ve Kuzey
Ispanya’da 1992 yilinda miicadele maliyetinin m*’de 0,14 ABD dolar1 oldugunu ve
bunun toplam iiriin maliyetinin %16,5’ine tekabiil ettigini belirtmektedirler. Lenteren
[4], Hollanda da sera sebzelerinde zararli ve hastalik kontrol maliyetinin daha diistik
olmasina ragmen yine de toplam iriin iiretim maliyetinin %3’lini olusturdugunu

belirtmektedir.

Helyer ve Wardlow [14], Verticillum lecanii fungus tiiriiniin seralarda ve nem oraninin
yiiksek olmasi sebebiyle afitlere karsi uygulandiginda oldukca basarili sonuglar
verdigini bildirmektedirler. Ulkemizde, Dogu Akdeniz Bélgesi’nde (Adana, Igel ve
Hatay) yaprak bitlerinde hastalik olusturan funguslarin belirlenmesi ve patojenitelerinin
tespit edilmesine yonelik yapilan bir ¢alismada toplam 20 izolat elde edilmis ve bu
izolatlar, pamukta Aphis gossypii Glov. ve Myzus persicae’den, turuggillerde Aphis
gossypii Glov.’den, marulda ise Nasanovia ribis-nigri (Mosley)’den elde edilmistir
[15].

Seralarda zarar olusturan akarlar Tetranychidae, Tarsonemoidea ve Eriophyoidea
familyalarima mensupturlar. Tetranychidae tiirlerinden 6zellikle Tetranychus urticae

Koch seralarda yetistirilen tiim bitkilerde zarar olusturmaktadir.

Bunun yaninda bazi viriis hastaliklarina da vektorlik yapmakta ve onemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Yogun kimyasal ilag uygulanmasiyla basarili miicadele

yapilmakta, fakat son yillarda ilaglara kars1 direng olusturdugu belirtilmektedir [16].

Diinyada 104 bakteriyel biyopreparatin zararlilara karsi ticari amacgla kullanildigi ve
bunlarin  ¢ogunlugunun Bacillus ve Coccobasillus cinsleri igerisinde yer aldigi,
ozellikle, Bacillus thurigiensis’e ait biyopreparatlarin yaygin olarak Diptera ve
Lepidoptera takimlarina ait zararlilarinin larvalarina karst kullanildig belirtilmektedir
[17, 18]. Yine, ayn arastiricilar, diinyada 12 fungus tiiriiniin biyopreparatinin zararllara

kars1 ticari amagcli olarak kullanildigini kaydetmektedirler.



Ulkemizde seralardaki zararli ve faydali fauna ile ilgili baz1 ¢alismalar bulunmaktadir

[19-23].

Ozbek [24], degisik yazarlara atfen, iilkemizde 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, Aleyrodidac) en ¢ok
rastlanan zararlilar oldugunu belirtmektedir. Aymi arastirici, lilkemizde bu zararlilarin
kontroliinde kimyasal miicadelenin kullanildigin1 kaydetmektedir. Bu durumda
gostermektedir ki Ozellikle {ilkemizin de aralarinda bulundugu az gelismis veya
gelismekte olan iilkelerdeki sera zararlilarinin kontrolii i¢in biyolojik preparatlarin

gelistirilmesi ve kullanilmasina ihtiya¢ oldugu acik¢a goriilmektedir.
Sera Zararllan fle Miicadele Yontemleri

Glniimiizde gelismis tilkelerde tarim ve ormancilikta {iriin miktar1 ve kalitenin
arttirllmasina yonelik ¢ok sayida calisma mevcuttur. En 6nemli ¢aligmalar; zararl
boceklerin, zararlilarin ortadan kaldirilmasini veya en aza indirilmesine yonelik olarak
yapilan zirai miicadele ¢alismalaridir. Fakat su ana kadar uygulanan yontemlerin ¢evre

tizerinde olumsuz etkiler meydana getirdigi ¢ok iyi bilinmektedir.

Gilinlimiizde zararli boceklerle miicadele cesitli yontemlerle yapilmasina ragmen,
cevreye daha az zararlari olan, daha etkili ve daha ekonomik miicadele yontemleri halen
arastirilmaktadir. Genelde birden fazla yontemin bir arada kullanildig1 entegre miicadele

yontemlerinin (IPM) uygulanmas1 gerekmektedir.

Zararli bocekler ile yapilan miicadele ¢esidi ise, kitle liremesi yapan veya yapma
yeteneginde olan bocek popiilasyonlarinin sayisinin  artmasimi  engellemek i¢in
uygulanan miicadele olarak bilinir. Tarimda ve ormancilikta uygulanan cesitli zirai

miicadele yontemleri asagida yer almaktadir.

Dogal Miicadele: Dogal kuvvetler ile insanin herhangi bir yardimi olmadan bdcek

poplilasyonlarinin kontrol altinda tutulmasidir.



Mekanik Miicadele: Feromonlar kullanmak, gida degisimi yapmak, yem tuzaklar
kurmak, pusuya diisiirmek, tuzak odunlar1 hazirlamak veya bocekleri ¢esitli yontemlerle

toplamak suretiyle yapilir.

Yasal Miicadele: Muayene, ambargo, karantina veya sertifika uygulamalar1 gibi yasal

yollardan yararlanilarak zararlilarin gogalmalarini 6nler.

Fiziksel Miicadele: Radyoaktivite veya elektrik kullanilarak boceklerin kisirlastirilmasi,

nem ve sicaktan yararlanilarak boceklerin 6ldiiriilmesi ile yapilan miicadeledir.

Kiiltiirel Miicadele: Yabanci ot ve atiklarin temizlenmesi, toprak islenmesi, bakimi ve
giibrelenmesi ve bitki nobetlesmesi gibi toprakla ilgili yapilmasi gereken isleri igine

alir.

Kimyasal Miicadele: Cesitli kimyasal maddelerin toz veya sulu halde kullanilmasi ile
yapilan miicadeledir. Cevreye verdigi negatif etkilerden dolay1 gilinlimiizde gelismis

iilkelerde yavas yavas vazgecilmektedir. Fakat {ilkemizde halen ¢ok yaygindir.

Biyolojik Miicadele: Boceklerin zararlarini azaltmak icin canli organizmalardan
(mikroorganizmalar, feromonlar, bdcek biliylime diizenleyicileri, omurgalilar,
omurgasizlar, predatorler, parazitoid bocekler, bitkisel maddeler ve genetik kontroller)

faydalanilarak yapilan ekonomik, giivenilir ve basarili bir miicadele se¢cenegidir.

Biyolojik miicadele ¢esidi olan mikrobiyal miicadele; tarim ve ormancilikta zarar
olusturan  bir  organizmanin  zararli  etkisinin  mikroorganizmalar  veya
mikroorganizmalarin iriinleri kullanilarak ortadan kaldirma iglemidir. Mikrobiyal
miicadele genellikle bocek patojeni mikroorganizmalar kullanilarak uygulanmaktadir.
Potansiyel biyoajan olan bu mikroorganizmalar genellikle hastalikli topraktan veya

boceklerden elde edilir [25].

Biyolojik kontrolde amac ajanin; sadece hedef sera ve tarla zararlilarina karsi cevreye
ve insan sagligina zarar1 olmadan etkili olmasidir. Biyolojik miicadele yontemlerinden
bir ya da birkacin1 birlikte kullanarak etkili olan mikrobiyal formilasyonlara
biyoinsektisit denir. Biyoinsektisit 6zelliginde olan formiilasyonlar biyolojik kontrol
ajanlarindan biridir. Mikroorganizma iginden toprak grubu bakteriler en cok gelecek
vaat eden biyolojik kontrol ajanlaridir. Ozellikle Bacillus grubu bakteriler snemli olup
Diptera (sinekler, sivisinekler), Lepidoptera (kelebekler) ve Coleoptera (kin

kanatlilar)’larin miicadelesinde kullanilmaktadir.
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Gunimiizde ticari

preparati

yapilarak kullanilan biyoajanlar,

bunlarin

ticari

formiilasyonlarinin isimleri ve etkili oldugu zararli grubunu iceren bilgilerden bazilar

asagidaki gizelgelerde verilmistir.

Cizelge 1.1 Diinyada kullanilan baz1 biyopestisitler ve ticari isimleri [26]

Kontrol ettigi

Fungal biyoajanlar Ticari ad1 zaralvhastahik/patojen
Beauveria bassiana Boverol Leptinotarsa decemlineata
Melmrhz.z:um GMF Orycetes rhinoceros
anisopliae
Verticillum lecanii VERTALEC Aphis spp.

V. lecanii MYCOTAL Trialeurodes vaporariorum
Hirsutella thompsonii | MYCAR Phyllocaptruta oleivora
Trchlmdemm AG=?2 hazo.f.'mma solani, Pythium,
harzianum Fusarium
Trichoderma (ATCC-20476) Agacta odun gtirtikluklerine
harzianum 2
Trzd’lmdemm TRICHODEX Botrytis cinerea
harzianum -39
Trichoderma .
harzianum-1295-22 T-22 Botrytis cinerea
Trichoderma .

, ROOTSHIELD Botrytis cinerea
harzianum-22
Trichoderma
harzianum, Heterobasidion annosum,
Trichoderma BINAB-T Chondrostereuwm purpureum
polysporum
Tl'richﬂdemm TRICHODERMIN-3 R. saiani.. Fusarium spp.,
lignorum Colletotrichum sp.
Trichoderma ATCC-20475 Odun ¢urtkluzu
polysporum =
Trichoderma sp. E-STOP Bezelye ve musirda ctkerten
Gliocladium virens GL-21 Sus bitkilerinde ¢okerten
G. virens GLIOGARD Pythium, Rhizoctonia

Phlebia gigantea

PG-SUSPENSION

Heterobasidion annosus

Coniothyrium
minitans

MICON

S. sclerotiorum




Bu ¢alismada gelistirilen formiilasyonlar ii¢ tip sera zararlisina (Beyazsinekler, Yaprak
Bitleri, Kirmizi Oriimcekler) karsi denenmistir. Her bir zararlimin yaptigi zarar ve
yapilart  birbirinden farklilik gostermektedir. Asagida calismalarda kullanilan
zararlhilardan beyazsinekler, yaprak bitleri ve kirmizi 6riimcekler hakkinda genel bilgi

verilmistir.
Beyazsinekler

Beyazsinekler seralardaki sebzelerde, ortamin nemine ve sicakligina bagli olarak
mevsim boyunca yasamlarini siirdiirebilirler. Yasam dongiileri yumurta, larva, pupa ve
ergin olmak tiizere dort evredir. Gelisimi sirasinda yumurtalar1 kisa bir sap ile yapragin
alt epidermisine tutunur. Yumurtadan ¢ikan larvalar oval yapili, hareketli, seffaf ve
beyazimsi sar1 renktedir. Larvalar kisa bir siire sonra kendini yapraga sabitlestirir ve
hareketsiz duruma geger. Ug larva donemi bulunur, larvanin renginin koyulastigi (koyu
sar1) ve siskinlestigi son donem pupa donemi olarak kabul edilir. Beyazsinek erginleri

ise yaklasik 1 mm boyunda ve genel goriiniisii beyaz renktedir.

Erginlerinin 10°C’nin altinda faaliyetleri, 14°C’nin altinda ise yumurta birakmasi
yavaglar. Her disi ortalama 200-300 yumurta birakir. Yilda ortalama 9-10 dol verebilir.
Polifag bir zararli olup, ozellikle biber, hiyar, fasulye, patlican ve domateste zarari

Onemlidir.

Beyazsinek erginleri yumurta birakma, beslenme, dinlenme i¢in yapraklarin alt ylizeyini
ve bitkilerin alt kisimlarini tercih ederler. Larva ve erginler bitki 6zsuyunu emerek
yaprakta kii¢iik lekeler halinde sararma olustururlar. Bitki zayiflar, meyve verimi azalir,
zamanla kurur. Ayrica beslenme sirasinda salgiladiklar1 tath ve yapiskan bir madde
lizerinde fumajin mantarlar1 geliserek siyah bir tabaka olusmasina neden olurlar. Sonug
olarak bitki 6ziimleme yapamaz halen gelir ve verim diiser. Ayrica iriiniin pazar
degerinin diismesine neden olur. Ayrica beyazsinek erginleri bazi viriis hastaliklarmin

tasinmasinda da 6nemli rol oynarlar.

Beyazsineklerle miicadelede asagida ¢izelgede goriilen ilaglar kullanilmaktadir.
Biyolojik miicadele yontemlerinin basinda ise Macrolophus caliginossus ile Encarsia
formosa gelir. Dogal diismanlar1 beyazsineklerin yumurta, larva ve pupasindan

beslenerek, onlar1 baski altinda tutabilmektedir [27].



Sekil 1.1 Beyazsinegin steromikroskop goriintiisii

Cizelge 1.2 Beyazsinekler ile ortii alt1 entegre programinda tavsiye edilen ilaglar ve
dozlar [27]

N Form. [laglama-Hasat
Etkili Madde Adi ve Oram o Doz (Preparat)
tipi Arast siire (giin)

Oncelikli olarak tavsiye edilen ilaclar

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

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

Patlican: 14

Pyridaphenthion, 400 g/l EC 300 ml/da Sebzeler: 15
Buprofezin, 250g/1 SC 150 ml/da Patlican: 1
Acetamiprid, %20 SP 30 g/da-Domates Domates: 3
Amitraz, 200 g/l EC 300 ml/da Sebzeler: 7

Ikinci derecede tavsiye edilen ilaglar

Thiamethoxam, 240 g/I sc 30ml/da-Patlican Domates: 5
Patlican: 5
Formathion, 36 g/l EC 150 ml/da Sebzeler: 21
Primiphos-methyl, 500 g/l EC 200 ml/da Sebzeler: 4
imidacloprid, 350g/1 SC 100ml/da- Domates, Patlican: 7

Patlican(Serada damla
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sulama)

WP 100 g/hl- Domates Domates: 3

Pyridaben, %20
(Sera)

Yaprak Bitleri

Yaprak bitlerinin (Afitler) viicutlar1 1.5-3.0 mm. boyunda oval bi¢imde ve yumusaktir.
Ozellikle bitkilerin taze siirgiin ve dallarinda koloni olustururlar. Yaprak bitleri
yasayislarma gore “Iki konukgulu” ve “Tek konukgulu” olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
Bazi tiirleri kigi dollenmis yumurta olarak gecirir. Kis1 geciren yumurtalardan ¢ikan
afitlerden itibaren, sonbaharda gercek disiler ve erkek afitler olusana kadar dollenmesiz
olarak (partenogenetik) ¢ogalirlar ve canli dogururlar. Kis1 1lik olan yerlerde ve bazi
tiirler seralarda yil boyunca partenogenetik olarak ¢ogalmalarini siirdiiriirler ve zorunlu

kislamaya gerek duymazlar. Tiirlere ve sera kosullarina gore yilda 10-16 dol verirler.

Yaprak bitlerinin zarar1 bitki 6zsuyunu emerek olur. Emgi nedeniyle yapraklar
biiziiserek, kivrilmig bir hal alir. Sonugta bitki zayiflar, gelisme durur, {iriiniin verim ve
kalitesi bozulur. Ayrica viriis hastaliklarmin tasiyiciligini yaparak saglikli bitkilere
bulagtirmak suretiyle biiyiikk zararlara neden olurlar. Afitlerin salgiladiklar: tath
maddelerde fumajin mantar1 gelisir, bitki ylizeyini Orter, 6ziimleme ve solunuma engel
olmalar1 sonucunda zarar olustururlar. Polifag bir zararlidir. Ozellikle hiyar, domates,
patlican ve kabakta zarar1 6nemlidir. Biyolojik miicadelede predatérlerden Coccinellid,

Chrysopid ve Syrphid’ler; parazitoitlerden de Aphidius tiirleri kullanilir [27].

Sekil 1.2 Afitlerin steromikroskop grﬁntﬁsﬁ
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Cizelge 1.3 Yaprak bitleri ile ortii alt1 entegre programinda tavsiye edilen ilaglar ve
dozlar1 [27]

Form. Ilaclama-Hasat
Etkili Madde Adi ve Orani tipi Doz (Preparat) Arasi Siire
(giin)

Oncelikli olarak tavsiye edilen ilaclar

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

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

Ikinci derecede tavsiye edilen ilaglar

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

Thiamethoxam, 240 g/I SC 15 ml/da-Domates Domates: 5

Kirmizi Oriimcekler

Kirmiz1 6riimcekler yapraklarin alt yiizeyine ordiikleri ipek aglar arasinda, ergin, nimf
ve yumurtalari ile birlikte bulunurlar. Ergin biiyiikliikleri 0.5-0.7 mm'dir. Birinci donem
larva ii¢ cift bacakli, nimf ve erginler ise dort ¢ift bacaklidir. Yumurtalar kiireseldir,
baslangigcta cam gibi seffaftir ve agilmaya yakin koyulasirlar. Polifag bir zararlidir.

Ozellikle domates, patlican, fasulye, hiyar, ve kabakta zarar1 dnemlidir.

Disiler, yumurtalarini yaprak alt yilizeyinde damarlar1 boyunca yaptiklar1 aglar arasina
birakirlar. Yumurtadan ¢ikan larva, protonimf ve deutonimf dénemlerinden sonra ergin
olur. Larvalar ergin gecisine kadar 3 gomlek degistirirler. Bir disi 100-200 yumurta
birakabilir. Yilda 10-12 dol verebilmektedir. DOl sayisi seranin kosullarma ve
konukcusuna bagli olarak degisir. Kirmizi oriimcekler, beslenmelerini agiz parcalari
icinde bulunan styletleri ile bitki dokusunu zedelemeleri sonucunda ¢ikan bitki 6zsuyu

ile yaparlar [27].
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Sekil 1.3 Kirmiz1 6riimcek steromikroskop goriintiisii

Cizelge 1.4 Kirmiz1 6riimcekler ile ortii alt1 entegre programinda tavsiye edilen ilaglar
ve dozlar [27]

flaglama-
Hasat
Etkili M()aiif Adive Formiilasyon Doz (Preparat) Ar...as1 Siire
(gtin)
Oncelikli olarak tavsiye edilen ilaclar
Tetradifon, 72 g/l EC 150ml/nl Sebzeler: 7
Hexythiazox, 50 g/I EC 50ml/da Patlican: 1
Bromophos, 360 g/l EC 150ml/hl Sebzeler: 7
Ikinci derecede tavsiye edilen ilaglar
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

Potansiyel Biyoajan Olan Mikroorganizmalarin Tanilanmasi ve Karakterizasyonu

Taksonomik gruplar1 6nceden belirlenmis bakteriyel tiirler ile karsilastirarak bakteri
tirlerinin belirlenmesine tani denir. Tanilanmak istenen bakteriler ile bilinen bakteri
tirlerine ait referans tiirlerinin genotipik ve/veya fenotipik Ozellikleri arasindaki
benzerlikler aragtirilir. Giiniimiize kadar mikroorganizmalarin tanis1 klasik yontemler ile

yapilmaktaydi.
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Fakat mikroorganizmalarin biyokimyasal, fizyolojik, morfolojik, patojenik ve serolojik
Ozelliklerinin belirlenmesine dayanan konvensiyonel testlerin bir¢ok dezavantaj
bulunmaktadir. Bunlar; uzun zaman almasi, fazla is giicii gerektirmesi ve tek baslarina
mikroganizma tanisinda yeterli olmamasidir. Son yillarda kullanima sunulan molekiiler
biyoloji teknikleri sayesinde mikroorganizmalarin tan1 ve karakterizasyonunda yeni bir
cigir agilmistir. Genetik profilleme, baz dizilimi analizi (RAPD, RFLP, PCR, Rep-
PCR), serolojik tipleme, protein ve lipopolisakkarit profilleme (SDS-PAGE) metabolik
profilleme (BIOLOG) ve yag asit profilleme (Mikrobiyal identifikasyon Sistemi=MIS)

son yillarda sik kullanilan molekiiler metotlardir [28-37].

Bu calismada metabolik profilleme (BIOLOG), yag asit profilleme (Mikrobiyal
Identifikasyon Sistemi=MIS) ve baz dizilimi analizi tan1 yontemi olarak segilmistir
(Sekil 1.4).

Molekiiler tekniklerden metabolik profilleme (BIOLOG); ilk defa 1989 yilinda
BIOLOG (Biolog Inc, Hayward, CA. USA) firmas: tarafindan gelistirilmistir. BIOLOG
yonteminde; farkli karbon kaynaklarina dayali mikroorganizmalarin tanisi,
siiflandirilmas1 ve karakterizasyonunda kullanilmak tizere bir mikroplate sistemi
bulunmaktadir. Bu sistem 3 ana par¢adan (Turbidimetre, Kinetik Okuyucu, Bilgisayar

Sistemi) olusmaktadir.

Bu mikroplateler iizerinde toplam 96 ¢ukurcuk bulunmaktadir. Mikroplateler iizerindeki
cukurcuklardan bir tanesi negatif kontrol olarak sadece su ile diger 95 farkli gukurcugun
her birisi ise farkli bir karbon kaynagi ile (sekerler, alkol, deterjan ve amino asit
tirlerinden olusan toplam 95 karbon kaynagi) kodlandiktan sonra lizerine de redoks

boyasi olarak tetrozolium violet ilave edilerek hazirlanmistir.

Ayrica mikroorganizmalar gruplandirilarak (fungus, maya, anaerobik bakteri, GN
bakteri, GP bakteri), her bir mikroorganizma grubu igin belirleyici olan karbon

kaynaklarindan olusan farkli mikroplateler hazirlanmistir.

Ciinkli mikroorganizmalar yasamlarini siirdiirmek ve ¢ogalmak icin biyolojik enerjiye
ihtiya¢ duyarlar. Bu amagla mikroorganizmalar sahip olduklar1 metabolik enzimler ile
cesitli karbon kaynaklarini (karbonhidratlar, deterjanlar, karboksilik asitler ve aminoasit

tiirevleri) oksitleyerek enerji kaynag olarak tiiketir.

13



Mikroorganizma gruplari arasinda akrabalik derecelerine bagli olarak cins, tiir veya alt
tir seviyelerinde metabolik enzimler ve kullandiklar1 karbon kaynaklart bakimindan

farkliliklar bulundugu ortaya konulmustur [38-42].

BIOLOG yontemi ile her bir gruba ait ¢ok sayida mikroorganizma mikroplatelerin
lizerine inokule edilerek 4 saatlik bir inkiibasyondan sonra metabolik profilleri
belirlenebilmektedir. Elde edilen bu verileri kullanarak, mikroorganizmalarin ait
olduklart grup icerisinde cins, tiir ve alt tiir seviyesinde tanilayabilen kiitiiphanede

bulunmaktadir.

Diger bir yontem olan yag asidi profillerine gére mikroorganizmalar1 tanilayan sistem
ilk defa 1985 yilinda ABD'de MIDI, Inc. firmas1 tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem,;
Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS) olarak isimlendirilmistir. Bu sistem {i¢ ana
parcadan olusur; 1) Gaz kromotografi, 2) Kromotografiyi besleyen gaz tanklari

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

Bu yontem genetik olarak ayni olan mikroorganizmalarin hiicrelerindeki yag asitlerinin
sayisi, g¢esitliligi ve % olarak miktarlariin ayni olmasi ve c¢evre sartlart ayni oldugu

siirece degismemesini esas alir.

Yag asitleri mikroorganizmalarin hiicrelerinde sitoplazma ve diger hiicresel organellerin
cift tabakali membranlarinda, fosfolipid, glikolipid veya lipopolisakkarit formunda yap1

molekiilii olarak bulunan hidrokarbon yapisinda olan makromolekiillerdir.

Yag asitleri; tek zincirli yag asitleri ve dallanmis zincir olusturan yag asitleri olarak 2
ana grup altinda toplanir. Biyolojik sistemlerde tek zincirli yag asitleri yaygin goriilse

de; prokaryotlarda dallanmis zincir olusturan yag asitlerine de oldukga sik rastlanir.

Yag asitleri icerdikleri karbon atomlarinin sayisina, karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag
say1s1, hangi karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag oldugu ve karbonlarin hidrojen atomlari
tarafindan doyurulmus olup olmamalarma gore farkli isimlendirilirler. Bu yag
asitlerinin dagilim1 mikroorganizmalarin genetik olarak akrabaliklarinin gostergesi
oldugundan; kiiltiir ortaminda ¢ogalabilen mikroorganizmalarin gerek tanisi ve onlarin
taksonomik smiflandirilmasinin ~ yapilabilmesi i¢in yag asitleri profillerinin

kullanilabilecegi bir¢ok bilimsel ¢alismada bildirilmektedir [43-50].
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Sekil 1.4 MIS ve BIOLOG sistemleri

Diger bir tan1 yontemi olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) bu amagla kullanima
sunulan en etkili molekiiler metotlardan birisidir. Burada genetik materyaller (DNA ve
RNA) fizerinde se¢ilmis bir veya birden ¢ok bolgenin in-vitro sartlar altinda Taq
polimeraz ve oligoniikleotit primer kullanilarak otomatik termocycle sistem ile

¢ogaltilmasi yapilir.
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Elde edilen PZR iiriinleri agaroz jel elektroforez ile yiiriitiilerek birbirinden ayristirilir
ve U.V. transuliminator ile goriintiilenir. Mikroorganizmalarin 6zellikle konukgular
arasindaki iliskileri belirleyen genlerin (toksin, enzim ve hormon) baz dizilimlerinden
faydalanilarak sentezlenen oligoniikleotid (primer) ciftleri ile tanilar1 yapilir. Ayrica
virlis ve viroidlerin disinda normal hiicre yapisina sahip mikroorganizmalarin rDNA
genlerinin kromozomal DNA {izerindeki dagilimlari ve tekrarlanma sikliklari  bu
organizmalarin taksonomik siniflar1 ve tanilari i¢in belirleyicidir. Bu amaca yonelik
bakteriyel mikroorganizmalarda 16S-23S rDNA genleri arasindaki intergenik bolgelerin
cogaltilmas1 ile elde edilen DNA bant profili mikrobiyal tanida yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yapilan caligsmalarda bakteriyel mikroorganizmalarin 16S rDNA
bolgelerinin baz dizi analizi i¢in daha hassas ve giivenilir oldugu anlasilmistir. Baz dizi
analizi i¢in MicroSeq rDNA mikrobiyal tan1 sistemi Perkin-Elmer Applied Biosystems

Division firmasi tarafindan gelistirilmistir.

Bu sistem ile tanilanacak mikroorganizmalardan izole edilen genomik DNA {izerindeki
16S rDNA genleri amplifiye edilir. Elde edilen amplikonlarin baz dizileri otomatik
DNA sequencer ile saptanir ve kiitliphanesi ile karsilastirarak bilinmeyen

mikroorganizmalarin tanilarini yapar [51, 52].
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1.2 Tezin Amaci

Ulkemizin de icinde bulundugu az gelismis veya gelismekte olan iilkelerdeki sera
zararlilarinin  kontrolii i¢in biyolojik preparatlarin gelistirilmesi ve kullanilmasina
ihtiyac oldugu literatiir bilgilerinde acik¢a goriilmektedir. Tiim bunlar dikkate alinarak
yapilan bu c¢alismada; sera zararlilarindan Aleyrodidae (beyazsinekler), Aphididae
(afitler) ve Tetranychidae (akarlar) tiirlerine mensup zararlilara karst biyolojik
miicadelede kullanilabilecek biyoajanlarin saptanmasi, potansiyel biyoajanlarin sera
denemeleri yapilarak, zararlilara kars1i yiiksek etkinlige sahip formiilasyonun
belirlenmesi amaclanmistir. Boylece tilkemizin ve diinyanin en énemli problemlerinden
olan zirai miicadele ilaglarinda kimsayal iiriin tercihi yerine; maliyeti diisiik, insan ve
cevre sagligl acisindan tehdit olusturmayan, dogal diismanlara ve yararli faunaya zarar
vermeyen, hedef sera zararlilarina karsi biyolojik miicadelede kullanilabilecek etkili ve
genis spektrumlu bir mikrobiyal insektisit gelistirilmesi ve ticari iirlin haline getirilerek

pazara sunulmasi saglanacaktir.

1.3 Hipotez

Bu ¢aligmanin amacini yerine getirmek igin sirastyla; hastalikli zararli (beyazsinek, afit,
kirmizi1 Oriimcek) oOrneklerinin toplanmasi ve mikroorganizmalarin izole edilerek
tamimlanmasi, potansiyel biyoajanlarin belirlenmesi i¢in laboratuvar ve sera
kosullarinda sera zararlilari {izerine etkilerinin arastirilmasi ile belirlenen potansiyel
biyoajan mikroorganizmalarin toksisitelerinin arastirilarak uygun bir formiilasyon

gelistirilmesi planlanmustir.
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BOLUM 2

DENEYSEL CALISMALAR

2.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

2.1.1 Deneysel Calismalarda Kullamilan Cihazlar
Deneysel ¢aligmalarimizda asagidaki cihazlar kullanilda.

e Taramali elektron mikroskobu (Carl Zeiss Evo 40)

e Doner Buharlastiric1 (Heildolph)

e Thermal Cycler-PZR (BIORAD)

e Jel goriintiileme sistemi (BIORAD)

e Balon 1siticis1 (Gerhardt)

e Steril kabin (Heal Force, Class II)

e Santrifiij (BECKMAN)

e Manyetik karistirict (Heildolph)

e Otoklav (Hiramaya)

e Hassas terazi (Ohaus)

e Inkubatdr (Memmert)

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

e Biolog tiirbidite (Biolog, U.S.A.)
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e Mikroskop (Leica, DM500)

e Mikrobiyal identifikasyon Sistemi (MIDI, Inc., Newark, DE)
e Subanyosu (Grant OLS 200)

e Otomatik pipetler (Eppendorf, GERMANY)

e pH metre (Mettler Toledo)

e Derin dondurucu (Thermo Electron Corporation)

e Buzdolabi (Argelik)

e Saf Su cihazi (Sartorious)

e Stereo Mikroskop (Leica MZ 16 FA)

2.1.2 Deneysel Cahismalarda Kullanilan 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 Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltilerin Hazirlamislar

Calisma boyunca kullanilan besi yerlerinin ve ¢ozeltilerin hazirlanisi ile ilgili bilgiler
asagida verilmistir:

%30 ‘luk Gliserol: 30 ml gliserol 70 ml sdH2O’ya ilave edilerek karisim hazirlandi ve
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.

Nutrient Agar: Hassas terazide 20 g nutrient agar karisimi (Merck) tartilarak 1 L dH20
icerisine aktarildi. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek
sogumaya birakildi. Besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere
dokildi.

Nutrient Broth: Hassas terazide 8 g nutrient broth besiyeri tartilarak (Merck) 1 L
dH20 igerisine ilave edildi. Hazirlanan besi yeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril

edildikten sonra sogumaya birakildi.

Patates Dekstroz Agar: Hassas terazide 39 g patates dektroz agar karigimi (Merck)
tartilarak 1 L dH2O igerisine aktarildi. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk
steril edilerek sogumaya birakildi. Besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril

petrilere dokildii.

Triptik Soy Agar: Hassas terazide 40 g patates dektroz agar karigimi (Merck) tartilarak
1 L dH20 igerisine aktarildi. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril
edilerek sogumaya birakildi. Besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere
dokdldi.

Hiicre Parcalama (Saponification) ¢ozeltisi: 150 ml sdH20 ve 150 ml metil alkol
(HPLC Grade) 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarildi. Sonra kati formdaki sodyum
hidroksit (ACS Grade)’ den hassas terazide 45 g tartilarak ¢ozeltiye ilave edildi. Cozelti

tyice ¢oziiliinceye kadar karigtirildi.

Metillestirme (Methylation) cozeltisi: 275 ml metil alkol (HPLC Grade) ve 325 ml
hidroklorik asit (6 N) 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesi igerisine ilave edildi. Cozelti iyice
¢ozilinceye kadar karistirilarak hazirlandi.Saflastirma (Exraction) ¢ozeltisi: 200 ml
metil-tert-butil-eter (HPLC Grade) 200 ml hekzan (HPLC Grade) iizerine ilave edilerek
1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarildi. Hazirlanan ¢ozelti iyice ¢oziiliinceye kadar

karigtirildi.
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Bazik yikama (Base Wash) c¢ozeltisi: Hassas terazide kati formdaki sodyum
hidroksitden (ACS Grade) 10,8 g tartilarak 900 ml sdH2O igerisinde iyice ¢oziiliinceye
kadar karistirildi. Karigim 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarildi.

2.2 Hastahkh Zararh Orneklerinin Toplanmas1 ve Mikroorganizmalarin Izole

Edilmesi

Bilindigi gibi sera zararlilar ile miicadele ¢ogunlukla pestisitler ile yapilmaktadir. Son
yillarda alinan sonuglara gore Ozellikle kirmizi Oriimcek popiilasyonu uygulanan
pestisitlere kars1 direng gostermeye baslamistir. Bu c¢alismanin amaci ise tamamen
biyolojik preparatlardan olusan biyoinsektisit hazirlayarak ucuz fiyat ve yiiksek etkinlik
gostermesi sebebiyle sorun olan sera ve tarlalarda freticinin kullanima tesvik
edilmesidir. Bu amagcla ilk olarak potansiyel biyoajan olabilecek mikroorganizmalarin

izolasyonu yapilmaistir.

Bunun i¢in Antalya, Mugla, Bursa ve Yalova illerindeki seralarda yetistirilen hiyar,
domates, biber ve patlican bitkileri iizerinde aragtirmalar yapildi. Arastirmalar igin
epidemi goriilmeyen ve pestisit uygulanmayan seralarda yetistirilen kiiltiir bitkileri
kullanilmistir. Tespit edilen zararlilar bitki 6rnekleri {izerinde toplanip, etiketlendikten
sonra polietilen torbalar igerisinde laboratuvara getirilmistir. Yapilan calismalar
sonucunda hastalikli veya Olii olduklar1 tespit edilen zararlilar 151k mikroskobu
kullanilarak fungus ve bakteri ile enfekteli olmak tizere iki gruba ayrilarak, uygun kiiltiir
ortamlarinda (bakteriler i¢cin genel besi yeri (Nutrient Agar), funguslar icin Patates

Dekstroz Agar (PDA) mikrobiyal izolasyonlar yapilmustir.

Enfekteli olan bocek oOrnekleri dnce % 95'lik etil alkol ile ylizeysel sterilizasyon
yapildiktan sonra Nutrient Agar (NA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA) besi ortaminda
izolasyon ¢aligmalart yapilmistir. Inokule edilen besi yerleri 25°C de 3-5 giin
inkiibasyona birakildiktan sonra gelisen her bir bakteriyel ve fungal koloniden ekim

yapilarak saf kiiltiirler elde edildi.

Saf kiiltiirlerden stok kiiltiir olusturmak icin her bir bakterinin saf kiiltiiriinden bir 6ze
dolusu alinarak igerisinde 500 pl %30'luk gliserol ile 500 pl %8'lik nutrient broth
bulunan vida kapakli tiiplere aktarilmigtir. Bu tiipler etiketlenip, vorteksde

karistirildiktan sonra -80°C'de saklanmustir.
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2.3 izole Edilen Mikroorganizmalarin Tanis

2.3.1 Bakterilerin MIS sistemi ile Yag Asit Profillerinin Belirlenmesi

Yag asidi metil esterlerinin saflastirllmasinda asagidaki prosediir uygulanmistir (Sekil

2.1).

1.

Steril 6ze ile aerobik bakterinin tek bir kolonisinden Triptik Soy Agar (TSA)
besiyerlerine 4 fazli ekimleri yapilir. Ekim yapilan petriler 28°C’ de 48 saat

inkiibasyona birakalir.

4 fazli ¢izim yapilmis petrilerin 3 ve 4 numarali fazlarindan canli bakteri

hiicreleri steril 6ze ile toplanarak, steril cam tiipe aktarilir.

Her bir test tiipiine hiicre parcalayici olan ¢ozeltiden 1 ml ilave edilir ve 10
saniye calkalanir. Sonra 5 dakika siireyle 100°C’lik su banyosunda bekletilir.
Tekrar 5-10 saniye c¢alkalanan test tiipleri 25 dakika siireyle 100°C’lik su
banyosunda inkiibasyona birakilir. Bu islem ile canli hiicreler parcalanarak, yag

asitlerinin serbest kalmasi saglanir.

Sonraki asamada test tiiplerine metillestirme ¢ozeltisinden 2 ml eklenir. 5-10
saniyelik calkalamadan sonra 80°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilir ve
bitiminde 2 dakika siireyle buz veya soguk su igerisinde sogutulur. Bu sayede
serbest yag asitlerine ester baglar1 ile metil eklenmis olur ve yag asitlerinden yag
asit metil esterler elde edilir. Boylece yag asitlerine yiiksek sicakliklarda

buharlagsma 6zelligi kazandirilmis olur.

Sogutulmus tiiplere 1.25 ml saflastirma ¢ozeltisi eklenir ve 10 dakika boyunca
calkalanir. Bu asamada tiip i¢inde iki faz olusur. Alt kisimda asidik, iist kisitmda
organik sivi fazlar1 olusur. Yag asit metil esterleri ise asidik fazdan ayrilarak
organik fazda toplanir. Bu nedenle alt kisimdaki asidik faz pastor pipeti

kullanarak atilir.

Son olarak her tiipe 3 ml bazik yikama ¢o6zeltisinden eklenerek, 5 dakika
calkalandiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletilir. Bazik yikama
sollisyonu serbest yag asit metil esterlerini daha saf olarak elde etmemizi saglar.

Tiip igerisinde yine iki faz olusur.
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7. Ust fazda toplanan ve yag asit metil esterlerini iceren faz pastdr pipeti ile
alinarak 2 ml gaz kromotografi tiiplerine transfer edilir. Daha sonra MIS cihazi

kullanilarak her bir izolat yag asit profillerine gore tanilanir.

Mikroorganizma Hiicre  Saflaghrma (5 Kromotografi Tam Sonuglan
Parcgalayica Analizi
Metillegtirme

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

Metabolik profilleme (BIOLOG) yontemi ile yapilan mikroorganizma tanisinda yapilan

islemler agagida yer almaktadir.

1.

Hiicre yapilari, gram reaksiyon 6zellikleri, biiyiime ve koloni tiplerine gore
gruplara ayrilan mikroorganizmalar i¢in uygun Biolog standart besi

ortamlarina ekimleri yapildi.

Besi ortaminda 16-24 saat siireyle ¢ogaltilan canli hiicreler salina tampon

¢oOzeltisi ile siispanse edildi.
Sonraki adimda Turbitimetre ile konsantrasyon ayarlamalar1 yapildi.

Konsantrasyonlar1 ayarlanan mikroorganizma soliisyonlarindan uygun
mikroplate {izerindeki her bir gukurcuga 150 ul eklendikten sonra plateler 4

saat inkiibasyona birakildu.

Bu siire sonunda gelisen metabolitik reaksiyon profilleri Biolog kinetik

okuyucu ile okundu.

Elde edilen metabolik profiller sistemin programindaki bilinen

mikroorganizmalarin metabolik profilleri ile karsilastirilarak tanilar1 yapildi.

2.3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Baz Dizi Analizi

Bakteri 6rneklerinden DNA izolasyonu

Bakterilerden total genomik DNA Jimenez’in anlattigi metot ile yapildi [26].

1-

Saflagtirilmis bakteriler Nutrient Agar (NA) kat1 besiyerinde 16-20
saat 27°C’de inkiibe edildikten sonra tek bir koloniyi 10 ml Nutrient
Broth ile kontamine edilerek 3-4 saat 27°C’de karistiricili inkiibatdrde
absorbans1 660nm'de 1 olana kadar inkiibe edildi.

Bakteri hiicreler1 2000 g’de 10dk santrifiij edildi ve besiyeri
uzaklastirildi.

Hiicreler 1ml Tris-EDTA buffer (10mM Tris Base, 1ImM EDTA,
0.05% Tween 20, pH 9.0) i¢inde silispanse edildi ve 2ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 15 sn vortekslendikten sonra 14000

g’de 2dk santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi.
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4- 3. asama li¢ kez tekrarlandi.
5- Son siipernatant uzaklastirilmasindan sonra 300 pl Tris-EDTA buffer
ve 20 ul Proteinaz K eklendi ve 15 sn vortekslendi.

6- 56 C”de 10dk karistiricili 1siticida inkiibe edildi.
7- 94 C°de 30dk karistiricili 1siticida inkiibe edildi.
8- 14000 G’de 2dk santrifiij edildi ve silipernatanttan 200 pl alindi ve

ileriki PZR ¢alismalari igin -20 C® de saklandi.

16S rRNA PZR amplifikasyonu ve purifikasyonu

Bakteri DNA izolatlarinin 16S rRNA gen bolgesi PZR amplifikasyonu saflastiriimis
DNA ile 27f ve 1492r tiniversal primerleri ile yapildi. Bacillus sphaericus benzeri
bakterilerin 16S rRNA sekanslarina spesifik FAM1 ve FAM?2 primerleri dizayn edildi.
PZR amplifikasyonlar1 toplam 50 pl hacim i¢inde 0.2 mM 27f, 1492r, FAM1, FAM?2
primerleri, 1 U pfu DNA polymeraz, 0.2mM her bir deoxynucleosid trifosfat (dNTP), 1
mM MgSO4, 10 mM Tris ve 50 ng kalip DNA ile yapildi. PZR protokolii; toplam
denatiirasyon 94°C de 5 dk; denatiirasyon 94°C de 30 sn; primerlerin baglanmasi 55°C
de 40sn; uzama 72°C de 2 dk 34 dongii ve son tamamlanma i¢in 72°C de 10 dk son
amplifikasyon yapild.

Bacillaceae ailesinin Bacillus sphaericus benzeri iiyelerine spesifik 16S rRNA
gen bolgesinin 550 bp’lik bolgesine iki yeni primer dizayn edildi. Bakteri DNA
izolatlarinin 16S rRNA 550 bp gen bolgesi PZR amplifikasyonu saflastirilmis DNA ile
dizayn edilen FAM1 ve FAM2 primerleri ile yapildi. PCR amplifikasyonlari toplam 50
pl hacim i¢inde 0.2 mM FAMI1 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 yapildi. PZR protokolii; toplam denatiirasyon 94°C de 5 dk; denatiirasyon
94°C de 30 sn; primerlerin baglanmasi 51°C de 40 sn; uzama 72°C de 45 sn 34 dongi
ve son tamamlanma i¢in 72°C de 10 dk son amplifikasyon yapildi. Amplifiye edilmis
PZR iiriinlerinin; ethidium bromid’li %1 agaroz jel’de elektroforez sonrasi Biorad jel

goriintiileme sisteminde fotograflar1 alindi.
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16S rRNA Genlerinin sekanslarinin alinmasi ve Filogenetik Analiz

Jelden kesilerek saflagtirilmis PZR dirlinleri Prism ABI 3100 Genetic Analyzer 16
capillaries, dideoxy terminator cycle sequencing kit (Applied Biosystems) ile sekanslari
alind1. Uretici firma protokollerine aynen uyuldu. DNA’larin her iki ipligi igin ayr1 ayr1
271, 1492r, FAM1 ve FAM2 primerleri ile sekanslar1 alind1 (Lane, 1991; Nakamura,
1996). NCBI Gen Bankasindaki Bacillus sphaericus benzeri bakterilerin 16S rRNA
sekanslari ile elimizdeki bakterilerin 16S rRNA sekanslari Clustal V programi [52]
yardimu ile karsilastirildi. Benzerlikleri ve farkliliklar ¢ikartildi.

Genetik uzaklik Kimura’nin [53] iki parametreli modeli ile hesaplandi ve neighbour-
joining analizi i¢in kullanildi. Filogenetik dallar CLCGenomicsWorkbench 2 1 1
programi yardimi ile neighbour-joining ve maximum-parsimony metotlar1 kullanilarak
olusturuldu. Her iki metod’da da benzer topolojiler ile dallar olustu. Bu c¢alisma sonucu

elde edilen her yeni 16S rRNA sekans1 NCBI Gen Bankasina eklendi.

2.4 Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Bitki 6ziitli i¢in 1sirgan, lavanta, kekik, feslegen, ¢orekotu, karanfil, pelin otu (Urtica
dioica, Lavandula angustifolia, Satureja hortensis, Ocimum basilicum, Nigella sativa,
Syzgium aromaticum, Artemisia absinthium) bitkileri kullanildi (Sekil 2.2.). Biitiin

bitkiler giines almayan, hava sirkiilasyonu olan kapali ortamda kurutuldu.

Kurutulan bitkilerden ekstarksiyon yontemi ile bitki 6ziitii elde edildi. Burada bitkiler
1sirgan ve kekik 2 kat olmak iizere, digerleri esit oranlarda karistirildi. Karisimdan 15'er
gram tartildi ve 500 ml aseton veya metanol ile 24 saat ekstrakte edildi. Elde edilen

ekstraktlardan ¢oziiciiler (aseton veya metanol) uzaklastirildi (Sekil 2.3).

Elde edilen 6ziitiin 1 ml'si 99 ml su ile seyreltildi. Elde edilen %1 'lik bitki 6ziitleri

zararlilara kars1 denemelerde kullanild.
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Nigella “
A

Spp.

Sekil 2.2 Karisik bitki 6ziitiinde bulunan bitki tiirleri

27



Sekil 2.3 A. ekstraksiyon ve B. evaporasyon
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2.5 Potansiyel Biyoajanlarin Laboratuvar, Sera ve Arazi Kosullarinda

Belirlenmesi (Biyoaktivite Testleri)

Bu calismada sera ve tarlalarda Kkiiltiir bitkileri iizerinde verimi diisiirerek ekonomik
kayiplara neden olan zararlilardan beyazsinek, kirmizi oriimcek ve afitlere Kkarsi
potansiyel biyoajanlarin etkinlikleri test edilmistir. Biyoaktivite testleri her bir organizma
icin en az 2 defa 3 tekerriirlii olarak tekrarlanmistir. Biyoaktivite testlerinde inokule
edilen bocek tiirlerine ait popiilasyonlarin herhangi birisinde %10 ve {izeri 6liime neden

olan izolat/suglar segilerek potansiyel biyoajan olarak kabul edilmistir (Cizelge 7).
Laboratuvar Testleri

izolasyon ve tanilar1 yapilan her bir fungus izolat: ve bakteri susunun nutrient agar besi
ortamlarinda alt kiiltiirleri olusturuldu. Hazirlanan alt kiiltiirlerden 0.1 M fosfat tampon
¢ozeltisi icerisinde mikrobiyal siispansiyonlar tiirbidimetre ile (10% CFU bakteri/ml veya
10* fungus sporu/ml) hazirlandi. Biyoaktivite ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak bir
adet ticari bitkisel biyoinsektisit Kingbo (%0,2 Oxymatrine, % 4 Psoralen) ve arastirma
amagl bir adet karigik bitki oziitii (Urtica dioica, Lavandula angustifolia, Satureja
hortensis, Ocimum basilicum, Nigella sativa, Syzgium aromaticum, Artemisia

absinthium), ve negatif kontrol olarak su kullanilmustir.

Sera kosullarinda yetistirilen konukcu bitki (domates, biber, hiyar ve patlican) yapraklari
(Sekil 2.4) koparilarak laboratuvar ortaminda ilk olarak petri kutulari igerisine transfer
edilerek biyoaktivite testleri yapildi (Sekil 10). Hazirlanan mikrobiyal inokulumlar (10®
CFU bakteri/ml veya 10* fungus sporu/ml) petrilerin iginde bulunan konuk¢u bitki
yapraklar1 iizerinde beslenen Bemisia spp. (Beyazsinek), Tetranychus urticae Koch

(Kirmiz1 6riimcek) ve Myzus spp. (Afit) popiilasyonlar iizerine sprey edildi.

Ikinci asamada biyoaktivite testlerine plastik kutular ile devam edilmistir. Plastik
kutularin (51t) tabanina yerlestirilen filtre kagitlarina steril su emdirilerek c¢alisma

stiresince bitki yapraklar lizerindeki nisbi nem yiiksek tutulmaya calisilmistir.

Petri ve plastik kutu kullanilarak yapilan biyoaktivite testlerinde inokule edilen bocek
poplilasyonlar1 laboratuvar kosullarinda 72 saat siireyle inkiibe edildikten sonra

mikroskopik inceleme yapilmis ve zararli popiilasyonun % 6liim oranlar1 saptanmustir.

29



Sekil 2.4 Sera kosullarinda kiiltiir bitkileri lizerinde beslenen beyazsinek ve kirmizi
ortimcek popiilasyonlari
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Sera Testleri

Sera ve bitki bliylitme kabinlerinde potansiyel biyoajanlar1 belirlemek i¢in patlican,
domates, biber ve hiyar bitkilerinde biyoaktivite testleri yapildi. Caligsma sirasinda sera
ve biiylitme kabinlerinde sicaklik 27 °C’ye, nem %80’e ayarlandi. Afit popiilasyonu en
cok patlican ve biber bitkileri iizerinde, beyaz sinek popiilasonu en ¢ok hiyar bitkisinde,
kirmizi 6riimeek popiilasyonu ise domates ve hiyar bitkilerinde goriilmiistiir. Bu nedenle;
afit tizerine olan etkilerini gézlemek i¢in test edilecek bakteri suglar1 ve fungus izolatlari
patlican ve biber bitkilerine, beyaz sinek icin patlican ve hiyar bitkilerine, kirmizi
oriimcek popiilasyonu i¢in domates ve hiyar bitkilerine uygulanmistir. Uygulama i¢in
hazirlanan mikrobiyal inokulumlar (108 CFU bakteri/ml veya 10* fungus sporu/ml)
konukgu bitki yapraklar1 iizerinde beslenen k.o6riimcek ve afit popiilasyonlar1 iizerine
sprey edildi. Inokule edilen bocek popiilasyonlar: 72 saat siireyle inkiibe edildikten sonra

mikroskopik inceleme yapilmis ve zararli popiilasyonun % 6liim oranlar1 saptanmustir.

Arazi Testleri

Adana YALTIR A.S. tarafindan se¢ilmis olan organik ¢ilek iiretim alanlarinda epidemi
olusturan kirmiz1 6riimcek popiilasyonu ve Antalya Kumluca’da Makro Tarim A.S. hiyar
tiretimi yapan deneme seralarinda epidemi olusturan pestisitlere karst dayanikli kirmizi
oriimcek popiilasyonu lizerinde uygulamalar yapilmistir. Bu amagla 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 izolat1 (Cladosporium cladosporioides
MY1, MY4 ve Penicillium italicum var. italicum MY3, MY7) test edilmistir. Uygulama
icin mikrobiyal inokulumlar tiirbidimetre ile (10° CFU bakteri/ml veya 10* fungus
sporu/ml) hazirlandi. Her iki denemede de uygulamalar tesadiifi deneme modeline gore 3
tekerriirlii olarak yapilmis ve her tekerriirde 40 bitki/uygulama seklinde planlanmstir.
Uygulamalar sprey seklinde yapilmistir. Uygulamadan 48 saat sonra bitkilerden alinan

yapraklar tizerinde 6lii bocek sayisi tespit edilerek, kontrol grubu ile karsilastirilmistir.
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2.6 Potansiyel Biyoajanlarin Sivrisinek Larvalar1 Uzerine Etkinliklerinin

Belirlenmesi

Literatiirde Bacillus sphaericus suslariin sivrisinek larvalari 6ldiirme 6zelligi denilen
larvasit etkinligi bildirilmektedir. Bu nedenle ¢alismada izole edilen potansiyel biyoajan
olan suslardan Bacillus spp. (FS51), Bacillus sphaericus (BS6) ve Bacillus sphaericus
(BS7) 'un Culex sp. tiirii sivrisinek larvalarina kars1 oldiiriicii etkileri (Larvasit) olup

olmadigi arastirilda.

Bu ¢alisma igin Istanbul'dan toplanan saglikli Culex sp. sivrisinek larvalari iizerinde
laboratuvar kosullarinda biyoaktivite ¢alismalari yapildi. Laboratuvar ortaminda yapilan
deneylerde; bakterilerden hazirlanan alt kiiltiirlerden tiirbidimetre ile 0.1 M fosfat

tampon ¢dzeltisi igerisinde mikrobiyal siispansiyonlar (108 CFU bakteri/ml) hazirlandi.

Deneyler her bir erlende 500 ml su igerisinde ortalama en az 40 adet sivrisinek larvasi
olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan mikrobiyal siispansiyonlardan 1ml alinarak larva

bulunan erlenlere eklendi ve 72 saat boyunca gozlem yapildi.

Calismada uygulama yapilmayan larva grubu negatif kontrol, ticari Bacillus sphaericus
susunun kullanildig1 larva grubu pozitif kontrol olarak kullanildi. Biyoaktivite testleri

her bir mikroorganizma igin en az 2 defa 3 tekerriirlii olarak tekrarlanmistir.

2.7 Sera Zararhlari Uzerinde Etkinligi Belirlenen Potansiyel Biyoajan

Mikroorganizmalarin Toksisitelerinin Arastirilmasi

Laboratuvar ve sera testlerine gore secilen biyoajanlarin ¢evre ve insan sagligi iizerine
olumsuz etkilerinin olup olmadig1 arastirilmigtir. Bu denemeler icin Yeditepe
Universitesi, Kobay Hayvan Laboratuvari’ndan hizmet alimi ile yapilmistir. Ayni anne
ve babadan meydana gelen (yakin genetik akraba) wistar sican yavrularinin, 4 haftalik
(yaklasik 32-35 gr) oluncaya kadar anne siitii ile beslenmelerine miisaade edilmistir.
Daha sonra annesinden ayrilan bu yavrularin cinsiyetleri belirlenerek, farkli cinslerden
esit sayilarda yavru sicani igine alan yedi farkli grup (en az dort si¢an) olusturulmustur.
Calismada deney hayvanlar1 akut toksisite, kronik toksisite ve kontrol olarak 3 gruba

ayrildi. Hazirlanan siispansiyonlar hayvanlara 4 hafta boyunca igme suyu olarak verildi.
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Kontrol grubu toksikoloji testlerinde her bir uygulamada kullanilan her sigan ig¢in dort
haftalik uygulama periyodunu takiben makroskopik ve mikroskobik patolojik acidan
karaciger, dalak, bobrek, mide ve ince barsakta herhangi bir degisiklik olup olmadigi
belirlenmistir. Uygulama sonrasi kan degerleri ve karaciger enzim miktarlar1 da
belirlenmistir. Bu si¢anlarin her birisi beslenme siiresince, yedi giin araliklarla tartildi ve
gelisimleri takip edildi. Beslenen sicanlar iizerinde giinlilk fenotipik incelemeler
yapilarak, sicanlarin derilerinde herhangi bir hastalik belirtisi, isal, idrarlarinda kanama

veya ani Oliimlerin olup olmadig1 belirlendi.

2.8 Sera Zararhlar1 ve Sivrisinek Larvalar1 Uzerinde Etkinligi Belirlenen

Potansiyel Biyoajan Bakterilerin Ticari Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi

Calisma sonucunda FS51, BS6 ve BS7 kodlu Bacillus spp. suslarinin ticari
formiilasyonlar1 gelistirildi. Bu amagla; efervesan graniil hazirlama teknigi ile liyofilize
edilmis bakteriler ve tasiyici sistemin biraraya getirilmesiyle biyopestisit yapilmistir.
Gelistirilen formiilasyon ile spor veya endotoksin elde etme siirecine gerek kalmadan,
bakteriler direkt formiille karigtirilarak {iritin haline gelmektedir. Tek kullanimlik sase
seklinde tasarlanan iirlin bu sekliyle ticari agidanda kullanim kolaylig1 saglayacaktir.
Ayn1 zamanda {iriin stabilitesi i¢cinde sase formu avantaj teskil etmektedir.
Formiilasyonda minumum yardimc1 madde kullanimina 6zen gosterilmistir. Formiilasyon

ekonomik olup, yine uygun ve ekonomik ambalajlama teknigi (sase) kullanilmistir.
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BOLUM 3

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

3.1 Hastahkl Zararh Orneklerinin Toplanmasi ve Mikroorganizmalarin izole

Edilmesi

Calisma kapsaminda ilk olarak Antalya, Mugla, Bursa ve Yalova illerindeki seralarda
yetistirilen hiyar, domates, biber ve patlican bitkileri lizerinde arastirmalar yapilmistir
(Cizelge 3.1). Yapilan arastirmalar sonucunda toplam 74 adet beyazsinek ve 16 adet
kirmizi oriimcek Ornegi toplanmistir. Toplanan her bir 6rnek 151k mikroskopu ile
incelendi. Fungus ve bakteri ile enfekteli olan 6rnekler gruplandirildi. Toplanan bocek

ornekleri lizerinde viriis ve viroid enfeksiyonu saptanamamuistir.

Ikinci olarak sera kosullarinda afit populasyonlari olusturuldu (Sekil 2.2 ve 3.8,).
Toplanan hastalikli bocek 6rnekleri iizerinde yapilan incelemeler sonucunda bakteri ve
fungus enfeksiyonu oldugu belirlenen 6rneklerden mikrobiyal izolasyonlar yapilmuistir.
Enfekteli olan bocek oOrnekleri once % 95°lik etil alkol ile ylizeysel sterilizasyon
yapildiktan sonra Nutrient Agar (NA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA) besi ortaminda
seyreltme ekimleri yapildi. inokule edilen besi yerleri 25°C de 3-5 giin inkiibasyona
birakildiktan sonra gelisen bakteriyel ve fungal kolonilerden saflastirma ve stok kiiltiirler

olusturuldu.
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Sekil 3.1 Sera kosullarinda beyazsinek, kirmizi 6riimcek ve afit popiilasyonu
olusturmak i¢in yetistirilen patlican, hiyar, domates ve biber bitkileri
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Sekil 3.2 Sera kosullarinda kiiltiir bitkileri lizerinde olusturulan zararli (beyazsinek,
k.oriimcek ve afit) popiilasyonu
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Cizelge 3.1 Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgelerinde sera kosullarinda yetistirilen
sebzelerde zararli olan beyazsinek ve kirmizi 6riimcek popiilasyonlarindan toplanan
hastalikli veya 6lii bocek ornekleri

Bitki Tiirii/| Antalya Mugla Bursa Yalova Toplam

Ornek

sayist

Domates | 14(3KO+11BS| 7 BS 13 BS 3BS 37

Biber 3BS - - 5BS 8

Hiyar 8 BS - 12 BS 9 29

(2KO+7BS)

Patlican 16 - - - 16
(11KO+5BS)

Toplam 41 7BS 25 BS 17 90
(14KO+27BS) (2KO+15BS)| (16KO+74BS)

Bocek Tiirleri: KO=Kirmizi Oriimcek, BS=Beyaz Sinek, A=Afit
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Cizelge 3.2 Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgelerinde sera kosullarinda yetistirilen
sebzelerden toplanan bocek drneklerinden izole edilen mikroorganizmalar

Bitki Antalya Mugla | Bursa Yalova Toplam
Tiirii/Mikrobiyal
Izolasyon
Domates 56(35B+21F) | 13(12B| 42(32B+10F) 6 B 117(85B+32
+1F) F)
Biber 9 (8B+1F) - - 17(16B+1F) | 26 (24B+2F)
Hiyar 19 (17B+2F) | - 34 (28B+6B)| 35 B 88 (80B+8F)
Patlican 51 B - - - 51B
Toplam 135(111B+24 | 13(12B| 76(60B+16F) 46(45B+1F) | 282
F) +1F) (240B+42F)
Mikrobiyal Izolasyon: B=Bakteri; F=Fungus
Yapilan c¢aligmalar sonucunda 236 bakteri ve 46 fungal izolat (toplam 282

mikroorganizma) elde edilmistir.

3.2 izole Edilen Mikroorganizmalarin Tam Sonugclar

Calismada morfolojik karakterlerine gore izole edilen 42 fungal izolatin 15 Fusarium
spp, 9 Aspergillus spp., 5 Verticillium spp., 7 Botrytis spp., 3 Beauveria spp. Ve 2
Gliocladium spp. olarak tanilandi. izole edilen 236 bakteri suslarinin 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
tammlanmustir. Yeditepe Universitesi seralarindan biyoaktivite testleri yapilirken izole

edilerek, tanimlanan iki adet fungusun sonugclar1 ise asagidaki ¢izelgede yer almaktadir.
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Cizelge 3.3 Potansiyel biyoajan fungus izolatlarinin tani sonuglari

Fungus MY1, .
MY4 Cladosporium
cladosporioides
Fungus MY 3, S
MYS5, Penicillium italicum var.
Italicum
MY7

Tanimlanan bakterilerin i¢inden {i¢ adet Bacillus cinsi bakterinin (FS51, BS6 ve BS7)
hem sera zararlilari hem de sivrisineklerle miicadelede kullanilabilme potansiyeli
oldugundan daha detayli tanilar1 yapilmistir. Bu calismalar sonucunda niikleik asit
temelli 16S-rDNA PZR amplifikasyonu ile dizi analizleri sonucunda Diinya i¢in yeni
birer Bacillus sphaericus susu oldugu belirlendi. Bu bakterilerin sirasiyla (FS51, BS6 ve

BS7) yag asidi profili, BIOLOG ve baz dizi analizi sonuglar1 asagida yer almaktadir.
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E119204.05A [7443] MBI5 Page |
Volume: DATA File: E119204.05A Samp Ctr: 3 ID Number: 7443
Type: Samp Bottle: 2 Method: RTSBAG6
Created: 9/20/2011 10:00:40 AM
Sample ID: MBI5
[ RT R Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | C 1 C 2
06934 2.312E+6 | 0.005 | 66779 [ <minnt
0.7028  1.195E+9 | 0.016 - | 6.7478 | SOLVENT PEAK | <mintt
11289 765 0.011 —- | 9.8959
1.9620 | 6314 | 0.008 | 0.980 | 13.6283 | 14:0iso 3.96 | ECL deviates 0.000 Reference -0.004 |
2.0671 4991 0.009 | 0972 14.0011 | 14:0 0.31 | ECL deviates 0.001 Reference -0.003
22562 61542 | 0.009 | 0.962 | 14.6306 | 15:0 iso 37.85 | ECL deviates -0.001 Reference -0.006
2.2840 14272 | 0.008 0.960 | 14.7232 | 15:0 anteiso | 8.77 | ECL deviates -0.002 Reference -0.006
23671 499 0011 0.957 | 15.0000 | 15:0 - | ECL deviates 0.000 |
24071 34310010 - | 15.1288 | - ‘
24950 | 21189 0.008 | 0.952| 15.4116 | 16:1 w7c alcohol 12.91 | ECL deviates -0.002
2.5205 | 5531 0.010 | - | 15.4933 ‘
25644 | 32939 | 0.009 | 0951 15.6346 | 16:0 iso | 20.02 | ECL deviates 0.002 Reference -0.003
26104 | 3201 0010 0.949 | 15.7825 | 16:1 wllc " 1.94 | ECL deviates 0.000
2.6784 14671 0011 0948 16,0015 160 0.89 | ECL deviates 0.001 Reference -0.004
2.7178 318 0.009 - | 16.1270 | )
2.8075 | 2635 0009 0946 164132 17:1isowl0c 1.59 | ECL deviates -0.001
2.8372 | 3428 | 0.009 | 0.945| 16.5081 Sum In Feature 4 2.07 | ECL deviates -0.004 | 17:1 anteiso B/iso | |
2.8774 | 6966 | 0009 0.945 | 16.6366 _ 17:0 iso 4.21 | ECL deviates 0.000 Reference -0.008
2.9074 | 6700 | 0.009 0.944 ' 16.7322 17:0 anteiso 4.05 | ECL deviates -0.001 Reference -0.008
| 3.2406 1061 ] 0011 0.943 ] 17.7953 | 18:1 w9c 0.64 | ECL deviates 0.001 ‘ |
| 36566 | 1301 [ 0.010  0.943 [ 19.1520 | 18:120H 0.78 | ECL deviates 0.006 \
o 3428 --- P ---- | Summed Feature 4 2.07 | 17:1 iso l/anteiso B | 17:1 anteiso Bfiso |
ECL Deviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.006 ~ Number Reference Peaks: 8
Total Response: 165493 Total Named: 163515
Percent Named: 98.80% Total Amount: 156828
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.00 0.596 Bacillus-sphaericus-GC subgroup F
0.581 Bacillus-sphaericus-GC subgroup E
E119204.05A [7443] MBIS Page 2

FIDT A. (E11920.405\A0037443.0)

I %
| 4 4 q
60
s0 |
«
pre
A 8
S
1 o
20 -
%] 8 5
] - ° o5
o ® S0 e ~
] 8 g flas TG o & g
R ~ o AL S o %
== T B T T T T y T
0. 1 1.5 2 25 3 35 4 min_

Sekil 3.3 FS 51 (MBI5) bakterisinin MIS sonucu
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E119204.05A [7444] MBI6

Volume: DATA
Type: Samp

File: E119204.05A
Bottle: 3

Samp Ctr: 4
Method: RTSBA6

Created: 9/20/2011 10:09:04 AM

Sample ID: MBI6

ID Number: 7444

RT | Resp Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | C t1 C t2
0.6938 | 3.329E+6 | 0.005 - | 6.6795 ---- | <min rt
0.7035 | 1.189E+9 | 0.016 ---- | 6.7518 | SOLVENT PEAK ---- | <minrt
1.1287 884 | 0.012 ---- | 9.8931 -
1.9623 2597 0.008 0.980 | 13.6284 | 14:0 iso 2.60 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003
2.2565 48604 | 0.008 0.962 | 14.6311 | 15:0 iso 47.83 | ECL deviates -0.001 Reference -0.004
2.2847 9159 | 0.009 0.960 | 14.7249 | 15:0 anteiso 9.00 | ECL deviates 0.000 Reference -0.004
2.4955 13461 | 0.009 0.952 | 15.4126 | 16:1 w7c alcohol 13.12 | ECL deviates -0.001
2.5641 13300 | 0.009 0.951 | 15.6332 | 16:0 iso 12.94 | ECL deviates 0.000 Reference -0.004
26117 2154 | 0.012 0.949 | 15.7863 | 16:1 wllc 2.09 | ECL deviates 0.004
2.6785 830 | 0.010 0.948 | 16.0011 | 16:0 0.81 | ECL deviates 0.001 Reference -0.004
2.7178 411 0.010 ---- | 16.1264 o
2.8078 1419 | 0.009 0.946 | 16.4136 | 17:1 iso wl0c 1.37 | ECL deviates 0.000
2.8375 2015 | 0.009 0.945 | 16.5085 | Sum In Feature 4 1.95 | ECL deviates -0.004 17:1 anteiso B/iso I
2.8774 3998 | 0.009 0.945 | 16.6357 | 17:0 iso 3.87 | ECL deviates -0.001 Reference -0.008
2.9080 3219 | 0.009 0.944 | 16.7335 | 17:0 anteiso 3.11 | ECL deviates 0.001 Reference -0.006
3.2408 1354 | 0.011 0.943 | 17.7958 | 18:1 w9c 1.31 | ECL deviates 0.002

- 2015 --- - ---- | Summed Feature 4 | 1.95 | 17:1 iso I/anteiso B 17:1 anteiso B/iso I

ECL Deviation: 0.002
Total Response: 103404
Percent Named: 98.75%

Reference ECL Shift: 0.005
Total Named: 102109
Total Amount: 97715

Number Reference Peaks: 7

Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.00 0.821 Bacillus-sphaericus-GC subgroup E
0.634 Bacillus-sphaericus-GC subgroup D
0.552 Bacillus-sphaericus-GC subgroup F
0.492 Bacillus-sphaericus-GC subgroup B
FIDT A, (E11920.405\A0047444.D)
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Sekil 3.4 BS6 (MBI6) bakterisinin MIS sonucu
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E119204.05A [7445] MBI7

Volume: DATA

Page 1

File: E119204.05A
Bottle: 4

Samp Ctr: §
Method: RTSBA6

ID Number: 7445

Type: Samp

Created: 9/20/2011 10:17:37 AM

Sample ID: MBI7

RT | Resp Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl C t2
0.6940 3.66E+6 | 0.005 ---- | 6.6847 ---- | < min rt
0.7034 | 1.176E+9 | 0.016 --=- | 6.7545 | SOLVENT PEAK ---- | <min rt
1.1288 768 | 0.011 ---- | 9.8965 o
1.9621 2901 | 0.008 0.980 | 13.6286 | 14:0 iso 3.22 | ECL deviates 0.001 Reference -0.004
2.2565 42945 | 0.008 0.962 | 14.6316 | 15:0 iso 46.80 | ECL deviates 0.000 Reference -0.004
2.2841 6986 | 0.008 0.960 | 14.7236 | 15:0 anteiso 7.60 | ECL deviates -0.001 Reference -0.005
2.4953 13504 | 0.009 0.952 | 15.4121 | 16:1 w7¢ alcohol 14.58 | ECL deviates -0.002
2.5642 14035 | 0.009 0.951 | 15.6335 | 16:0 iso 15.12 | ECL deviates 0.000 Reference -0.004
26115 1615 | 0.012 0.949 | 15.7855 | 16:1 wllc 1.74 | ECL deviates 0.004
2.6787 575 | 0.009 0.948 | 16.0018 | 16:0 0.62 | ECL deviates 0.002 Reference -0.003
27179 450 | 0.010 --- | 16.1269 -
2.8077 1277 | 0.010 0.946 | 16.4132 | 17:1 iso wl0c 1.37 | ECL deviates -0.001
2.8374 1593 | 0.010 0.945 | 16.5079 | Sum In Feature 4 1.71 | ECL deviates -0.004 17:1 anteiso B/iso I
2.8775 3536 | 0.009 0.945 | 16.6357 | 17:0 iso 3.79 | ECL deviates -0.001 Reference -0.008
2.9080 2486 | 0.009 0.944 | 16.7332 | 17:0 anteiso 2.66 | ECL deviates 0.000 Reference -0.006
3.2404 756 | 0.011 0.943 | 17.7936 | 18:1 w9c 0.81 | ECL deviates 0.000
4.0651 392 | 0.008 ---- | 20.5104 —— [>maxrt

- 1593 - - ---- | Summed Feature 4 1.71 | 17:1 iso I/anteiso B 17:1 anteiso B/iso I

ECL Deviation: 0.002
Total Response: 93425
Percent Named: 98.70%

Reference ECL Shift: 0.005
Total Named: 92208
Total Amount: 88245

Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.00 0.818 Bacillus-sphaericus-GC subgroup E
0.629 Bacillus-sphaericus-GC subgroup F
0.559 Bacillus-sphaericus-GC subgroup D
0.556 Bacillus-sphaericus-GC subgroup C

Number Reference Peaks: 7
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Sherlock Version 6.0B [S/N 160260]

Page 1 of 1

Printed: 1/9/2012 11:11:10 AM

Sekil 3.5 BS7 (MBI7) bakterisinin MIS sonucu
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Cizelge 3.4 FS51, BS6 ve BS7 bakterilerin yag asidi profili sonuglarinin bilinen ile

karsilastirilmasi
Yag asitlerinin % % % %
Nimerik isimleri FS 51 BS 6 BS7 B.sphaericus
(Pik isimleri)
14:0 iso 2,02 4,38 151 1,26
14:0 0,60 - 0,68 0,85
15:0iso 45,00 44,99 45,84 46,61
15:0 anteiso 10,87 9,22 13,13 7,89
14:0 iso 30H - - - 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 wllc 3,31 2,04 3,31 5,62
16:0 1,72 0,78 1,78 1,64
17:1 iso wl0c 1,43 1,40 2,35 4,92
Sum In Feature 4 1,65 1,72 2,32 2,58
17:0iso 6,11 4,67 5,69 10,86
17:0 anteiso 4,70 3,19 4,67 4,45
18:1 w9c - - 1,03 -

Yag asidi profilleri karsilastirildiginda 14:0 numarali doymus yag asiti olan Myristic (n-
tetradecanoic) BS6'nin yapisinda bulunmadigi goriilmektedir. Ayni sekilde 18:1 w9c
numarali tekli doymamis yag asidi olan Oleic (9-octadecenoic) sadece BS7'nin
yapisinda yer alirken diger suslarda goriilmemektedir. 14:0 iso 30H numarali yag asidi
ise sadece referans susta yer almaktadir. Bu sonuglar her bir bakteri susunun birbirinden

farkli oldugunu kanitlamaktadir.
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BIOLOG sonuglarinda ise her bir bakterinin kullandigi metabolitlerin farkli oldugu
analizin yapildig1 mikroplatelerdeki renk degisimlerinden goriilmektedir. Fakat MIS ve
BIOLOG kiitiiphaneleri kisithi oldugu i¢in sadece mikroorganizmanin tlir tanisini

vermektedir. Bu bakterilerin birbirinden farkli ve yeni birer alt tiir oldugunu kanitlamak

Sekil 3.6 FS51, BS6 ve BS7 bakterilerin BIOLOG sonuglari

icin 16 S rDNA baz dizilimi yapildu.
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Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

B-23269
B-23287
B-23285
NRS-732
NRS -866
NRS-156
NRS 400
NRS-718
NRS -1223
B-14905
B-14865
NRS-1692
NRS-111
NRS-593
NRS-810
BD-115
BD-119
BD-117
NRS-719
B-4297
NRS -800
BD-121
BD-93
B-1876
BD-109
NRS-1186
NRS-1198
BD-113
NRS-752
BD-89
NRS-250

Caryophanon sp. oral clone AV085
Bacillus sphaericus strain 205y
Bacillus sphaericus DSM396
Lysinibacillus sphaericus C3-41
Bacillus sphaericus B3
Lysinibacillus fusiformis_ DSM 28S8T
Bacillus sphaericus DSM28
Bacillus sp. PARS

Bacillus sp ZYM

MIB 5 16S

MIB 6 16S

MIB 7 16S

Bacillus sp. BD-95

Bacillus sp. BD-94

Bacillus sp. BD-83

Bacillus sp. B-183

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

NRS-967
BD-107
B-14957
B-23282
B-23284
BD-111

Bacillus sp. B-23288
Bacillus sp. B-23286
3 Bacillus sp. B-23280

£ Bacillus sp. B-23279

Sekil 3.7 16 S rDNA baz dizi analizine gore filogenetik akrabalik semasi

Yukaridaki filogenetik agacta FS51, BS6 ve BS7 suslarini sirasiyla MIBS, MIB6 ve
MIB 7 temsil etmektedir. Filogenetik agaca gore FS51, BS6 ve BS7 suslarinin bilinen
B. sphaericus suslarindan 16 S rDNA baz dizilimine gore ayrildigi goriillmektedir.
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3.3 Potansiyel Biyoajanlarin Laboratuvar, Sera ve Arazi Kosullarinda

Belirlenmesi (Biyoaktivite Testleri)

Calisma kapsaminda izole edilen ve tanilanan biitiin bakteri suslar1 ve fungus
izolatlarinin sera zararlilarina karsi etkili bir biyoajan olarak kullanilma olanaklarinin
olup olmadig1 laboratuvar, sera ve arazi kosullarinda yiiriitiilen biyolojik etkinlik testleri

ile belirlenmistir (Sekil 3.8 ve 3.10).

Laboratuvar Testlerinin Sonuclari:

Beyazsinek popiilasyonuna olan etkilerini gézlemek i¢in bakteriyal siispansiyonlar ile
bitki oziitleri; patlican ve hiyar bitkilerinin yapraklar {izerine, petri kaplar1 ve plastik
kutular igerisinde uygulanmistir. Bacillus pumilus (MY51), Salmonella choleraesuis
(MY19), Stenotrophomonas maltophilia (FS227) ve Chryseobacterium balustinum
(FS33) bakteri soliisyonlar1 petri kaplar1 igerisinde yapilan c¢alismalarda basari
gostermistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Laboratuvar kosullarinda petriler igerisinde potansiyel biyoajan organizmalar
ile test edilen sera zararlilari

47



Sekil 3.9 MY51, MY 19, FS227 ve FS33 bakteriyal soliisyonlarin hiyar yapragi iizerinde
bulunan beyazsineklere sprey edildikten 48 saat sonra alinan steromikroskop goriintiileri

Petri ve plastik kutularda yapilan testlerde izole edilen suslardan Bacillus spp. FS51,
Stenotrophomonas maltophilia FS227, Nesternkonia halobia FS78, Staphylococcus
gallinarum SG1, Chryseobacterium balustinum FS33, Bacillus sphaericus BS6 ve BS7
ile 4 fungus izolat1 afitler iizerinde potansiyel biyoajan (%10 dan fazla 6liim) olarak

etkili bulunmustur.
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Sekil 3.10 Laboratuvar ortaminda plastik kutular i¢inde bitki yapraklari tizerinde
beslenen beyazsinek, k.6riimcek ve afit populasyonlari {izerine potansiyel biyoajan
bakteri ve fungus izolatlarinin inokulasyonu
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Sekil 3.11 Laboratuvar kosullarinda plastik kutular igerisinde potansiyel biyoajan
bakteriler ile test edilen afit 6rneklerinin stero mikroskop goriintiileri
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Sekil 3.12 Biyoaktivite testlerinde etkili bulunan fungus izolatlarinin enfekteli afit
ornekleri lizerindeki steromikroskop goriintiileri
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Sekil 3.13 Chryseobacterium balustinum FS33 uygulamasindan 6nce (iist) ve sonraki
(alt) beyazsinek ve kirmizi driimcek 6rneklerinin steromikroskop goriintiileri

Kirmiz1 oriimceklere karst hazirlanan bakteri soliisyonlarindan Chryseobacterium
balustinum FS33, Bacillus pumilus (MY51), Salmonella choleraesuis (MY19),
Stenotrophomonas maltophilia (FS227), Bacillus sphaericus (BS6) ve Bacillus
sphaericus (BS7) suslar1 laboratuvar kosullarinda etkili bulunmustur. Ozellikle
Chryseobacterium balustinum FS33 hem kirmiz1 6riimceklere hem beyazsineklere karsi
etkinlik gdstermistir. Sekil 3.13 ve 3.14” de zararlilar lizerindeki 6liimciil etkileri agikgca

goriilmektedir.
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100pm* EHT = 5.00 kV ] ) Signal A = SE1
|—| WD =11.0 mm Mag= 332X

Mag= 499X EHT= 5.00kV Date :16 May 2008
WD =10.5 mm Signal A = SE1 Time :19:47:30

Sekil 3.14 Chryseobacterium balustinum FS33 uygulamasindan sonraki dlen beyazsinek
ve kirmizi 6riimeek orneklerinin taramali elektron mikroskop goriintiilerl
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Sekil 3.15 ABO: aseton bitki 6ziitii ile MBO: metanol bitki dziitiiniin konuk¢u hryar
yaprag1 lizerinde bulunan kirmizi 6riimceklere karsi sprey edildikten 24 saat sonra
alian goriintiileri
Bitki oziitleri ile yapilan laboratuvar testlerinde kirmizi 6riimceklere karst aseton bitki
Oziitiiniin etkili oldugu belirlendi. Coziicii secimi bitki oziitiinden elde edilen bilesiklere
yansidigi icin hedefte secicilik goriildii. Metanol ile edle edilen bitki 6ziitleri kirmizi
ortimceklere karst etkin degil iken afitlere kars1 etkinlik gosterdi. Sekil 3.16’da afitlere

kars1 test edilen bitki 6ziitlerinin etkinlikleri goriilmektedir.

Sekil 3.16 ABO: aseton bitki &ziitii ile MBO: metanol bitki &ziitiiniin konukgu hiyar
yapragi lizerinde bulunan afitlere kars1 sprey edildikten 24 saat sonra alinan goriintiileri
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Kirmiz1 oriimceklere karsi yapilan diger bir calismada ise sera zararlilarina karsi etkileri
tespit edilen karisik bitki tiirlerinden elde edilen aseton ve metanol bitki dziitleri (ABO
ve MBO) ile potansiyel biyoajan oldugu belirlenen FS51 izolat1 birlikte test edilmistir
(Sekil 3.17). Bu g¢alismada pozitif kontrol olarak %1 aseton bitki dziitii (ABO), %l
metanol bitki 6ziitii (MBO) ile %1 Kingbo kullanilmistir. Negatif kontrol olarak distile
su kullanilmistir. Ayrica bakteri (FS51) ve bitki Oziitleri (aseton veya metanol)’ den 0.5
ml alinarak 99ml distile su igerisinde karistirilarak elde edilen bakteri ve bitki 6ziitii

(aseton veya metanol) kombinasyonu ayrica yapraklara sprey edilerek test edilmistir.

Ayrica, kontrol amagh bitki 6ziitlerinin ¢oziiciileri olan aseton ve metanol tek baslarina
zararlilara karsi test edilmistir ve higbir 6liimciil etki gozlenmemistir. Asagida yer alan
cizelgede ise laboratuvar kosullarinda yapilan biyoaktivite testlerinin sonuglart bocek

poplilasyonundaki 6liim orani yiizdesi cinsinden gosterilmektedir.

Sekil 3.17 ABO+ FS51: aseton bitki 6ziitii ile FS51 karisimi, MBO+ FS51: metanol
bitki 6ziitii ile FS51 karisimi, ABO: aseton bitki 6ziitii, AMO: metanol bitki dziitiiniin
konukc¢u hiyar yaprag {izerinde bulunan kirmizi 6riimceklere karsi sprey edildikten 24

saat sonra alinan goriintiileri



Cizelge 3.5 Laboratuvar kosullarinda test edilen biyoajan, bitki 6ziitii ve organik
biyoinsektisit uygulamalarinin hiryar bitkisi tizerindeki konukgu populasyon tizerine

etkileri
Uygulamalar Canli K.O. | OliK.O. | Canlilik
sayist sayist yiizdesi
(24 sa) (24 sa) %
%1 ABO+FS51 ) 52 8
%1 MBO+FS51 38 22 63
%1 ABO 25 46 35
%1 MBO 68 8 89
%1 KINGBO 2 33 5

Elde edilen sonuglara gore (Cizelge 3.5) aseton bitki oziitii (ABO) ile FS51 bakteri
stispansiyon karisimi kirmizi driimcek popiilasyonu iizerinde daha fazla (%92) oliimiine
neden oldugu saptanmistir. Bu uygulamayi aseton bitki 6ziitii (ABO), metanol bitki dziitii

(MBO) ile FS51 karisimi, metanol bitki &ziitii uygulamalari takip etmistir.
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Cizelge 3.6 Potansiyel biyoajan bakteri, fungus izolatlar1 ve bitki 6ziitlerinin laboratuvar
kosullarinda sera zararlilari iizerine etkileri

Bécek populasyonundaki 6liim oram (%)
Test Edilen Bakteri Susu veyva Fungus Bevaz Sinek Kumizi Oriimcek Afit
izolat1
Khowvera crvocrecens FS11 39 - -
Khpvera cryocrecens FS92 61 - -
Bacillus amyloliquafaciens FS27 17 - -
Bacillus spp FS51 23 - 25
Enterobacter hormaeche1 FS167 11 3 -
Phororhabdus luminescens FS59 18 - -
Stenotrophomonas maltophilia FS227 69 7 84
Chryseobacterium balustinum FS33 93 58 23
Microbacterium barkeri FS4 78 37 85
Nesternkonia halobia FST8 66 21 100
Proteus mirabilis FS43 12 = =
Shigella boydii FS215 65 18 =
Staphylococcus gallinarum 5G1 3 7 90
Bacillus sphaericus BS6 22 - 38
Bacillus sphaericus BS7 - - 40
Bacillus pumilus MY51 22 - 6
Enterobacter cancerogenus MY 34 2 -
Pantoea agglomerans MY 23 7 3 2
Salmonella choleraesuis MY19 29 1 3
Acinetobacter genomospecies MY11 - - 6
Acinetobacter genomospecies MY (09 - - 3
Cladosporium cladesporioides MY 1 - - 100
Penicillium italicum MY3 - - 100
Cladosporium cladosporioides MY4 - - 100
Penicillium iralicum MY7 - - 100
Pozitif Kontrol (Kimbo) 100 100 100
Aseton (Kansik Bitki) dziitii - 100 8
Metanol (Kansik Bitki) dziitii = 6 100
Negatif Kontrol (Su) - - -
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Sera Testlerinin Sonuglari:

Yeditepe Universitesi seralarinda ve bitki biiyiitme kabinlerinde yetistirilen bitkilerin
yapraklar1 lizerinde beslenen beyaz sinek, k.oriimcek ve afit popiilasyonlari {izerine
mikrobiyal inokulumlar (108 CFU bakteri/ml veya 10* fungus sporu/ml) sprey edilerek
uygulandi. Uygulamalarda kullanilan bitkiler Sekil 3.19'da goriilmektedir.

SN
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Sekil 3.18 Yeditepe Universitesi arastirma seralar
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Sekil 3.19 Biyoaktivite testlerinde kullanilan iistte bitki bliylitme kabinlerinde ve altta
serada biber patlican, domates ve hiyar bitkileri

Sera ve bitki biiylitme kabinlerinde yapilan biyoaktivite testlerinin sonuglarina gére daha
onceki laboratuvar ortaminda yapilan ¢alismalarda etkili bulunan Bacillus spp. FS51 ve
Bacillus sphaericus BS6 ve BS7 (Cizelge 3.6; Sekil 3.11) afit popiilasyonu {izerinde
sirast ile %12, 15 ve 22 oraninda 6liime neden olarak etkili olmuslardir. Sekil 3.20'de yer
alan bakterilerin (SG1, BL6, FS 4, FS 78, FS 227) etkinlikleri sadece laboratuvar

kosullarinda kalmis olup, serada biyolojik aktivite gostermemislerdir.
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Sekil 3.20 Sera kosularinda potansiyel biyoajan bakteriler ile test edilen afit
orneklerinin stero mikroskop goriintiileri

Laboratuvar  kosullarinda etkili bulunan fungus izolatlar1 (Cladosporium
cladosporioides MY1, MY4 ve Penicillium italicum var. italicum MY3, MY7) sera
kosullarinda da afitlere karst %100 oraninda etkili bulunmustur (Sekil 3.21). Bunun
nedeni; nemin yeteri kadar olmasi ve funguslarin zararli bocekler tizerinde epidemi

olusturmasina olanak saglamasidir.
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Sekil 3.21 Biyoaktivite testlerinde etkili bulunan fungus izolatlarinin enfekteli afit
ornekleri tizerindeki steromikroskop goriintiileri
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Arazi Testlerinin Sonuclari:

2010 yilinda tarla kosullarinda Adana’da YALTIR A.S. organik ¢ilek iiretim alanlar1 ve
Antalya Kumluca’da Makro Tarim A.§. hiyar iiretim seralarinda kirmizi oriimeek
poplilasyonu iizerinde uygulamalar yapilmistir. Diger zararli popiilasyonlar1 bulunmadigi
icin onlara karsi arazi denemeleri yapilmadi. Calismalarda Bacillus spp. FS51 Bacillus
sphaericus BS6, BS7, fungus izolatlar1 (Cladosporium cladosporioides MY1, MY4 ve
Penicillium italicum var. italicum MY3, MY7) ve bitki 6ziitlerinin kirmizi driimceklere
kars1 etkinlikleri arastirildi. Uygulama sonuglarina gore bakteri, fungus ve bitki 6ziitleri

basarili bulunmadi. Sadece Pozitif kontrol Kingbo %100 oraninda basarili olmustur. Bu

sonugclar laboratuvar ve seralarda yapilan uygulama sonuglari ile uyumludur.

Sekil 3.22 Adana’da YALTIR A.S. organik cilek iiretim alanlarinda yapilan ¢aligma
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3.4 Potansiyel Biyoajanlarin Sivrisinek Larvalar1 Uzerine Etkinliklerinin

Belirlenmesi

Calisma kapsaminda izole edilen Bacillus sphaericus suslar1 (FS 51, BS 6, BS 7) Culex
sp. cinsi sivrisinek larvalarina karsi laboratuvar ortaminda test edilmistir. Yapilan
testlerde bilinen B. sphaericus bakterisi pozitif kontrol olarak kullanildi. Her deneme 3
tekrarli olarak yapildi (Sekil 3.23 ve 3.24).
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Sekil 3.23 Sivrisinek larvalarina karst mikrobiyal formiilasyonlarin laboratuvar
kosullarinda test edilmesi
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Cizelge 3.7 Temiz ve kirli su ortaminda FS 51, BS 6, BS7 ve B.sphaericus (Ref),
suslarmin Culex sp. larvalarina etkisi

Olii Larva Yiizdesi (Culex sp.)
100 larva/500 mL su
Test Edilen . )
Bakteri Susu Kirli Su Temiz Su
24 saat 48 saat 24 saat

B.sphaericus 90 96 100
(0.5ml/ L)

FS51 94 96 100
(0.5ml/ L)

BS6 93 97 100
(0.5ml/ L)

BS7 91 98 100
0.5ml/ L)

Izole edilen suslarm hem kirli su denilen organik maddece zengin su hem de temiz su
ortaminda etkinlikleri test edilmistir. Yukaridaki cizelgedeki sonuclara goére 24 saat
sonunda her li¢ bakteride (FS 51, BS 6, BS 7) temiz suda %100'e ulasan bir basari
gostermistir. Kirli suda ise ilk 24 saat sonunda %90'm iizerinde etkili olmuslardir.
Buradaki mekanizmada larva beslenme sirasinda B. sphaericus'u yapisina alir. Sonra B.
sphaericus toksinlerinin larva i¢inde aktif hale gegmesiyle larvay: oldiiriir. Bakteriler ile
uygulama yapildiktan sonra 6len Culex sp. larvasinin taramali elektron mikroskop
goriintlisti 1se Sekil 5'te yer almaktadir. Larvanin 6zelikle boyun bolgesinde lokalize

olmus B.sphaericus susu agikga goriilmektedir.
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Sekil 3.24 Sivrisinek larvalari iizerinde mikrobiyal formiilasyonlarin larvasit etkisinin
taramal1 elektron mikroskop goriintiileri
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3.5 Sera Zararhlar1 Uzerinde Etkinligi Belirlenen Potansiyel Biyoajan

Mikroorganizmalarin Toksisitelerinin Arastiriimasi

FS 51, BS6 ve BS7 i¢in yapilan toksikoloji ¢alismadsina olusturulan gruplar asagida yer
almaktadir. Toksikoloji ¢alismalar1 boyunca biitiin deney hayvanlarinin her hafta kilo ve

su tliiketim kontrolleri yapilmistir.
Grup1 (Kontrol): Normal su ve yem tiikketimi. n=7

Grup 2 (BS6 Bir defalik yiiksek doz tedavi grubu): siganlar 30 giin boyunca 2.5x106

bakteri/ml/su ile beslendi. n=5

Grup 3 (BS7 Bir defalik yiiksek doz tedavi grubu): sicanlar 30 giin boyunca 0.5x106
bakteri/ml/su ile beslendi. n=5

Grup 4 ( BS6 Tekrarlayan yiiksek doz tedavi grubu): sicanlar 30 giin boyunca 0.1x106

bakteri/ml su ile beslendi. n=5

Grup 5 (BS6 Tekrarlayan diisiik doz tedavi grubu): si¢anlar 30 giin boyunca 2.5x106
bakteri/ml/su ile beslendi. n=5

Grup 6 (BS7 Tekrarlayan yiiksek doz tedavi grubu): sicanlar 30 giin boyunca 0.5x106

bakteri/ml/su ile beslendi. n=5

Grup 7 (BS7 Tekrarlayan diistik doz tedavi grubu): siganlar 30 giin boyunca 0.1x106
bakteri/ml su ile beslendi. n=5

Kan Degerleri Analizleri:
Bu analizde bakilan degerler sunlardir;
* HCT — Hematokrit: kandaki kirmiz1 kan hiicrelerinin yogunlugu hakkinda bilgi
Verir.

* HGB: Hemoglobin

* RBC - Red Blood Cell (Eritrosit): Oksijen tasiyan kirmizi kan hiicreleri
hakkinda bilgi saglar

* WBC - White Blood Cell (Lokosit): Enfeksiyonlarla savasmaya yardim eden
beyaz kan hiicreleri hakkinda 6ngorii saglar.
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*  NEUT: Notrofil orant

* LYMPH: Lenfosit orani
* MONO: Monosit

*  EO: Eozinofil

*  BASO: Bazofil

* PLT: Trombosit

Cizelge 3.8 Kan degerleri

HCT HGB RBC WBC NEUT (LYMPHIMONO EO BASO PLT

% g/dL :1076/uL:10"3/uL:1073/ulL:1073/ul:1073/uli1073/uli10"3/uli 1073/ul

Kontro
| 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;

Yiiksek
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+1,00 0,2+0,2! 0,1+0,0: 0,0+0,1:613,3+133,4

Diisiik
Doz 45,5+1,9:15,9+0,8 8,3+0,4 : 8,6+1,00 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 haftalik FS51, BS6 ve BS7 ile tedavi sonrast degerlendirilen kan degerlerinde gruplar
arasinda anlamli bir farklilikla karsilagilmadi. FS51, BS6 ve BS7 izolatlarinin toksik
etkilerinin arastrilmasi sonrasinda elde ettigimiz verilerin One way ANOVA'y1 takiben
Tukey ve Scheffe testleri ile yaptigimiz istatistiksel karsilagtirmalar gruplar arasinda

anlamli bir etki olmadigini1 gostermistir.

67



Karaciger Enzim Analizleri:

Bu analizlerde bakilan degerler;

*

ALT: Alanin Aminotransferaz
Karaciger fonksiyon testlerinden biridir. Karaciger hastaliklari, kas

zedelenmeleri, akut ve bobrek yetmezligi gibi durumlarda ALT diizeyi artar.

AST: Aspartat Aminotransferaz

Biitiin viicut dokularinda bulunmakla beraber, karaciger, kalp ve iskelet kasi en
¢ok bulundugu dokulardir. Herhangi bir nedene bagli olarak karaciger hiicre
zedelenmesi veya hasari, kalp ve iskelet kas1 travmasi, kalp yetmezligi ve agir

egzersiz gibi durumlarda miktar artar.

GGT: Gama Glutamil Transferaz
Karaciger fonksiyon testlerinden biridir. Alkol ve ilaglarin karaciger tizerine

toksik etkisini takip etmede kullanilir.

Cizelge 3.9 FS 51 Karaciger enzim analizleri

ALT (U/L) AST(U/L)  GGT(U/L)
Kontrol (n=7) 97,1£20 228,136 0+0
G2 (n=5) 90,614 301+67 0+0
G3 (n=5) 87,6+14 234,6+62 00
G4 (n=5) 92+11 291,6+40 0+0
G5 (n=5) 79,6412 236426 00
G6 (n=5) 91,8+9 263,8+36 0+0
G7 (n=5) 101425 268499 00
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Cizelge 3.10 BS6 ve BS7 suslarinin karaciger enzim analizleri

ALT (UL)  AST(ULL)  GGT(UIL)

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-Yiiksek-G2
1 105 223 0
2 106 408 0
3 88 305 0
4 80 271 0
5 74 298 0
MBI7-Tek-Yiiksek-G3
1 79 173 0
2 76 251 0
3 86 307 0
4 112 275 0
5 85 167 0
MBI6-Sirekli-Yiksek-G4
1 95 234 0
2 104 333 0
3 79 267 0
4 81 304 0
5 101 320 0
MBI6-Siirekli-Diisiik-G5
1 61 216 0
2 81 215 0
3 75 220 0
4 91 272 0
5 90 257 0
MBI7-Siirekli-Yiiksek-G6
1 89 181 0
2 95 264 0
3 114 262 0
4 98 212 0
5 99 210 0
MBI7-Siirekli-Diisiik-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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Cizelge 3.11 FS51 Karaciger enzim analizleri

Alanine aminotransferase (ALT) Aspartate aminotransferase (AST) Gamma glutamyl transpeptidase (GGT)
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Siirekli tedavi Bir defalik Siirekli tedavi Bir defalik Siirekli tedavi Bir defalik

4 haftalik FS51 tedavisi sonrasi enzimler agisindan yapilan istatistiksel analizler
her hangi bir anlaml1 bulgu gostermemistir.

FS 51, BS6 ve BS7 izolatlarinin karaciger enzimlerinde anlamli bir degisiklige neden
olmadig1 goriildii.

70



Yang1 Hiicre Analizleri:

Kan 16kosit degerlerinin karsilastirmasi gruplar arasinda anlamli bir fark gostermemistir
(ANOVA; Tukey, Scheffe).

Cizelge 3.12 Kan lokosit degerleri

Kontrol G2 G3 G4 G5 G6 G7
RBC 7,5£0,6 7,9+04 7,6£0.4 8,6+0,3 8,6+0.4 8,2+0,1 7,7+0,5

wBC 8,63 7,5€2  11,5¢1 11,343 9,72 11,32 11,5+2

FS51, BS6 ve BS7 izolatlarmin Patoloji Sonuglar:

Sekil 3.25 Wistar sicanlar {izerinde test edilen Bacillus spp. FS51 ve Bacillus
sphaericus BS6 ve BS7 suslarinin karaciger, dalak, akciger, bobrek, mide ve bagarsak
dokularindaki patoloji sonuglar1 (Soldan saga dogru Grup 1, 2, 3,4, 5, 6, 7).

Glomerulit, yangi ve 6dem agisindan bobrek dokusu degerlendirildiginde gruplar

arasinda anlaml bir fark gozlenmedi.

Yangi, nekroz, fibrozis ve kupfer hiicre ¢ogalmasi agisindan karaciger dokusu

degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

Reaktif folikiiler hiperplazi, kirmizi pulpada nétrofiller, ekstramediillar hemopoez,
hemosidrin birikimi, fibrozis, perisplenitis, siniis dilatasyonu ve hiperemisi agisindan

dalak dokusu degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir.
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Villus paterni, Yiizey epiteli, Ulserasyon, Iltihabi infiltrasyon, Lenfoid agregat/folikiil
ve Odem agisindan ince bagirsak dokusu degerlendirildiginde gruplar arasinda anlaml

bir fark tespit edilmemistir.

Ulserayon, Epitelde regenerasyon, iltihabi infiltrasyon, Lenfoid agregat/folikiil, Odem
ve Hiperemi agisindan ince mide dokusu degerlendirildiginde gruplar arasinda anlaml
bir fark goriilmemistir. Bu sonuclara gore test edilen her {i¢ biyoajan (FS51, BS6 ve
BS7) bakterilerin sicakkanli canlilar iizerinde herhangi bir toksik etkisinin

olmayacagina karar verilmistir.

3.6 Sera Zararhlar1 ve Sivrisinek Larvalar1 Uzerinde Etkinligi Belirlenen

Potansiyel Biyoajan Bakterilerin Ticari Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi

Calisma sonucunda FS51, BS6 ve BS7 kodlu Bacillus spp. suslarinin ticari
formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Bu amacla; efervesan graniil hazirlama teknigi ile
liyofilize bakteriler ve tasiyici sistemin biraraya getirilmesiyle biyopestisit yapilmistir.
Gelistirilen formiilasyon ile spor veya endotoksin elde etme asamasina gerek kalmadan,
bakteriler direkt formiille karistirilarak {irtin haline gelmektedir. Tek kullanimlik sase
seklinde tasarlanan iiriin bu sekliyle ticari a¢idanda kullanim kolaylig1 saglayacaktir.
Ayn1 zamanda {iriin stabilitesi i¢cinde sase formu avantaj teskil etmektedir.
Formiilasyonda minumum yardimci madde kullanimina 6zen gosterilmistir. Formiilasyon

ekonomik olup, yine uygun ve ekonomik ambalajlama teknigi (sase) kullanilmistir.

72



Formiilasyonun Icerigi:

Biyopestisit ve siit karistirilarak bir silispansiyon elde edilmektedir (Sekil 3.20).
Karigtirma isleminde mikroorganizma ile siitiin karigtirllma orani 1:5-1:1000 a/a
seklindedir. Elde edilen mikroorganizma ve siit karisimina liyofilizasyon islemi
uygulanmaktadir. Liyofilizasyon, maddenin kurutulmasi i¢in siiblimasyon adi verilen
bir silirecten faydalanan 6zel bir kurutma ve koruma teknigidir. Donmus maddelerin
icindeki suyun diisiikk atmosferik basingta, su buhari halinde maddenin iginden
cikmasina siiblimasyon denir. Liyofilizasyon tekniginde iiriinlerin i¢inde bulunan su
kurutma isleminin en basinda dondurulur ve halen daha bu durumdayken, siiblimasyon
yoluyla iiriiniin i¢inden ¢ekilerek alinir. Sivi asamanin atlanmasi maddelerin, kuru
olarak korunurken, molekiiler veya hiicre yapisi diizeyinde yarilma benzeri
degisikliklere veya c¢oziilme goriintiilerine yol a¢maz. Liyofilizasyon yontemiyle
maddelerin i¢ ve dis yapisi bozulmaz, 6zel kosullar gerektirmeyen depolama
kolayliklariyla, neredeyse en bastaki hallerini korumalar1 saglanir. Efervesan graniil
hazirlanmasi igin sitrik asit (susuz veya bir kristal suyu ig¢eren) ile sodyum bikarbonat
veya sodyum karbonat birbirleriyle karistirilip, bir miktar su ile aglomere edilir. Bu
efervesan graniil olusumu i¢in 1 mol sitrik asit ile 3 mol sodyum bikarbonat veya 2 mol
sitrik asit ile 3 mol sodyum karbonat karistiritlmaktadir. Siit igerisinde liyofilize edilmis

mikroorganizma, efervesan graniil oran1 1:1 den veya 1:10 (a/a ) arasinda olmaktadir.
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Sekil 3.26 Efervesan graniiller ve liyofilize edilen bakteri ile siit karistminin
eklenmesiyle elde edilen iiriin
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma sonucunda Antalya, Mugla, Bursa ve Yalova illerindeki seralarda
yetistirilen hiyar, domates, biber ve patlican bitkileri {lizerinde yapilan caligmalar
sonrasinda 236 bakteri ve 46 fungal izolat (toplam 282 mikroorganizma) elde edilmistir.
Elde edilen mikroorganizmalarin konvensiyonel testler, MIS, BIOLOG ve Baz Dizi
analiz yontemleri kullanilarak tanilart yapilmistir. Biyoaktivite testlerinde sera
zararhillarindan Aleyrodidae (beyazsinekler), Aphididae (afitler) ve Tetranychidae
(akarlar) tiirlerine mensup zararlilara karsi calismalar yapilmistir. Izole edilen ve
tamimlanan 282 mikroorganizmadan laboratuvarda yapilan biyoaktivite testleri
sonuglarina gore 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 izolatlar1 potansiyel biyoajan olarak
secilmigtir. Bu calismada tanilanan ve sera zararlilarina karsi etkili biyoajan oldugu
belirlenen bakteri ve fungus tiir/sus/izolatlar1 daha 6nce rapor edilen ve ticari olarak
retilen biyoinsektisitler arasinda yer almamaktadir. Beyazsineklere karsi Bacillus
pumilus (MY51), Salmonella choleraesuis (MY19), Stenotrophomonas maltophilia
(FS227) ve Chryseobacterium balustinum (FS33) bakteri soliisyonlar1 ile petri kaplar
icerisinde yapilan ¢alismalarda her ne kadar 1yi sonuglar alinmigsa da serada yapilan
testlerde biyoajan olarak basarili bulunmamistir. Yaprakbitlerine (afitler) karsi
laboratuvarda yapilan c¢aligmalarda izole edilen suslardan 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 6liim) olarak etkili bulunmustur.
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Ancak segilen 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 izolatlar1 afit popiilasyonlari
tizerinde sera kosullarinda da etkili bulunmustur. Kirmizi 6ériimcek populasyonuna karsi
laboratuvar kosullarinda yapilan petri denemelerinde olduk¢a etkili bulunan
Chryseobacterium balustinum (FS33), Bacillus sphaericus BS6 ve Bacillus sphaericus
BS7 suslari ise sera kosullarinda biyoajan aktivitesi gosterememistir. Bu durum daha
once birgok bilimsel ¢alismada goriilmiis ve ¢evresel parametrelerin (6zellikle 52 nisbi
nem) bakterilerin kolonizasyonu tizerine olan etkileri ile agiklanmistir [17, 54 ve 55].
Bu ¢alismada ayn1 zamanda test edilen karisik bitki oziitiiniin (Urticadioica, Lavandula
angustifolia, Satureja hortensis, Ocimum basilicum, Nigella sativa, Syzgium
aromaticum, Artemisia absinthium) aseton ile elde edilen O6zitii kirmizi Griimcek
poplilasyonu {izerinde % 89 etkili olurken, beyazsinek ve afit popiilasyonlar1 iizerinde
ise onemli bir etki gosterememistir. Metanol ile elde edilen bitki Oziitii ise afit
popiilasyonu tizerinde % 91 oraninda etkili olup, beyazsinek ve kirmizi oriimcek
poplilasyonlar1 iizerinde ayni sekilde onemli bir etki goriilmedigi saptanmistir. Bu
durum gosteriyor ki; yukarida listesi verilen karisik bitki 6ziitlerinin iiretim yonteminde
kullanilan ¢oziicii ile bocek tiirleri tizerinde farkli etkiler gortilmiistiir. Bitki 6ziitlerinin
farkli ¢oziictilerden elde edildiginde farkli etkinlikler gosterdikleri daha dnce literatiirde
de rapor edilmistir [55, 56 ve 57]. Ayrica bitki Oziitleri ile Bacillus spp. (FS51)
karisiminin  laboratuvar kosullarinda kirmizi  o6riimeeklere karsi etkili  oldugu
belirlenmistir. Bu konu {izerinde daha kapsamli arastirma yapilarak, bu karisik bitki
Oziitlinlin bakterilerle birlikte veya kendi basina sera zararlilar iizerine kullanilma
olanaklarinin gelecekte arastirilmasi gerekmektedir. Calisma kapsaminda izole edilen
Bacillus sphaericus suslar1 ayrica sivrisinek (Culex sp.) larvalarina karsi test edilmis ve
larvasit 6zelliginin oldugu kanitlanmistir. Bacillus sphaericus’un sivrisinek larvalarina
kars1 etkili oldugu daha 6nce yapilan bilimsel ¢alismalar ile rapor edilmistir [58 ve 59].
Laboratuvar ve sera kosullarinda iyi bir biyoinsektisit 6zelligi gosteren Bacillus spp.
FS51 ile biyoinsektisit 6zelligi yanisira larvasit 6zelligi tespit edilen Bacillus sphaericus

suslarinin (BS6 ve BS7) toksikoloji ¢calismalar1 yapilmstir.
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Kan degerleri, karaciger enzim analizleri ve histoloji sonuglarina gore test edilen her {i¢
biyoajan (FS51, BS6 ve BS7) bakterinin wistar siganlar iizerinde herhangi bir toksik
etkisinin olmayacagi belirlenmistir. Calisma sonucunda toksik etkisi olmayan FS51,
BS6 ve BS7 kodlu Bacillus spp. suslarmin ticari formiilasyonlar1 gelistirilmistir.
Formiilasyon; efervesan graniil hazirlama teknigi ile liyofilize edilmis bakteriler ve
tasiyicl sistemin biraraya getirilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonun
biyoinsektisit ve larvasit 6zelligi olan bakteriler i¢in uygun oldugu diistiniilmektedir. Bu
calisma kapsaminda sera kosullarinda etkili bulunan bakteri suslar1 ve bitki 6ziitlerinin
ticari olarak hayata gecirilmesi i¢in tekli ve kombinasyonlar halinde {ilkemizin farkli
bolgelerinde, degisik iklim ve toprak sartlarina sahip daha fazla sera ve tarla

kosullarinda test edilmesi gerekmektedir.
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