Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 7(1), 85-101, 2017

KFBD Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi
The Black Sea Journal of Sciences
ISSN (Online): 2564-7377

Arastirma Makalesi / Research Article

Xyleborinus saxesenii (Coleoptera: Curculionidae)’den izole Edilen Bakterilerin
Tanimlanmasi

Hatice Kati'*, Ahmet Kati?, Serpil Ugras®, Hiiseyin Y1lmaz!

!Giresun Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Giire Yerleskesi, Giresun
Deter;j an ve Kimya Teknolojileri Bolimi, Hayat Kimya Ar-Ge Merkezi, Basiskele, Kocaeli
3 Diizce Universitesi, Ziraat ve Doga Bilimleri Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Diizce

Gelis Tarihi:21.02.2017
“Sorumlu Yazar:hatice kati@giresun.edu.tr Kabul Tarihi:02.05.2017

Ozet

Yazici boceklerden, Xyleborinus saxesenii Ratzeburg (Coleoptera: Curculionidae) Dogu Karadeniz bdlgesinde findik
bahgelerinde ciddi zararlara neden olmaktadir. Zararli boceklere karsi biyolojik miicadele ajani gelistirmek igin
boceklerden izole edilen bakteriler tanimlanmaktadir. Bu ¢alismada, X. saxesenii’den izole edilen bakteriler morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal, yag asit analizi ve molekiiler olarak incelenmistir. Sonug olarak, bakteriler Rahnella aquatilis
(Xsl), Pseudomonas putida (Xs2), Sphingobacterium multivorum (Xs3), Serratia liquefaciens (Xs4), Aeromonas sp.
(Xs5), Hafnia alvei (Xs6, Xs7), Acinetobacter calcoaceticus (Xs8), Pseudomonas sp. (Xs9), Pseudomonas fluorescens
(Xs10, Xs13), Pantoea agglomerans (Xs11) ve Serratia marcescens (Xs12) olarak tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Gram (-) bakteri, findik, zararli, Xyleborinus saxesenii.

Identification of Bacterialsolated from Xyleborinus saxesenii (Coleoptera:
Curculionidae)

Abstract

Ambrosia beetles, Xyleborinus saxesenii Ratzeburg (Coleoptera: Curculionidae) causes serious damage in hazelnut
orchards in the Eastern Blacksea Region. For developing biological control agents against harmful insects, it is identified
bacteria isolated from insects. In this study, bacteria obtained from X. saxesenii were investigated as morphological,
physiological, biochemical, fatty acid analysis and molecular. The identified bacteria included Rahnella aquatilis (Xsl),
Pseudomonas putida (Xs2), Sphingobacterium multivorum (Xs3), Serratia liquefaciens (Xs4), Aeromonas sp. (Xs5),
Hafnia alvei (Xs6, Xs7), Acinetobacter calcoaceticus (Xs8), Pseudomonas sp. (Xs9), Pseudomonas fluorescens (Xsl10,
Xs13), Pantoea agglomerans (Xs11) and Serratia marcescens (Xs12).

Keywords: Gram (-) bacteria, hazelnut, pest, Xyleborinus saxesenii.
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1. Giris

Findik Dogu Karadeniz Boélgesi i¢in 6nemli bir tarim iirlintidiir. Findik {ireten iilkeler arasinda
ihracat bakimindan ilk sirada yer almamiza ragmen, birim alandan alinan iiriin miktarina gore diger
iiretici iilkelerin gerisinde bulunmaktayiz (Kilig, 1994). Ulkemizde verimin diisiik olmasinin baslica
nedenlerinden biri findik zararlis1 boceklerle miicadelenin tam ve etkili bir sekilde yapilamamasidir.
Her y1l findik tiretiminde %30-40 kay1p olusturan bu zararlilar ile miicadele biiyiik oranda kimyasallar
ile yapilmaktadir. Bununla beraber kimyasal insektisitler sadece zararli boceklere degil ayn1 zamanda
zararsiz ve hatta faydali bocekler ile diger organizmalara da zarar vermektedir. Buna ragmen
kimyasal insektisitler, ucuz ve genis spektrumlu olduklari i¢in diger alternatiflerine oranla daha ¢ok
tercih edilmektedirler. Bununla beraber, diinyada kimyasal miicadelenin yerini gelecekte biyolojik
miicadelenin alacag: tartisilmaktadir.

Biyolojik miicadele, boceklerin yapmis oldugu zararlari en aza indirmek i¢in bu boceklerin
dogal diismanlarin1 kullanma olarak tanimlanabilir. Dogal diisman terimi parazitler ve predatorlerle
birlikte hastalik olusturan organizmalar1 da kapsar. Ancak hastalik yapan organizmalarin kullanima,
genellikle “mikrobiyal miicadele” olarak adlandirilir (Peter, 1984). Mikrobiyal miicadele igerisinde
yer alan bakteriler, zararli boceklerin ¢ogalmalarini engelleyebildiklerinden zirai miicadelede
kullanilmaktadir. Boceklerden izole edilen bakterilerin biyolojik miicadele ajan1 olarak
kullanilabilecegini gdsteren pek cok ¢alisma mevcuttur (Sezen ve ark., 2005; 2008; Ince ve ark.,
2008; Kati ve ark., 2009; Sevim ve ark., 2010; Muratoglu ve ark., 2011a).

Dogu Karadeniz bolgesinin en dnemli tarim iiriinlerinden biri olan findikta zarar yapan yaklasik
150 bocek tiirt tespit edilmistir. Bu tiirlerin sadece 10-15 tanesi ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(Isik ve ark., 1987). Yazic1 bocekler, bu grup boceklerin arasinda énemli bir yer tutar (Ak ve ark.,
2005a; 2005b; 2005c¢). Yazict boceklerden Xyleborinus saxesenii ilk kez Avrupa’da bulunmustur.
Daha sonra diinyaya buradan yayilmistir (Wood ve Bright, 1992). Bu bocek agaglarin yapraklarinda
ozellikle findigin 6li kuru kisimlarinda ve iireme ile ilgili bolgelerinde bulunmaktadir (Kurt, 1982;
Selmi, 1998). X. saxesenii yaygin olarak Giresun, Ordu ve Samsun illerindeki findik bahgelerinde
goriilmiistiir (Kurt, 1982; Selmi, 1998). Bu bocek grubu iizerine yapilan ¢aligmalar sinirlidir (Sezen
ve Demirbag, 1999; Yilmaz ve ark., 2006).

Bu ¢alismada, findikta zararlara neden olan X. saxesenii boceginden izole edilen bakteriler
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, yag asit analizi ve molekiiler teknikler kullanilarak

tanimlanmustir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Boceklerin Toplanmasi

Bu caligsma igin gerekli olan X. saxesenii larva ve erginleri, Haziran-Temmuz 2008 tarihleri
arasinda, Giresun ili, Yaghdere ilgesi, Umutbiikii kdylinden toplanmistir. Bu bocekler Dr. Kibar AK

(Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Samsun) tarafindan tanimlanmastir.

2.2. Bakteri izolasyonu

Laboratuvara getirilen ergin ve saglikli boceklerden her denemede bir birey kullanilmak iizere,
toplam 14 bocegin % 70’lik alkol ile yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Daha sonra steril saf su ile
alkolden armmdirilmistir (Lipa ve Wiland, 1972). Ylizey sterilizasyonu yapilan bdcekler,
homojenizatére alinarak 200 pL Nutrient Broth (NB) icerisinde ezilerek ekstrakt hazirlanmistir.
Hazirlanan ekstraklar siizlilmiis, seyreltmeler yapilmis ve seyreltiklerden 100 pL alinarak Nutrient
Agar (NA) besiyerine yayma ekim yapilmistir. Daha sonra ekim yapilan petriler 30 °C’ye ayarl
etiivde 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan farkli koloni renk ve
morfolojilerine gore bakteriyel izolatlar secilmistir. Secilen bakteriyel izolatlar daha sonra

tanimlanmak tizere %20’lik steril gliserol igerisinde -20 °C stoklanmistir ((Yilmaz ve ark., 2006).

2.3. Bakteriyel izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin hiicre sekillerinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak basit boyama
yapilmistir (Benson,1985). Gram 6zelligini belirlemek i¢in Gram boyama yapilmistir (Claus, 1992).
Izolatlarin endospor olusturup olusturmadig1 ve varsa endosporun hiicre igerisindeki pozisyonunu
belirlemek amaciyla endospor boyamasi yapilmustir. izolatlarm siilfit indol hareketlilik (SIM)

besiyerine ekimleri yapilarak hareketli olup olmadiklar1 belirlenmistir.
2.4. Bakteriyel izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
Izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla izolatlar NB besiyeri igine

ekim yapilarak 25, 30 ve 40 °C’ye ayarli su banyolarinda 16-24 saat inkiibe edildikten sonra

spektrofotometrede (ODsoo nm) Sl¢lim yapilarak izolatlarin biiyilime oranlari tespit edilmistir.
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Izolatlarin biiyiiyebildigi pH araliklarinin belirlenmesi i¢in izolatlar farkli pH degerlerine (3, 5,
7, 9 ve 10) sahip NB besiyerine inokiile edilmisler ve 24 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon
sonrasi bilylime olup olmadigina spektrofotometrede (ODeoo nm) Sl¢limler yapilarak karar verilmistir.

[zolatlarin NaCl toleranslarinin belirlenmesi amaciyla % 2, 3, 4, 5, 7, 10, 12 ve 15 oraninda
NaCl eklenmis NB besiyerleri hazirlanmistir. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney tiiplerine alinarak her
bir izolattan ekim yapilmustir. 14 giin boyunca uygun sicakliga ayarlh etlivde inkiibe edilmislerdir.
Ureme olan ve olmayan tiipler belirlenerek, Izolatlarin hangi oranda tuzu tolere edebildiklerine karar

verilmistir (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.5. Bakteriyel izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin VITEK 2 ile Belirlenmesi

Izolatlar Luria Bertani Agar (LBA) besiyerine ekim yapilarak bir gecelik inkiibasyon sonrasi

VITEK 2 cihazi ile biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

2.6. Bakteriyel Izolatlarin Yag Asidi Profillerinin Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi
(MIS) Kullamilarak Belirlenmesi

Saf kiiltiir olarak -20 °C’de muhafaza edilen izolatlarin yag asidi metil ester ekstraksiyonu
(FAME), izolasyonu, saflastirmasi1 ve analizi yapilmistir (Sasser, 1990). Bilgisayar kontrollii gaz
kromotografi sistemi olan Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS) kullamlarak kiiltiire almnan
orneklerin tiir seviyesinde tanist Prof. Dr. Fikrettin Sahin ve Uzman Ismail Demir (Yeditepe

Universitesi) kontrolii altinda gerceklestirilmistir.

2.7. Bakteriyel izolatlarin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

Genomik DNA’nin izolasyonu, Sambrook ve arkadaglari (1989) tarafindan gelistirilen yonteme
gore yapilmustir. izolatlarin 16S rDNA gen dizi analizlerinin yapilabilmesi igin primerler (leri, 5°—
ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA-3’; Geri, 5’-ATG GTA CCG TGT GAC GGG CGG
TGT GTA-3’) kullanilarak PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yapilmistir (Brosius ve ark., 1978).
PCR tiipiine, 2,5 tinite GoTaq DNA polimeraz (Promega), 5 ul 5x PCR tamponu (10 mMTris-HCI,
pH 8.3), 3 ul 2,5 mM MgClz, 1,5 pul 1mM ileri primeri, 1,5 pl ImM geri primeri, 1 pl 10 mM
dNTP’den ve 1 pl genomik DNA birakilarak steril dH20 ile 50 pl’ye tamamlanmistir. PCR sartlari;
ilk denatiirasyon 95 °C’de 2 dakika, 36 dongii i¢in her dongiide 94 °C’de 1 dakika, 50 °C’de 1 dakika,
72 °C’de 2 dakika, son dongiiden sonra 72 °C’de 5 dakikada gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR

iirinleri Macrogen firmasina (Wageningen, Hollanda) gonderilerek dizi analizi yapilmstir.
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Dizi analizi sonucunda elde edilen 16S rDNA gen bolgesi GenBank’asinda bulunan diger 16S
rDNA gen bolgeleri ile NCBI web adresindeki Blast (basic local alignment search tool) programi
kullanilarak karsilastirmasi yapilmistir (Altschul ve ark., 1990).

3. Bulgular ve Tartisma

Findik, tarimsal gelir ve sagladigi ihracat bakimindan Tiirkiye’nin stratejik tirlinlerinden biridir.
Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi, Tiirkiye findik iiretiminin 6nemli bir kismini saglamaktadir.
Tiirkiye’de findik bahgelerinde verimi diisiiren birgok faktor vardir. Bu faktorlerden biri de findik
bahgelerinde bulunan zararli béceklerdir. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de zararli boceklerin
kontroliinde ¢esitli kimyasallar kullamlmaktadir. Ozellikle son yillarda kimyasal miicadelenin
olumsuz yonlerinin ortaya ¢ikarilmasinin ardindan, tiim diinyada biyolojik miicadele uygulamalarina
baslanmustir.

Biyolojik miicadele ajan1 olarak bakterilerin kullanilabilme potansiyelini arastirmak ig¢in
boceklerden izole edilen bakteriyel izolatlar tanimlanmaktadir. Bu amacla bu c¢alismada findik ve
diger tarim iriinlerinde Onemli zararlar yapan X.saxesenii boceginden izole edilen bakterilerin
tanimlanmas1 amaglanmistir. Morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, yag asit analizi ve molekiiler
caligmalar degerlendirildiginde X .saxesenii’den 13 bakteriyel izolat tanimlanmistir.

Gram boyama sonucunda izole edilen tiim izolatlarin tamaminin Gram (-) oldugu tespit
edilmigstir. Tablo 1’de gorildiigi gibi Xsl, Xs4, Xs6, Xs7, Xs8, Xs10, Xs12 ve Xs13 numarali
izolatlarin krem renkli koloni olusturduklari, Xs2 ve Xs11 numarali izolatlarin sar1 renkte koloni
olusturduklart ve Xs3, Xs5 ve Xs9 numarali izolatlarin saydam renkte koloniler olusturduklari

belirlenmistir. Bir izolat (Xs1) hari¢ digerlerinin hareketli oldugu bulunmustur.

Tablo 1. X. saxesenii boceginden izole edilen Gram (-) bakterilerin morfolojik 6zellikleri.

Izolatlar Koloni Rengi Koloni Sekli Hareketlilik
Xsl1 Krem Yuvarlak -
Xs2 Sari Yuvarlak +
Xs3 Saydam Yuvarlak +
Xs4 Krem Yuvarlak +
Xs5 Saydam Yuvarlak +
Xs6 Krem Yuvarlak +
Xs7 Krem Yuvarlak +
Xs8 Krem Dalgali +
Xs9 Saydam Yuvarlak +
Xs10 Krem Yuvarlak +
Xsl11 Sari Yuvarlak +
Xs12 Krem Yuvarlak +
Xs13 Krem Yuvarlak +

Izolatlarin fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla pH, sicaklik, NaCl’e kars1 tolerans

ozellikleri arastirillmistir (Tablo 2). Buna gore pH tolerans testleri sonucunda; pH’s1 3 olan
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besiyerinde higbir izolatin biiyiiyemedigi; pH 5-10’da tiim izolatlar farkli oranlarda biiylidiigl tespit
edilmistir. NaCl’e kars1 tolerans testleri sonucunda; %10 ve tizeri NaCl konsantrasyonlarina kars1 tiim
izolatlarin duyarl oldugu belirlenmistir. Xs5 ve Xs10 izolatlarinin %7’lik NaCl konsantrasyonunda,
Xs13 izolatinin %5 NaCl konsantrasyonunda biiyliyemedikleri bulunmustur. Sicaklik tolerans testleri
sonucunda; 25 °C ve 30 °C’de tiim izolatlarin biiyiiyebildigi 40 °C ise Xs5 ve Xs13 izolatlarin
biiyiiyebildigi, digerlerinin biiyiiyemedigi tespit edilmistir.

Tablo 2. X. saxesenii boceginden izole edilen Gram (-) bakterilerin fizyolojik 6zellikleri.

izolat Numarasi

Deneyler Xsl Xs2 Xs3 Xs4 Xs5 Xs6 Xs7 Xs8 Xs9 Xs10 Xs11 Xs12 Xs13
pH 3’de biiylime - - - - - - - - - - - - -
pH 5°de biiyiime + + + + + + + + + + + + +
pH 7°de biiyiime + o+ o+ e S e e ++ ++ +H+ +
pH 9°de biiyiime + + + + + + + + + + + + +
pH 10’de bilyiime + + + + + + + + + + + + +
Kontrol (NB) o+ 4+ A A ++ ++ ++
NB+ 2% NaCl’de biiyiime + + + ++ + = = + + ot +
NB+ 3% NaCl’de biiyiime + + + =+ + + + + + + + ++ +
NB+ 4% NaCl’de biiyiime + + + ++ + + + + + + + + +
NB+ 5% NaCl’de biiyiime + + + + + + + + + + + + -
NB+ 7% NaCl’de biiyiime + + + + - + + + + - + + -
NB+ 10% NaCl’de biiyiime - - - - - - - - - - - - -
25°C’de bﬁyﬁme ++ ++ + + ++ + + + ++ + + + ++
30°C’de bﬁyﬁme + + + + ++ + + + + + + ++ ++
40°C’de biiylime - - - - + - - - - - - - +

+++;Giiglil bityiime , ++;iyi biiytime, +: Zayif Bilylime , -: Biiyiime Yok.

Izolatlarin biyokimyasal dzelliklerini tespit etmek ve bu sayede tanimlama yapabilmek igin
VITEK 2 cihazi kullanilmistir. Tablo 3’te izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri verilmistir. Izolatlarn

VITEK 2 cihazina gore benzedigi bakteriler Tablo 5°de verilmistir.

Tablo 3. X. saxesenii boceginden izole edilen Gram (-) bakterilerin VITEK’e gore biyokimyasal
ozellikleri.
+: Pozitif, - : Negatif, (+): Pozitif esik degerine yakin, (-): Negatif esik degerine yakin.

izolat Numarasi

Testler Xsl Xs2 Xs3 Xs4 Xs5 Xs6 Xs7 Xs8 Xs9 Xs10 Xs11 Xs12 Xs13
Ala-Phe-Pro-Arilamidaz - - + - + - - - - - - - -
Adonitol - - - - - - - - - - - + .
L-Pirolidonil-Arilamidaz + - + - - - - - - + + + +
L-Arabitol - - - + - - - - - _ - + .
D- Selobiyoz + - + - - - - + - - - - -

Beta-Galaktosidaz + - + - + - - - - - + + ;
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H,S Olusumu - - - + - - - - - - - -
Beta-N-Asetil-
Glukozaminidaz

Glutamil Arilamidaz pNA - - - + - - - - - - - -
D-Glikoz +
Gama-Glutamil-Transferaz -

+ + +
1
1
1
1
1
1

Fermentation/Glikoz
Beta-Glikosidaz
D-Maltoz
D-Mannitol
D-Mannoz
Beta-Ksilosidaz ) - -
Beta-Alanin - - - - - - - -
L-Prolin Arilamidaz - + - - + + + -

Lipaz - - - + - - - - - - - -

+ o+ + + o+

LI |
1

+ + +

+ + + o+

+

1 1

1 1

1 1

+ o+ 0+ o+

+ 4+ + + o+

+ +

Palatinoz - - - - - - - - - - - -
Tirozin Arilamidaz + + - - + + + + + + + +
Ureaz - - + + - - - - - R . -
D-Sorbitol
Sakkaroz/Siikroz
D-Tagatoz - - - + - - - - - - -
D-Trehaloz
Sitrat (Sodyum)
Malonat
5-Keto-D-Glukonat - - - - - - - - - - - -
L-Laktat alkalilesmesi + + - - - - + + + - + -
Alfa-Glukosidaz - - + + - - - - - - - +

Siikkinat alkalilesmesi + + - - + + + + ) - + -
Beta-N-Asetil-
Galaktozaminidaz

+
Alfa-Galaktosidaz + - + + - - - - - - - -
Fosfataz + - - +
Glisin Arilamidaz - - - - - - - - - + - +

Ornitin Dekarboksilaz - - - - -

+ o+
+ o+

+ o+ o+
+
+ +

Lizin Dekarboksilaz - - -
L-Histidin assimilasyon - - -
Kurmarat - + - - + + - + + - _ -
Beta-Glukuronidaz - - - + - - - - R R . +
0/129 Direnci (comp.vibrio.) + + - - + + + + - - + -
Glu-Gli-Arg-Arilamidaz - - - - - - - - - - - +
L-Malat assimilasyonu - - - - - - - - - - - -
Ellman + - - - + + + - - - - -

L-Laktat assimilasyonu - + - - - - - - - - - -

Izolatlarin hiicresel yag asidi profilleri sistem biinyesinde bulunan elektronik kiitiiphaneyle
(Microbial Identification System-Library Generation Software) karsilastirilarak, izolatlarin toplam
hiicresel yag asidi profillerine gére tanis1 yapilmistir. Izolatlarin hiicresel yag asidi profilleri Tablo

4°de verilmis olup yag asidi analizi sonucuna gore benzer oldugu bakteriler tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 4. X. saxesenii boceginden izole edilen Gram (-) bakterilerin bazi1 yag asit profilleri.

izolat Numarasi

Yag Asitleri Xsl Xs2 Xs3 Xs4 Xs5 Xs6 Xs7 Xs8 Xs9 Xsl0 Xsll Xs12 Xsl3

Doymus

16:0 33.96 26.73 34.06 20.52 33.71 30.55 1826 31.07 3435 29.93 33.87 31.88
Doymamis

18:1 ® 9¢ 36.52

Dalli

15:0is0 24.97

CycCyclo

17:0cyclo 28.29 19.36 18.63 21.78 14.08 10.40 12.01 19.85 16.47
SummedFeature 2 8.86

SummedFeature 3 35.13 4527 15.16 39.42 16.83 14.69 18.82 26.12 2521 2283 11.75 16.11
SummedFeature 8 10.80 9.74 855 9.39 13.24 14.57 9.62 11.46

16:0; palmitik asit, 18:1; oleik asit, 15:0; pentadesilik asit, 17:0; Heptadekanoik asit, Summed Feature; ¢oziilememis yag
asitleri

X.saxesenii boceginden izole edilen bakterilerin 16S rDNA gen boélgeleri, PCR’ile ¢ogaltilmig
ve yaklasik 1400 bp uzunlugunda olduklar bulunmustur. izolatlarin 16S rDNA bdlgelerinin baz sira
tayini MacroGen firmasi tarafindan yapildiktan sonra NCBI Blast programi kullanilarak GenBank’da
bulunan bakteriler ile benzerlikleri tespit edilmistir (Tablo 5).

VITEK 2 ve 16S rDNA gen dizi analizi sonuglarina gore, Xs1 izolat1 sirasiyla %97 ve %99
oranlar1 ile Rahnella aquatilis bakterisine benzemektedir. Rahnella, Enterobacteriaceae familyasina
ait bir cinstir ve farkli ortamlardan izole edilmistir (Berge ve ark., 1991; Heulin ve ark., 1994;
Hashidoko ve ark., 2002; Cankar ve ark., 2005; Lindow ve ark., 1998;Niemi ve ark., 2001; Brenner
ve ark., 1998). Rahnella aquatilis bécek zararlilardan da izole edilmistir (Sevim ve ark., 2012; Lacey
ve ark., 2007). Rahnella suslarinda lizin ve ornitin dekarboksilaz negatifdir. Ayn1 zamanda bu
bakterinin sar1 renkli pigment iiretmedigi tespit edilmistir. Bu sonuglar Farmer ve arkadaslarinin
(1985) yapmis olduklar1 ¢galismadaki sonuglar ile uyumludur.

Xs2 izolatt VITEK 2, yag asit analizi ve 16S rDNA gen dizi sonuglarina gére Pseudomonas
putida olarak tamimlanmistir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda bu bakteri, Agrotis
segetum(Lepidoptera: Noctuidae) (Sevim ve ark., 2010), Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera:
Chrysomelidae) (Muratoglu ve ark., 2011b) ve Dendroctonus micans (Coleoptera: Scolytidae)’dan
da (Yilmaz ve ark., 2006) izole edilmistir. Pseudomonas putida, saprofit bir toprak bakterisidir.
Ksenobiyotik ve biyogenik kirleticileri degrede ederek element dongiisiinii saglayabilmeleri, cevresel

acidan dnemlerini arttirmaktadir (Timmis, 2002).
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Tablo 5. X. saxesenii boceginden izole edilen Gram (-) bakterilerin VITEK 2, yag asidi analizi ve molekiiler tanimlama sonucu benzedigi bakteriler.

izolat numaras1  Yag Asit Analiz Sonuclar Benzerlik(%) VITEK 2 sonuclar Benzerlik(%) 16S rRNA gen ssekans analiz GenBank Erisim Benzerlik(%)
sonuclari No.
Xsl Ewingella americana 70,4 Rahnella aquatilis 97 Rahnella aquatilis DQ862542 99
Serratia plymuthica 57,2 Tiedjeia arctica DQ107523 98
Yersinia enterocolitica 54,8 Ewingella americana AB273745 98
Pantoea agglomerans 51,7 Serratia grimesii DQO086780 99
Xs2 Pseudomonas fluorescens 90,9 Pseudomonas putida 99 Pseudomonas putida X93997 100
Pseudomonas putida 87,4 P. metavorans AB302395 97
P. syringae phaseolicola 84,9
Pseudomonas savastanoi fraxinus 65,8
Xs3 Sphingobacterium faecium 74,7 S. multivorum 91 S. siyangensis EU373423 97
Sphingobacterium multivorum 72,6 S. multivorum EU075194 98
Sphingobacterium spiritivorum 58,3
Xs4 Rahnella aquatilis 81,3 Serratia liquefaciens 95 Serratia proteamaculans NR 037112 99
Serratia plymuthica 66,9 S. grimesii NR 025340 98
Hafnia alvei 60,5 S. liquefaciens DQ123840 98
Cedecea davisae 55,1 Erwinia amylovora GQ222272 99
Pantoea agglomerans 53,3 S. plymuthica EU344964 98
Serratia liquefaciens 50,3
Xs5 A. ichthiosmia A/hydrophila 82 A. hydrophila 99 A. salmonicida FJ936134 99
Aeromonas veronii 72,4 Aeromonas bestiarum NR 026089 99
Aeromonas jandaei 56,3 Aeromonas piscicola HQ832417 99
A. hydrophilalichthiosmia Alsobria 51,9 Pasteurella multocida EU918692 99
Aeromonas molluscorum NR 025807 99
Aeromonas encheleia HQ832414 99
Aeromonas rivuli FJ976900 99
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Xs6 Rahnella aquatilis 83,6 Hafnia alvei 95 Hafnia alvei AB519795 99
Hafnia alvei 82,1 Obesumbacterium proteus FJ267522 99
Serratia plymuthica 75,6
Serratia liquefaciens 55
Xs7 Serratia plymuthica 74,2 Hafnia alvei 89 Hafnia alvei AB519795 99
Rahnella aquatilis 61,7 O. proteus NR 025334 99
S. typhimurium-GC subgroup B 61,0
Pantoea agglomerans 54,1
Hafnia alvei 52,2
Yersinia enterocolitica 50,1
Xs8 Acinetobacter baumannii 72,3 Acinetobacter baumannia 99 A. calcoaceticus AM157426 100
Acinetobacter haemolyticus 68,2 A. rhizosphaerae AM921638 99
Acinetobacter calcoaceticus 66,4
Xs9 Salmonella typhimurium 53,1 Serratia fonticola 98 P. syringae pv. glycinea AB001443 99
Serratia fonticola 52,3 Pseudomonas congelans AJ492828 99
Pseudomonas tremae AJ492826 99
Pseudomonas mandelii FN811901 99
Pseudomonas cannabina AJ492827 99
P. frederiksbergensis HQ242750 98
Pseudomonas fluorescens AF094726 98
Pseudomonas congelans NR 028985 99
Pseudomonas mandelii NR 024902 98
Xs10 Pseudomonas putida 63,4 Pseudomonas fluorescens 99 Pseudomonas fluorescens EF528294 99
Pseudomonas migulae EU111725 99
Pseudomonas collierea AM421016 99
Pseudomonas brenneri AM933521 99
Xsll1 Pantoea agglomerans 81,7 Pantoea agglomerans 98 Pantoea agglomerans FJ756354 99
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Raoultella terrigena 74,5 Pantoea conspicua HQ242738 99
Kluyvera cryocrescens 66 Pantoea ananatis AF364847 99
Salmonella typhimurium 65,3 Erwinia herbicola U80202 99
Pantoea agglomerans 59 P. stewartii subsp. stewartii AF373198 98
Cedecea davisae 58,1 Pantoea eucalypti FM202486 98
Yersinia frederiksenii 56,9
Citrobacter freundii 53,7
Serratia liquefaciens 52,9
Rahnella aquatilis 52,4
Xs12 Serratia plymuthica 69,5 Serratia marcescens 99 Serratia marcescens HM136580 99
Cedecea davisae 67,3 Serratia nematodiphila EU914257 99
Rahnella aquatilis 57,1 Pseudomonas fluorescens DQ439976 99
Xsl13 Pantoea agglomerans 61,0 Pseudomonas fluorescens 99 Pseudomonas fluorescens EF528294 99
Cedecea davisae 55,2 Pseudomonas brenneri FN393787 99
Serratia liquefaciens 52,7 Pseudomonas tolaasii AF320989 99
Pseudomonas panacis AY787208 98
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Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarla bu bakterinin tiim genom sekansi belirlenmistir (Nelson vd.,
2002). Bilinen bir bitki patojeni olmasina ragmen, bocekler {izerindeki patojenik etkisi tartisma
konusudur (Bucher, 1981; Sneath, 1986). Literatiirde Euproctis chrysorrhoea (Steinhaus, 1963) ve
Mamestra brassicae (Lepidoptera: Noctuidae) (Ivanov ve Gukasyan, 1966) tizerinde patojenik etkisi
oldugu bildirilmistir.

Xs3 izolati, Sphingobacterium multivorum olarak tamimlanmistir. VITEK 2, yag asit analiz ve
16S rDNA gen dizi ¢aligmalar1 sonucunda sirastyla %91, %72,6 ve %98 oranlariyla bu bakteriye
benzedigi bulundu. Bu bakteri kene tiirlerinden de izole edilmistir (Murrell ve ark., 2003).

Xs4 izolati1 VITEK 2, yag asit analizi ve 16S rDNA gen dizi sonuglarina gore Serratia
liquefaciens bakterisine benzemektedir. Bu bakteri su, bitki, bocek, yiyecek gibi farkli ortamlardan
izole edilmistir (Farmer ve ark., 1985). Serratia cinsi igerisinde yer alan tiirler boceklerde oldukga
yaygindir (O’Callaghan ve Jackson, 1993; Martinez vd., 1994; Klein ve Kaya, 1995; Sikorowski ve
Lawrence, 1998; Sezen ve Demirbag, 1999; Jackson vd., 2001; Kuzina vd., 2001; Osborn vd., 2002;
Jeyaprakash vd., 2003).

VITEK 2, yag asit analizi ve 16S rDNA gen dizi ¢aligmalar1 Xs5 izolatin Aeromonas sp.
oldugunu gostermistir. Bazi ¢alismalarda Aeromonas sp. ev sineklerinden de izole edilmistir (Gray
ve ark., 1990; Nayduch ve ark., 2001; Rahuma ve ark., 2005; Gupta ve ark., 2012).

VITEK 2, yag asit analizi ve 16S rDNA gen dizi analizi sonuglar1 Xs6 ve Xs7 izolatlarin
Hafnia alvei oldugunu gostermistir. Prado ve arkadaslar1 (2002) ve Lyapunov ve arkadaslar1 (2008)
H. alvei'min sirastyla hamam bocegi (Periplaneta americana) ve arilar (Apis mellifera
melliferal..)’dan izole edildigini rapor etmislerdir.

Xs8 izolati Acinetobacter sp. olarak tanimlanmistir. Acinetobacter sp., daha Onceki
calismalarda, Oberea linearis (Bahar ve Demirbag, 2007), ve Melolontha melolontha (Sezen ve ark.,
2007a) gibi 6nemli findik zararlilarindan da izole edilmistir. 16S rDNA gen dizi analizi sonuglarina
gore Xs8 izolat1 %100 A. calcoaceticus benzemektedir. Pidiyar ve arkadaglar1 (2004) sivri sinekler
ile Sevim ve arkadaslar1 (2010) sebzelerde zararlara neden olan bozkurtlar {izerine yaptiklar
calismalarda 4. calcoaceticus bulmuslardir. Bu bakteri ¢cogunlukla su ve topraktan izole edilmektedir.
Ayni1 zamanda klinik 6rneklerden de izole edilmistir (Bouvet ve Grimont, 1986).

Xs9 izolat116S rDNA gen dizi analizi sonuglarina Pseudomonas cinsine aittir. Pseudomonas
tiirleri bircok bdcekten izole edilmistir (Erturk ve Demirbag, 2006; Sezen ve ark., 2007a, 2007b;
Bahar ve Demirbag, 2007).

VITEK 2 ve 16S rDNA gen dizi analizi sonuglar1 Xs10 ve Xs13 izolatlarinin %99 oraninda
Pseudomonas fluorescens bakterisine benzemektedir. P. fluorescens bir¢ok ¢alismada bulunmustur

(Sezen ve ark., 2004; Yamoah ve ark., 2008; Sezen ve ark., 2008).
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Xsl1 izolat1 VITEK 2, yag asit analizi ve 16S rDNA gen dizi sonuclarina gore Pantoea
agglomerans bakterisine benzemektedir. Bu bakterilerin koloni rengi sar1 renklidir. D-mannitol, D-
mannoz ve trehalozdan asit iirettigi bulunmustur. Bu bakteri insan ve hayvanlardan da izole edilmistir
(Gavini ve ark., 1989).

VITEK 2 ve 16S rDNA gen dizi analizi sonuglar1 Xs12 izolatinin %99 Serratia marcescens
bakterisine benzedigini gostermistir. S. marcescens birgok bocekden izole edilmistir (Sezen ve
Demirbag, 1999; Bahar ve Demirbag, 2007; Gokce ve ark., 2010). S. marcescens’in daha once
yapilan bir ¢calismada yazict boceklerden Dendroctonus frontalis (Coleoptera: Scolytidae)’i enfekte
ettigi tespit edilmistir (Sikorowski ve Lawrence, 1998). Ayrica bu bakteri Balaninus nucum’dan izole
edilmis ve ayni konak iizerinde {i¢ giin i¢cinde %100 insektisidal etki gosterdigi belirlenmistir (Sezen
ve Demirbag, 1999). Bununla birlikte bu izolatin iilkemiz findik ekim alanlarinda zarar yapan 9 farkli
bocege karsi insektisidal etkileri calisilmig ve bu boceklerden 8’i iizerinde %55 ve {istlinde

insektisidal etkilere sahip oldugu tespit edilmistir (Sezen ve ark., 2001).

4. Sonuclar ve Oneriler

Bu calismada, Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki findik bahgelerinde 6nemli 6lgiide zarar
yapan X. saxesenii boceginden izole edilen bakteriler tanimlanmistir. Calisma sonucunda izole edilen
13 izolatin 11 farkli bakteri tiirline ait oldugu tespit edilmistir. Literatiire bakildiginda, izole edilen
bazi bakterilerin, farkli bocek tiirleri izerinde yiiksek insektisidal etkiye sahip olduklar1 goriilmiistiir.
fleriki galismalarda bu bakteriyel izolatlarin X. saxesenii ve diger bocek zararlilari iizerindeki
viriilanslar1 tespit edilerek, biyolojik miicadele ajani olarak kullanilma potansiyelleri ortaya

koyulacaktir.
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