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OZET

Misir kurdu (Ostrinia nubilalis Hbn. Lepidoptera: Pyralidae) polifag bir zararli olup,
Tiirkiye’de ve tiim diinyada olduk¢a yaygindir. Larvalar1 misirda oldugu gibi dari, kendir ve
serbetci otu gibi bitkilerde de ciddi zararlara neden olabilir ve biber, sorgum, bezelye, soya
fasulyesi, pamuk ve fasulyede de yaralanmalara neden olmaktadir. Bu zararlidaki bakteriyal
flora ¢aligmalari, onemli bir biyolojik miicadele etmeninin gelistirilmesi ve bdcek direncinin
belirlenmesinde olduk¢a dnemlidir. Bu amag¢ dogrultusunda, Ostrinia nubilalis larvalari Dogu
Karadeniz Bolgesi’ndeki c¢esitli tarim alanlarindan toplandi. Bu larvalardan toplam 26 kiiltiire
edilebilir bakteriyal izolat elde edildi ve morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
karakterizasyon sonucunda bu izolatlar Pseudomonas aeruginosa (Onl), Brevundimonas
aurantiaca (On2), Chryseobacterium formosense (On3), Acinetobacter sp. (On4),
Microbacterium thalassium (OnS), Bacillus megaterium (On6), Serratia sp. (On7),
Ochrobactrum sp. (On8), Variovorax paradoxus (On9), Corynebacterium glutamicum
(On10), Serratia sp.(Onl1), Paenibacillus sp.(On12), Microbacterium sp.(Onl3), Alcaligenes
faecalis (Onl4), Microbacterium testaceum (Onl5), Enterococcus sp. (Onl6), Enterococcus
sp. (On17), Leucobacter sp. (Onl8), Paenibacillus sp. (Onl9), Alcaligenes faecalis (On20),
Microbacterium thalassium (On21), Microbacterium sp. (On22), Leucobacter sp. (On23),
Alcaligenes faecalis (On24), Serratia sp. (On25) ve Serratia marcescens (On26) olarak
tanimlandi. Calismada 16 S rRNA analizine gére Onl3, Onl6, Onl9 ve On22 kodlu
izolatlarin yeni tiirler olabilecekleri belirlendi. Onl (Pseudomonas aeruginosa) ve Onl6
(Enterococcus sp.) kodlu izolatlarin 14 giin i¢inde 3. evre O.nubilalis larvalari iizerinde
%100’lik bir o6ldiiriicti etkiye sahip oldugu tespit edildi. Ayrica, farkli zararhilar iizerinde
yliksek oldiiriicii etkiye sahip Bacillus izolatlarindan Xd 3(Bacillus thuringiensis) kodlu izolat
Ostrinia nubilalis lizerinde %80’lik etkiye sahip oldugu belirlendi, oldiiriicii etkiyi gosterdi.
Sonug olarak, Onl and On16 kodlu izolatlarin Ostrinia nubilalis’e kars1 en énemli gelecek

vaat eden bir biyolojik miicadele etmeni olabilecekleri gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Ostrinia nubilalis, Bakteriyal flora, Insektisidal aktivite, Mikrobiyal
miicadele.
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SUMMARY

Investigation of Culturable Bacterial Flora and Microbial Agent of Ostrinia nubilalis

(Lepidoptera: Pyralidae)

Corn borer (Ostrinia nubilalis Hbn. Lepidoptera: Pyralidae) is a polyphage pest and
widespread in all over the world specially in Turkey. Ostrinia nubilalis larvae cause a serious
damage to maize as well as millet, hemp, hop, and it is capable of injuring peppers, sorghum,
cowpea, soy-bean, fruit of beans and cotton. Studying the bacterial flora of the pests are
important for both determining a significant bio-control agent and insect resistance. For this
purpose, Ostrinia nubilalis larvae were collected from various fields of Eastern Black Sea
region of Turkey. Total of 26 different cultured bacteria were isolated from these larvae and
identified as Pseudomonas aeruginosa (Onl), Brevundimonas aurantiaca (On2),
Chryseobacterium formosense (On3), Acinetobacter sp. (On4), Microbacterium thalassium
(OnS), Bacillus megaterium (On6), Serratia sp. (On7), Ochrobactrum sp. (On8), Variovorax
paradoxus (On9), Corynebacterium glutamicum (Onl0), Serratia sp.(Onll), Paenibacillus
sp.(Onl2), Microbacterium sp.(Onl3), Alcaligenes faecalis (Onl4), Microbacterium
testaceum (OnlS5), Enterococcus sp. (Onl6), Enterococcus sp. (Onl7), Leucobacter sp.
(On18), Paenibacillus sp. (Onl19), Alcaligenes faecalis (On20), Microbacterium thalassium
(On21), Microbacterium sp. (On22), Leucobacter sp. (On23), Alcaligenes faecalis (On24),
Serratia sp. (On25), Serratia marcescens (On26). Our results indicate that isolates coded as
Onl13, Onl6, On19 and On22 are probably novel isolates. The highest insecticidal effect was
100% by Onl (Pseudomonas aeruginosa) and Onl6 (Enterococcus sp.) againts the 3™ instar
pest larvae within fourteen days. Also, the highest insecticidal effects of Bacillus isolates
isolated from different pest species was performed on Ostrinia nubilalis. The highest
insecticidal effect was 80% by Xd 3(Bacillus thuringiensis) againts pest larvae within
fourteen days. Consequently, Onl and Onl6 appear to be the most promising bio-control

agents against Ostrinia nubilalis.

Key words: Ostrinia nubilalis, Bacterial flora, Insecticidal activity, Microbial control
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Kiiresel 1sinma ve yerlesim alanlarinin giderek artmasi tarimda kullanilabilecek alani
en aza indirmis, insanoglu bu kisith alandan en yiiksek verimi almak zorunda kalmustir.
Ayrica, insan niifusunun devamli artmasi ile birlikte tarimsal {iretime olan ihtiya¢ da
giderek artmig, c¢aprazlama deneyleri sonucu verimli 1rklarin {retilmesiyle bu
dengelenmeye c¢alisilmistir. Ancak, bu c¢alismalara ragmen tarimsal zararlilardan dolay1
tiretim istenildigi kadar arttirilamamastir.

Dogada birgok bocek tiirii bulunmaktadir. Bu boceklerin bir kismi insan yasami i¢in
zararli iken, bilyiik bir ¢ogunlugunun faydali oldugu bilinmektedir. insanlik icin ¢ok az
bocek tiirii zararli olmasina ragmen, bunlar tarim alanlarinda biiylik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir.

Misir, eski ¢aglardan itibaren insanoglunun yararlandigi bir bitkidir. Gerek insan
gidasi, gerek hayvan yemi ve gerekse endiistri hammaddesi olarak biiylik 6nem
tagimaktadir. Bu nedenle misir yetistiriciligindeki sorunlarin azaltilmas: veya ortadan
kaldirilmasi elzem bir husus olmustur.

Misir bitkisinde iiretimin diismesindeki en ©Onemli nedenlerden birisi zararli
boceklerdir. Gerek musir iirlinli ve gerekse de misir govde ve kok iizerinde birgok tarimsal
zararli yasamaktadir. Bunlar, misir {izerinde ¢esitli derecelerde zararlar meydana getirerek
bliyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de en
onemli misir zararlis1 misir kurdu (Ostrinia nubilalis Hbn., Lep.: Pyralidae)’dur.

Farkli yontemler de kullanilmasina ragmen, tiim diinyada oldugu gibi giiniimiizde
iilkemizde de =zararli bdceklerin miicadelesinde ¢esitli kimyasal insektisitler
kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin insektisitlerin ekolojik dengeyi bozarak dogal ¢evreye
zarar vermesi, hedeflenmis organizmadan bagka yararli bociikler iizerinde oldiiriicti etki
gostermesi, insan neslinin sagligini olumsuz etkilemesi gibi nedenlerle yasaklanmaya
baslanmis ve diger zararlilarda oldugu gibi misir kurduyla miicadelede de alternatif yollar

arastirilmaya baslamistir. Boylece, biyolojik miicadele ¢aligmalar1 hiz kazanmustir.



Biyolojik miicadele, zararli boceklerin dogal diismanlarini onlara karsi kullanmak
olarak tanimlanabilir (Ogurlu, 2000). Dogal diisman terimi, predatorler, parazitler ve
hastalik olusturan mikroorganizmalar1 kapsar (Peter, 1984).

Boceklerle miicadelede mikrobiyal etmenlerin  kullanimi  1800°1d yillarda
funguslarin kullanimiyla baslamistir (Ogurlu, 2000). Ancak, giin gectikce kimyasallarin
canlilar iizerindeki etkilerinin anlasilmaya baslamasiyla, arastirmalar bocekler iizerinde
patojenik etkiye sahip mikroorganizmalarin tespiti ve =zararlilara karst kullanimina
yogunlasmistir.

Biyolojik miicadelede kullanilan etmenler bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar,
protozoonlar ve rekombinant tekniklerle gelistirilen etmenleri kapsamaktadir (Peter, 1984).
Belirtilen gruplara ait etmenler zararli boceklerde hastalik olusturarak bdcek
populasyonunun dengede tutulmasini ve zararlilarin en az seviyeye inmesini
saglamaktadir. Bunlarin biiyiik bir cogunlugu konaga 6zgii oldugu i¢in yalnizca miicadele
yapilmak istenilen organizma iizerinde etkilidir. Bu 06zelligiyle faydali ve predator
bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedeflenmemis organizmalar lizerinde herhangi bir
risk olusturmaz. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol
acmazlar. Bu ozellikleri, gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin
alacagini gostermektedir.

EDWIP (The Ecological Database of the World’s Insect Pathogens) ve VIDIL ( Viral
Diseases of Insect in the Literature Database) verilerine gore 2.285 farklt mikroorganizma
tiirlintin, 9,407 bocek tiirtyle iliskili oldugu belirlenmistir. Toplam 2.285
mikroorganizmanin 1.504Unii protozoonlar, 411’ini funguslar, 168’in viriisler, 146’si
nematodlar, 51°ini bakteriler ve 5’ini de diger organizmalar olusturmaktadir (Braxton vd.,
2003). Bu verilerin sayis1 her gegen giin yeni kesiflerle artmaktadir.

Diinyada misir kurdu ile kimyasallar, feromon tuzaklari, genetigi degistirilmis misir
bitkileri, c¢esitli parazitler ve mikroorganizmalar kullanilarak miicadele edilmeye
calisgilmaktadir. Fakat, yapilan tiim bu calismalar bu bdcegin populasyonunun zarar
seviyesinin altinda tutmak i¢in yeterli olmamig ve zararliyla miicadele halen etkin bir sorun
olmaya devam etmektedir.

Misir kurduna kars1 uygulanacak bir biyolojik miicadele etmeninin hangi donemde
ve nasil verilebilmesi icin oncelikle zararliy1 ¢ok iyi tanimak, biyolojisini ¢ok iyi bilmek
gerekir. Ikinci olarak ise biyolojik miicadelede kullanlacak etmenin tespit edilmesidir.

Boyle bir etmenin tespit edilebilmesi i¢cin mevcut biyolojik etmenlerin test edilmesi ve



zararli bocekte muhtemel hastalik olusturalanbilen yeni bir patojenin arastirilmasi
gerekmektedir.

Bu bilgiler 15181nda; lilkemiz ekonomisinde biiyiik bir yere sahip olan tarimda, misir
triinlerine  zarar veren musir kurdu (Ostrinia nubilalis)’nun, biyolojik miicadelesiyle
uyumlu calisabilecek ve hatta ona alternatif olusturabilecek bir mikrobiyal miicadele
etmeninin tespiti ¢ok biiylik O6nem tasimaktadir. Bu siirecte bu calismada Ostrinia
nubilalis‘e karst mikrobiyal miicadelede kullanilabilmesi amaciyla zararlinin kiiltiire
edilebilir bakteriyal florasinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, izole edilen bakterilerin
zararh tlizerindeki oldiiriicti etkileri test edildi ve saglanan etkiler aynm1 bolgede bulunan
farkli boceklerden izole edilmis oldiiriicii etkileri yiiksek, c¢esitli bakteriyal etmenlerle
kiyaslandi.

Oldiiriicii etkisi yiiksek bdyle bir mikrobiyal etmen, biyolojik miicadele
calismalarinda O. nubilalis’in yaninda ¢esitli tarim arazilerinde zararlara neden olan diger

boceklere karsi da kullanilabilecektir.
1.2. Musir Bitkisi ve Insan Hayatindaki Yeri

Misir (Zea mays L.), Poaceae (bugdaygiller) familyasi i¢inde yer alan, genellikle cok
nemli iklim bolgelerinde yetistirilebilen, tek yillik, 6zellikle doymamais yag asidi igeren bir
tarim bitkisidir (URL-1).

Misir bitkisinin 4 cm capa erisen sert ve dik govdesi, bogumlu ve bu bogumlar
arasinda gdvdenin i¢i bostur. Yapraklari, govde iizerinde almagik dizili, yesil renkli, {stii
paralel cizgiler seklinde damarli, serit bigimli ve uglar sivridir. Bitkinin iki farkli ¢icegi
vardir. Erkek cicekleri bitkinin iist ucunda salkim bagsak bi¢iminde, disi ¢icekleri yaprak
koltugundan ¢ikan ve olgunlastifinda 25 cm uzunluga erisen koganlar iizerinde yer alir.
Disi ¢igeklerin yaz mevsiminde olgunlagmasiyla meydana gelen misir tohumlari (taneleri),
kalin bir sap olan bu koganlar {izerinde diizgiin siralar halinde dizilmistir. Kogan, yapraks1
bir burguyla sikica sariliyken tanelerin arasinda uzayan esmer kahverengi ipliksi uzantilar
(stigmalar) burgunun ucundan ¢ikar. Bunlara da misir piiskiilii ad1 verilir (URL-2).

Mustr, (degisik sekillerde insan hayatinda yer almaktadir; yag, nisasta, tane tiiketimi,
misir gevregi ve slajik yem gibi) gerek insan gidasi olmasi, gerek hayvan yemi olarak
kullanilmas1 ve gerekse endiistri hammaddesi olarak islenmesinden dolay1 biiyiikk 6nem
tasidigindan, yetistiriciligi de biiyiik 6neme sahiptir. Misir tanesinden, yag ve alkol, sap,

yaprak ve sumaklarindan ise kagittan plastige kadar ¢esitli maddeler yapilan énemli bir



bitkidir. Nisasta, yag ve yem sanayinde (slajik yem) istenilen 6zellikleri tagiyan misirin
onemi giin gectik¢e artmaktadir (Ege, 2002; Akdeniz vd., 2004). Ayrica sap ve yapraklari
hayvan yemi ve kii¢iik capta hasir el isleri yapiminda da kullanilir. Yiiz kilogram misirdan
77 kg nisasta, 2 kg seker, 9 kg protein, 5 kg yag ve 7 kg da diger maddeler elde edilebilir
(Kanburoglu ve Ogretir, 1980). Ayrica, biyoyakit iiretiminde kullanildigindan gelecegin
enerjisi hammaddesi olarak diisiiniilmektedir (Tasdan, 2005; Ceviz vd., 2009).

Misir bitkisi, eski ¢aglardan bu yana insanoglunun yararlandigi ve kiiltiire aldigi en
eski tarla bitkilerinden biridir. En ¢ok 3—4 m‘ye kadar boylanabilen tek yillik bu iri tarim
bitkisinin anayurdu Gliney Amerika'dir. Diinyada yayilisi, Amerika’nin kesfinden sonra
olmustur. Oradan denizciler tarafindan Avrupa, Afrika, Cin ile Hindistan'a getirilmis ve
daha sonra tiim diinyada yaygi bicimde yetistirilmeye baslamustir. Ulkemize ise 16.yy’da
Kuzey Afrika, Misir ve Suriye yoluyla geldigi kabul edilmektedir (Babaoglu, 2005). Misir
hibritleri diinyada 60 derece kuzey ve 42 derece giiney enlemleri arasinda yetisebilmekte
olup, ekilis alan1 olarak, diinyada bugday ve c¢eltikten sonra fliciincii sirayr almaktadir
(Tablo 1) (Kirtok, 1998). Tahillar igerisinde giines enerjisini en iyi kullanan ve birim
alandan en fazla kuru madde iireten bir bitkidir (URL-3). Tanesindeki ham yag, yulaftan

sonra en yiiksek deger veren besin maddesidir.

Tablo 1. Diinya hububat iiretimi 2009 y1il1 verileri ( Milyon ton) (IGC Mart 2010)

ULKE ADI BUGDAY ARPA MISIR
AVRUPA (27 ULKE) 138,7 61,7 56,9
CIiN 114,0 2,5 154,0
HINDISTAN 80,6 1,5 18,0
ABD 60,3 5,0 3335
RUSYA 61,7 17,9
KANADA 26,5 9,5 9,6
AVUSTRALYA 21,7 8,0 0,3
TURKIYE 18,0 6,0 3,8
UKRAYNA 20,9 11,8 10,5
ARJANTIN 8,0 1,2 20,5
KAZAKISTAN 16,0 2,6
DUNYA TOPLAMI 675,2 147,9 799,8




1.3. Musir Bitkisinin Diinya ve Tiirkiye Ekonomisindeki Yeri

Misir, tahillar i¢inde {iretim agisindan bugdaydan sonra ikinci sirada yer alir, bunu
celtik takip eder (Tasdan, 2007). Uretim, Latin Amerika ve Afrika'da birinci siraya
cikmaktadir. Ulkemizde ise tahillar grubu icerisinde bugday ve arpadan sonra en genis
ekim alania ve liretime sahiptir. Glinlimiizde de ¢ok sayida kullanim alani olan ve 6nemi
giderek artan musir bitkisi, yliksek verim alinabilen bir tarla bitkisi olarak digerlerinden
farklilik gostermektedir. Bugiin diinyada silaj yapiminda kullanilan en popiiler bitki olan
misir, bu amagla diinyanin bir¢cok bolgesinde de basariyla yetistirilmektedir (Yaylak ve
Algicek, 2003). Ulkemizde musirin iiretim alanlar1 Karadeniz ve Giiney Marmara Bélgeleri
olarak bilinir. Ulkemizin hemen her yerinde yetistirilen musir, yakin zamana kadar yaygin
bir sekilde sadece Karadeniz Bolgesinde yetistirilmekte iken 1980°li yillardan itibaren
Ozellikle Tarim Bakanlig1 tarafindan yiiriitiilen II. {irtin projesiyle giiney bolgelerimizde de
yayginlik kazanmustir. Ulkemizde yetistirilen musir alt tiirleri, tas misir (Zea mays subsp.
indurata), at disi misir (Zea mays subsp. indentata), cin misir (Zea mays subsp. everta),
tath misir (Zea mays subsp. saccharata), unlu misir (Zea mays subsp. amylaceae), mumlu
misir (Zea mays subsp. ceratina), kavuzlu misir (Zea mays subsp. tunicata) ve ¢izgili misir
(Zea mays subsp. japonica)’dir (URL-4).

Karadeniz, Ege, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde sulanabilen alanlarda
basariyla yetistirilen misir bitkisi, Dogu Anadolu ve Marmara Bolgesinin bazi
kesimlerinde de yetisebilmektedir. En ¢ok yetistirildigi bolge Karadeniz Bolgesi’dir (Sekil
1). Ulkemizdeki 2009 yili musirin iiretim miktar1 4,25 milyon ton olarak gerceklesmistir
(TUIK 2009).

Misir liretimi

[ Jo-1e4 I 5001 - 8000
[ 165 - 750 I 5001 - 12000
[ 751 - 1500 I 2001 - 20000
[0 1501 - 2500 [ 20001 - 50000

2 2
[ 2501 - 5000 [ 60001 - 84617 220 110 o 220 k.

Sekil 1. Tiirkiye’deki misir iiretim alanlar



Diinya geneli misir iiretimi son yillarda 2 milyon ton artarak rekor diizey olan 794
milyon tona ulasmstir. Uretim bu sekilde olmasina ragmen, tiiketimi karsilayamamaktadir
(Tablo 2 ve 3) (T.M.O, 2010; A.B.D. Tarim Bakanligi, 2010). Tiirkiye ise 5,2 ile 4,71 olan

diinya verim ortalamasinin {izerindedir ( Boran, 2007).

Tablo 2. Diinya musir iiretim, ticaret, tiiketim ve stok miktarlar1 (Milyon ton) (IGC

Mart 2010)
MISIR 2002-03 | 2003-04 | 2004-05 | 2005-06 | 2006-07 | 2007-08 | 2008-09 | 2009-10
TAHMIN | ONGORU

URETIM 566 628 713 698 709 795 794 800

TICARET | 107 80 76 79 87 101 84 84

TUKETIM | 601 647 686 701 725 775 80 808

STOK 165 105 135 132 117 136 151 142

Tablo 3. Diinya hububat iiretimi ve Tiirkiye nin durumu

ULKELER 2001/2002 2002/2003 | 2003/2004 2004/2005 2005/2006
AB (25) 8,94 9,17 6,61 8,36 8,01
FRANSA 8,57 8,98 7,53 9,14 8,71
ITALYA 9,52 9,49 6,96 9,16 9,33
MEKSIKA 2,62 2,74 2,83 2,92 2,85
ARJANTIN 6 6,33 6,52 7,22 7
ABD 8,67 8,16 8,93 10,06 9,29
KANADA 6,62 7,01 7,8 8,25 8,64
MISIR 8 8,57 8,57 8,5 8,5
TURKIYE 4 42 5 52 52
DUNYA 4,35 4,39 4,43 4,92 4,71

Tirkiye’de misir ekim alanlarinin ve iiretiminin yillara gére degisimi incelendiginde,
1935°te, 175 000 hektarlik bir alanda misir ekimi yapilmasina karsin, bu degerin 1999
yilina gelindiginde sadece Karadeniz Bolgesinde 224,237 hektar alana ulastig
goriilmektedir. Bu alanda da toplam iiretim 584,671 tondur. Bu verilerden de anlagildigi
tizere musir bitkisi {ilkemiz tarim1 ve ekonomisinde 6nemli bir yere sahiptir ( Sahin, 2001).

Insan niifusunun devamli artmasindan dolayi, tarimsal iiretime olan ihtiyac da

giderek artmaktadir. Caprazlama deneyleri sonucu verimli irklarin iretilmesiyle bu



dengelenmeye calisilmaktadir. Fakat, bu ¢alismalara ragmen, tarimsal zararlilardan dolay1
tiretim istenildigi kadar artmamaktadir (Aktas ve Yurdakul, 2005).

Karadeniz Bolgesinde ve iilkemiz genelinde 6nemli yeri olan misir lizerinde verim
azalmasi, kalitenin ve {retimin diismesindeki en o6nemli nedenlerden birisi zararli
boceklerdir. Misir gerek iirlin, gerekse gévde ve kokleri tizerinde bir¢cok tarimsal zararli
bocek yasayan bir bitkidir. Bu zararlilar misir iizerinde ¢esitli zararlar meydana getirerek
biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar. Bu boceklerden en énemlisi, misir kurdu

(Ostrinia nubilalis Hbn., Lep.: Pyralidae)’dur.

1.4. Misir Zararhlari ve Ekonomik Etkileri

Zararli bocekler, orman, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis bitkilerinde,
koruma altina alinmis bolgelerde yetisen bitki tiirleri iizerinde, depolanmis iirlinlerde,
veterinerlik ve tibbi alanlarda biiyiik zararlara yol agarlar (Lacey vd., 2001).

Diinyada misir bitkisinde az veya ¢ok zarara neden olan 400’den fazla zararl tiirii
bulunmaktadir. Bitkinin farkli gelisme donemlerinde goriilen misir zararlilar1 5 grupta
incelenebilir.

Fidede beslenen zararlilar: Bu zararhilar bitkinin ilk 5 haftalik doneminde fide ve
koklerle beslenerek bitki sikligini ve sagligini bozarlar.

Yaprak ve yaprak helozonunda beslenen zararlilar: Bitkinin sapa kalkma déneminde
yaprak helozonunda beslenerek bitkiye zarar verirler.

Tepe ve kocan piskiiliinde beslenen zararlilar: Kocan piiskiiliniin ~ tamamin
keserek bitkiye zarar verirler.

Kocanda beslenen zararlilar: Taneleri yiyerek beslenen zararlilardir.

Sapta beslenen zararlilar: Bu grup ise bitki sapina zarar yapar ve kogan kaybina
neden olurlar.

Bugiine kadar iiriin kaybina neden olan tespit edilmis 6nemli 22 adet misir zararlisi

mevcuttur. Bu zararlilar Tablo 4’te gosterilmektedir.



Tablo 4. Tespit edilmis misir zararlilar1 ve ait olduklar1 gruplar

Masir zararhilarimin

Tiirkce adi Latince adx

1. Cizgili yaprak kurdu Spodoptera exigua Hbn.

2. Yaprak kurdu Pseudaletia unipuncta Haworth

3. Boz kurt Agrotis ipsilon Hufnagel

4. Misir sap kesici kurdu Sesamia nonagrioides Lef.

5. Misir yaprak biti Rhopalosiphum maidis Fitch

6. Bat1 misir kok kurdu Diabrotica virgifera

7. Kuzey misir kok kurdu Diabrotica barberi Smith & Lawrence
8. Giliney musir kok kurdu Diabrotica undecimpunctata howardi Barber
9. Tel kurdu Agriotes spp.

10. Misir yaprak piresi Chaetocnema pulicaria Melsheimer
11. Misir yaprak galeri kurdu Agromyza parvicornis Loew

12. Misir yuvarlak kurdu Heliothis zea

13. Japon bocegi Popillia japonica Newman

14. Piknik bocekleri Carpophilus spp.

15. Tahtakurusu Blissus leucopterus

16. Iki benekli 6riimcek kenesi Tetranychus urticae

17. Misir biti Sitophilus zeamaise

18. Cayir ¢ekirgesi meadow grasshopper

19. Kirmizi bacakli ¢ekirge Melanoplus fermur-rubrum

20. Defransiyel ¢ekirge Melanoplus differentialis

21. Adi sap kurdu Papaipema nebris

22. Misir kurdu Ostrinia nubilalis Hbn.

1.4.1. Spodoptera (Laphygma , Caradrina ) exiqua Hb. (Lep. Noctuidae)

Gruplar halinde yasayan gen¢ larvalar, bulunduklar1 yaprak ve tomurcuklarin
epidermisini yiyerek zarar olustururlar. Larvalar gelistik¢e yaprak damar aralarini yiyerek
yalniz yaprak damarlarini birakirlar. Daha ileriki donemlerde ise yapragin tamamini yiyip
bitirirler. Boylanan bitkilerde ise toprak iizerinde bulunan yan koklerle de beslenirler.

Zarar derecesi bitkinin durumuna ve zararli yogunluguna bagl olarak biiylik farkliliklar



gosterir. Bazi durumlarda %100'e yakin zarar yapabilmektedir. Bu zararli iilkemizde

hemen hemen her yerde goriilmektedir (URL-5).

1.4.2. Pseudaletia (Mythimna) unipuncta, Acantholeucania (Mythimna) lorey

Esas zarar1 yapan larvalar, genellikle misirin tepe piiskiiliinden 6nceki donemlerde
merkezi ve taze yapraklarla beslenirler. Bitkinin tepe ve kogan piiskiilii ile siit olum
donemlerinde de zarar yaparlar. Zarar sekli yapraklarin kenarlarindan i¢ce dogru yenmesi
ile karakteristiktir. Yogun bulagmalarda larvalar, yaprak ayasin1 tamamen yiyerek sadece

ana damarin kalmasina neden olurlar (URL-6).

1.4.3. Agrotis ipsilon (Hufn.) ve Agrotis segetum (Schiff.) (Lep.: Noctuidae)

Larvalar genellikle gen¢ musir bitkilerinin kokbogazini toprak yiizeyine yakin
bolimiinden keserek zararli olurlar. Bitkinin toprak iisti organinda az da olsa
beslenebilmekte, hatta bitkilerin ileri donemlerinde de bazen zarar yapabilmektedir.
Bozkurt larvalart yogun olduklar: tarlalarda 6nemli 6lgiide zarara neden olabilirler. Bazen
bu durum tarlanin yeniden ekilmesini gerektirebilir. Her iki tiir de polifag olup,

yurdumuzun hemen hemen her yerinde goriilmektedir (URL-7).

1.4.4. Sesamia nonagrioides (Lef.), Sesamia cretica (Led.), (Lep.: Noctuidae)

Larvalar musir bitkilerinin yapraklarinda, saplarinda ve kocganlarinda zarar
olustururlar. Misir bitkilerinin gen¢ donemlerinde zararli bulagmalar1 olursa, gévde icinde
beslenen larvalar, ileride gelisme konisinden ¢ikacak yapraklari da zarara ugratirlar. Bu
gibi misir bitkilerinde gelisme konisinden yeni ¢ikan yapraklarda birbirine simetrik yenik
deliklerini gérmek miimkiindiir. Bu zarar sekli, bu zararli i¢in ¢ok tipik olup, diger
zararhlarin zarar seklinden kolaylikla ayrilabilir. Yaprak kininin i¢ yiizeyinde yaklagik 48
saatlik beslenmesini tamamlayan larvalar bulunduklar1 ortam iizerinden gévdeye gegerler.
Sap i¢ine giren larvalar buralarda galeriler agmak suretiyle beslenmelerine devam ederler.
Cikarmis olduklar1 digki maddelerini de giris deliklerinden disar1 atarlar. Kocanlar1 saran
yapraklarin kinlarinin i¢ yiizline konan yumurtalardan ¢ikan larvalar, buradaki kisa
beslenmelerini tamamlayarak kocan icine girerler. Burada ise siit olusumundaki taneleri
yiyerek beslenirler. Bu beslenmeleri esnasinda aynen sapta oldugu gibi galeriler acarlar.

Cikardiklar1 diski1 maddeleriyle de bakteri faaliyetini artirarak kocan ig¢indeki tanelerin
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tiimiiniin zarar gormesine sebep olurlar. Bu zararlinin iilkemizde Ege, Marmara,
Karadeniz, Gilineydogu ve Giliney Anadolu Bdolgelerinde bulundugu saptanmistir (URL-8),

Dogu Karadeniz Bolgesinde ise yayilis1 azdir.
1.4.5. Rhopalosiphum maidis (Fitch)

Yaprak bitlerinin ergin ve nimfleri hububatin yaprak, basak, kocan ve erkek
organlarinda bitki 6zsuyunu emmek suretiyle zarar yaparlar. Emgi sonucunda bitki
zayiflar, gelisme durur, tanenin olgunlasmasi engellenir, tane burusur ve kurur.
Beslenmeleri esnasinda salgiladiklar1 zehirli maddeler yiiziinden bitkilerde anormal
biiyiimeler ve sekil bozukluklarina neden olarak normal gelismeyi engellerler. Genel
olarak sekil bozuklugu, yapraklarin kivrilmasi ile kendini gosterir. Viriis tasidiklari i¢in bir

cok bitki viriis hastaliginin diger bitkilere bulagsmasina neden olurlar (URL-9).

1.4.6. Diabrotica virgifera, Diabrotica barberi (Smith & Lawrence), Diabrotica

undecimpunctata howardi (Barber)

Misirdaki ¢ogu zarar, larvalarin beslenmelerinden kaynaklanir. Yumurtadan yeni
cikan kok kurtlar1 toprakta misir koklerini bulur, baslangicta ince kok tiiyleri ve yuva
tizerindeki musir bitkisinin kok ip uglartyla beslenmeye baslar. Birincil larvalar biiyiimek
icin biiylik kok igine tiinel acar ve uzun zaman bunlarla beslenir. Yaralanan kokleri
patojenlerin bozmasiyla koklerde kok ¢iirtikliigline neden olur. Sap tabanini budar ve ciddi
kok yaralanmalarima neden olur. Kdoklerin yetenegi kaybolur, bitki i¢ine su ve besin
taginmast engellenir, bitki biiyiimesi azalir ve azalan tahil iiretimi ile sonuglanir. Siddetli
kok yaralanmasi da misir bitkilerinin lokal olarak, hasatin daha zor hale gelmesine neden

olabilir. (URL-10).
1.4.7. Agriotes spp., (Col: Elateridae)

Erginler bitki yapraklarinda beslenirlerse de 6nemli zararlar1 goriilmez. Larvalar
bitkilerin toprak alti organlarmna saldirir. Ince olan musir kdklerini koparirlar, kalin kékler
ve topraga yakin ana govde icinde galeriler acarak beslenirler. Bu sekilde zarar goéren
bitkiler kolayca kurur. Yogun bulunduklar1 yerlerde zararlar1 ¢ok fazla olup, bazi misir
tarlalarinda bu zarar %80'e kadar yiikselir. Olgun larvalar daha agir zarara yol acgarlar.

Yurdumuzun tiim misir bolgelerinde az da olsa rastlanabilmektedir (URL-11).
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1.4.8. Agromyza parvicornis (Loew)

Misir yapraklar tizerinde bitki 6z suyunu emerek zarara neden olurlar. Larvalari
galeriler seklinde misir yaprak yiizeyini bozarlar. Bu esnada bakteri ve fungus bulastirarak

misirin hastalanmasina neden olurlar (URL-26).
1.4.9. Agromyza parvicornis (Loew) (Insecta: Diptera: Agromyzidae)

Bu zararli ¢ok az 6neme sahip, hi¢ hasar vermiyor gibi goziikse de Florida’da
bdcegin kalabalik populasyonuyla biiyiik ekonomik kayiplara neden olmustur (Nuessly et
al. 2006). Meksika misir yetistiricileri 2003 yilinda hasere i¢in %50 kayip bildirdi.
(Sutherland 2005). Alt yapraklara saldirarak yaprak minerallerini biiylik oranda tiiketir.
Delikler agarak yumurta birakir, fakat bu bitki iizerinde fazla bir zarar olusturmazlar

(URL-12).
1.4.10. Helicoverpa zea (Boddie, 1850)

Misirt da igine alan bir¢ok bitki konak dizilimi i¢indedir. Bu zararli birgok kimyasal
ilaca direnglidir. Giinlimiizde biyolojik miicadelesinde Bacillus thuringiensis ve

nematodlar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (URL-13).
1.4.11. Popillia japonica (Newman, 1841)

Larva asamasinda bitkinin koklerini yedigi gibi bu asamada Paenibacillus bakteri
grubunun neden oldugu siitlii spor hastalifinin bitkiye tasinmasina neden olur. ABD’de
biyolojik miicadelesi gelistirilmis ve ticari olarak ¢im alanlarma toz halinde

uygulanmaktadir (URL-14).
1.4.12. Carpophilus spp.

Ulkemizde eksilik bocekleri olarak bilinen bu bocekler yas ve kuru meyvelerde,
bahce ve depo doneminde zarar yaparlar. Yas meyvelerde agtiklar1 yaralara mantar sporlari
bulastirarak eksime, akma ve bozulmaya neden olurlar. Ayrica, aflatoksine neden olan

Aspergillus flavus fungusunun da tasiyicisidir (URL-15).
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1.4.13. Blissus leucopterus (Say, 1832)

Cim ailesine ait yabani bitkilerle beslendigi gibi bugday, ¢avdar, arpa, yulaf ve
Ozellikle misir gibi kiiltiir bitkileri lizerinde de etkilidir. Onlar biiyiiyen bitkilerin 6zsuyunu
emerler. Bitkiler ne zaman olgunlasir ya da kuru hale gelirse, diger biiyliyen bitkilere

beslenmek i¢in seyahat ederler (URL-16).

1.4.14. Tetranychus urticae, T. cinnabannus, T. atlanticus

Kirmizi oOriimcekler olarak bilinen bu =zararlilar, bitkilerin 6zsuyunu emerek
beslenirler. Bitki 6zsuyu emilen yaprak sararir, kivrilir, dokiiliir. Verim % 40-60 oraninda
diiser ve iirlin kalitesiz olur. Cesitli viriis hastaliklarinin yayilmasina neden olurlar (URL-

17).

1.4.16. Papaipema nebris (Guenee)

Bu bocekler misir gibi iirlinlerin saplart igine tlineller ve kiigiik galeriler acarlar.
Kiiciik bash tahillar bu zararliya zamanindan 6nce teslim olurken, misir bitkileri ise daha
direnglidir. Cilinkii, katlanmis yapraklara sahip oldugu igin iizerinde diizensiz deliklere
neden olur. Ayrica, gévdede agtigir delikler ile diger musir zararlilarina benzemektedir.

(URL-18).

1.4.16. Sitophilus zeameis (Metsch)

Bir depo zararlisidir. Depolanmis kuru misir tanelerini yer. Ayrica, lekelenmelere
neden olur. Morfolojik olarak piring bitine ¢ok benzer. Kin kanatlar {izerinde bulunan 4
kirmizimtirak sar1 leke piring bitinden daha kesin sinirlhidir. Protoraks iizerindeki lekeler
daha derindir. Antenlerin ikinci halkasi ti¢linciiniin iki mislidir. Pirin¢ bitinde ise bu halka

ticiinciiden biraz uzundur, bu yoniiyle onlardan ayirt edilir (URL-19).

1.4.17. Caelifera (Ander, 1939)

Kiimeler halinde birakilan yumurtalardan ilk yagmurlardan hemen sonra c¢ikan
kanatsiz c¢ekirge yavrular1 biiyiik topluluklar halinde bitkilere saldirirlar. Yavrular
erginlesip kanatlaninca gogiin hizi daha da artar. Karabulut gibi gé¢ eden ¢ekirge siiriisti

indigi yerdeki bitkileri kisa siirede yiyip bitirir. Sicak mevsimin sonunda disiler
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bulunduklar1 yerde yumurtlar, daha sonra erginler kalabalik topluluklar halinde 6liir ve bu

defa da cesetleri hastaliklara yol agar (URL-20).
1.4.18. Ostrinia nubilalis (Hbn.), (Lep.: Pyralidae)

Larvalar kok boliimii disinda tiim organlarinda zarar yapmaktadir. Misirlarda ilk
zarar, ilk donem larvalarin birbiri iizerine sarmal yapraklari1 delip igeri girmesiyle baslar.
Sonra gdvde, kocan ve erkek organda delik ve galeriler agar. Misir kurdunun gévdeye
girisi genelde kocanin iistiindeki bogumlardan olur (Misir kogan kurdunda ise bu koganin
altindaki bogumlardan gerceklesmektedir). Acilan galeriler ve beslenme nedeniyle bitkinin
zayiflamasina, govde ve koganin kirilmasina ve bunun sonucu olarak ta {iriin azalmasina
neden olur. Ayrica, kogandaki deliklerden kocan igine giren funguslar, rettikleri

mikotoksinler nedeniyle insan ve hayvan sagligi i¢in tehlike olusturmaktadirlar (URL-23).
1.5. Musir Kurdu (Ostrinia nubilalis (Hbn.), Lep.: Pyralidae)
1.5.1. Tanimi ve Yasayisi
1.5.1.1. Ergin

Kelebegin yasam siiresi 1- 2 haftadir. Kelebekler krem sari-renkte olup, disinin basi
krem-sar1, erkegin kahverengimsidir. Antenler iki cinsiyette de ayni olup, kil gibidir.
Diside toraks tizeri soluk sar1 veya deve tiiyii renginde uzun tiiylerle kaplidir. Disi ve erkek
bireyde kanat renkleri birbirinden oldukg¢a farkli olup, bu cinsiyet ayriminda énemli bir
kriterdir. Diside 6n kanatlar krem-saris1 renkte, {izerinde altin saris1 renginde 3 adet enine
zigzagl ¢izgi ve 2 nokta bulunmuktadir. Arka kanatlar1 ise saman saris1 renginde, enine 2
acik sar1 ¢izgi bulunur. On ve arka kanat uglar1 tamamen sar tiiylerle kaplidir. Erkekte ise
on kanatlar koyu siitlii kahverengi olup, kanatlarin u¢ kisminda daha koyu kahverengi
zigzag bir bant, onun yaninda ag¢ik krem zigzag bir bant ve bundan sonrasi da toraksa kadar
acik ve koyu kahverengi dalgali bir sekildedir. Kanatlarin orta kisminda 6n kenara yakin
acik renk birer leke bulunur. Arka kanatlarda da yine kanat ucundaki koyu bant devam
eder. Arka kanatlar toraksa dogru grimsi lekelidir. Kelebeklerin kanat agiklig1 yaklasik 22-
30 mm’ dir (Sekil 2a).
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Sekil 2. Ostrinia nubilalis 'in biyolojisi a) Ergin, b) Larva, ¢) Yumurta, d)Pupa
1.5.1.2. Yumurta

Kiime halinde birakilan yumurtalar genellikle yaprak alt yiiziine yapistirilir ve iistten
bakildiginda balik puluna benzerdir. Baslangigcta parlak beyaz olan yumurtalar sonra
sarims1 krem rengini alir ( Sekil 2c¢).

Genellikle nisan basinda ¢ikan kelebekler yumurtalarini ¢ogunlukla yapraklarin alt
yiiziine kiimeler bigiminde koymaktadir (Sekil 2¢). Bir yumurta kiimesinde genellikle 25
dolayinda yumurta vardir. Yumurta kulugka stiresi sicaklikla yakindan ilgili olup, 3-6 giin
dolayindadir. Bir disi genellikle 200 dolayinda yumurta koymaktadir. Larva gelisme siiresi
yaklasik olarak 30-35 giin dolayindadir. Olgun duruma gelen larvalar g¢ogunlukla
bulunduklart sap i¢inde pupa olurlar. Pupa siiresi sicaklikla ilgili olarak, genellikle 8-10

giin dolayinda degigsmektedir (URL-24).

Ostrinia nubilalis’in yumurta birakma Oncesi periyod 2-3 giin, yumurtlama periyodu
7 -10 giin, her bir kelebegin yumurtlamasi gecede yaklasik 2 yumurta yigini, bir yumurta
yigminda yaklasik 23 yumurta, birdisi yaklasik 400 adet yumurtlar, Larvalarin yumurtadan

¢ikma stiresi 3-7 giindiir.
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1.5.1.3. Larva

Yumurtadan yeni ¢ikmis larva soluk krem renginde olup, bas siyah renklidir. Ileriki
donemde larva rengi soluk kirmizi veya pembe olup, her bir segment {izerinde 6nde 4
arkada 2'ser adet koyu kahverengi nokta bulunur ve birka¢ tane koyu kahverengi veya
pembe ¢izgi viicut boyunca uzanir. Olgun larva boyu ortalama 24 mm civarindadir (Sekil

2b). Larva yasam siiresince 5 evre gegirir. Larvalarin hayatta kalma orant %10-20’dir.
1.5.1.4. Pupa

Pupa kizil kahve renginde 12-15 mm boyundadir. Yurdumuzda bdlgelere gore
degismekle birlikte dol sayis1 2-4 “tiir. Kis1 genellikle olgun larva durumunda tarlada kalan
veya hasat edilen saplar i¢cinde gecirmektedir. Kislayan larvalar genellikle ilkbahar
sonlarina dogru bulunduklari yerde pupa olurlar (Sekil 2d).

Ostrinia nubilalis uygun mevsim 1sisin1 buldugu zaman 3 hayat evresini

tamamlayabilmektedir (Sekil 3).

Kasim-nisan  mayls haziran temmuz  adustos eylil ekirm

Sekil 3. Ostrinia nubilalis’in hayat evresi
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1.5.2. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayihs

Misir kurdu diinyada 1920°den itibaren 6nemli bir misir zararlis1 olmustur. Larvalar,
misir bitkisinin kok boliimii disindaki tiim organlarina bulagsmakta ve zarar yapmaktadir.
Misirlarda ilk zarar geng larvalarin birbiri iizerine sarili ug¢ yapraklar1 delip, igeri
girmesiyle baslar (Sekil 4). Sonra govde, kocan ve erkek organda galeriler agarlar. Agilan
galeriler ve beslenme nedeniyle bitkinin zayiflamasina, gévde ve kocanin kirilmasina ve
bunun sonucu olarak da iirlin azalmasina neden olurlar. Ayrica, koganlardaki bulagsmalarla
randiman diismesi ortaya ¢ikmakta ve galerilerde meydana gelen fungal hastaliklar yeni
sorunlar yaratabilmektedir. Misir kurdu iilkemizin Karadeniz, Marmara, Ege ve Giiney

Anadolu Bolgelerimizde yaygin durumdadir (Goziiagik, 2005).

Sekil 4. Ostrinia nubilalis’in zarar sekilleri (URL-22 ve URL-25).
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Misir kurdu, basta misir olmak {izere 200'den fazla bitki tiirline zarar veren polinator
(polifag) bir zararlidir. Bunlar arasinda biber, patlican, fasiilye, patates, bugday, kenevir,

aygcicegi, krizantem, yildiz¢icegi ve bazi odunumsu bitkiler bulunmaktadir.

1.6. Ostrinia nubilalis ile Miicadele Yontemleri

Tarimsal iiretimde bitki koruma alaninda kullanilan teknikler insan ve ¢evre sagligi
acisindan 6zel bir 6neme sahiptir. Genel olarak bitki hastalik ve zararlilariyla, zamaninda
ve dogru miicadele yapilmadiginda, {iiriin kaybinin %30-35 civarinda oldugu kabul
edilmektedir. Bu kaybi oOnlemek amaciyla en fazla kullanilan ydntem, kimyasal
miicadeledir. Ancak, bilingsizce pestisit uygulandiginda, tarim ilaglar1 sadece zararlilar
degil, bunlar1 baski altinda tutan faydali bocekleri de dogrudan ve dolayli olarak
etkilemektedir. Boylece, dogal denge bozulmakta, tiir ¢esitliligi azalmakta, daha 6nceden
problem olmayan potansiyel zararlilar sorun olmakta ve bu zararlilara kars1 ek ilagclama
yapma zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. Bir ekosistemdeki zararlilar1 tamamen yok etmek
yerine ekonomik zarar esiginin altinda tutma prensibine dayanan “entegre miicadele”
bugiin Tiirkiye’de misir zararhilarina karsi basariyla kullanilabilir sekilde gelistirilmistir.
Ancak, maalesef bircok misir iireticisi bu ydntemi uygulayamamaktadir. Yukarida
belirtildigi gibi Tiirkiye’de misirda 20 civarinda zararl tiir saptanmistir. Bunlardan ancak
iki tanesi, misir kurdu ve misir kogan kurdu ana zararli durumundadir. Bunlarin
disindakiler ise potansiyel zararlilardir. Ayni anda bir taraftan ana zararlilar1 baski altina
alan, diger taraftan da potansiyel zararlilarin ana zararli durumuna ge¢mesini engelleyen
tek yontem ‘“‘entegre miicadele”dir. Misirda goriilen hastalik, zararli ve yabanci otlarla
miicadelede, entegre miicadele prensiplerine uyulmasi siirdiiriilebilir bir tarim yaklagimi
acisindan mutlaka gereklidir. Misir tarlalarinda uygulanacak entegre miicadele
programlarinda, tarlada mevcut biitiin hastalik, zararli ve yabanci otlarin miicadelesi
birlikte diigiiniilmeli ve miicadelenin yonetimi, ana zararlilarin miicadelesi esas alinarak
yapilmalidir. Tarlada bulunan diger hastalik, zararli ve yabanci otlarin miicadelesi ise
bunlara entegre edilmelidir. Entegre miicadele programinda, zararlilara karsi belirlenen
tim miicadele yontemleri birlikte degerlendirilmeli, Oncelikle bitkinin saglikli
yetistirilmesi i¢in kiiltiirel 6nlemler alinmalidir. Bdylece, bitkinin zararli ve hastaliklara
karst dayanikliligmin arttirilmasi saglanmis olacaktir. Kiiltiirel onlemlerin alinmasina
ragmen, misir tarlasina zararli, hastalik ve yabanci ot bulasmasi halinde, insan ve gevreye

en az olumsuz etkisi olan miicadele yontemlerine dncelik verilmelidir. Bunlar, mekanik
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miicadele ve biyolojik miicadele yontemleridir. Bu yontemlerin uygulanmasia ragmen,
zararli ve hastaliklarin artis1 engellenemiyorsa, iirlin kayb1 meydana gelmeden 6nce son
care olarak kimyasal miicadeleye bagvurulmalidir. Kimyasal miicadele zorunlu ise ¢evre
dostu, insan saglhigina ve dogal diismanlara olumsuz etkisi en az olan spesifik ilaglar
kullanilmali, etkili en diisiik dozda ve en uygun zamanda uygulanmalidir.

Misir kurdu, misir 45 cm boyuna ulasincaya kadar ilk dol gozlenmez. Ciinkii, misir
bu zaman araliginda DIMBOA adi verilen sekonder metabolit olan ve bdcegin
beslenmesini engelleyen bir kimyasal madde salgilar. Bu misirin bocege karst dogal
savunma mekanizmasidir. Fakat gelisimi devam eden misir bocegin istilasindan
kurtulamaz. Misirt zararlidan kurtarma yolu ise c¢esitli miicadele yontemlerinden
gecmektedir.

Insanoglu  yaradilisndan  beri tarimla ugrasmaktadir. Tarim {iriinlerinin
azalmasindaki en onemli sebep ise bitkilere zarar veren bocek populasyonlaridir. Bu
boceklerin zarar seviyelerini en alt seviyede tutmak icin yapilan ¢alismalara zararlilarla
miicadele yontemleri olarak adlandirilmaktadir. Tarimda ¢esitli zirai miicadele yontemleri

vardir.
1.6.1. Kiiltiirel Miicadele

Toprak bakimi, islenmesi ve giibrelenmesi, yabanci ot ve atiklarin temizlenmesi ve

bitki ndbetlesmesi gibi toprakla ilgili yapilmasi gereken seylerdir.
1.6.2. Dogal Miicadele

Insanlarin her hangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bocek populasyonlarinin

kontrol altinda tutulmasidir.
1.6.3. Yasal Miicadele

Yasal yollardan yararlanilarak zararlilarin yayilmalarint 6nlemektir. Karantina,

ambargo, muayene veya sertifika uygulamak bunlarin baginda gelmektedir.
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1.6.4. Mekanik Miicadele

Bocekleri ¢esitli yontemlerle toplama iglemidir. Isik tuzaklariyla pusuya diisiirmek,
yem tuzaklar1 kullanmak, feromon tuzaklar1 kullanmak gibi. Misir kurdunun feromonu
“Feromon-Osnub’” Uriin Koduyla bilinir. Zararh i¢in uygun tuzaklar ise delta tuzak,
funnel tuzak ve wing tuzak tipleridir.

Mekaniksel miicadele hasat zamaninda baglayip mayis ayma dek yapilabilir. Cilinkii
larvalar kis1 tarlada kalan sap artiklar1 veya hasat edilen saplar icinde gecirir. Kelebek
cikis1 baglamadan, nisan ve mayis ayindan once tarlada kalan saplar toplanip, yakilmali
veya derin siirlim yapilarak topraga gémiilmelidir. Ayrica, hasat edilen saplar kis aylarinda
hayvanlara yedirilmelidir. Kiiltiirel miicadelenin daha ucuz ve kolay olmas1 ayn1 zamanda
dogal dengeyi bozmamasi bakimindan her zaman kimyasal miicadeleye tercih edilmelidir.

Ayrica, 2. liriin erken ekilmelidir (URL-27).
1.6.5. Fiziksel Miicadele

Sicak ve nemden yararlanilarak boceklerin 6ldiirilmesi, elektrik veya radyo aktivite

kullanarak boceklerin kisirlagtirilmasini igeren miicadele yontemleridir.
1.6.6. Kimyasal Miicadele

Cesitli kimyasal toz veya sulu halde kullanilmasi suretiyle yapilan miicadeledir.
Ulkemizde ¢ok yaygi bir sekilde kullanilmasina ragmen, gelismis iilkeler bu ydntemi terk
etmektedir.

Ulkemizde Ostrinia nubilalis‘e kars1 kullanilan bazi kimyasal maddeler sunlardir:
Decis, Carbaryl % 5, Carbary % 50, Carbaryl % 85, Profenofos 500 g/1, Cypermethrin,
250 g/1, Thiodicarb % 80, Cyfluthrin 50 g/1, Lambda-Cyhalothrin 50 g/1,
Methomyl+Diflubenzuron 270+40 g/1, Methomyl % 90, Tralomethri 36 g/1, Chlorpyrifos-
ethyl 480 g/1, Triazophos 420 g/1 ,Alphacypermethrin 100 g/1, Zetacypermethrin 100 g/1,
Carbofuran % 5.



20

1.6.6.1. Kimyasallarin Cevreye Olan Etkileri

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de zararli boceklerin miicadelesinde cesitli
kimyasal insektisitler kullanilmaktadir. Fakat, kullanilan bu insektisitler dogal ¢evre ve
hedeflenmemis organizmalar {izerinde olumsuz etkilere sahiptir (Ecevit, 1988; Unal,
1998). Ozellikle 1950’lerden sonra insektisitlerin olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikarilmast,
zararli boceklerin miicadelesinde yapilan calismalarin daha etkili ve giivenli miicadele
etmenler bulmaya yonlendirmistir.

Zararli boceklerle miicadelede 1800’li yillarin ortalarina kadar, zararlilarin
toplanmasi veya yikanmasi seklinde miicadele ediliyordu. Bu tarihten sonra 6nce kiikiirt ve
arsenik, daha sonralar1 ise kursun asetat, cryolite ve borik asit gibi ¢ok az kimyasal madde
boceklere karst kullanildi. Dikloro-difenil-trikloroetan (DDT)’nin 1938-1940 yillarinda
insektisit 6zelliginin kesfedilmesinden sonra kimyasal miicadelede yeni bir ¢ag acildi. Bu
bulus o dénem icin ¢ok énemli oldugundan kesiflerinden dolay1 Nobel Odiilii kazandu.

Diinya Saghk Orgiitine (WHO) gore insektisitlere dayaniklilik, “normal bir
populasyondaki bireylerin ¢ogunu 6ldiirdiigii tespit edilen zehirli bir maddenin bir dozuna
kars1, aym tiirtin diger bir populasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin
geligsmesi” olarak tarif edilmektedir. Bagka bir tanima gore ise dayaniklilik, “ bir arthropod
tiiriiniin bir irkinin, ayni tiiriin duyarli populasyonunda saptanmis olan LD,oo degerinin iki
kat1 olan ila¢ dozundan etkilenmemesi” olarak ac¢iklanmaktadir.

Zararh boceklerle ilgili toksisite denemelerinde her zararlinin kendine has bir doz
oliim egrisi vardir. Kullanilan ilag dozu arttiginda 6liim orani da artar. iste bu durumda
eger doz arttiginda dliimdeki artis oran1 yavas yavas azaliyorsa, o canliya karsi kullanilan
toksik maddeye kars1 bir mukavemet baglamis demektir.

Arthropodlarin insektisitlere karsi dayamikliligi ilk olarak 1908 yilinda San Jose
kabuklu biti (Quadraspidiotus perniciosus)’nde goézlenmis ve her gecen yil bu sayi
artmistir. DDT nin piyasaya siiriilmesiyle dayanikli populasyonlarin goériilme orani birden
bire ve belirgin bir sekilde artis gostermistir. Daha sonraki yillarda (1984 yilinda) yapilan
caligmalara gore 447 bocek tiiriinlin insektisitlere karst dayanikli oldugu belirlendi. Bu
saymin her gegen yil arttig1 ve giliniimiizde 1000 tiirtin {izerinde oldugu diistiniilmektedir.
Bu tiirlerin basta Diptera ve Coleoptera olmak iizere arthropodlarin 14 farkli takimina ait

oldugu bilinmektedir.



21

Insektisitlere dayaniklik sonucu, doz arttirimina gidilmekte ve uygulamalar
arasindaki siire kisaltilmaktadir. Bu ¢abalar da sonugsuz kaldiginda daha etkili ve zehirli
bir insektisit kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun maddi bedeli 6l¢giilemeyecek kadar
cok olmaktadir. Ornegin, Nikaragua’da pamuk tarimi 1950°li yillarda basar1 kazanmis ve
1965 yilinda iist noktaya ulasmistir. Ancak, bu basarida takip eden 5 yilda yanlis insektisit
kullanim1 sonucu %16’ya yakin azalma olmustur. Hizla gelisen mukavemet sonucunda
Heliothis zea ve Spodoptera sunia populasyonunda patlama gergeklesmis ve miicadele
imkansiz hale gelmistir. Ayrica, sekonder zararli konumdaki birgok tiir 6nemli zararlara
yol agmistir. Sonu¢ olarak, uygulama dozu 2 katina ¢ikarilmis, bazen bir uygulama
sirasinda 5 farkli insektisitin birden kullanildigi olmustur. Bu da iiretim maliyetlerini ¢ok
arttirmigtir. Benzer durum, Meksika’daki pamuk tarlalarinda gerceklesmistir. Yiiksek
dozlarda ve daha zehirli insektisit kullanimi1 sonucu insan zehirlenmelerinde biiyiik artis
olmus ve pamuk tarlalarindan siiriiklenen ilaglarin komsu turuncgil bahgelerindeki
zararlhilarin biyolojik miicadelesine ters etkisi sonucu, turunggillere daha yogun pestisit
uygulanmasi yapilmistir. Sonug olarak, ¢ok fazla uygulamanin getirdigi maliyet ve tirlin
kayb1 sonucu 1970’lerde pamuk iiretimi bitme noktasina gelmistir.

Asir dozda ilag kullanimi zararli iizerine etkili olmaktan daha ¢ok, ¢evre kirliligi ve
diger yan etkileri ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica, insektisitlere dayaniklili§in sonucu olarak
sosyal harcamalarda da artis goriilmiistiir. Ornegin, vektdr boceklere karsi uygulamalarim
yetersiz kalmasi sonucu, diinyanin birgok bolgesinde malarya salginlari ortaya ¢ikmaistir.

Zararhlarla miicadele i¢in uygulanan kimyasallar, hedef zararli bécegin haricinde
diger canlilar1 da olumsuz yonde etkilemektedir. Kimyasallarin yogun bir sekilde
kullanilmast zaman iginde zararli boceklerde insektisitlere karst dayaniklilik
mekanizmasinin gelismesine neden olmaktadir. Gergeklesen bu dayaniklilik mekanizmast
ilagtan kagma gibi davranigsal dayanikliliklar olabilecegi gibi birbirine ¢ok yakin akraba
tiirler arasinda dahi zararhiya direng gosterebilecek irklarin olusabilmesi seklinde de
gerceklesebilir. Bazen de boceklerin viicut yapilarindan kaynaklanan yapisal dayaniklilik
s6z konusudur. Ornek vermek gerekirse, boyle bir durumda bocek, kalin kutikula tabakasi
sayesinde uygulanan insektisite karsi direnglidir. Gergeklesen dayaniklilik davranislar
arasinda en Onemlisi fizyolojik dayanikliliktir. Ciinkii, bu dayaniklilik kazanilmis ve
kaliimsal hale geldigi i¢in bdceklerin yeni nesillerine aktarilir. Bir diger dayamiklilik

mekanizmasi ise bir bocegin bir insektisite karsi dayaniklilik kazandiktan sonra benzer
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insektisitlere karsida kendini koruyabilmesidir. Buna da ¢apraz dayaniklilik adi verilir
(Ecevit, 1988).

Insektisitlerin etki tarzi bakimindan zararli ve faydali bocekler arasinda bir farklilik
yoktur. Fakat, etkileri bakimindan farklilik vardir. Faydali bocekler olarak kabul edilen
predator ve parazitler insektisitlerden daha fazla etkilenmektedir. Ne yazik ki parazit ve
predatorlerdeki dayanikliligin olusumu, zararli boceklerdeki kadar ¢abuk olmamaktadir.
Bunun sonucu olarak, zararli populasyonlar1 iizerinde dengeleyici olan predatorler ve
parazitler ortadan kalkmakta ve zararlilar daha ¢abuk yayilmaktadir (Ecevit, 1988).

Buna ilaveten, dogal denge bozulmakta, tiir cesitliligi azalmakta ve daha oOnce
problem olmayan yeni bazi zararlilar ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda sekonder zararlilara
karst ilave ilaglama yapma zorunlulugu meydana gelmektedir. Ornegin, Cukurova’da
beyaz sinegin, dogal diigmanlarinin insektisitlerden zarar gérmesi nedeniyle sorun haline
geldigi bilinmektedir (Unal, 1998).

Insektisitlerin kullanildig: alanlarda dogal olarak yasayan polinatdr canlilarda yok
oldugu icin, bu alanlardaki zirai irlinlerde tozlasma orani azalmaktadir (Ecevit, 1988).
Bitkilerde tozlasmada 6nemli rol oynayan bal arilar1 ve yaban arilar insektisitlerden
etkilenen dnemli bir canli grubunu olusturmaktadirlar. Ornegin, A.B.D’nin Kaliforniya
eyaletinde yogun insektisit kullanimi sonucunda mevcut ar1 populasyonlar1 azalmis ve
bunun etkisi olarak tarimsal lriinlerde yeterli tozlasma olmamistir. Tarimsal iirlinlerde
meydana gelen kayip yaklagik 80 milyon dolari bulmustur. Yeterli tozlasmay1 saglamak
icin bolgeye getirilen ar1 kolonilerine yillik 6denen miktar ise yaklasik 55 milyon dolar
olmustur. Benzer durumlar Isparta’nin Kovada Vadisi’ndeki meyve bahgelerinde ve 1988
yilinda Trakya’da yiiriitiilen siine miicadelesi sirasinda da tespit edilmistir (Unal, 1998).

Kimyasal insektisitler yalnizca bocek tiirlerine degil, dogada bulunan bitki Ortiisiine
de zarar vermektedir. Kimyasal insektisitlerin dogada toprak ve bitkilerde birikmelerinden
dolay1 yok olmalar1 ¢ok uzun siirmektedir. Olusan bu birikim topraktaki normal mikrobiyal
populasyonu bozarak toprak veriminin diismesine neden oldugu gibi bitkiler araciligiyla
besin zincirine dahil olarak besin zincirinin en iist seviyesindeki canlilara kadar
ulagmaktadir. Belli bir alana uygulansalar dahi kolayca yok olmadiklarindan dolay1, riizgar
ve yagmur gibi dogal olaylarla ¢ok daha genis alanlara yayilabilmeleri insektisitlerin
zararin1 daha da artirmaktadir (Unal, 1998).

Herhangi bir yolla sulara erisen kimyasal maddeler baliklar tarafindan almir.

Baliklarin biliyiime, {ireme, kagcma ve saklanma gibi bazi yetenekleri, insektisitlerin
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bilinyelerinde birikimlerine gore azalir veya tamamen yok olur. Rakipler karsisinda daha
kolay avlanmalar1 sonucu bazi tiirlerin biitliniiyle ortadan kalkmasi s6z konusu olabilir
(Unal, 1998). Ekonomik 6neme sahip balik tiirlerinde biriken insektisitler beslenme
yoluyla insanlara geger. Insektisitlerin baliklar1 &ldiirme etkilerinden baska sulardaki
oksijen miktarimi da diisiirerek, su canlilarinin yasamini tehdit edmektedir.

Insektisit uygulamasi yapilan bolgelerde gezinen kuslar kimyasal maddelerden
biiyiik zarar goriir. Zarar, kimyasal maddelerle dogrudan temas seklinde veya artig
bulunan bitkisel veya hayvansal zehrin yenmesi seklinde olabilir. Toprakla beslenen
kuslar, ilagla bulasik toprak kurtlarini, yumusakcalar1 ve diger bocekleri yemek suretiyle
insektisit kalintilarin1 biinyelerine alir. Tarla kusu, ardi¢, karga ve agackakan bu kuslara
ornek verilebilir (Unal, 1998).

Insektisitler kullanildiklar1 alanlardaki bitkilerin ¢imlenmesi, vejetasyonu ve iiremesi
tizerine de olumsuz etkiler yapmaktadir. Bazen bitkilerin bilirli doku kisimlarinda,
Ozellikle yaprak ve siirgiinlerinde yanma denilen bir takim lekeler ile renk degisimlerinin
meydana gelmesine sebep olurmaktadir. Hatta bazen tiim bitkinin 61diigli goriiliir (Ecevit,
1988). Bitkilere bulasan insektisitler, bitki tizerinde biraktiklar1 kalintilarla, besinin tat ve
kokusunu bozabildigi gibi, beslenme yoluyla insan viicuduna alinarak toksik etkilere de yol

agmaktadir.
1.6.6.2. insektisitlerin Insanlar Uzerine Olan Etkileri

Insektisitler dogrudan dogruya veya dolayli olarak insan sagligini etkilemektedir. Bu
etkiler akut ve kronik toksisite olarak iki grup altinda toplanabilir (Ecevit, 1988).

Bir kimyasalin bir kez veya kisa bir zaman diliminde (Ornegin, 24 saat) birka¢ kez
almmasi1 sonucunda viicutta olusan hasar akut toksisite olarak tanimlanir (Unal, 1998).
Akut toksisite ilacin imali sirasinda calisanlarin ilaglardan zehirlenmesi sonucu ortaya
cikabildigi gibi, bu ilacin tasimmasi, depolanmasi ve kullanilmasi esnasinda giivenli
kullanim kurallarina uyulmamasi sonucu da ortaya ¢ikabilir (Ecevit, 1988). Bursa’da 1963
yilinda, parathionla ilaglanmis seftali yiyen 32 kisiden 7’sinin ayni giin 6lmesi akut
toksisiteye drnek verilebilir. Insektisitlerin iiretim ve kullanimlar1 sirasinda meydana gelen
is kazalari, bu ilaglarin insan saghigina karst olumsuz etkilerini ¢ok ¢abuk bir sekilde
gostermesine sebep olmaktadir. Ornegin, Hindistan’in Bhopal kentinde 1984 yilinda,
ABD’ye ait Union Corbide Sirketi’nin bir fabrikasindan ¢evreye yayilan yaklasik 45 ton

metil izosiyonat gazi, civardaki 2500 kisiyi uykularinda 6ldiirmiis ve fabrika ¢evresindeki
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cok genis bir alan1 yasanmaz hale getirmistir. Aradan 4 yil gectikten sonra bile, fabrika
cevresindeki koyliilerden her yil ortalama 500 kisinin 6lmesi, tehlikenin boyutlarini
gdstermesi agisindan olduk¢a énemlidir (Unal, 1998).

Kronik toksisite ise bir kimyasalin akut toksisiteye neden olmayacak kadar diisiik
dozlarda uzun siire alinmasi halinde sicakkanlilarda meydana getirdigi fizyolojik
diizensizlik olarak tammlanir (Unal, 1998). Insektisitlerle bulasik veya bekleme siiresi
bitmeden insektisit kalintisi igeren bitkisel besinlerin yenmesiyle de kronik toksisite
meydana gelebilmektedir. Ornegin, Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde hekzaklorobenzenli
(HCB) insektisitle ilaglanmis tohumluk bugdayr yiyen 3000 kiside Porfiria (Karayara)
hastaligimin goriilmesi ve %11 oraninda 6liim meydana gelmesi, diinya ¢apinda ilgi
uyandiran bir zehirlenme olayidir (Unal, 1998). Ayrica, diisik dozlarda alinan bu
insektisitlerin insan viicudunda birikimi sonucu, gelecek kusaklarda neler meydana
getirecegini de simdiden tahmin etmek olduk¢a zordur. Insektisitlerin sinir sistemi
tizerindeki enzimlere etkili olusu, 6nemlerini bir kat daha arttirmaktadir. Bugiin 6zellikle
fazla miktarlarda kullanilan klorlandirilmis hidrokarbonlarin insan ve hayvanlarin beyin,
karaciger, bobrek ve yag dokularinda toplanarak toksik etkide bulundugu bilinmektedir
(Ecevit, 1988).

Diinya Saghk Orgiitii'niin 1985 yili raporlarina gére, her yil 1.000.000 kisi
pestisitlerden zehirlenmekte ve bunlarin yaklasik 20.000°1 6limle neticelenmektedir.
Diinya pestisit tiiketiminin 1/3’1 az gelismis ililkelerde gergeklesmesine ragmen, diinya
pestisit dliimlerinin %75’i bu iilkelerde meydana gelmektedir (Unal, 1998).

Zararli boceklerle miicadelede kullanilan insektisitlerin anlatilan yan etkilerinden
dolay1, kimyasal miicadelenin giliniimiizde miimkiin oldugunca kisitlanmas1 ve bunun
yerini cevresel acidan daha giivenli olan biyolojik miicadelenin almas1 gerektigi
diistiniilmektedir.

Akdeniz Bolgesinde yaklasik 25 yildan beri misirin ana zararlilart olan musir
kurtlarina kars1 ilagchh miicadele yapilmasina ragmen, zararli popiilasyonunda bir azalma
goriilmemis, aksine ilagli miicadeleyle misir tarlalarinda faydali bocekler yok edilmis,
dogal denge bozulmus ve her yil miicadele yapilmasi zorunlu hale gelmistir. Ayrica, Tarim
Bakanliginin 2006 yilinda tarimsal iiriinlerde ugakla ilaglamay1 yasaklanmasi nedeniyle
kimyasal miicadeleye alternatif yontemlerin kullanilmasi zorunlu hale gelmistir. Bunlarin

basinda biyolojik miicadele gelmektedir (Oztemiz, 2008).
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Son 25 yili askin bir siiredir, zararli boceklerle miicadelede yukarida bahsedilen
zararl etkileri nedeniyle kimyasal insektisit kullanmanin yerine alternatif veya destek
yontemleri arastirmaya baslanmis (Bernard ve Jack, 2003) ve boylece biyolojik miicadele

cag1 baglamistir.
1.6.7. Biyolojik Miicadele

“‘Biyolojik miicadele’’sdzciigii ilk defa 1919 yilinda Kalifornia Universitesi’nden
Harry Smith tarafindan bécek populasyonlarinin tabii veya ¢esitli uygulamalarla kontrol
altina alimmasi i¢in kullanilmistir. Bununla birlikte, teknolojik gelismelerle bu tanim
Onemli aragtirmalara temel olusturmustur.

Biyolojik miicadele, zararli boceklerin yapmis oldugu zarari en aza indirmek i¢in bu
boceklerin dogal diismanlarini kullanma olarak tanimlanabilir. Dogal diigman terimi,
predatdr ve parazitlerle birlikte hastalik olusturan mikroorganizmalar1 kapsamaktadir
(Peter, 1984). Ancak, boceklerde hastalik olusturan mikroorganizmalarin kullanima,
genellikle mikrobiyal miicadele olarak adlandirilir.

Biyolojik miicadele, kimyasal miicadelenin tiim olumsuz yonlerini ortadan
kaldirmasi bakimindan son yillarda tercih edilmesi gereken bir miicadele yontemi halini
almistir .

Biyolojik miicadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal miicadele, zararli boceklerle
miicadelede patojen mikroorganizmalarin kullanilmasini kapsar. Entomopatojen olarak
adlandirilan bu mikrobiyal miicadele etmenleri (bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar,
protozoonlar) zararlt bdceklerde hastalik olusturarak bocek populasyonlarinin dengede
tutulmasint ve zararlarinin en aza indirilmesini saglamaktadir. Bu entomopatojenlerin
bliyiik bir cogunlugu konaga 06zel oldugu i¢in yalnizca miicadele yapilmak istenilen
organizma iizerinde etkili olur. Bu 6zelligiyle, faydali ve predatdr bocekler, hayvanlar ve
insanlar gibi hedef dis1 organizmalar lizerinde herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen
dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu 6zellikleri,
gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagini géstermektedir.

Biyolojik miicadele, diger miicadele yontemlerine gore dogal dengenin kurulmasina
yardimci olmasi, uzun vadede kalict sonuglar vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi
bakimindan en ¢ok tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir (Ogurlu, 2000).

Biyolojik miicadeleyi asil 6nemli kilan, ekosistemi bozmamasi ve zararh tiirler

tizerinde kalict ve dinamik bir etki meydana getirmesidir. Bu iki 6zellik diger miicadele
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yontemlerinde bulunmaz. Biyolojik miicadele diger miicadele yontemlerine gore; yan
etkilerinin olmayisi, baglangigta masrafli olsa da ilerleyen yillarda ilk kurulus
harcamalarini tolere ederek en az masrafla en iyi sonucun alinabilmesine imkan vermesi,
etkisini uzun siire devam ettirebilmesi, zararlilarda dayanikliliga ve bagisiklifa yol
agcmamast ve zararliyr direkt olarak oOldiirmekten baska, lireme giiclinii azaltma ve
gelisiminde dengesizlikler yaratma gibi dolayli faydalar saglamasi bakimindan bir¢ok
avantajlara sahiptir. Buna karsin esash bilgi gerektirmesi, baslangicta risk tasimasi ve
neticenin geg¢ alinmasi gibi tolere edilebilecek dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Biyolojik miicadelenin ilk uygulama donemleri ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Asya’da aver karincalardan bu hususta yararlanildigi ve bu karincalarin M.S. 900-1200
yillar1 arasinda narenciye zararlilarina karst kullanildigi bilinmektedir. Bin ikiyiizlii
yillarda Yemen’de palmiye agaclarindaki zararlilara karsi karincalarin kullanildigi ve
Arabistan’da her yil daglardan getirilen avci karinca kolonilerinin, hurma agaclarinda zarar
yapan bir diger karinca tliriine kars1 kullanildigi kayitlidir (Ogurlu, 2000).

Ingiltere’de (1770)’li yillarda tarim arazileri ve seralardaki cesitli bitkiler iizerinde
zarar yapan afitlerle miicadelede gelin boceklerinden faydalanilmistir. Fransa’da kavak
agaclarinda zarar yapan Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera: Lymantriidae) tirtillariyla
miicadelede (1840 yilinda) kosucu boceklerden faydalanildigi bilinmektedir. Bir kurbaga
tiri olan Bufo marinus (L.) (Anura: Bufonidae) (1844 yilinda) zararli boceklere karsi
kullanilmak iizere Jamaika’dan Barbados’a nakledilmistir. Poecilia reticulata (Lepistes,
Guppy), lepistes baliklar1 sizvrisineklerle miicadelede bataklik bolgelerde halen
kullanilmaktadir.

Biyolojik miicadelede elde edilen bu basarilar, uygulayicilar1 cesaretlendirmis ve
giiniimiize kadar biiyiik bir gelisme gostererek ilerletilmistir. Son yillarda caligmalar
agirlikli  olarak  bdceklerde hastalik  olusturan entomopatojenlerin  izolasyonu,

karakterizasyonu ve biyolojik miicadele de kullanimina yonelmistir.
1.6.7.1. Biyolojik Miicadelede Kullanilan Etkin Gruplar

Biyolojik miicadelede etkili bir sekilde kullanilan organizmalar1 predatorler,
parazitler ve mikroorganizmalar olarak 3 ana grup altinda toplamak miimkiindiir. Zararl
boceklerin dogal diigmanlar1 olan bu canlilar, zararlilarin kontroliinde biiyiik potansiyele

sahiptir.
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1.6.7.1.1. Predatorler

Bocek predatdrleri, besin kaynagi olarak bocekleri yakalayan ve yiyen hayvanlardir.
Bu predatorleri baliklar, amphibiler, stiriingenler, kuslar, bdceklerle beslenen c¢esitli
omurgasiz hayvan gruplari ve karnivor bdcekler olusturur. Ormanlarda zarar yapan
bocekler diisliniildiigiinde bu gruplardan kuslar ve karnivor boceklerin biyolojik
miicadelede kullanilma potansiyeli oldugu sdylenebilir. Kuslar i¢in mutlak yararli veya
mutlak zararli denilememekle birlikte, kuslar1 orman i¢in genelde faydali hayvanlar olarak
saymak miimkiindiir. Zira, zararli bdceklerin erginlerini, pupalarini, larvalarini ve
yumurtalarii yiyen pek ¢ok kus tiirii, bu yonleriyle dogal dengenin saglanmasinda énemli
rol oynamaktadirlar (Ogurlu, 2000).

Misir Kurdu'nun avcilari arasinda karincalar, kuslar ve bazi gelin bocekleri

bulunmaktadir.
1.6.7.1.2. Parazitler

Bocek parazitleri, hayatin1 tek bir konukgu ferdi iizerinde tamamlayan ve
konuk¢usunu zayiflatan, gerileten, gelismesine mani olan veya Oldiiren organizmalara
denir. Konukgu ise paraziti tagiyan canliya verilen isimdir. Buna gdre parazitin ya belirli
bir siire, ya da tiim hayat dongiisii boyunca, kendisinden daha gelismis bagka bir canlinin
tizerinde veya icinde yasamasi gerekir. Bu siire zarfinda parazit, konukg¢unun viicut
1s1sindan, besininden ve hatta hormonlarindan faydalanarak konukc¢u organizmanin
zararina gelismekte ve gogalmaktadir. Bocek parazitleri kendi gelisimleri tamamlandiginda
her zaman bdcegi oldiiriirler.

Bocek parazitizmi oldukga sik rastlanilan bir durumdur ve birgok bdcek kendisiyle
baglantili bir veya c¢ogunlukla birka¢ parazit tlire sahiptir. Biitlin parazit bdcekler
baglandiklar1 konagin hayat dongiisii icindeki belli bir sathaya 6zellesmis durumdadir. Bu
ylizden bazilar1 pupa ve yumurta sathasi ile sinirlanmisken, bazilar1 da larval parazitlerdir.

Parazitoitler misir kurdu populasyonunu onemli derecede etkilemektedir. Bunlar
arasinda Trichogramma evanescens West. (Hym.: Trichogrammatidae) 6nemli bir yumurta
parazitoitidir (Oztemiz, 2007; 2008; Ozpmar vd.,1999.). Larvalarin baslica parazititoitleri
Lydella thompsoni Hert., Pseudo-terichaeta insidiosa R.D. (Dip.:Tachinidae), Eriborus

terebrans Grav. (Hym.: Iraconidae)'dir. Bunlardan baska Phaeogenes nigridens Wesm. ve
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Pimpla spuria Grav. Hym.: Ichneumonidae) pupalarda parazitlenmeye neden olmaktadir.
(Oztemiz, 2008; Ozkan ve Giirkan, 2001).

Ulkemizde musirda biyolojik miicadelede kullamilan faydali bdcek, Trichogramma
tiirleri ile ilk salim c¢alismalar1 1980°li yillarda baslamistir. Kitle liretim ve salim
caligmalar1 1990’Ih yillarda hiz kazanmis ve Akdeniz Bolgesinde arastirma sonuglari
uygulamaya aktarilarak 2002 yilinda musir iireticilerine Adana Zirai Miicadele Aragtirma
Enstitlistinde kurulan {iretim tesisiyle bu hizmet sunulmustur. Biyolojik miicadele
uygulamalariyla ilagli miicadele uygulama sayisinda azalma gergeklesmis ve dogal diisman
populasyonunda artis olmustur (Oztemiz, 2008; Coskuntuncel ve Kornosor, 1996).

Ege Bolgesi misirda entegre miicadele ¢aligmalari 1996-2005 yillar1 arasinda Aydin
ilindeki musir tarlalarinda yiiriitilmiistiir. Misirkurdu’nun miicadelesi biyolojik miicadele
seklinde ve parazitoid (7Trichogramma brassicae Bezd.) kullanilarak yapilmistir. Misir
kocankurdunun yumurta parazitoidlerinin belirlenmesi amaciyla Izmir (Menemen) ve
Aydin (Cine) illerinde yiiriitiilen c¢alismada, zararlinin yumurta parazitoidi olarak
Telenomus busseolae tirii belirlenmistir. Ancak, 7. busseolae’nin etkinliginin ¢ok diisiik
olmasindan dolayr misir kocankurdu popiilasyonu artis géstermis, bu artis misirkurdu ile

biyolojik miicadelenin basarisini engellemistir (Oztemiz, 2008).
1.6.7.1.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalardan iiretilen insektisitler, hedef bocek tiirii i¢in oldukga spesifik
olmalari, bakteriler sayesinde ayristirilabilir olmalar1 ve zararli boceklerde bu bilesiklere
kars1 direng gelisiminin yavas olmasi bakimindan oldukg¢a avantajlhidir. Fakat, diisiik tesirli
olmalar1 ve yliksek liretim maliyetleri agisindan bakildiginda farkli uygulamalar i¢in olan
kullanimlar1 kisitlanmis olur. Ancak rekombinant DNA teknolojisi bunun gibi birgok
negatif dzelligin {istesinden gelebilmek icin cesitli imkanlar saglar. Ozellikle Bacillus
thuringiensis’lerin insektisidal aktiviteleri ve bocek Baciiloviriis sistemleri, etkili, giivenli
ve spesifik olarak gelistirilmis biyolojik miicadelede araglaridir.

Dogada boceklerin hastalanmasina neden olan ve sonra onlar1 6ldiiren orjini bakteri,
viriis, mantar, nematod veya protozoa olan pek¢ok mikrorganizma mevcuttur (Lipa, 1975).
Bu  mikroorganizmalar  entomopatojen olarak adlandirilir.  Dogada  bulunan
entomopatojenler bocek populasyonlarinin dengelenmesinde biiyiik 6neme sahiptir. Birgok
entomopatojen mikroorganizma, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis bitkilerinde,

koruma altina alinmis alanlarda yetisen bitki tiirleri iizerinde, orman arazilerinde,
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depolanmis iirlinlerde, veterinerlik ve tibbi alanlarda zararlara yol agan vektor ve zararl
bdceklerin biyolojik miicadelesinde kullanilir (Burges, 1981; Tanada ve Kaya, 1993; Lacey
ve Kaya, 2000; Lacey vd., 2001).

Entomopatojenlerin yakin gelecekte, mikrobiyal miicadele etmeni olarak, sadece
fiyat ve etkinlik bakimindan degerlendirildiginde bile kimyasal pestisitlere goére daha
kullanighh hale gelecegi disiiniilmektedir. Buna ek olarak, bu entomopatojenlerin
mikrobiyal etmeni olarak kullanimi, ekosistemdeki biyolojik cesitliligin siirdiiriilmesi,
zararh tlrlerin dogal diigmanlarinin korunmasi, besinler iizerinde kalinti birakmamasi,
hedeflenmemis diger organizmalar ve insanlar agisindan gilivenli olmasi gibi birgok
avantajlara sahiptir (Lacey vd., 2001).

Mikroorganizmalarin zararli boceklerle miicadele amaciyla kullanilmasi oldukca eski
tarihlere dayanir. ilk ¢alismalar 1726 yilinda Fransa’da Noctuidae larvalarindan Cordyceps
cinsi funguslarin izole edilmesiyle baglamistir (Ogurlu, 2000). 1879 yilinda Rusya’da yesil
bugday bocegi, Anisoplia austriaca Herbst. (Coleoptera: Scarabaeidae)’ya karsi
Metarhizium anisopliae (Metch.) fungusunun denemeleri yapilmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir (Steinhaus, 1949).

Ancak, bu tarihten sonra 20. ylizyilin baslarina kadar mikroorganizmalarin zararh
boceklerle miicadelede kullanilmasi iizerine ¢ok az c¢alisma yapilmistir. Bu konudaki
calismalar 1920 yilindan itibaren artmaya baslamig, 1950’den sonra da yogunlasmistir
(Ogurlu, 2000).

Zararh boceklerin diger dogal diismanlar1 gibi, entomopatojenler de tek bir tiir veya
gruba spesifiktir ve bazilar1 zararli boceklerin uzun zaman periyotlar1 boyunca
miicadelesini saglayabilir (Lacey vd., 2001). Entomopatojenlerin zararli boceklere karsi
kullanim stratejileri temelde diger biyolojik etmenlerinin kullanimlariyla aynidir (Hamm,
1984; Harger, 1987). In vitro kosullarda iiretilip uygulanabildigi gibi, uygun kosullarda
saklanip dogal ortamda tekrar aktif hale gegebilirler.

Birgok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak bocek salgilarini ettikleri
bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Cigneyici agiz yapisina sahip bdcekler, 6zellikle yaprak
yiyenler, virlis enfeksiyonlarina kars1 daha hassastir. Bu durumda yaprak yiyen
Lepidoptera tirtillartyla, Hymenoptera’nin yalanci tirtillar1 viral etmenlerden daha fazla
zarar goriirler (Weiser, 1969). Bu virlisler genellikle 2-3 yilda bir meydana c¢ikan

epidemilerde ¢ogalarak bir¢ok larvayr oldiiriiler ve boylece afetlerini ortadan kaldirirlar
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(Lipa, 1975). Virtsler birgok bocek takimiyla iliskilidir. Bununla birlikte biiyiik bir kismi1
Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda bulunmaktadir.

Simdiye kadar simiflandirilan bdcek viriislerinin biiyiik bir kismi Baculoviridae,
Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae
ve Iridoviridae familyalarina aittir. Bu bocek viriislerinden, Baculoviridae familyasi sadece
artropodlar icin spesifiktir (Demirbag ve Beldiiz, 1997). Cogu baculoviriisler sadece bir
veya yakindan iligkili birka¢ bocek tiiriinii enfekte edebilir (Arif ve Kurstak, 1991).
Insanlar ve diger hedeflenmemis organizmalar i¢in giivenli bir mikrobiyal etmen olmast,
bu virtislerin biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelini arttirmaktadir (Granados ve
Federici, 1986; Groner, 1986).Hastalanan larva once uyusuk bir hal alir ve sonra
beslenmeyi birakir. Olmeden 6nce agacin tepesine tirmanir ve arka bacaklarina asili olarak
oliir. Dokular1 koyulagir, ayrisir ve viicutlar1 sivi hale gecer (Lipa, 1975).

Kolay olarak taninmalar1 ve dogal olarak yayilmalari nedeniyle en yaygin bdcek
patojenleri olarak kabul edilirler (Poinar, 1978). Yediyiizii askin fungus tiirliniin bécekleri
enfekte ettigi rapor edilmesine karsin, bunlardan ancak 10 tanesi zararli boceklerin igin
kullanilmak amacryla gelistirilme asamasindadir (Hajek ve St.Leper, 1994). Bocek patojeni
olan funguslar genellikle Deuteromycota ve Entomophthorales gruplarina dahildir (Hajek,
1997). Entomopatojenik funguslar ¢ok genis bir konak spektrumuna sahiptirler. Bir ¢ok
bocek ordosuna ait tiirleri enfekte edebilirler. Bir entomopatojenik fungus birden fazla
bdcek tiirtinii enfekte edebilir.

Entomopatojenik funguslar, degisik habitatlarda yasayan bir¢ok bocek tiirtinii
enfekte edebildikleri i¢in farkli cevresel faktorlere uyum saglamislardir. Bu nedenle
entomopatojenik funguslarin biyolojileri biiyiik ¢esitlilik gostermektedir. Baz1 gruplar
zorunlu hiicre i¢i parazitken, bazilar1 ortamda canli konagin olmadig1 durumlarda saprofit
olarak hayatta kalabilen firsat¢1 patojenlerdir (Hajek, 1997).

Entomophthorales grubuna dahil olan entomopatojenik funguslar, zaman zaman
olusturduklar1 epidemilerle zararli bocek populasyonlarinin basarili bir sekilde Sliimiini
saglarlar. Fakat bu funguslarin primer konidlerinin kisa émiirlii olmasi, in vitro sartlarda
tiretimlerini zorlastirir. Bu neden bu funguslarin zararli boceklerin {inde kullanilmalar1 ve
olumlu sonuclar elde edilmesi olduke¢a giictiir (Lacey vd., 2001). Deuteromycota’nin
Hyphomycetes sinifina ait tiirler, basit hayat dongiileri ve eseyli tiremeden yoksun olmalari
sayesinde genis bir konak spektrumuna sahiptirler. Homoptera, Thysanoptera, Isoptera,

Orthoptera ve Coleoptera basta olmak iizere, diger bircok bdcek ordolarina ait tiirleri



31

enfekte edebilirler (McCoy vd., 1988; Ferron vd., 1991; Fargues ve Maniania, 1992; Khan
vd., 1993; Zimmermann, 1993; Devi, 1994; Miller ve Prior, 1994; Feng vd., 1994; Goettel
vd., 1995, 2000; Lacey vd., 1996; Miller, 1997). Ayrica, bu gruba dahil funguslarin in vitro
tiretimlerinin ucuz olmasi ve uzun siire saklanabilirlikleri biyolojik miicadelede kullanilma
potansiyellerini arttirmaktadir (Lacey vd., 2001).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, entomopatojenik funguslarin insektisidal
aktivitelerinin arttirilmas1 icin diger biyolojik miicadele etmenleri ve ¢evresel
uygulamalarla kombine edilerek kullanilmasi gerektigi gosterilmistir. Ornegin, zararli
ergin boceklerin yakalanmasi i¢in hazirlanan feromon tuzaklarinda fungal patojenlerle
harmanlanmis yar1 kimyasallarin kullanilmasi, tuzaga gelen ergin boceklerin fungal
sporlarla kontaminasyonunu saglayabilecegi gibi, bu sporlarin larvalarin yasadigi
habitatlara kendiliginden yayilmasina da imkan saglar (Klein ve Lacey, 1999; Vega vd.,
1995; Furlong vd., 1995; Vega vd., 2000). Ayrica, son yillarda genetik miihendisligi
uygulamalariyla entomopatojenik funguslarin viriilanslarinin arttirilmasi iizerine birgok
calisma yapilmistir (Ferron vd., 1991; Charnley vd., 1997; St.Leger ve Roberts, 1997).
Fakat bu uygulamalar, bakteriler ve viriisler gibi diger mikrobiyal miicadele etmeni i¢in
gelistirilen rekombinant teknolojilerin ¢ok gerisindedir (Lacey vd., 2001).

Viral ve fungal patojenlerin neden oldugu dogal salginlar, zararli bdcek
populasyonlarinda biiyiik bir azalmaya yol acarlar (Evans, 1986; McCoy vd., 1988).
Bununla birlikte, niikleopolyhedroviriisler, bir¢ok zararli bocekte dogal salginlara neden
olurken (Kaya, 1976; Evans, 1986; Woods ve Elkinton, 1987), bir¢ok fungal patojen konak
bocegin dis iskeletine saldirdiklar1 igin genelde emici agiz yapisina sahip zararlilar
tizerinde etkilidir (Latge ve Papierok, 1988; Lacey vd., 1996).

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda 6liimlerine yol agan bir¢ok
nematod tiirli bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan calismalarda birgok nematod
familyasima ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iliskili oldugu
belirlenmistir (Poinar, 1979, 1990; Kaya ve Stock, 1997). Yapilan ¢alismalar, zararl
boceklerin biyolojik miicadelesinde kullanilma potansiyeli tagimalart bakimindan 7
familya  iizerinde  yogunlasmistir. ~ Bunlar =~ Mermithidae, = Tetradonematidae,
Allantonematidae,  Phaenopsitylenchidae, = Sphaerulariidae,  Steinernematidae  ve
Heterorhabditidae familyalaridir (Kaya ve Stock, 1997). Nematodlarin biyolojik
miicadelede kullanilma potansiyelleri sadece boceklerle smirli degildir. Rhabditidae

familyasina ait Phasmarhabditis hermaphrodita (Schneider) tiirli, birgok tarimsal iir{iniin
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fidelerinde zarar yapan stimiiklii bocek (Deraceras sp.) tiirlerinin 6liimiinii saglar (Wilson
vd., 1993, 1995; Wilson ve Gaugler, 2000).

Steinermatidae ve Heterorhabditidae familyalar1 gilinlimiizde, ozellikle toprak
boceklerinin mikrobiyal miicadelesinde en sik kullanilan gruplardir (Glazer ve Lewis 2000;
Liu vd., 2000; Lacey vd., 2001). Bu nematodlar, B. thuringiensis’den sonra, Amerika’da
yillik 2-3 milyon dolarlik market satiglartyla en fazla kullanilan mikrobiyal miicadele
etmenleridir (Georgis, 1997).

Protozoonlarin zararli bocek populasyonlarinda meydana getirdikleri salginlar, az
rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklar1 ferdi ve kiiclik gruplar halindeki
Oliimler, zararli bocek populasyonlarinin zarar esiginin altinda tutulmasi bakimindan
onemlidir (Maddox, 1987; Brooks, 1988).

Protozoa enfeksiyonlar1 bocek populasyonlarini dengede tutmasi bakimindan biiyiik
bir 6neme sahiptirler (Maddox, 1987; Brooks, 1988). Entomopatojenik protozoonlar
genellikle konaga spesifiktirler. Boceklerde olusturduklart hastaliklar yavas ilerler.
Viriilanslar1  diistiktiir ve c¢ogu kez boceklerde kronik enfeksiyonlar olustururlar.
Viriilanslariin diisiik olmasi nedeniyle protozoonlarin enfekte ettigi boceklerin 6limii
bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993). Cogu entomopatojenik
protozoonun hayat dongiisii komplekstir. Sadece canli konak icersinde gelisebilirler ve
cogu tiirlin gelisimini tamamlayabilmesi i¢in bir ara konaga ihtiyaci vardir.

Protozoonlar ¢ogu kez beslenme yoluyla konak bdcege girerler. Bunun diginda
predator veya parazitlerle de tasinabilirler. Besinlerle bocek viicuduna giren protozoonlar
bocek bagirsak epiteline tutunarak enfeksiyonu baglatirlar. Hemosele gecip, ¢ogalarak
cesitli doku ve organlart enfekte edebilirler. Olusturduklart sporlarla  bdcek
populasyonlarinda yayilabildikleri gibi, ddlden ddle yumurta yoluyla da gegebilirler.

Protozoonlar tarafindan enfekte edilen boceklerin hareketleri yavaslar ve
tembellesirler. Bu nedenle gelisimleri de yavaglar. Beslenme ve iireme faliyetlerinde
azalma goriiliir. Oliimiin gerceklesebilmesi i¢in enfeksiyon seviyesinin ¢ok yiiksek olmasi
gerekir. Gligsiiz diisen boceklerin degisen ortam kosullarina karsi olan direncliligi azalir ve
diger organizmalarin saldirilarina agik hale gelirler (Hoffman ve Frodsham, 1993).

Simdiye kadar belirlenen bir¢ok protozoa tiiriiniin, biiylik kismimin arthopodlarla
iliskili ~ oldugu belirlenmistir. Protozoa smifi igersinde yer alan Ciliphora,
Sarcomastigophora, Apicomplexa ve Microspora gruplarina ait tiirler bocekleri enfekte

edebilirler (Maddox, 1987).
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En yaygin sekilde kullanilan mikrobiyal miicadele etmeni Bacillus thuringiensis
Berliner bakterisidir. Birgok bocek ordosuna ait tiirlere karst aktif olan yeni suglarin izole
edilmesi ve yapilan genetik diizlinlemeler, bu bakterinin kullanim alanlarin1 genisletmistir
(Lacey vd., 2001).

Mikrobiyal insektisitlerin satiglar1 son yillarda biiylik artis gdstermistir. Ancak, bu
miktar, toplam {iriin koruma satiglarinin %1-1,5’lik kismin1 teskil etmektedir. Bunun ¢ok
bliylik bir kismin1 (%95) Bacillus thuringiensis kokenli insektisitler olusturmaktadir
(Gaugler, 1997; Georgis, 1997).

Mikrobiyal miicadele etmenlerinin genis spektrumlu insektisitlere alternatif olarak
kullanilma potansiyelleri vardir. Fakat daha yaygin olarak kullanilabilmeleri i¢in;

- Viriilanslarinin ve 6ldiirme hizlarinin arttirilmasi,

- Degisen c¢evre kosullarmma karsi (soguk havalar, kuraklik sartlar1 gibi)
dayanikliliklarin arttirilmasi,

- Urettikleri toksinlerin etkinliklerinin arttirilmast,

- Uygulanan diger miicadele yontemleriyle uyumlariin daha iyi arastirilmasi,

- Diger cevresel avantajlariin belirlenmesi gerekmektedir (Lacey vd., 2001).
1.6.7.1.3.1. Bakterilerin Mikrobiyal Miicadelede Kullanimi

Entomopatojenik bakteriler, boceklerde kitle halinde Oliimlere neden olurlar
(Canakgioglu, 1989). Boceklerde patojen olan bakterileri spor olusturanlar ve spor
olusturmayanlar olmak iizere iki kisma ayirmak miimkiindiir. Spor olusturmayan bocek
patojeni bakteriler, Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve Micrococcaceae familyalarina
dahildir. Ozellikle son 50 yilda yapilan ¢alismalarda, bu familyalara ait bircok bakteri tiirii
boceklerden izole edilmis ve bazilarinin izole edildikleri bocekler lizerinde hastalik etmeni
oldugu belirlenmistir. Bu bakterilerden en Onemlisi ise Bacillus thrungiensis (Bt)’tir.
Bubakteriler (Cry) adi verilen proteinler sayesinde birgok zararli bocege karsi etkin bir
sekilde kullanilmaktadir. (Sezen ve Demirbag, 1999; Lacey ve Kaya, 2000; Charles vd.,
2000; Kuzina vd., 2002; Osborn vd., 2002; Demir vd., 2002; Sezen vd., 2007; ince vd.,
2008).

Mikrobiyal insektisit, bir organizmanin iirettigi, belirli bir bocek tiirlinii dldiiren bir
toksin olabilecegi gibi, belirli bir bécegi dliimciil olarak enfekte etme kabiliyetine sahip

olan bir organizma da olabilir. En ¢ok caligilan, en etkili ve en sik yararlanilan mikrobiyal
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insektisitler Bacillus thuringiensis tirleri tarafindan iiretilen kristal (Cry) proteinleridir
(Ananda, 1996).

Kristal yapida toksin iireten, spor olusturan toprak bakterilerinin bir ¢ogu
Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarindaki bdceklere karsi insektisidal aktiviteye
sahiptir (Beegle ve Yamamoto, 1992). Ornegin; B. thuringiensis subsp. Berliner, B.
thuringiensis subsp. kurstaki KTO,HD-1, B. thuringiensis subsp. entomocidus 6.01 ve B.
thuringiensis subsp. aizawai 7,29 Lepidoptera takimini, B. thuringiensis subsp. aizawai 1C 1
ve B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 Lepidoptera, Diptera takimini, B. thuringiensis
subsp. tenebrionis (san diego) Coleoptera takimini, B. thuringiensis subsp. morrisoni PG14
ve B. thuringiensis subsp. israelensis Diptera takimindaki boceklere karsi insektisidal
aktiviteye sahiptir. Son yillarda yapilan arastirmalara gore bu bakterilerin Hymenoptera,
Homoptera, Orthoptera ve Mallophaga bocek gruplari icerisinde ve ayrica, nematodlar,
keneler ve protozoonlar {lizerinde de 6ldiirticii etkisi oldugu tespit edilmistir (Feitelson vd.,
1992; Feitelson, 1993).

Bakterilerin zararli bir bocegi 6ldiirmesi i¢in zararlinin sindirim sistemine ulagmalari
gerekmektedir. Bakterinin ya da insektisidal toksinin bdcegin yiizeyiyle temas etmesinin
zararl bocek lizerinde herhangi bir etkisi yoktur. Bakteriler genellikle sprey yontemiyle
uygulanir ve bu nedenle toksini yiyecek olan zararli bocegin insektisiti alma ihtimalini
artirmak icin bdcek c¢ekici maddelerle (feromon vb.) birlikte karisim halinde
kullanilabilirler (Ferre, 1991). Fakat, baz1 bocekler konak bitkilerinde delik agarak veya
bitkinin koklerine saldirarak zarar verdigi i¢in konakgi bitki iizerine sikilan bakterilerin
yenme ihtimali azalir. Bu nedenle boylesi zararlilarla miicadele i¢in baska ydntemler
gelistirilmistir. Bu amagcla bakteri genini tasiyan ve ekspres eden transgenik bir bitki
olusturma c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir (Lampel, 1994).

Bakterden elde edilen insektisidal iiriinlerin insanlar, hedeflenmemis organizmalar ve
faydali bocekler iizerinde enfeksiyon olusturmamasi, bu iirlinlerin zararli boceklerle
miicadele de etkin bir sekilde kullanimini arttirmistir (Lacey vd., 2001; Seigel, 2001).
Diinya biopestisid pazarinin %95’ini B. thuringiensis kokenli {iriinler olusturmaktadir.
Ayrica bir¢ok bakteri kokenli iiriin, sentetik kimyasal pestisidlere gore daha diisiik
maliyetle elde edilmektedir. Ornegin, B. thuringiensis subsp. israelensis’den elde edilen
insektisidal triinler, sentetik kimyasal pestisidlerin 1/40 daha ucuzuna mal olmaktadir

(Becker ve Margalit, 1993).
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Kitin, bdceklerde kutikulun ve cogu bodcegin bagirsagin1i koruyan peritrofik
membranin ana bilesenidir. Bagirsag1 enfekte eden patojenlerin dncelikle bu kitince zengin
bariyeri gegmeleri gerekmektedir (Shen ve Jacobs-Lorena, 1997; Sampson ve Gooday,
1998; Hoell vd., 2005). Kitini disakkaritlerine veya daha biiyiikk oligosakkaritlere
parcalamak kitinaz enzimi vasitasiyla ekstraselliilar olarak yapilmaktadir (Sitrit vd., 1995).
Bir¢cok bakteri kitinaz enzimi iliretme yetenegine sahiptir. Kitinazlarin biyoteknolojik
kullanimdaki en sik uygulanan alani bitkisel patojenlere karsidir. Serratia marcescens
kiltiirlerindeki kitinazlar yaygin olarak biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmaktadir
(Brurberg vd., 2000). Bu bakteri potansiyel bdcek patojeni olarak bilinmekte ve

kullanilmaktadir.

1.6.8. Ostrinia nubilalis’in Miicadelesi

Misir bitkisi diinya iizerinde genis oranda yayilim gostermektedir. Bu yayilimla
birlikte birgok zararliyla etkilesim icinde olmus ve olmaya da devam etmektedir. Bu
zararlilarin musir bitki ve irlinii tizerindeki etkisini azaltmak igin c¢esitli miicadele
yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemlerin en 6nemlisi kuskusuz mikroorganizmalar ile
yapilan biyolojik miicadeledir (Lacey ve Kaya, 2000). En 6nemli misir zararlilarindan biri
olan Ostrinia nubilalis ile miicadelede bircok yontem kullanilmaktadir.

Ostrinia nubilalis ile miicadelede diinyada yaygin olarak feromon tuzaklarla mekanik
miicadele, misir saplarin toplanip yakilmasiyla kiiltiirel miicadele, Trichogramma gibi
parazitler ve bazi mikroorganizmalarin kullanilmasiyla biyolojik miicdele ve kimyasal
miicadele kullanilmaktadir.

Amerika’nin New York ve Virginia eyaletlerinde yapilan bir c¢alismada, 75.000
Trichogramma ostriniae paraziti 5-10 tarlaya yayilmis, buradaki Ostrinia nubilalis’lerin
%0-75 oraninda parazitlendigi gorilmiistir (Hovmann vd., 2006). Fakat miicadelede
istenilen basar1 saglanamamustir.

Misir kurdu ile miicadelede en etkili yontemlerden birisi de mikrobiyal miicadeledir.
Giliniimiizde musir kurduna karsi baskin olarak kullanilan birgok mikroorganizmalar
mevcuttur. Bu kapsamda bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar ve mikrosiporidalar
kullanilmaktadir (Tablo 5).

Bu mikrobiyal etmenlerden Bacillus thuringiensis kristal toksinleri, fungal sporlar,

graniil haline getirilmis virtisler Ostrinia nubilalis’e kars1 yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Bunlarin yaninda nematod ve mikrosiporidalar da onemli bir yer tutmaktadir. Ornegin,
50.000 musir bitkisine Steinernema carpocapsae’nin Meksika susu uygulanmis ve Ostrinia
nubilalis larvalarinda etkili bir azalma tespit edilmistir. Buna benzer baska bir uygulama da
tath misirlarda yapilmis ve %35-20 arasinda musir kurdunun zararinin azaldigi tespit

edilmistir (Ben-Yakir vd., 1998).

Tablo 5. Ostrinia nubilalis (misir kurduna)’ kars1 yogun olarak kullanilan patojenler

Patojenler Referanslar
Bakteriler
B. thuringiensis Bartels ve  Hutchison, 1995;

Hazzard vd., 2003; Langenbruch,
1979; Lynch vd.,1980; Lynch vd.,
1977a; Lynch vd., 1977b; Mc Guire
vd., 1990; Nolting ve Poston, 1982.

Funguslar

B. bassiana Bing ve Lewis, 1991; Feng vd.,
1988; Lewis vd., 1996; Lewis ve
Bing,1990; Lewis vd., 2002; Lewis
ve Cossentine, 1986.

Nematodlar

S. carpocapsae Ben-Yakir vd., 1998; Lewis ve
Raun, 1978.

Viriisler

A. californica MNPV Lewis ve Johnson, 1982.

R. ou MNPV Lewis ve Johnson, 1982.

Mikrosporidialar

N. pyraustra Lewis vd., 1983; Lewis ve Johnson,
1982.

V. necatrix Lewis vd., 1983; Lewis ve Johnson,

1982.
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Bacillus thuringiensis, misir zararhilarininin kontroliinde aktif olarak kullanilan tek
bakteridir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda Ostrinia nubilalis’e kars1 etkili birkag
formiilasyon gelistirilmistir. Bunlar graniil, kopik ve sprey yontemiyle zararliya
bulastirilmaya calisilmalidir. Bunlardan larva populasyonunu aza indirmede en etkili olani
sprey yontemidir (Lynch vd., 1980).

Entomopatojenik funguslar, dogada zararli bocekleri baski altinda tutan, genis
alanlara yayilabilen ©6nemli mikroorganizmalardir. Beauveria bassiana ile yapilan
calismalarin Ostrinia nubilalis’in populasyonunun zarar seviyesinin altinda tutulmasinda
cok Onemli yeri oldugu tespit edilmistir. Yapilan alan uygulamalarinda zararlinin %60
oraninda azaldig1 gbzlenmistir (Bing ve Lewis, 1991; Lewis ve Bing,1990; Lewis vd.,
2002).

Yapilan ¢alismalar misir zararlilarina kars1 yok edici etkiye sahip tek viriisiin bakiilo
virlis oldugu tespit edilmistir. Autographa. californica multikapsid niikleopolihedro viriis
(AcMNPV) ve Rachiplusia ou multikapsid niikleopolihedro viriis (ROMNPV)’nin sulu
stispansiyonlar1 Ostrinia nubilalis’'in misirdaki zarar seviyesini azaltmada basarili oldugu
tespit edildi (Lewis ve Johnson, 1982).

Misir zararhillarinda birka¢ mikrosporodia tlirii bulunmustur ve bu tiirlerin bu
zararhlarla miicadelede baskin rollerinin oldugu goézlenmistir. Nosema pyraustra misir
kurdunu enfekte eden bir mikrosporodiadir ve Ostrinia nubilalis larva populasyonun
azaltilmasinda etkindir (Lewis vd., 1983). Baska bir calismada ise Nosema pyraustra ve
Vairimorpha necatrix musirlara uygulandiginda Ostrinia nubilalis’in  verdigi zarar
seviyesinde bir azalma godzlenmemis, fakat larvalarin enfeksiyon miktarlar1 artmistir
(Laing ve Jaques., 1984).

Gilinlimiizde zararli boceklerle miicadelede Bt genleri aktarilmis trasgenik bitkiler
kullanilmaktadir. Ostrinia nubilalis’e karst Bt'nin Cry 1Ab, Cry 1Ac ve Cry 9C genleri
musir bitkisine aktarilmaktadir (Li vd, 2004).

1.6.9. Transgenik Bitkiler ve Bacillus thuringiensis’li Misirin Hikayesi

Transgenik bitkileri iiretmedeki genel amag tarimsal bitkileri viriis ya da hasere
kaynakli hastaliklara karsi korumaktir. Bunun i¢in bagka canlilardan alinan direng genleri
bitkilere aktarilarak bitkinin giiclenmesi saglanir (Aktas, 2004; Sokmen, 2005; Domingo,
2007; Meseri, 2008).
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Bt misir, Fransa’da 1938 yilinda biiylik miktarda yetistirilen musir bitkileri tizerinde
zararli olan Ostrinia nubilalis’e kars1, B. thuringiensis bakterisinin piiskiirtiilmeden direk
bakteriyal genlerinin misira eklenmesiyle gelistirildi (URL-28). Bt’nin insanlar {izerinde
higbir toksik etkisinin olmadig1 70 yillik kullanimdan tespit edilmistir. Bir hasere 6ldiriicti
olarak artik organik gida endiistrisi i¢inde kabul edilebilir hale gelmistir. Bu giin i¢in Bt
birgok entegre zararli yonetim stratejilerinin onemli bir parcasidir. Bakteriler bitkinin
yiizeyinde ¢ok uzun siire yasayamadig1 i¢in, Bt sprey basarist sinirh kalmistir. O. nubilalis
misir sapinda yasar, spreyler yilizeyle sinirh kalir ve bdylece, zararli karsisinda Bt etkisiz
kalir. Ancak, Bt misir bu sorunu ortadan kaldirmistir. Boylece, Bt misir doku delici bir
zararliya kars1, misir kurdu gibi uzun siireli etki gosteririr ve tiinel acan zararlhilara karsi
koruma saglar.

Transgenik triinler, avantajlar1 ve dezavantajlariyla giiniimiizde olduk¢a 6nemli bir
tartisma konusu olmaya devam etmektedir. Ozellikle fauna ve floradaki degisiklikler
bakimindan ilk ve en ¢ok etkilenecek olan toprak ekosistemleri dikkate alindiginda, bu
iriinlerin hem dogal saflik ve stabilitesinin korunmasi, hem de nesilden nesile gecislerdeki
gen Ozelliklerinin devami igin bilimsel deneylerin ve ekolojik risk analizlerinin
stirdiiriilmesinin gerektigi unutulmamalidir (Aydin, 2008).

Transgenik bitkilere kars1 olusan ekonomik girdilere ragmen, bu bitkiler etik kaygilar
ekseninde gelisen bircok elestirinin odaginda bulunmaktadir. ilgili biitiin tartismalarin
kapsamli bir degerlendirmesini yapmak ve etkilerini gérebilmek kisa siireli olarak miimkiin
degildir. Fakat, onemi sebebiyle, ana tartismalarin 6zetini sunarak, bunlarin goz Oniine
alinmas1 gereken kaygilar olduguna dikkat cekmek gerekiyor (Olger, 2001).

Etik kaygilar kapsaminda One c¢ikan tartigmalar1 iic ana kategoride toplamak
miimkiindiir. Ilk tartisma transgenik bitkilerin gerekli olup olmadig tartigmasidir. Ikinci
tartisma kategorisi daha ¢ok metodun etik yonleri iizerinedir. Uciincii tartisma ise
GDO’larin sonuglar1 {izerine olup temelde uygulamaya iliskindir (Aydmn, 2008; Atsan
vd.,2008).

Genelde modern ziral biyoteknolojinin 6zelde ise transgenik bitkiler ve daha spesifik
olarak transgenik canlilarin tarimsal hedefleri yakalamak i¢in gerekli olup olmadigi yogun
olarak tartisilmaktadir. Tartisma birbirine adeta tamamen zit, iki farkli ve marjinal
yaklasimin golgesinde siirdiirtilmektedir. Taraflardan biri, bu teknolojileri diinyada aglik
sorununu bertaraf edecek anahtar teknoloji olarak gormektedir. Digeri ise s6z konusu

teknolojilerin somut hi¢ bir ilerleme saglayamayacak bir illiizyondan ibaret oldugunu
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savunmaktadir. Yapilan ¢alismalar bir taraftan transgenik bitkiler ekinlerin bazi avantajlar
sunma potansiyeli tasidigin1 ortaya koyuyor. Fakat miizmin tarimsal sorunlara tek basina

care olamayacaginin da altin1 ¢iziyor (S E TA, 2010; Sakiroglu, M. 2007).
1.7. Calismanin Amaci

Yukarida belirtilen tiim ¢abalara ragman, misir kurdu (Ostrinia nubilalis Hbn., Lep.:
Pyralidae)’nun misir bitki, kocan ve dane ilizerindeki zarar1 iilkemiz ve tiim diinyada hala
etkin bir sekilde devam etmektedir. Bu zararlinin etkinligini azaltmak veya ortadan
kaldirmak elzem bir konu haline gelmistir. Bu diisiinceler 1s18inda yapilan bu tez
calismasinin amaci, lilkemiz ve diinya musir tarlalarinda ¢ok biiyiik zararlara yol agmaya
devam eden Ostrinia nubilalis’in kiiltiire edilebilir bakteriyal florasin1 belirlemek ve
bunlarin, zararliya kars1t mikrobiyal miicadelede kullanilma potansiyellerini arastirmaktir.
Ayrica, degisik zararlilardan izole edilmis ve ¢esitli zararlilar tizerinde yiiksek oldiiriicii
etkiye sahip olduklar1 bilinen ¢esitli bakteriyal izolatlarin O. nubilalis lizerindeki etkilerini
tespit etmek ve bu etkileri karsilastirarak O. nubilalis’e kars1 yeni bir mikrobiyal miicadele

etmeni tespit etmek de amaclanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Boceklerin Toplanmasi

Bu c¢alisma i¢in gerekli olan Ostrinia nubilalis (misir kurdu) larvalar1 2008-2010
yillart mayis-eyliil aylar1 arasinda Giresun merkez, Bulancak ve Kesap ilgeleriyle Trabzon
merkez, Yomra ve Akgaabat ilgelerinden toplandi. Larvalar, toplandiklart yer ve tarih not
edildikten sonra, Onceden steril edilmis 0zel kaplara konularak laboratuara getirildi.
Larvalarin makroskobik incelemeleri laboratuarda yapilarak yavas hareket edenler,
hastaliklt ve Ol olanlar ayrildi. Saglikli olduklarina karar verilenler ise steril edilmis

kaplara konularak taze misir govdeleriyle incelenecekleri zamana kadar beslendi.
2.2. Ostrinia nubilalis 1 Kiiltiire Edilebilir Bakteriyal Florasinin Belirlenmesi
2.2.1. Bakteri izolasyonu

Laboratuara getirilen saglikli Ostrinia nubilalis larvalarindan 20 adet, steril petri
kaplar igerisine konularak %70’lik etil alkol ile 5 dakika ylizey sterilizasyonuna maruz
birakildi. Sonra igerisinde steril saf su bulunan petrilere alinarak 2-3 kez yikanip, alkolden
arindirildi. Daha sonra tiipiin iizerine 1 ml niitrient broth besiyeri ilave edildi. Steril bir
homojenizator ile larvalarin iyice ezilmesi saglandi. Elde edilen karigim bir tiilbent
vasitasiyla siiziilerek, siiziintii bagka bir tiipe alindi. Bu karistimdan 10 pl, 50 pl ve 100 pl
alinarak ii¢ ayr niitrient agar besiyerine ekim yapildi. Ekimler 30°C’lik etiivde 2-3 giin
siire ile inkiibe edildi. Kalan karistm 30°C’de 5-6 saat inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun
amaci, karisimda c¢ok diisiikk sayida olabilecek mikroorganizmalarin sayisini artirarak,
sonraki ekimde tespit edilmelerini kolaylagtirmaktir. Bu inkiibe edilen karigimdan da 10 pl
ve 50 pl alinarak yine niitrient agar besiyerlerine ekim yapildi. Ayrica, bu inkiibe edilen
karisim seyreltildi ve her tiipten 10 pl, 25 pl ve 50 pl alinarak ayri ayri niitrient agar
besiyerine ekim yapildi.

Son olarak, karigimdan 1 ml alinip, ependorf mikrosantrifiij tiip i¢erisinde 80°C’de 10
dk bekletildi. Bundan da 10 pl, 25 pl ve 50 pl alarak ii¢ ayr1 niitrient agar besiyerine
ekim yapildi. Boylece yiiksek sicaklifa dayanikli bakterilerin izolasyonu saglandi.
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Niitrient agar besiyerine yapilan ekimlerin hepsi 30°C’lik etiivde 2-3 giin siireyle

inkibe edildi.
2.2.2. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyonun ardindan niitrient agar besiyeri iizerinde biiyiiyen bakteriyel koloniler
binokiiler mikroskop altinda incelendi ve farkli koloni renk ve morfolojilerine sahip olanlar
steril edilmis platin 6zeyle dikkatlice segilerek ¢izgi ekimleri yapildi ve saf kiiltiirler elde
edildi. Elde edilen kiiltiirler, numaralandirilarak, sonraki ¢aligmalarda kullanilmak {iizere

%20’lik steril gliserol icersinde — 80 °C’de stoklandi.
2.2.3. izolatlarin Gram Tayinleri
2.2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarmin icerigi hakkinda bilgi veren bir boyama
yontemidir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan
tabaka, gram pozitif olarak boyanan bakterilere gore ¢ok daha incedir. Gram boyama i¢in
herbir izolat niitrient broth besiyerine ekildi ve 30°C’ye ayarli su banyosunda 16-24 saat
inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen kiiltiirlerden bakteriyal smear hazirlandi ve alevden
gecirilerek tespit edildi. Hazirlanan smear, 1 dakika kristal viole ile muamele edilerek
dH,O ile yikandi. Kurumasi beklenmeden 1 dakika lugol ile muamele edildi. Aseton-
alkolle renk giderilinceye kadar yikandiktan sonra, renk kaybini durdurmak i¢in hemen
dH,O ile yikandi. Safranin ile 30-60 saniye muamele edildi ve smear tekrar dH,O ile
yikand1. A¢ik havada kurutulduktan sonra mikroskop altinda incelemeye alindi. Mor renkle
boyanan bakterilerin gram pozitif, pembe renk ile boyanan bakterilerin ise gram negatif

olduguna karar verildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).
2.2.3.2. String Testi ( Potasyum hidroksit (KOH) ile gram tanimlanmasi)

String testi yapmak i¢in KOH kullanilir. Steril saf su igerisinde %3‘lik KOH
cOzeltisi bos petri igerisine damlatilir. Niitrient agar besiyerinde 24 saat 30 °C’de inkiibe
edildi. Kiiltiirden bir 6ze dolusu alind1 ve petri icindeki KOH ile 5-10 sn karistirildi.

Gram olumsuz bakterilerde, hiicre duvarindaki peptidoglukan tabakasi ince oldugu

icin, KOH bakterinin bu yapisini bozarak sitoplazma ve DNA gibi prokaryotik
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materyallerle birlikte ipliksi bir yap1 olusturur. Oze ile bakteri karistirildiginda mukusumsu
bir yap1 olusturur ve karisimin uzadig goriildii. Gram olumlu bakterilerde, hiicre duvarinda
bulunan peptidoglukan tabakasinin kalin olmasi nedeniyle KOH ipliksi bir uzama

olusturmaz.
2.2.3.3. Secici ve Ayirt Edici Besiyerlerinin Kullanilmasi

Bazi besiyerler hem secici hem de ayirt edici maddeler ihtiva ettiklerinden her iki
amag icin de kullanilabilir. MacConkey agar (MCA), mannitol salt agar (MSA) bunlara
ornek olarak verilebilir.

MacConkey Agar (MCA), hem se¢ici hem de ayirt edici bir besiyeridir. Bu, segici
madde olarak bile tuzu ve kristal violet boyasin1 ihtiva etmektedir. Bunlarin ikisi de gram
olumlu bakterilerin biiyiimelerini engeller. Ayirt edici madde olarak laktozu ve indikator
olarak da nétral kirmizi igermektedir. Eger organizma, laktozu fermente ederse koloniler
kirmizi renk alir. Bu besiyeri genellikle Gram olumsuzlarin segilmesinde kullanilir.
Ozellikle enterik bakterilerin se¢imi igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Eger, koloniler
tugla-kirmiz1 renginde ise giiglii laktoz fermentastonu, renksiz (24 saatde) veya hafif
pembe (48 saatde ) yavas veya zayif laktoz fermentasyonu, renksiz veya saydam renkte ise
laktozu fermente edemedigini ifade eder.

Misir kurdundan izole edilen 26 bakteri MCA’ya ekilerek laktoz fermantasyonuna
bakildi, gram 6zellikleri test edildi ve sonuglar 24 ve 48 saat sonunda kaydedildi.

Mannitol Salt Agar (MSA), yiiksek oranda tuz ihtiva ettiginden, gram olumsuz
bakterilerin biiylimesini inhibe eder. Bazi gram olumlu organizmalar tuz-télerant
olduklarindan bu besiyeri iizerinde biiyliyebilirler. Hem seg¢ici hem de ayirt edici olarak
bilinen MSA segici olarak %7.5 NaCl ve ayirt edici olarak da mannitol ihtiva etmektedir.
Fenol kirmizisi da indikator olarak islem goriir. Pozitif bliylime ve pozitif fermentasyon
sar1 halka olusumuyla belirlenirken, pozitif biiylime ve negatif fermentasyon da kiiclik
beyaz olusumuyla anlasilmaktadir.

Misir kurdundan izole edilen 26 bakteri yiiksek oranda tuz ve fenol kirmizisi igeren
MSA besi yerine ekilerek direngleri gozlemlendi, ve gram 6zellikleri test edildi ve sonuglar

24 ve 48 saat sonunda kaydedildi.
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2.2.3.4. Endospor Boyama

Izolatlarm endospor olusturup olusturmadigimi ve varsa endosporun hiicre igersindeki
pozisyonunu belirlemek amaciyla, yalniz gram olumlu izolatlar nutrient broth besiyerine
ekildi ve 48-72 saat 30°C’ye ayarli su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan bakteriyal smear hazirlandi ve alevden gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan
smearlar kii¢iik bir filtre kagidiyla kapatilarak, malasit yesiliyle 5 dakika boyunca su
buhar1 iizerinde boyandi. Daha sonra dH,O ile yikandi ve 30-60 saniye safranin ile
muamele edildi. Tekrar dH,O ile yikanarak acik havada kurutuldu. Mikroskop altinda
incelenerek kirmizi renkli hiicreler icersinde yesile boyanmis sporlarin varligi arastirildi

(Cappuccino ve Sherman, 1992).
2.2.4. Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.2.4.1. Bakteriyal izolatlarin Optimum Biiyiime Sicakliklarinin Belirlenmesi

Izolatlarm maksimum ve minimum biiyiime sicakliklarnin belirlenmesi amaciyla
bakteriler niitrient broth besiyerine ekildi ve 30-50°C arasindaki sicakliklar i¢in 5 giin, 20-
30°C arasindaki sicakliklar i¢in 14 giin ve 20°C’nin altindaki sicakliklar i¢in 21 giin etiivde
inkiibe edilerek maksimum ve minimum biiylime sicakliklar1 ortaya ¢ikarildi (Sneath,
1968).

Izolatlarm optimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla niitrient broth
besiyeri i¢inde yapilan 16-24 saatlik kiiltiirlerden, ODgop = 0,1 olacak sekilde yeniden
niitrient broth besiyerine ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 30, 40 ve 45°C’lerde
blyiitiildii. Yapilan bu kiiltiirlerden saat basi Ornekler alinarak spektrofotometrede
ODggo’de absorbans degerleri dlgiilerek bakterilerin optimum olarak biiylidiigii sicakliklar

orataya ¢ikarildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).
2.2.4.2. Bakteriyal izolatlarin pH Arahklarimin Belirlenmesi

Izolatlarm biiyiiyebildigi pH araliinin belitlenmesi igin izolatlar degisik pH
degerlerine (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12) sahip niitrient broth besiyerlerine inokiile
edildi ve 30°C’ye ayarl etiivde ii¢ giin inkiibe edildi. Inkiibasyon neticesinde iireme olup

olmadigina spektrofotometrede (ODggo’de) Ol¢timler yapilarak karar verildi.
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Ayrica, bakterilerin 5,7 pH’l1 “sabouraud dextroz agar ve broth” besiyerinde lireme
ozelligi ve ayn1 zamanda pH’1 6’dan diisiik ve 7°den yliksek olan Voges-Proskover broth

besiyerindeki biiylime 6zellikleri incelendi (Cappucino ve Sherman, 1992).
2.2.4.3. NaCl Toleranslarinin Belirlenmesi

Izolatlarin NaCl ihtiyaglarmin belirlenmesi amaciyla %2, 5, 7 ve 20 oraninda NaCl
eklenmis niitrient broth besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney tiiplerine
alinarak herbir izolattan ekim yapildi ve 14 giin boyunca 30°C’ye ayarl etiivde inkiibe

edildi. Ureme olan ve olmayan tiipler belirlenerek, izolatlarin hangi oranlarda tuzu tolere

edebildiklerine karar verildi (Sneath, 1968).
2.2.5. Bakteriyal Izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi
2.2.5.1. Nisasta Hidroliz Testleri

Izolatlarin nisastay1r hidroliz edip etmediklerinin belitlenmesi icin “nisasta agar
besiyerleri” hazirland1 (Ek-2). Bu besiyerini igeren petrilere herbir izolattan ¢izgi ekim
yapildi ve 3 ve 7 giin boyunca 30°C’ye ayarh etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
petrilerin iizerine lugol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin olusumu nisastanin hidroliz

oldugunu, mavi rengin olusumu ise nisastanin hidroliz olmadigini1 gdsterdi (Benson, 1985).
2.2.5.2. Katalaz Testleri

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,O;) ve bazi durumlarda
ise tamamen toksik olan siiperoksitler iiretmektedir. Mikroorganizmalar, olusan bu
tirtinlerin olumsuz etkisinden, bu maddeleri katalaz ve peroksidaz enzimilerinin yardimiyla
yikarak kurtulmaya calisirlar. Izolatlarin katalaz enzimi iiretip {iretmediklerini ortaya
cikarilmas1 amaciyla “triptik soy agar besiyeri” hazirlandi. Izolatlar bu besiyeriyi igeren
petrilere ekildikten sonra, 24-48 saat 30°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
petrilere %3’liikk H,O, ¢ozeltisi ilave edildi ve olusan gaz kabarciklarina gore testin pozitif

olduguna karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).
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2.2.5.3. Oksidaz Testleri

Izolatlarm oksidaz enzimi iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla triptik soy
agar besiyerleri hazirlandi. Herbir izolattan bu besiyeriyi igceren petrilere ¢izgi ekim yapildi
ve 30°C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra petrilere oksidaz testi ayiraci ilave edildi.

Olusan siyah renge gore testin pozitif olduguna karar verildi (Benson, 1985).
2.2.5.4. Koagulaz Testleri

Test, koagulaz enziminin protrombine baglanarak trombin olusumuna, bunun da
fibrinojenin fibrin pihtisina doniismesine yol agmasina dayanir (Lujjendick vd.,1996).

Steril bir tiipe 0.5 ml seyreltik tavsan serumu kondu. Agar besiyerinde lireyen
kolonilerden bir 6ze dolusu veya 0.1 ml broth besiyeri alinarak tiipteki tavsan serumuyla
karistirtlir ve 35°C'deki su banyosunda veya 1siticida inkiibe edilir. Piht1 olusup olusmadigi
her 30 dk.‘da kontrol edildi ve bu isleme 4 saat devam edilir. Pihtilasma olursa
mikroorganizma koagulaz salgiliyo, demektir. Negatif sonug¢ alinirsa tiipler bir gece oda
1sisinda birakilarak gec veya zayif iiretilen koagulaz tespit edilebilir (URL-29; Bilgehan,
1995)

2.3. API 20E Panel Test Sistemi

Bu test uygulanirken niitrient agar iizerinde bilylitiilmiis gece kiiltiirleri bir 6zeyle
almarak %0.85 NaCl icerisinde iyice karismasi saglanir. Burada aktarilacak olan kiiltiir
miktar1 Mc Farland standardi kullanilarak belirlenir (Bak Ek 1.). Hazirlanan bu kiiltiir daha
sonra tiim kuyucuklara doldurulur. Bu asamada kuyucuk igerisinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilmelidir. Daha sonra bu API panelleri 18-24 saat inkiibasyona tabii
tutulurlar. Elde edilen sonuglar Tablo 6’de tanimlandig1 gibi renklerine bakarak sonucun

pozitif mi yoksa negatif mi olduguna karar verildi.
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Tablo 6. API 20E test panel sisteminin igerdigi testler

Testler Substrat Belirlenen Negatif Sonuclar Pozitif Sonuclar
Reaksiyon

ONPG ONPG Beta-galaktosidaz Renksiz Sar1

ADH Arginin Arginin dihidrolaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

LDC Lisin Lisin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

OoDC Ornitin Ornitin dekarboksilaz | Sar1 Kirmizi / Turuncu

CIT Sitrat Sitrat kullanim1 Acik yesil / Sart Mavi-Yesil / Mavi

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

URE Ure Ure hidrolizi Sart Kirmizi / Turuncu

TDA Triptoofan Deaminaz Sar1 Kahverengi / Kirmizi

IND Triptofan Indol iiretimi Sar1 Kirmizi (2 dk.)

VP Na piruvat Aseton {iretimi Renksiz Pembe / Kirmizi (10 dk)

GEL Komiir jelatin Jelatinaz Siyah tabaka dagilmamis Siyah tabaka dagilmis

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

MAN Mannitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

SOR Sorbitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

RHA Ramnoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

SAC Sucrose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

MEL Melibiose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

AMY Amigdalin Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

ARA Arabinoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

Ferm. / oks.: Fermantasyon ve oksidasyon olaylarim gostermektedir.

2.4. API 50 CH Panel Test Sistemi

Izolatlarm bu test sisteminde degerlendirilmelerinin yapilabilmesi igin bir gece
onceden bakterilerin genel bir besiyeri olan tripton soy agar (TSA) besiyerine ¢izgi
ekimleri yapildi. Inkiibasyon sonunda elde edilen tek kolonilerden 3 ml’lik besiyeri
igerisinde ‘Mc Farland’ standart1 0,5 olacak sekilde aktarildi (Ek-1). Hazirlanan bu bakteri
karisimi test panellerinin baglangig gozenegine ilave edilip panel dik tutularak bakteri
karigiminin tiim test kuyucuklarina ayni anda ulasmasi saglanir. Ekimi yapilmis paneller
0zel bolmelerine yerlestirildikten sonra 24 saat ile 48 saat arasinda inkiibasyona tabi
tutulur. Bu panel sistemini API 20E’den uygulanisindaki farki panele sonradan ayirag

ilavesi yapilmamasidir. Elde edilen sonuglar Tablo 7’de tanimlandigi gibi renklerine

bakarak sonucun pozitif mi yoksa negatif mi olduguna karar verildi.
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Tablo 7. API 50 CH panel test sisteminin i¢erdigi testler

Test Adi

GLY Glycerol

ERY Erythriol

DARA D-arabinose

LARA L-arabinose

RIB D-ribose

DXYL D-xylose

LXYL L-xylose

ADO D-adonitol

MDX Methyl-pD-xylopyranoside
GAL D-galactose

GLU D-glucose

FRU D-fructose

MNE D-mannose

SBE L-sorbose

RHA L-rhamnose

DUL Dulcitol

INO Inosidol

MAN D-mannitol

SOR D-sorbitol

MDM Methyl-oD-mannopyranoside
MDG Methyl-aD-glucopyranoside
NAG N-asetylglucosamine
AMY Amygdalin

ARB Arbutin

ESC Esculin-ferric sitrate
SAL Salisin

CEL D-celiobiose

MAL D-maltose

LAC D-lactose(bovineorgine)
MEL D-melibiose

SAC D-saccharose(sucrose)
TRE D-trehalose

INU Inulin

MLZ D-melezitoz
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Tablo 7’nin devami

RAF D-raffinose

AMD Amidon(starch)

GLYG Glycogen

XLT Xylitol

GEN Gentiobiose

TUR D-turanose

LYX D-lyxose

TAG D-tagatose

DFUG D-fucose

LFUC L-fucose

DARL D-arabitol

LARL L-arabitol

GNT Potassium gluconate

2KG Potassium 2- ketogluconate
5KG Potassium 5- ketogluconate

2.5. izolatlarin Molekiiler Karekterizasyonlari
2.5.1. izolatlarin Genomik DNA'larinin izolasyonu

Genomik DNA'nin izolasyonu, Sambrook (1989) ve arkadaglarina gore
gergeklestirildi.

Bir giin dnceden 3 ml Leura-Bertani (LB)’ye ekim yapilarak 30°C’de inkiibasyona
birakilan bakteriler ependorf tiipler icerisinde 13.000 rpm’de 3-4 dk santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra siipernatant dokiildii ve pellet tizerine 500 pul TE tamponu eklendi (Ek-
2). Sonra pellet iyice ¢oziildii ve lizerine 10mg lizozim kondu, 37°C’de 1 saat bekletildi.
Hiicrelerdeki proteinlerin par¢alanmasi i¢in 50 pl %10’luk SDS eklenerek 37°C’de 30 dk
bekletildi. Daha sonra her tiipe 3M’lik 55 pl sodyum asetat eklendi ve 65°C’de, 30 dk alt-
iist edilerek hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Tiiplere 500 pl fenol-kloroform-izoamil
alkol ilave edildi. Tekrar alt-iist edilerek karistirildi ve 13.000 rpm’de 4 dk santrifiij edildi.
Sonra tiiplerin ig¢erisindeki karisimin iist fazi1 alinarak yeni tiiplere konuldu. Bu tiiplere 500
ul kloroform eklendi ve alt-iist edilerek 13.000 rpm’de 4-5 dk santrifiij edildi. Ust faz
alinarak yeni tliplere konuldu ve 3 ml 55 pl 3M’lik sodyum asetat ve 1.000 ul %96’lik etil
alkol ilave edildi, -20°C’de 45 dk bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dk santrifiij
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edildi ve sivi kisim bosaltildi. Kalan pellet tizerine 500 pl alkol ilave edilerek 13.000
rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Ust kistmdaki sivilar bosaltildi ve pellet acik havada
kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 50-100 pl steril TE tamponunda ¢oziilerek +4°C’de

saklandi.
2.5.2.16S rRNA Geninin PCR ile Cogaltilmasi

16S rRNA genleri, herbir izolattan saflastirilan genomik DNA'dan UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3") ileri ve UNI16S-R (5'-ATGGTACCGTGTGA
CGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimiyla c¢ogaltildi. PCR
reaksiyonlarinin kosullar1 Beffa (1996)’ya gore olusturuldu. 12 ng kalip DNA, 5 ul 10 x
PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril KC1), 1,5 mM MgCl,, 1U Taq
DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM d ATP, 170 mM
dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karigim steril saf su ile 50 pl'ye tamamlandi.
Cogaltma islemi 200 pl'lik tiiplerde, "Biometra Personal Cycler" da gergeklestirildi.
Reaksiyon sicakliklar1 ve stireleri ise, ilk denatiirasyon basamagi 95°C de 2 dakika olarak
gerceklestirildikten sonra, 36 dongii 94°C’de 1 dk (denatiirasyon ig¢in), 56°C’de 1 dk
(hibridizasyon i¢in) ve 72°C’de 2 dakika (polimerizasyon i¢in) seklinde gergeklestirildi.
Elde edilen PCR iiriinlerinin 5 pl’si %1,1'lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir

boyasi (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra "BioDocAnalyze" sistemiyle goriintiilendi.

2.5.3.16S rRNA Geninin Baz Dizisinin Belirlenmesi ve Gen
Bankasindaki Siralarla Karsilastirilmasi
Yukarida agiklanan primerler kullanilarak genomik DNA'dan ¢ogaltilan 16S rRNA
genleri klonlama vektorii olan pGEM-T vektoriine klonlandi ve dogrulugu teyit edilen
klonlarin baz dizin analizi Macrogen firmasi (Kore) tarafindan gergeklestirildi (Ek 3). Elde
edilen yaklasik 1400 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizileri Gen Bankasinda var olan

dizilerle karsilastirilarak aralarindaki benzerlik oranlar1 ortaya ¢ikarildi.
2.6. Insektisidal Aktivite Calismalar1

Ostrinia nubilalis tizerindeki insektisidal aktivite testleri i¢in 1) Ostrinia nubilalis’ten
izole edilen 26 bakteriyal izolat ve ii) bagka zararlilardan izole edilmis ve farkli zararlilar

tizerinde yiiksek oranda oOldiiriicii etkiye sahip 13 Bacillus cinsi (Tablo 8) izolatlari
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kullanildi. Bacillus’lar Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimdi,

Mikrobiyoloji Laboratuar kiiltiir kolleksiyonundan saglandi.

Tablo 8. Cesitli boceklerden izole edilen ve konaklarinda yiiksek oldiiriicii etkiye
sahip Bacillus tiirleri

Kodu Bakteri Izole Edilen Konak Alman Kaynak
Arl Bacillus circulans Anoplus roboris Demir vd., 2002
Ard Bacillus sphaericus Anoplus roboris Demir vd., 2002
As 3 Bacillus cereus Amphimallon solstitiale | Sezen vd., 2005
BnBt Bacillus thuringiensis | Balanius nucum Sezen vd., 1999.
Mm 2 Bacillus thuringiensis | Melolontha melolontha Sezen vd., 2007
Mm 5 Bacillus sphaericus Melolontha melolontha Sezen vd., 2007
Mm 7 Bacillus Melolontha melolontha Sezen vd., 2007
weihenstephanensis
Xd3 Bacillus thuringiensis | Xyleborus dispar Sezen vd., 2008
subsp. tenebrionis
Mnd Bacillus thuringiensis | Malacosoma neustria Kati vd., 2005
Lyd6 Bacillus thuringiensis | Lymantria dispar Siiren ¢aligma
Lyd7 Bacillus thuringiensis | Lymantria dispar Stiren calisma
Lyd8 Bacillus thuringiensis | Lymantria dispar Siiren ¢aligma
Lyd9 Bacillus thuringiensis | Lymantria dispar Siiren ¢aligma

2.6.1. Ostrinia nubilalis’ten izole Edilen izolatlarin insektisidal Aktivite Testleri

O. nubilalis’ten 1izole edilen ve karektarizasyonlar1 yapilan kiiltiire edilebilir
izolatlardan spor olusturmayanlar 24-48 saat, spor olusturanlar ise 96 saat, 30°C’ye ayarl
sallayicida 5 ml niitrient broth besiyeri igersinde inkiibe edildi. Inkiibasyon neticesinde
bakteri yogunlugu, spektrofotometrede olciilerek ODgoo’de 1,89 (1,8 x 10° bakteri/ml)
olacak sekilde ayarlandi. Sonra 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilen hiicrelerin

olusturdugu pellet, 5 ml steril PBS’de ¢oziildii (Ben-Dov vd., 1995).
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Uygun konsantrasyonlarda hazirlanan izolatlar, larvalara verilecek besinlere
emdirildi. Kiiltiirlerinin yogunluklart ODgg’de Slgiilerek kaydedildi. 3000xg’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra izolatlarin pelletleri alindi. Her bir ¢okelti ml’sinde 1,8 x 10°
bakteri olacak sekilde PBS (Phosphate Buffered Saline) ile sulandirildi. Larvalari beslemek
icin musir saplart kesildi ve 8-10 cm uzunlugunda kesilen misir govdelerine 2 cm
uzunlugunda cukurlar agild1 ve hazirlanan bakteriyal karisim bu gévdelere iyice bulastirildi
(Sekil 5). Hazirlanan govdelerin iclerine 5’er adet larva birakildi ve 27°C’de 10 giin inkiibe
edildi. Oliiler giinliik kontrol edildi, uzaklastirild: ve kaydedildi. Denemeler iicer tekrarli
yapildi ve 6liim oranlar1 Abbott formiiliine gore hesaplandi (Abbott, 1925).

Sekil 5. Insektisidal aktivite deney diizenegi

2.6.2. Farkh Boceklerden Izole Edilen Yiiksek Insekdisidal Etkiye Sahip
Bakteriyal 1zolatlarimin Ostrinia nubilalis Uzerindeki Etkileri

Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji
Laboratuar1 Kiiltiir Koleksiyonunda yer alan, c¢esitli bdceklerden izole edilen ve
konaklarinda yiiksek oOldiiriicii etkiye sahip Bacillus tiirlerinin O. nubilalis larvalari
iizerindeki etkileri test edildi. Bunun i¢in yukarida belirtilen sekilde hazirlanan izolatlar
misir gdvdesine uygun konsantrasyonlarda emdirildi. izolatlarin Ostrinia nubilalis
lizerindeki insektisidal aktiviteleri larvalar iizerinde test edildi. Izolatlardan 24 saatlik gece
kiiltiirleri hazirlandi. Bu gece kiiltiirlerinin yogunluklart ODggo’de Olgiilerek kaydedildi.
3000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra izolatlarin pelletleri alindi. Her bir ¢okelti
ml’sinde 1,8 x 10° bakteri olacak sekilde PBS (Phosphate Buffered Saline) ile sulandirildu.
Ostrinia nubilalis 'den izole edilen 6rnekler gerekli konsantrasyonda hazirlandiktan sonra

i¢lerine 2 cm uzunlugunda larvanin koyulabilecegi iki ¢ukur oyuldu. 8-10 cm uzunlugunda
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kesilen misir gdvdelerine iyice bulastirildi ve larvalar bu besinler ile beslendi. Denemeler
ticer tekrarli yapildi ve insektisidal etkiler Abbott formiiliine gore hesaplandi (Abbott,
1925).



3. BULGULAR

Bu calismada, Ostrinia nubilalis’in (misir kurdu) kiiltiire edilebilir bakteriyal florasi
belirlenmeye c¢alisildi. Belirlenen izolatlarin bu zararhi {izerindeki insekdisidal etkisi
arastirildi. Sonug olarak, saglikli larvalardan toplam 20 farkli izolat, dogadan 6lii olarak
toplanan larvalardan veya laboratuarda 6len larvalardan 6 tane olmak {izere toplam 26

izolat tespit edildi.

3.1. Ostrinia nubilalis Larvalarindan Bakteri izolasyonu

Izolasyon calismalar1 sonucunda O. nubilalis larvalarindan farkli morfolojik
ozelliklerde 26 kiiltiire edilebilir bakteri izole edildi. izolatlarm 5 tanesinin yiiksek
sicakliklara (80°C) dayanikli oldugu belirlendi.

Saflastirilan 26 izolat Onl, On2, On3, On4, On5, On6, On7, Ong, On9, Onl0, Onl1,
Onl2, Onl3, Onl4, Onl5, Onl6, Onl7, Onl8, Onl9, On20, On21, On22, On23, On24,

On25 ve On26 olarak numaralandirildi.

3.2. izolatlarin Karakteristik Ozelliklerinin Belirlenmesi ve Tiir Tayinlerinin
Yapilmasi

3.2.1. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Ilk ayrimlarmin koloni morfolojisine gore yapilan izolatlarin binokiiler mikroskop
incelemeleri sonucunda; Onl numarali izolatin kolonilerinin {ist kismi konveks, yesil
renkli diizglin-yuvarlak oldugu, On2 numarali izolatin kolonilerinin st kismi1 konveks,
turuncu renkli diizglin-yuvarlak, On3 numarali izolatin kolonilerinin iist kismi1 konveks,
acik turuncu rengli diizgiin-yuvarlak, On4 numarali izolatin kolonilerinin {ist kismi
konveks, krem renkli diizgiin-yuvarlak, On5 numarali izolatin kolonilerinin iist kismi
konveks, sar1 renkli diizgiin-yuvarlak, On6 numarali izolatin kolonilerinin {ist kismi
yiiksek-diiz, krem renkli dalgali-yuvarlak, On7 numarali izolatin kolonilerinin {ist kismi
konveks, krem renkli diiz-diizensiz, On8 numarali izolatin kolonilerinin iist kism1 konveks,
krem renki, diiz-diizensiz, On9 numarali izolatin kolonilerinin iist kismu konveks, sari

renkli diiz-diizensiz, On10 numarali izolatin kolonilerinin {ist kism1 kalkan yumruksu, sar1
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renkli diizglin-yuvarlak, Onl1 numarali izolatin kolonilerinin iist kismi1 konveks, krem
renkli diizgiin-yuvarlak, On12 numarali izolatin kolonilerinin iist kismi konveks, krem
rengli dalgali-yuvarlak, On13 numarali izolatin kolonilerinin iist kism1 konveks, sar1 rengli
diizgiin-yuvarlak, Onl14 numarali izolatin kolonilerinin iist kism1 konveks, krem renkli
diizgiin-yuvarlak, On15 numarali izolatin kolonilerinin iist kism1 konveks, turuncu renkli
diizgiin-yuvarlak, Onl6 numarali izolatin kolonilerinin {ist kismi1 kalkan yumruksu,
renksiz dalgali- yuvarlak, On17 numarali izolatin kolonilerinin {ist kism1 yiiksek diiz ortasi
cukur, krem renkli diizgiin-yuvarlak, On18 numarali izolatin kolonilerinin iist kismi
kalkan yumruksu, krem renkli flamentli-dalgali, On19 numarali izolatin kolonilerinin {ist
kismu1 diize yakin tlimsek, renksiz dalgali-yuvarlak, On20 numarali izolatin kolonilerinin
iist kismi1 konveks, krem rengli diizglin-yuvarlak, On21 numaral1 izolatin kolonilerinin iist
kismi konveks, renksiz diizglin-yuvarlak, On22 numarali izolatin kolonilerinin iist kismi
konveks, krem renkli diizgiin-yuvarlak, On23 numarali izolatin kolonilerinin iist kismi
konveks, krem renkli diizglin-yuvarlak, On24 numarali izolatin kolonilerinin {ist kismi
konveks, beyaz renkli diizgiin-yuvarlak, On25 numarali izolatin kolonilerinin iist kismi
konveks, beyaz rengli diizgiin-yuvarlak ve On26 numarali izolatin kolonilerinin {ist kismi
konveks, kirmizi renkli diizgiin-yuvarlak koloni morfolojilerine sahip oldugu belirlendi
(Tablo 9).

Yapilan basit boyama sonucunda Onl, On2, On5, On6, On10, Onl1, On12, Onl3,
Onl5, Onlg, Onl9, On21, On22, On23, On24 numarali izolatlarin basil, On3, On4, On7,
On8&, On9, Onl14, Onl16, Onl17, On20, On25, On26 numarali izolatlarin kokobasil ve On16,
Onl7numarali izolatlarin ise ovoide yakin morfolojiye sahip bakteriler olduklari tespit
edildi (Tablo 9).

Izolatlarm gram boyamalar1 sonucunda ise On5, On6, On10, Onl3, Onl5, Onlé6,
Onl7, Onl18, On21, On23 numarali izolatin mor renge boyandigi i¢in gram olumlu, diger
izolatlarin pembe renge boyandiklari i¢in gram olumsuz olduklar1 belirlendi (Tablo 9).

Yapilan spor boyama incelemeleri sonucunda sadece On6 numarali izolatin
inkiibasyondan sonra 72-96 saat i¢inde endospor olusturdugu goriildii. Bu sporlarin
elipsoid seklinde oldugu ve hiicrenin merkezinde yer aldig1 tespit edildi. izolatlarm

morfolojik 6zellikleri Tablo 9 ’de verilmistir.
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Tablo 9. izolatlarm morfolojik dzellikleri

Morfolojik Ozellikler
. Kolonilerin Kolonilerin Bakteri
Izolatlar Koloni KKoloni toplam kenar . Gram  Spor INB’deki
. . o e e PR sekli kaynak | .. .. .
rengi yiiksekligi goriinilsii  |goriiniisii lboyama |boyama Goriiniim
On 1 esil konveks lyuvarlak diiz basil - - OL B
On 2 turuncu konveks lyuvarlak diiz basil - - CL-80°C B
On 3 poik konveks lyuvarlak diiz fokobasil ) - CL-30°C B
turuncu
On 4 krem konveks lyuvarlak diiz kokobasil - - OL B
On 5 sart konveks yuvarlak diiz basil + - CL-30°C B
On 6 krem yiiksek diiz yuvarlak dalgali basil + + |CL-30°C B
On 7 krem konveks diizensiz diiz lkokobasil - - CL-30°C B
On 8 krem konveks diizensiz diiz lkokobasil - - CL-30°C B
On 9 sart konveks diizensiz diiz lkokobasil - - CL-30°C B
On 10 sart kalkan yuvarlak diiz pasil - - CL-30°C B
lyumruksu
On 11 |krem konveks uvarlak diiz basil - - OL B
On 12 |krem konveks lyuvarlak dalgali basil - + |CL-80°C B
On 13 [san konveks lyuvarlak diiz basil + - CL-30°C B
On 14  |krem konveks lyuvarlak diiz kokobasil - - CL-30°C B
On 15  furuncu konveks lyuvarlak diiz basil + - CL-30°C B
Co16 | orisiz kalkan yuvarlak  [dalgal Kokobasil- - - |CL-80°C B
lyumruksu ovoid
O 17 herem viksek diiz =\ i Kokus- - - lcL3oec| B
ortas1 cukur ovoid
On 18 krem kalkan flamentli dalgali basil - - CL-30°C C
umruksu
On 19 renksiz d}lZC yakin yuvarlak dalgali basil - + |CL-80°C B
tiimsek
On20 |krem konveks yuvarlak diiz lkokobasil - - CL-30°C B
On 21 [renksiz konveks lyuvarlak diiz basil + - OL B
On 22  |krem konveks yuvarlak diiz basil - - CL-80°C B
On 23  |krem konveks yuvarlak diiz basil + - CL-30°C B
On 24  |beyaz konveks yuvarlak diiz basil - - CL-30°C B
On 25 |beyaz konveks uvarlak diiz kokobasil - - OL B
On 26 |kirmizi konveks uvarlak diiz kokobasil - - OL B

Diiz.: Diizgiin, CL: Canli larva, OL: Olii larva, B: Bulanik; C:Cokelme.

3.2.2. izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

Izolatlarin biiyiimeleri iizerine NaCl, pH, sicaklik gibi fiziksel faktdrlerin etkilerinin
arastirilmasi amaciyla gesitli testler yapildi. Fiziksel ozellikleri kapsayanbu testler Tablo
10°da verilmektedir.

Izolatlarm NaCl’ye olan toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler
sonucunda On9 ve Onl12 numarali izolatlar hari¢ tiim izolatlarin %2 oraninda NaCl igeren
besiyerlerinde biiyiidiikleri goriildii. %5 NaCl igeren besiyerinde Onl, On7, On10, Onl]1,
Onl3, Onl4, Onl17, Onl18, On20, On21, On24, On25 ve On26 numarali izolatin bliyiidigii,
diger izolatlarin biliylimedigi goriildii. %7 NaCl igeren besiyerinde sadece On7, OnlO,
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Onll ve On21 numarali izolatlarin biiyiidiigii digerlerinin ise biiylimedigi belirlendi.

(Tablo 10).

Tablo 10. izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

pH Testi NaCl Testi | Sicakhk
(%) Testi ("C)
517130[40]| 45

izolatlar

+ |

On 1 - -
On?2 - -
On 3 - -
On4 - |+
On 5 - - -
On 6 - -
On7 - |+
On 8 - -
On 9 - - -
Onl0 | -| -] -
Onll | -] - |+
Onl2 | -| -] -
Onl3 | -| -] -
Onl4 | -| -] -
Onls5 | -| -] -
Onl6 | -| - | -
Onl7 | -| - | -
Onl8 | -| -]+
Onl9 | -| -] -
On20 | -| -] -
On2l | -] - |+
On22 | -| -] -
On23 | -| -] -
On24 | -| - | -
On25 | -| -]+
On26 |-| - |+
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Izolatlarin pH toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler sonucunda pH 3
olan besiyerinde hicbir izolatin biiylimedigi, pH 4 olan besiyerinde sadece On4 ve On7
numarali izolatlarin biiylidiigii digerlerinin biliyiimedigi, pH 5 olan besiyerinde Onl, On3,
On4, On7, On8, Onll, Onl8, On21, On25 ve On26 numarali izolatlarin biiylidiigi
digerlerinin biiylimedigi, pH 6 olan besiyerinde On5 ve Onl9 numarali izolatlarin
bliylimedigi digerlerinin biiyiidiigii, pH 7 ve pH 8 olan besiyerlerinde tiim izolatlarin

bliytidiigli, pH 9 olan besiyerinde sadece On3 numarali izolatin biiylimedigi, pH 10 olan
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besiyerinde On2, On3, On6, On8, On9, Onl6 ve Onl9 numarali izolatlarin biiytimedigi
digerlerinin biiylidiigii, pH 11 olan besi yerinde sadece Onl7, On23 ve On24 numarali
izolatlarin biiylidiigi digerlerinin biliylimedigi, pH 12 olan besi yerinde sadece Onl7
numarali izolatin biiytidiigii ve digerlerinin higbirinin bliyiimedigi belirlendi (Tablo 10).

Izolatlarin sicakliga olan toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler
sonucunda tiim izolatlarin 30°C’de biiyiidiigii, 40°C’de sadece Onl, On6, Onll1, Onl7,
On25 ve On26 numarali izolatlarin biiylidiigi digerlerinin biiylimedigi, 45°C’de ise higbir
izolatin bliylimedigi belirlendi (Tablo 10).

3.2.3. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal ve Metabolik Ozellikleri

Bazi enzimlerin varligr veya yoklugu veya bazi enzimlerin iiretilip tretilmedigi,
izolatlarin bazi organik maddeleri fermente edip, edemediklerini belirledigi i¢in bakteri
sistematigi agisindan biiyiik Onem tasimaktadir. Izolatlarm bu enzimleri iiretip
tiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla bir dizi test yapildi. Bu testler ve sonuglar1 Tablo
11°de verilmektedir.

Katalaz testi sonucunda On9 ve Onl7 numarali izolatlarin katalaz enzimi
iiretemezken, digerlerinin katalaz enzimini iiretebildigi tespit edildi.

Yapilan oksidaz testi sonucunda On4, On6, On10, Onl5, Onl17, On19, On21, On25
ve On26 numarali izolatlarin oksidaz aktivitesi gosteremedikleri, diger izolatlarin ise
oksidaz aktivitesine sahip olduklar1 belirlendi.

Nisasta hidroliz testleri sonucunda On2, On3, On6, Onl12, Onl13, Onl6, On19, On25
ve On26 numarali izolatlar nisastay1 hidroliz ederken, diger izolatlarin nisastay1 hidroliz
edemedikleri belirlendi.

String testleri sonucunda hiicre duvarindaki peptidoglukan tabakasi ince olan Gram
olumsuz (Gram -) bakterilerde, KOH bakterinin bu yapisin1 bozarak sitoplazma ve DNA
gibi prokaryotik materyallerle birlikte ipliksi bir yap1 olusturur. On5, On6, Onl10, On13,
Onl5, Onl7, Onl18, On20 ve On23 numarali izolatlarda uzama olmadigindan test negatif
sonug vermis ve bu izolatlarin Gram olumlu oldugu belirlenmistir. Diger izolatlarda uzama
oldugundan testin sonucu pozitiftir ve bu izolatlarin Gram olumsuz oldugu belirlenmistir.

MacConkey agar (MCA) tesleri sonucunda On5, On6, Onl10, Onl13, Onl5, Onl7,
Onl18, On20 ve On23 numaral izolatlar bu besiyerinde biiyiimediginden Gram olumlu

oldugu tekrar teyit edilmis oldu. Diger izolatlar ise bu besiyerinde biiyiidiigii i¢in Gram
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olumsuz oldugu belirlendi. Ayrica, bu besiyeri, ayirt edici madde olarak laktozu ve
indikator (belirleyici) olarak da ndétral kirmizi igermektedir. Onl ve On4 numarali
izolatlarin kolonileri tugla-kirmizi renginde oldugu i¢in gii¢lii laktoz fermentastonu yaptigi,
On9 ve On2l1 numarali izolatlarin kolonileri renksiz veya saydam renkte oldugu igin
laktozu fermente edemedigi, diger izolatlarin kolonileri renksiz (24 saatde) veya hafif

pembe (48 saatde) oldugundan yavas laktoz fermentasyonu yaptigi belirlendi.

Tablo 11. izolatlarin klasik y&ntemlerle belirlenen biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimayasal Ozellikler
Izolatlar | Katalaz | Oksidaz | Nisasta | String | Koagulaz
Testi Testi Testi Testi Testi MSA | MCA

1 + + - + 7+ - +
2 + + 7+ + - - +
3 + + 7+ + 7+ - +
4 + - - + - - +
5 + 7+ - - 7+ + -
6 + - + - 7+ + -
7 + 7+ - + - - +
8 + + - + - - +
9 + + - + 7+ - +
10 + - - - 7+ -
11 + 7+ - + - - +
12 7+ 7+ + + - - +
13 + 7+ 7+ - - + -
14 + + - + - - +
15 7+ - - - - + -
16 7+ + + 7+ - +
17 - - - - - + -
18 + 7+ - - - + -
19 7+ - + + - - +
20 + + - - - + -
21 + - - + - - +
22 + + - + - - +
23 + 7+ - - - + -
24 + + - + - - +
25 + - + + - - +
26 + - + + - - +

Z+: Zayif pozitif;

Mannitol salt agar (MSA) tesleri sonucunda, On5, On6, On10, Onl3, Onl5, Onl7,
Onl8, On20 ve On23 numaral izolatlar bu besiyerinde biiyiidiiglinden Gram olumlu
oldugu, digerlerini ise Gram olumsuz oldugu tekrar teyit edilmis oldu. Ayrica, ayirt edici
olarak da mannitol ihtiva etmektedir. Fenol kirmizis1 da indikator olarak islem goriir. On10

numaral1 izolat sar1 renkli kolonilere sahip oldugu i¢in pozitif fermentasyon, On5, On6,
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Onl13 ve Onl5 numarali izolat sari-beyaz renkli kolonilere sahip oldugu i¢in zayif pozitif
fermentasyon, Onl17, Onl8, On20 ve On23 numarali izolat kiiciik beyaz renkli kolonilere
sahip oldugu icin negatif fermentasyon yaptigi belirlendi.

Koagulaz testleri, koagulaz enziminin protrombine baglanarak trombin olusumuna,
bunun da fibrinojenin fibrin pihtisina donlismesine yol agmasina dayanir. Pihtilagsma
olursa mikroorganizma koagulaz salgiliyor demektir. Onl, On3, On5, On6, On9, Onl0 ve
Onl6 biraz da olsa katilagsma oldugu i¢in zayif pozitif oldugu tespit edildi.

3.2.3.1. API20E Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen Ozellikler

API20E test panellerine yapilan ekimler 1 gece 30°C’de inkiibe edildikten sonra
bazi test kuyucuklar1 direk bazilari ise ayirac ilave edilerek incelendi ve izolatlarin bazi
metabolik ve biyokimyasal Ozellikleri belirlendi. Biiylimesi yavas olan izolatlar Mc
Farland standardina gore yogunlugu 2 olacak sekilde, 2 gece inkiibe edilerek sonuglar

kaydedildi (Tablo 12).

Tablo 12. izolatlarin API20E Panel Test Sistemi ile belirlenen 6zellikleri

Testler [Substrat |Aktivite 1|2 (3|4 |7 |8 |9 |11 |12|14|16 |19 |21 22|24 (25|26
ONPG |ONPG Beta-galaktosidaz | - - + - + - - + + - + + - 7+ - + |+
ADH  |Arginin  |Arginin dihidrolaz | + | - - -+ - - -] -] - . S
LDC [Lisin Lisin + - - - + - - + - - - - - - - + | -
dekarboksilaz
" Ornitin
ODC  Omitin dekarboksilaz T o R o A B T e e
CIT Sitrat Sitrat kullanimi + - - - + - + | + - + - - - - + |+ | +
INa .
HS o culfate [H2S Gretimi [ A T (Y A (U N AN N N A RN I R I
URE [Ure Ure hidrolizi - - T I I T (T (U O T A R P A
TDA  [Triptoofan [Deaminaz - - - - - - - - - - - -+ | - - |-
IND  [Triptofan |indol iiretimi S I R L S T A B A B R I A I
VP INa piruvat |Aseton tiretimi -\ Z+ |\ Z+ | Z+ | + | Z+ | - + - - - + - + |+ | +
GEL  [S0mIr e jatina S D T T e e N N e N e e A I B

jelatin

IFermantasyon /

GLU  (Glukoz . S IR /5 o T S IR (RS I S (S IR I/ S 7/ S IS I/ S RS I S
oksidasyon

MAN  |[Mannitol Ferrpantasyon / - - - - + - - + + S lz+lz+ | - _ _ + | +
oksidasyon

INO |inositol Fermantasyon / - - S| -z - Sz -] - I N R A

oksidasyon

SOR  [Sorbitol [ermantasyon/ 1 b ] s
oksidasyon




60

Tablo12’nin devami

RHA
Ramnoz Fermantasyon/ oz lze | I [ P O P P i gl

oksidasyon

SAC Sucrose Fermantasyon/ - - | Z+ | - + - - + | + lz+lz+ | + | z+ | - + | +
oksidasyon

MEL |Melibiose Fermantasyon/ + - - - + - - + | + oz lz+| - | z+ | - + |+
oksidasyon

AMY |Amigdalin Fermantasyon/ - - | zZ+ | - + - - + | + o lz+ |l z+ |+ _ _ + | +
oksidasyon

ARA  |Arabinoz Ferrpantasyon/ + - - - + | Z+ | - + | + oz lz+ | - lz+| - |+ | -
oksidasyon

INO, INO, tiretimi + | - - - | zZ+ | - + | Z+ ]| - lz+ |l -+ |+ - |z -

N, N gazina I i B R 22 S B /3 I/~ I~ B IR I 12 IS
reaksiyon

Z+:zayif pozitif

3.2.3.2. API 50 CH Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen Ozellikler

API 50 CH test panellerine yapilan ekimler 1 gece 30 °C’de inkiibe edildikten sonra
bazi test kuyucuklar1 direk, bazilar1 ise ayrag ilave edilerek incelendi ve izolatlarin bazi
metabolik ve biyokimyasal Ozellikleri belirlendi. Biiylimesi yavas olan izolatlar Mc
Farland standardina goére yogunlugu 0,5 olacak sekilde, 2 gece inkiibe edilerek sonuglar

kaydedildi (Tablo 13).

Tablo 13. Izolatlarin APIS0CH Panel Test Sistemi ile belirlenen 6zellikleri

izololatlar ve Test Siireleri
5 6 10 13 15 17 18 20 23

Test Adi 24 (48 |24 |48 (24 |48 |24 (48 |24 |48 (24 |48 |24 (48 |24 |48 |24 |48
GLY glycerol Z+ |\ Z+|zZ2+ | + | - | - | - |+ | Z+| + |+ |+ ] - -|-1-]- N
ERY erythriol - |zt - - - - -t - - - - - - - _ _
DARA | D-arabinose - |z - - - - - + - - - - - - - - - -
LARA | L-arabinose Zt |+ |zv [+ | - | -zt [+ [+ |+ [+ |+ -[-1-1-1-71-
RIB | D-ribose zi|+ze [+ -1+ -17-1+1+7-1+1-1-1-1-
DXYL | D-xylose lzelze |+ - -z |+ [+ [+ ]+ -1-1-17-1-71-
LXYL | L-xylose e T I O I T A A N N R R N
ADO D-adonitol - - - - - - - - - - - - - - - - N -

methyl-pD- 7+ | Z+ | - - - _ - N N N B - . . - -
MDX xylopyranoside
GAL D-galactose Zr | Z+| - | - |+ | F |- - - - R
GLU D-glucose Z+| + |+ |+ |+ |+ |+ |+ -] -] -1-1-12z+
FRU D-fructose Z+ |+ [+ +17+1+1+1+1-1+71-1-71-171z+
MNE D-mannose e T T /2 N I o A N A o A R I R _
SBE L-sorbose i - - - - - - - - - - - R B R R N
RHA L-rhamnose B - - - - - - + - - - + - - - - - _
DUL dulcitol - - - O e I - - - - - - - _ _ R -
INO inosidol } 3 LT ) ) ) ) ) ) ) ) - - - -
MAN | D-mannitol S T T I S A S T N A R A N I I N R R
SOR D-sorbitol i - - - - - - - - - - - - B R N N
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MDM | methyl-aD- - - - - _ - N 77 N N B N - - - - -

mannopyranoside

methyl-aD- - | Z+ ]| - - - - - + - - + | + - - - - - -
MDG glucopyranoside
NAG N-asetylglucosamine | ~ | ~ Y4 I I IR I T T I i s T T T R _
AMY amygdalin Zr| | Z+ + | - - -t R
ARB | arbutin ze| v lze [+ e[+ - -+ -z -]-1-7-
ESC esculin-ferric sitrate S e e e e e I e ol (NN e Y AT ol B B
SAL salisin + | Z+ |+ |+ |+ - -+ + |+ o] B
CEL | D-celiobiose AN 2 B N B B s T - -1 -1 -1-71-
MAL D-maltose S I I LI e + |+ | - - - - - N

D- Z+ | + | - - - e e - - - - -
LAC lactose(bovineorgine)
MEL | D-melibiose z+|+z+v [+ -1 -T+1+1-1-7+7+«7-1-7-1-1-71-

D- Zr| + [+ [+ 1+ T+ +1+1+1+1+1+1-17-7T-1T-1-1z
SAC saccharose(sucrose)
TRE | D-trehalose Lt - ]|z S R I R B B
INU inulin -z e - - - - -]
MLZ | D-melezitoz N -tz e - - - - -
RAF D-raffinose Zt S R S e e - - - - - R N
AMD | amidon(starch) e
GLYG | glycogen SO IR e e T R e e (R (R A N N R O i R
XLT xylitol S e e e e T e T N A N N A R
GEN gentiobiose o 2 e B S I e EO I - - R R N
TUR | D-turanose ZH| | Zh | - - |- Tz - -1-1-1-1-1-1-
LYX D-lyxose } - - - - -\ ZH |+ - |2+ - - - R N R N N
TAG D-tagatose - - - - - - - - - - - - - - R R N R
DFUG | D-fucose - - - - - - - - - - - - - - R _ - N
LFUC | L-fucose B ) - - - - - + - - - - - - - - - _
DARL | D-arabitol o - S i R - - - - - - R B R N N
LARL | L-arabitol - - - - - - - - - - - - - - R R N -
GNT potassium gluconate S |2 - |2 - - - Z+ | + |+ -+ - - - -

potassium 2- 7z+| + | -1z -1+ 71 -1 +17 - N T - . - - -
2KG ketogluconate

potassium 5- - - - - _ _ N T N - N B - N . - - -
SKG ketogluconate

Z+: zayif pozitif ; 24:24 saat; 48;48 saat. Tablo 13 ‘in devami

3.2.4. izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu

3.2.4.1. izolatlarin 16S rRNA Gen Siralari

Bakteri sistematigi c¢aligmalarinda 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin ortaya
cikarilmasi 6nemli genetiksel 6zelliklerin basinda gelir. Bu amagla ilk olarak morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda birbirleriyle ayni tiir olabilecek olan izolatlar
disindaki tiim bakteri izolatlarindan elde edilen genomik DNA'dan PCR yardimiyla 16S
rRNA geni (yaklasik olarak 1400 bp) ¢ogaltildi (Sekil 6). Cogaltilan 16S rRNA genleri

pGEM-T vektorine klonlandi ve dogru klonlarin agaroz jelde incelenerek teyit
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edilmesinden sonra baz dizisini belirleyen bir sirket (Macrogen, Kore) araciligiyla baz

dizileri otomatik dizi analizdrleriyle belirlendi (Ek 3).

3.2.4.2. izolatlarin 16S rRNA Dizilerine Gore Benzerlik Oranlari,

Elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen dizileri, gen bankasinda var olan diger
bakteriyal 16S rRNA gen dizileriyle karsilastirilarak bu gen dizilerine en fazla benzer olan
diger bakteriyal 16S rRNA genleri arasindaki benzerlik oranlar1 belirlendi (Tablo 14).
Morfolojik, boyama, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda birbirlerine ¢ok
benzeyen ama koloni biiylikliikkleri veya bagka sebeplerden dolayr farkli bir alttiir
olabilecegi tahmin edilen izolatlardan bazilar1 da yine 16S rRNA gen dizini

karsilastirmasina tabi tutuldu.

marker
1500
—

aff o o w5 wf onf i of mllwl]l wl? wl? ool osld ol wl? ol @l? ol o] oo on® ol w?d odh

Sekil 6. PCR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA larin agaroz jeldeki goriintiisii

Tablo 14. Belirlenen 16S rRNA dizinlerinin gen bankasindaki genler ile

karsilastirilmalar
. Gen bankasmin 16 S rRNA dizin Benzerlik Kullamlan
1zolat . . . ine gu . Oram (% baz sayisi
analizine gore onerdigi tiir ve cinsler
olarak)
1 Pseudomonas aeruginosa 99 1356
Brevundimonas aurantiaca 100
Caulobacter henricii 100
Blackwater bioreactor bacterium 100
Alpha proteobacterium 100 1768
2 Brevundimonas nasdae 99
Brevundimonas vesicularis 99
Brevundimonas intermedia 99
Caulobacter intermedius 99
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3 Chryseobacterium formosense gg
Candidatus Chryseobacterium massiliae
. . 97 1350
Chryseobacterium hominis 97
Elizabethkingia miricola
Acinetobacter sp. 99
4 Acinetobacter venetianus 97 1413
Acinetobacter junii 97
Acinetobacter xiamenensis 97
Microbacterium thalassium 97
5 Microbacterium flavescens 97
Microbacterium paraoxydans 97
Microbacterium oleivorans 97
Microbacterium oxydans 97 1431
Microbacterium laevaniformans 97
Microbacterium chocolatum 97
Microbacterium hydrocarbonoxydans 97
Microbacterium schleiferi 97
6 Bacillus megaterium 99
Bacillus subtilis 99
Bacillus horikoshii 99 1554
Bacillus flexus 99
7 Serratia marcescens 98
Pseudomonas fluorescens 98 1351
Serratia nematodiphila 98
8 Ochrobactrum pseudogrignonense 98
Ochrobactrum anthropi 98
Ochrobactrum grignonense 97 1485
Ochrobactrum thiophenivorans 97
9 Variovorax paradoxus 98
Beta proteobacterium 98 1367
10 | Corynebacterium glutamicum 98
Corynebacterium acetoacidophilum 98 1526
Rhodococcus globerulus 98
11 | Serratia marcescens 99
Pseudomonas fluorescens 99 1372
Serratia nematodiphila 99
12 | Paenibacillus amylolyticus 99
Paenibacillus pabuli 98 1558
Paenibacillus tundrae 98
Paenibacillus xylanexedens 98
13 | Microbacterium sp. 98
Microbacterium indicum 96
Microbacterium gubbeenense 96 1525
Microbacterium xinjiangensis 96
Curtobacterium sp. 96
14 | Alcaligenes faecalis 99 1839
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15 | Microbacterium testaceum 99 1526
Microbacterium trichotecenolyticum 98
16 | Enterococcus gallinarum 91
Enterococcus casseliflavus 91
Enterococcus flavescens 91 1570
Vibrio fluvialis 91
Enterococcus saccharolyticus 91
17 | Enterococcus faecium 100
Enterococcus gallinarum 100
Enterococcus casseliflavus 100 1381
Enterococcus saccharolyticus 100
Enterococcus canis 100
Enterococcus canintestini 100
18 | Leucobacter iarius 98
Leucobacter komagatae 98 1521
Leucobacter luti 98
19 | Paenibacillus tundrae 91
Paenibacillus taichungensis 91 1532
Paenibacillus tylopili 91
20 | Alcaligenes faecalis subsp. Faecalis 98
Alcaligenes faecalis 98 1361
Rhodobacter sphaeroides 98
21 | Microbacterium sp. 99 1680
Microbacterium gubbeenense 98
22 | Microbacterium sp. 89%
Microbacterium gubbeenense 89% 1536
23 | Leucobacter tardus 99% 1411
24 | Alcaligenes faecalis 99% 1359
25 | Serratia marcescens 99%
Serratia nematodiphila 99% 1367
Pseudomonas fluorescens 99%
26 | Serratia marcescens 99%
Pseudomonas fluorescens 99% 1443
Serratia nematodiphila 99%

O. nubilalis’ten izole dilen 26 bakteriyal izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler 6zelliklerinin arastirilmasiyla saglanan sonuglar degerlendirildi. Bu sonuclar
""Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’’ kitab1 ve gen bankasindaki siralariyla
karsilastirildi ve saglanan benzerlik ve farklilik sonucunda O. nubilalis’in kiiltiire edilebilir
bakteriyal florasi Pseudomonas aeruginosa (Onl), Brevundimonas aurantiaca (On2),
Chryseobacterium formosense (On3), Acinetobacter sp. (On4), Microbacterium thalassium
(OnS), Bacillus megaterium (On6), Serratia sp. (On7), Ochrobactrum sp. (On8),

Variovorax paradoxus (On9), Corynebacterium glutamicum (Onl0), Serratia sp.(Onll),
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Paenibacillus sp.(Onl2), Microbacterium sp.(Onl3), Alcaligenes faecalis (Onl4),
Microbacterium testaceum (Onl5), Enterococcus sp. (Onl6), Enterococcus sp. (Onl7),
Leucobacter sp. (Onl8), Paenibacillus sp. (Onl9), Alcaligenes faecalis (On20),
Microbacterium thalassium (On21), Microbacterium sp. (On22), Leucobacter sp. (On23),
Alcaligenes faecalis (On24), Serratia sp. (On25) ve Serratia marcescens (On26) olarak
belirlendi.

Onl3, Onl6, Onl9 ve On22 izolatlarin bilinen tiirlere olan benzerlikleri diisiik

oldugundan, bunlarin yeni tiir olma ihtimalleri oldukca yiiksektir.

3.3. izolatlarin Ostrinia nubilalis Larvalar1 Uzerine Olan insektisidal Etkileri

Elde edilen izolatlarin uygulanmasi amaciyla farkli cografik bolgelerden toplanan
larvalar kullanildi. Toplanan larvalar, larvalarin sigabilecegi boyutta 2 oyuk agilan 10 cm
uzunlugunda kesilmis, izolatlarin emdirildigi misir saplart igerisine konuldu. Giizelce
kapatildi ve Onceden hazirlanan plastik kaplar igerisine aktarildi. Her bir izolatin
insektisidal etkisi 14 giin boyunca arastirildi ve 12. giin sonunda sonuglar kaydedildi.
Ostrinia nubilalis larvalar1 tlizerinde Onl (Pseudomonas aeruginosa) ve Onl6
(Enterococcus sp.) izolatlar1 %100 oldiiriicii etki gosterdi (Sekil 7). On7 (Serratia sp.)
%80, Onl1(Serratia sp) ve Onl7 (Enterococcus sp.) izolatlart % 60 oldiiriicii etki gosterdi.
On9(Variovorax paradoxus), On 19 (Paenibacillus sp.), On2l (Microbacterium
thalassium), On24 (Alcaligenes faecalis) ve On25 (Serratia sp.) izolatlartysa %50 o6ldiiriicli

etki gosterdi.
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@ 6lum orani(%)

On 11
On 13
On 15
On 17
On 19
On 21
On 23
On 25
Kontrol

Sekil 7. O. nubilalis’in kiiltiire edilebilir bakteriyal florasinin zararl tizerindeki

insekdisidal aktiviteleri (x ekseni: yerel izolat numaralari, y ekseni: 6liim
oranlar1 (%))

3.4. Farkh Zararhlarindan izole Edilen Bacillus Cinsi Izolatlarin Ostrinia
nubilalis Larvalan Uzerindeki Insektisidal Etkileri

Farkli zararlilardan izole edilmis olan Bacillus cinsi bakterilerin Ostrinia nubilalis

larvalar1 tlizerine denenmesi sonucunda farkli oranlarda oliimler tespit edildi ve veriler

kaydedildi. Ostrinia nubilalis larvalar1 tizerinde Xd 3 (Bacillus thuringiensis subsp.

tenebrionis) izolatt %80 ve BnBt (Bacillus thuringiensis) izolatt %60 oraninda oldiiriicli

etki gosterdi (Sekil 8).

@ Olim Orani(%)
100
80
60
40 |
20 4
07 N (o] N~
¥

Sekil 8. Diger zararlilardan izole edilmis izolatlarin O. nubilalis larvalar iizerindaki
insekdisidaletkileri (x ekseni: yerel izolat numaralari, y ekseni: §liim orani

(%))



4. TARTISMA

Insan niifusunun devamli artmasiyla birlikte tarimsal iiretime olan ihtiya¢ da giderek
artmaktadir. Caprazlama deneyleri sonucu verimli irklarin iiretilmesiyle bu dengelenmeye
calisiimaktadir. Fakat, bu caligmalara ragmen, tarimsal zararlilardan dolay1 {iretim
istenildigi kadar artmamaktadir.

Ekonomisi tarima dayali olan Tiirkiye son yillarda sanayi toplumu olma yolunda da
hizla ilerlemektedir. Bu amacina ulasirken en biiyiik problem, toplumun ihtiya¢ duydugu
tarimsal drlinleri karsilayamamaktadir. Gegmis yillarda tarim alanlarinda kendi
ithtiyaclarin karsilayan lilkemiz, su anda 6nemli bir tarim ithalat¢isi durumundadir. Bunun
temel sebeplerinden biri sanayi toplumuna gegiste azalan tarim alanlarinda ve birim alana
diisen tarim miktarinin arttirilamamasidir. Birim alandaki iiriin miktarint arttirma
kosullarinin basinda bitkilerin zararli boceklerden korunmasi gelmektedir (Demirbag ve
Beldiiz, 1997).

Diinyada 6nemli yere sahip olan musir, ¢esitli sekillerde insan hayatinda yer
almaktadir (yag, nisasta, tane tiikketimi, misir gevregi ve slajik yem vb). Misir Tiirkiye’de
de 6nemli bir yere sahiptir. Yetistirme alanina gore bugday ve arpadan sonra 3. sirada
gelmektedir. I¢inde bulundugumuz Dogu Karadeniz Bolgesi'nde de misirin iiretim ve
titkketimi {ist diizeylerdedir.

Misir {iretiminin  diismesinde ve iiretimin yetersiz kalmasindaki en Onemli
nedenlerden birisi zararli boceklerdir. Bu zararlinin basinda misir kurdu gelmektedir. Bu
zararli musir bitkisi lizerinde delikler acarak misirin kirilmasina, hastalik yapan ¢esitli
mikroorganizmalarin bitkilere taginmasina ve iirin kayiplarina neden olarak Onemli
ekonomik sorunlar olusturmaktadir.

Bir¢ok bdcek tiirii bireysel ya da populasyon seviyesinde bakterilerle ¢cok yakindan
iliski i¢indedir (Bour saux-Eude ve Gross, 2000). Baz1 bakteriler bocekler i¢in patojendir.
Zararli boceklerin patojenleri ¢alisilirken, bakteriler arasindaki zorunlu simbiyotik iligkiler
biiylik 6nem tasimaktadir (Baerwald vd., 1968; Helmuth, 1956; Rubio vd., 1966; Hagen,
1966; Sezen vd., 2007; Ince vd., 2008; Sevim vd., 2010; Gokce vd., 2010). Bocek ve
patojenleri arasindaki iliskiye dikkat edildiginde patojenitenin ¢ogunlukla bagirsaklarda
basladig1r goriiliir (Autori, 1941; Kemarrec vd., 1986). Bu bakteriler bocegin bagisak

ylizeyini irettigi cesitli maddelerle parcalamasiyla olur. Patojen bakteri konagin icinde
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cogalmasi ve konagin hastalanmasi ya da 6liimiiyle sonuglanir. Zararli boceklerin biyolojik
miicadelesinde bu organizmalarin kullanilmast birgok bilimsel arastirmaya temel
olusturmustur (Haiwen vd., 2005). Simbiyotik bakterilerle zararlinin bagirsaginda
patojeniteyi olusturacak olan proteinleri liretmesi saglanabilir.

Simbiyotik bakterilerin bu kadar 6nemli olmalarindan dolayr biitiin bakteriyal
floranin tespit edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle, bu Ostrinia nubilalis’e karst bir
mikrobiyal miicadele etmeni gelistirmek maksadiyla yapilan bu calismada sadece hasta
veya Oli larvalardan alinan izolatlarla yetinilmedi, saglikli bireylerin mikrobiyal florasida
calismaya dahil edildi. Bu g¢alisma sayesinde zararli boceklere karsi kullanilabilecek
insekdisidal aktivitesi yiiksek, giivenilir ve iilkemize ait biyolojik miicadele etmenlerinin
gelistirilmesi yolunda yeni adimlar atilmis oldu.

Bocekler, tasiyict vektorler olarak biinyelerinde bir¢cok bakteri bulundurur ve
bunlarin bir kismi bitkiler ve insanlarda cesitli hastaliklara neden olurken, bazilari ise
bocekler cesitli sorunlar olusturur. Mikrobiyal etmen gelistirmenin temelinde zararli
bocekleri hastalandiran, zayiflatan veya oldiiren mikroorganizmalarin kesfedilmesi yatar.
Bu ama¢ dogrultusunda yapilmasi gereken ilk is, zararlilarin bakteriyal floralar1 taranmali
ve oOldiirticii etkisi yiiksek olan izolatlarin belirlenmesidir.Bu bilgiler 1s181nda Ostrinia
nubilalis’in kiiltiire edilebilir bakteriyal florasinin belirlenmesi ve zaraliya karst bir
mikrobiyal miicadele etmenin tespit edilmesi amaglandi.

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda daha once Ostrinia nubilalis’in mikrobiyal
florasiyla ilgili herhangi bir ¢alisma tespit edilememistir. Bu caligma bugiine kadar
Ostrinia nubilalis’in mikrobiyal florasi iizerine yapilan ilk ¢calismadir.

Tanimlama c¢alismalarinda bakterilerin tiir tayininde rutin olarak kullanilan
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerin disinda, son yillarda bakterilerin tiir
tayinlerinin dogru bir sekilde yapilabilmesi i¢in gelistirilmis ii¢ yeni metod olan 16S rRNA
dizi analizi, API20E ve APISO0CH identifikasyon sistemleri de kullanildi. Bakterilerin tiir
tayinleri i¢in Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology kaynak kitab1 kullanild1 ve
yapilan tanilar API20E ve APISOCH sistemleri analiz sonuglariyla desteklendi (Halda-
Alija, 2004; Lian, 2004).

Bu sistemlerin rutin olarak gerceklestirilen klasik testlere karsi bazi avantajlari
vardir. Bu avantajlardan en Onemlileri izolatlarin ayni1 ortam kosullar1 altinda
degerlendirilmeleri ve bu tiir test panellerinin icerdigi testlerin hepsinin klasik yontemlerle

yapilmasi i¢in gereken masraf ve zamanin ¢ok biiytlik 6l¢lide geri kazanilmis olmasidir.
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Bu sistemler sayesinde izolatlarimizin sahip oldugu metabolik aktiviteler ve
biyokimyasal 6zellikleri hakkinda ¢ok genis miktarda bilgi edinildi. Rutin ¢caligmalarla elde
edilen veriler tiir tayini i¢in yetmedigi durumlarda bu test sistemlerinden elde edilen veriler
sayesinde tiir tayinleri yapilabildi.

16S rRNA genleri oldukga iyi korunmus universal siralara sahiptir (Woese 1990). Bu
genler bakteriler arasindaki akrabaliklari belirlemede ve bakterilerin tlir veya cins
seviyesinde identifikasyonlarinin yapilmasinda son yillarda olduk¢a énemli bir ara¢ haline
gelmistir (Sacchi vd, 2002).

16S rRNA alt iinitelerinin genlerine gore gerceklestirilen molekiiler identifikasyon
tekniklerinin gelisimiyle karmagik yapiya sahip mikrobiyal komuniteleri anlamak daha da
kolay olmustur. 16S rRNA genlerinin analizi biitlin bakterileri tanimlamada
kullanilabilecek bir yontemdir. Bu yontem klasik mikrobiyal metotlarin aksine ¢ok 6nemli
iki avantaj saglar. Bu avantajlardan ilki olduk¢a hizli bir metot olmasi, ikincisi ise
identifikasyon dogrulugunun oldukca gelismis olmasidir (Springer vd., 1996).

Tir tayini calismalari sonucunda O. nubilalis’ten 26 kiiltiire edilebilir bakteriyal
izolat elde edildi. Bu 26 izolatin 13’i tiir seviyesinde diger 13’1 ise cins seviyesinde
belirlendi.

Yapilan ¢aligmalarda Onl numarali izolatin spor olusturmayan, Gram olumsuz,
katalaz enzimi iireten, oksidaz reaksiyonu gosteren, nisastay1 hidrolizlemeyen, yesil renk
pigment iireten, basil seklinde bir bakteriler oldugu i¢in Pseudomonadaceae ailesinin
Pseudomonas  cinsine  dahil  edildi. Izolattn  40°C’de  biiyiimesi, siikrozu
fermentleyememesi, jelatini hidrolizleyebilmesi, arginin dehidrolaz pozitif olmasi, glikozu
fermentleyememesi, inositol negaif olmasi ile diger Pseudomonas tiirlerinden ayrilarak
Pseudomonas aeruginosa olduguna karar verildi. Yapilan c¢aligmalar 16S rRNA dizin
analizi ve API 20E sistemlerinin analiz sonuglar1 bu izolatin Pseudomonas aeruginosa
oldugunu desteklemektedir.

Pseudomonas cinsine ait birgok tiir boceklerle iliskilidir. P. aeruginosa, P.
chlororaphus, P. fluorescens, P. maltophila ve P. melophthora tiirleri boceklerden izole
edilmistir (Gumpert ve Schwartz, 1962; Lysenco, 1963; Ivanov ve Gukasjan, 1966;
Baerwald vd., 1968; Lipa ve Wiland, 1972; Lipa, 1975; Dorn, 1976, 1977; Bucher, 1981;
Fitt ve O’Brien, 1985; Martinez vd., 1994; Sezen ve Demirbag,1999; Demir vd., 2001;
Kuzina vd., 2001; Sezen vd., 2001; Sezen vd., 2007; Bahar vd., 2007; Ince vd., 2008;
Sevim vd., 2010; Gokce vd., 2010).
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On22 numaralt izolatin spor olusturmayan, Gram olumsuz, katalaz enzimi iireten,
oksidaz reaksiyonu gosteren, turuncu renkte pigment iireten, basil seklinde bir bakteriler
oldugu i¢in Caulobacteraceae ailesinin Brevundimonas cinsine dahil edildi. 30°C’nin
lizerinde biiylimemesi, pH 6-8 arasinda iyi biiylimesi, %?2’lik den fazla NaCl iceren
besiyerlerinde biiyliyemesi, nigastay1 hidrolizleyememesi, oksidaz pozitif olmasi ile diger
Brevundimonas tiirlerinden ayrilarak Brevundimonas aurantiaca olduguna karar verildi.

On3 numaral1 izolatin spor olusturmayan, Gram olumsuz, katalaz enzimi {ireten,
oksidaz reaksiyonu gosteren, acik turuncu-sar1 renkli pigment iireten kokkobasil seklinde
bir bakteri oldugu i¢in Flavobacteria ailesinin Chryseobacterium cinsine dahil edildi. Indol
tiretimi pozitif, jelatinaz pozitif, olmasi ile diger Chryseobacterium tiirlerinden ayrilarak
Chryseobacterium formosense olduguna karar verildi.

On4 numarali izolatin spor olusturmayan, Gram olumsuz, katalaz enzimi lireten,
oksidaz reaksiyonu negatif, krem renkli, kokkobasil seklinde bir bakteri oldugu igin
Moraxellaceae ailesinden Acinetobacter cinsine dahil edildi. Ornitin negatif, lisini 1yi
fermentleyemememsi, glikoz negatif, koagulaz negatif, jelatin negatifolmas: ile
Acinetobacter juni’ye benzemektedir. Fakat, arginin negatif, sitrat negatif ve 40°C’de
biiyliyememesi bu bakteri tiiriiniin 6zelligi degildir. Tiir seviyesinde karar verilemedigi i¢in
Acinetobacter sp. olarak cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.

On5 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, Gram olumlu,
optimum 30°C’de iyi biiylimesi, sar1 pigment olusturmasi ile Microbacterium cinsine dahil
edildi. Gliserol negatif, galaktoz pozitif, glikoz pozitif, furuktoz pozitif, sorboznegif,
inositol negatif, maltoz pozitif olmasi ile Microbacterium thalassium olduguna karar
verildi.

On6 numarali izolatin spor olusturan, katalaz enzimi iireten, Gram olumlu, basil,
oksidaz negatif, glikoz iiretebildigi ve arabinoz fermente edemedigi i¢in bacillaceae ailesi
icine dahil edildi. D-glukoz pozitif, L-Arabinoz ve D-Ksiloz zayif pozitif, nisasta pozitif,
40°C’de zayif bliylimesi ve daha yiiksek sicaklikta biiyiimemesi, pH 6’nin altinda
bliylimedigi i¢in bacillus cinsi igindeki diger tiirlerden ayirilarak Bacillus megaterium
olduguna karar verildi.

On7 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, Gram olumsuz,
beyaz renkli, kokkobasil bakteriler oldugu icin Serratia cinsine dehil edildi. Serratia cinsi

VP pozitif olmas1 ve glikozun fermantasyonu ile diger enterobakterlerden ayrilir. Arginin
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pozitif olmasiyla diger Serratia tiirlerinden ayrilarak Serratia grimesii olduguna karar
verildi. Fakat, tire hidrolizi negatif olmas1 bu tiir olmasina siiphe ile yaklasilmasina neden
oldugu i¢in cins olarak birakilmasina karar verildi. Serratia genusu igersinde yer alan tiirler
boceklerde olduk¢a yaygindir. Bu genusta yer alan S. marcescens, S. entomophila, S.
proteamaculans, S. liquefaciens, S .rubidea ve S. fonticola daha once yapilan bir¢ok
calismada boceklerden izole edilmistir. (Lepesme, 1937; Steinhaus, 1951, 1959; Steinhaus
ve Marsh, 1962; McLaughlin ve Keller, 1964; Bell, 1969; Lipa ve Wiland, 1972;
Sikorowsi, 1985; Krieg, 1987; 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; Sezen vd.,2004, 2005
2007; Bahar vd., 2007; ince vd., 2008; Sevim vd., 2010; Gokce vd., 2010)

On8 numaral1 izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi lireten, oksidaz pozitif,
indol negatif, jelatin hidrolizlemeyen, krem renkli, MCA’da biiyiimesi, triptofandan indol
tiretimi negatif, Gram olumsuz, krem renkli olmasi pigment negatif, lisin ve ornitin negatif,
arginin negatif, nisastayr hidrolizleyemeyen, kokkobasil bakteriler oldugu i¢in
Ochrobactrum cinsine dahil edildi. Bu bilgiler dogrultusunda tiir seviyesinde karar
verilemedigi i¢in Ochrobactrum sp. olarak cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.

On9 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, oksidaz pozitif,
Gram olumsuz, sar1 renkli diizensiz yapiya sahip olmasi jelatini hidrolizleyebilen bakteriler
oldugu i¢in Variovorax cinsine ait olan tek tiir Variovorax paradoxus olduguna karar
verildi.

On10 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi {ireten, Gram olumlu, mat
sart renkli kolonilere sahip, koagulaz pozitif, glukozu fertmentleyebilmesiyle
Corynebacterium cinsine dahil edildi. Glukoz, fruktoz ve mannozun pozitif, arabinoz,
ksiloz, rhamnoz, galaktoz, laktoz ve nisastaya negatiflik gdsterdiginden Corynebacterium
glutamicum olduguna karar verildi.

Onl1 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi {ireten, gram olumsuz,
krem-beyaz renkli, jelatini hidrolizleyebilen, Lisin ve ornitin pozitif, arginin dehidrolaz ve
H,S iiretimi negatif, basil bakteriler oldugu i¢in Serratia cinsine dehil edildi. Serratia cinsi
VP pozitif olmas1 ve glikozun fermantasyonu ile diger enterobakterlerden ayrilir Sitrat ve
VP pozitif oldugundan S. fonticola’ya ,indol negatif olmasi ile S. odorifera’ya
benzemektedir. Tiir seviyesinde karar verilemedigi i¢in Serratia sp. olarak cins seviyesinde

birakilmasina karar verildi.
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Onl2 numarali izolatin sporlu, katalaz enzimi zayif {ireten, krem renkli, Gram
olumsuz, basil, bakteriler oldugu i¢in Paenibacillus cinsine dehil edildi. Paenibacillus
daha once Bacillus polymyxa, Bacillus macerans, Bacillus alvei olarak isimlendirilen
bakteriler icermekteydi ve 20 tiir kapsamaktadir. Paenibacillus cinsine ait bakterilerin bir
¢ogu Gram olumlu olmalarma ragmen, P. glucanolyticus ve P. macquanensis Gram
olumsuz tiirleri de mevcuttur. Yapilan kimyasal testlerle tiir seviyesinde karar verilemedigi
icin Paenibacillus sp. olarak cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.

On13 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, basil sekilli, Gram
olumlu, optimum olarak 30°C’de iyi biiylimesi, sar1 pigment olusturmas: ile
Microbacterium cinsine dahil edildi. Yapilan ¢alismalar 16S rRNA dizin analizinin %96 ve
altinda benzerlik gostermesi ve APISOCH sistemlerinin analiz sonuglar1 bu izolatin tiir
diizeyinde tayininde yetmemesiyle yeni bir bakteri tiirii olabilecegine karar verildi.

Onl4 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, kokobasil sekilli,
Gram olumsuz, optimum 20-37°C arasinda iyi bilylimesi, kolonilerin ilk renksiz, sonra
krem reng olmasi, oksidaz ve katalaz pozitif, indol iiretemeyen, denitrifikasyonun negatif
olmastyla Alcaligenes cinsine dahil edildi. Glukoz, arabinoz, mannitol ve jelatin negatif
olmastyla Alcaligenes faecalis olduguna karar verildi.

Onl15 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi zayif iireten, basil sekilli,
Gram olumlu, turuncu-sari renkli pigmentler olusturan, optimum 30°C’de iyi biiyiimesiyle
Microbacterium cinsine dahil edildi. Iniilin ve raffinoz negatif olmasi, gliserol zayif
pozitif, galaktoza pozitif tepki gostermesiyle Microbacterium testaceum olduguna karar
verildi.

Onl6 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi zayif iireten, kokobasil-
ovoid sekilli, Gram olumlu olmasiyla Enterococcaceae ailesinden Enterococcus cinsine
dahil edildi. Fakat yapilan ¢aligmalar 16S rRNA dizin analizinin %91 ve altinda benzerlik
gostermesi ve APISOCH sistemlerinin analiz sonuglar1 bu izolatin tiir diizeyinde tayininde
yetmemesiyle yeni bir bakteri tiirli olabilecegine karar verildi.

Onl17 numarali izolatin spor olusturmayan, kokus-ovoid sekilli, seffaf krem renkli,
Gram olumlu, katalaz negatif, optimum 37°C’de 1yi biiylimeleri, pH 9.6 gibi yiiksek
pH‘daki ve %6.5 yiiksek oranda tuz igeren besiyerlerinde biiyiiye bilmeleri ile
Enterococcaceae ailesinden Enterococcus cinsine dahil edildi. D-ksiloz pozitif olmas ile

E. faecalis ve E. saccharolyticus ‘den ayrilir. Fakat, yapilan calismalar E. gallinarum ile
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E.casseliflavus arasinda tiir seviyesinde karar verilemedigi i¢in Enterococcus sp. olarak
cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.

Onl18 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, oksidaz negatif,
basil sekilli, Gram olumlu, krem rekte kolonilere sahip olmasiyla Microbacteriaceae
ailesinden Leucobacter cinsine dahil edildi. Yapilan kimyasal testlerin ligtlir iizerinde
benzer ozellikler gostermesi nedeniyle tiir seviyesinde karar verilemedigi i¢in Leucobacter
sp. olarak cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.

On19 numaral1 izolatin spor olusturan, katalaz enzimi zayif iireten, oksidaz negatif,
krem renkli, Gram olumsuz, basil bakteriler oldugu i¢in Paenibacillus cinsine dehil edildi.
Yapilan galigmalar 16S rRNA dizin analizinin %91 ve altinda benzerlik gostermesi ve
API5S0CH sistemlerinin analiz sonuglar1 bu izolatin tiir diizeyinde tayininde yetmemesiyle
yeni bir bakteri tiirii olabilecegine karar verildi.

On20 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi tireten, kokobasil sekilli,
Gram olumsuz, optimum 20-37°C arasinda iyi bilylimesi, kolonilerin ilk renksiz, sonra
krem renginde olmasi, oksidaz ve katalaz pozitif, indol iiretemeyen, denitrifikasyonun
negatif olmasiyla Alcaligenes cinsine dahil edildi. Glukoz, arabinoz, mannitol ve jelatin
negatif olmasiyla Alcaligenes faecalis olduguna karar verildi.

On21 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, gram olumlu,
optimum 30°C’de iyi biiylimesi, sar1 pigment olusturmasiyla Microbacterium cinsine dahil
edildi. Gliserol negatif, galaktoz pozitif, glikoz pozitif, furuktoz pozitif, sorboznegif,
inositol negatif, maltoz pozitif olmasiyla Microbacterium thalassium olduguna karar
verildi.

On22 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi tireten, Gram olumlu,
olusuyla Microbacterium cinsine dahil edildi. Yapilan calismalar 16S rRNA dizin
analizinin %89 ve altinda benzerlik gostermesi ve APISOCH sistemlerinin analiz sonuglari
bu izolatin tiir diizeyinde tayininde yetmemesiyle yeni bir bakteri tiirii olabilecegine karar
verildi.

On23 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, oksidaz negatif,
basil sekilli, Gram olumlu, krem rekte kolonilere sahip olmasiyla Microbacteriaceae
ailesinden Leucobacter cinsine dahil edildi. Yapilan kimyasal testlerin ligtlir iizerinde
benzer ozellikler gostermesi nedeniyle tiir seviyesinde karar verilemedigi i¢in Leucobacter

sp. olarak cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.



74

On24 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, basil sekilli, Gram
olumsuz, optimum 20-37°C arasinda iyi biiylimesi, kolonilerin ilk renksiz, sonra krem
renginde olmasi, oksidaz ve katalaz pozitif, indol iiretemeyen, denitrifikasyonun negatif
olmastyla Alcaligenes cinsine dahil edildi. Glukoz, arabinoz, mannitol ve jelatin negatif
olmastyla Alcaligenes faecalis olduguna karar verildi.

On25 numarali izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, Gram olumsuz,
beyaz renkli, kokkobasil bakteriler oldugu icin Serratia cinsine dehil edildi. Serratia cinsi
VP pozitif olmasi ve glikozun fermantasyonuyle diger enterobakterlerden ayrilir. Jelatini
hidrolizleyebilen, lisin ve ornitin pozitif, arginin dehidrolaz ve H,S iiretimi negatif, basil
bakteriler oldugu i¢in Serratia cinsine dehil edildi. Serratia cinsi VP pozitif olmasi ve
glikozun fermantasyonuyla diger enterobakterlerden ayrilir Sitrat ve VP pozitif
oldugundan S. fonticola’ya, indol negatif olmasiyla S. odorifera’ya benzemektedir. Tiir
seviyesinde karar verilemedigi i¢in Serratia sp. olarak cins seviyesinde birakilmasina karar
verildi.

On26 numaral1 izolatin spor olusturmayan, katalaz enzimi lireten, Gram olumsuz,
glikozu fermentlemesi ile Serratia cinsine dahil edildi. Kirmiz1 renkte pigmentlere sahip
olmasi, arginin ve arabinoz negatif, ornitin, glukoz ve VP pozitif olmasiyla diger Serratia
tiirlerinden ayrilarak, Serratia marcescens olduguna karar verildi.

Ostrinia nubilalis’ten izole edilen 26 bakteri cinsi daha once de bir¢ok kez cesitli
boceklerden izole edilmistir. Bu bakterilerin bir¢ogu zararlilarla miicadelede potansiyel
biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmaktadir (Lacey, 2007).

Literatiirde Pseudomonas ve Enterococcus bakteririleri farkli bdceklerden izole
edilmis, farkli zamanlarda farkli zararlilar {izerindeki insekdisidal aktiviteleri ¢aligilmas,
entomopatojen bakteriler olduklar1 bilinmektedir. Enterococcus bacteri tiirliniin Agrotis
segetum lizerinde %60 oldiriicti etki gosterdigi bilinmektedir (Sevim vd., 2010). Bu
calismada izole edilen bakterilerden Onl (Pseudomonas aeruginosa) ve Onl6
(Enterococcus sp.) nolu izolatlar Ostrinia nubilalis {izerinde %100’liikk insekdisidal
etkilere sahiptir. Bunlar, Ostrinia nubilalis’in biyolojik biyolojik miicadelesinde
kullanilabilecek bakteriyal izolatlar olarak degerlendirildi.

Ayni bolgeden farkli zararlhilardan izole edilen, yiiksek oOldiiriicii etkiye sahip olan
Bacillus cinsleri bakteriler, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii
kiiltiir koleksiyonundan alindi ve bunlarin Ostrinia nubilalis iizerindeki insektisidal etkileri

belirlendi. Bakterilerden Xyleborus dispar’dan izole edilen Xd3 (Bacillus thuringiensis
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subsp. tenebrionis) numarali izolatin Ostrinia nubilalis izerinde %80 etkisi oldugu tespit
edildi. Yapilan bu ¢alismayla kendi lizerinden izole edilen bakteriler ile farkli zararlilardan
izole edilen bakterilerin oldiirticti etkileri karsilastirildi. Kendi {izerinden izole edilen
bakterilerin oldiiriicii etkisinin daha yiiksek oldugu gozlendi.

Ostrinia nubilalis lilkemiz ekili misir alanlarinda ¢ok ciddi zararlara yol agmaktadir.
Bu bocek ile miicadele de kimyasal yontemler, mekanik miicadele, parazitlerle biyolojik
miicadele, mikrobiyal miicadele ve genetigi degistirilmis misirlarin  kullanilmasiyla
yapilmaktadir. Ancak, bu c¢abalara ragmen, zararliyla miicadelede kesin bir sonug
alimamamistir. Mikrobiyal miicadele kapsaminda kullanilan mikroorganizmalar bdcek
populasyonunu azaltmigtir. CrylAb, Cry 1B, 1C, 1D, Cry 2A, 2B toksin gruplarini iceren
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, aizawai ve thuringiensis Bacillus tiirleri diinyada
etkin bir sekilde Lepidopter zararlilarla miicadelede kullanilmaktadir. O. nubilalis izerinde
Cry 1Ab igeren Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, Cry 9C Bacillus thuringiensis subsp.
tolworthi ve Cry IFa2 iceren Bacillus thuringiensis subsp. aizawai etkin bir sekilde
kullanilmaktadir (Hazzard vd., 2003). Bu tez calismasinda Dogu Karadeniz Bolgesi’nden
izole edilen Bacillus tiirlerini zararliya karsi 6ldiiriicti etkisi denedik fakat, kendi lizerinden
izole edilen bakteriler kadar yiiksek etki gostermedigi gozlemledik. Xyleborus dispar’dan
izole edilen Xd3 (Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis) numarali izolatin kendisi
tizerinde %100, Agelastica alni (Coleoptera: Chrysomelidae) iizerinde %100,
Amphimallon  solstitiale (Coleoptera: Scarabaeidae) ve Melolontha melolontha
(Coleoptera: Scarabaeidae) iizerinde %90 oliiriicii etkisi oldugu bilinmektedir (Sezen vd.,
2008). Bacillus tirlerinin farkli cry’lar igermektedir ve bu cry’lar farkli bocek tiirleri
tizerinde etki gostermektedir. Xd3 numarali izolatin coleopterler {izerinde yiiksek dldiiriicii
etki gostermesi onlara 6zgii Cry’lar tasidigindan Lepidopter olan O. nubilalis’e yliksek
oldiirticii etki gostermedi. Bu ¢alismada Lepidoptera takimina ait boceklerden izole edilen
Mnd, Lydé6, 7, 8, 9 numarali izolatlarin 6ldiiriicli etkisinin diisiik olmasi da bu nedene
baglanmaktadir.

Her bolge, ekolojik ¢evre kosullar1 agisindan kendine 6zgii 6zelliklere sahiptir. Bu
cevre kosullart hem mikroorganizmalar hem de konaklar1 iizerinde degisik seviyelerde
etkili olur. Bir bolgeden izole edilen yiiksek oldiiriicii 6zellige sahip olan bakterilerin,
farkli bolgelerde ki etkisi az olabilir veya hi¢ etki gostermeye bilir. Bu 6zellikler g6z
oniinde bulunduruldugunda, zararlinin bulundugu bdélgeden kendi iizerinden elde edilen

mikrobiyal miicadele etmeni o zararliyla miicadele i¢in en iyi ¢6ziim olabilir. Bu etmenin
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bulunabilmesindeki en iyi yol ise zararlinin bakteriyal florasinin arastirilmasi ve elde

edilen izolatlarin zararl lizerinde test edilmesidir.



5. SONUCLAR

Bu calisma sonucunda iilkemiz musir tarlalarinda ciddi zararlara yol acan Ostrinia

nubilalis’in kiiltiire edilebilir bakteriyal floras1 belirlendi. Ayrica, biyolojisi ve yasama

ortamlariyla ilgili bilgiler tespit edildi. Calismada ulasilan sonuglar asagidaki gibi

siralanabilir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Olii ve saglikli larvalardan 26 farkli bakteriyal izolat elde edildi. izole edilen
bakterilerin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerine gore
identifikasyonu ve karakterizasyonlar1 yapildu.

Yapilan karakterizasyon caligmalar1 sonucu, izole edilen bakterilerin 13’1 tiir
seviyesinde, diger 13’1 ise cins seviyesinde tanimlandi. Béylece O. nubilalis’in
kiiltiire edilebilir bakteriyal florast Tanimlanan bakteriler Pseudomonas
aeruginosa (Onl), Brevundimonas aurantiaca (On2), Chryseobacterium
formosense (On3), Acinetobacter sp. (On4), Microbacterium thalassium (OnS),
Bacillus megaterium (On6), Serratia sp. (On7), Ochrobactrum sp. (OnS),
Variovorax paradoxus (On9), Corynebacterium glutamicum (Onl0), Serratia
sp.(Onl1l), Paenibacillus sp.(Onl2), Microbacterium sp.(Onl3), Alcaligenes
faecalis (Onl4), Microbacterium testaceum (OnlS5), Enterococcus sp. (Onl6),
Enterococcus sp. (Onl7), Leucobacter sp. (Onl8), Paenibacillus sp. (Onl9),
Alcaligenes  faecalis  (On20),  Microbacterium  thalassium  (On2l),
Microbacterium sp. (On22), Leucobacter sp. (On23), Alcaligenes faecalis
(On24), Serratia sp. (On25), Serratia marcescens (On26) olarak tespit edildi.
Yapilan morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler ¢caligmalar On13, Onl6, Onl9 ve
On22 numarali izolatlarin yeni tiir olabilecekleri ortaya koydu.

O. nubilalis in bakteriyal florasinda yer alan Onl ve Onl6 numarali izolatlarin
zararli tizerinde % 100°1iik bir 6ldiiriicii etkiye sahip oldugu belirlendi.

Farkl1 zararlilar {izerinde yiiksek oldiiriici etkiye sahip oldugu bilinen Bacillus
cinsi izolatlardan Xd 3(Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis) Ostrinia
nubilalis larvalar1 lizerinde %80 6ldiirticii etkiye sahip olduklar1 belirlendi.
Yapilan caligmalarla izole edilen bakterilerle, farkli zararlilardan izole edilmis

yuksek oldiriicii etkiye sahip olan bakteriler kiyaslandi ve sonug¢ olarak
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zararlidan izole edilen bakterin daha yiiksek Oldiiriicii etkiye sahip oldugu

belirlendi.



6. ONERILER

Bu calismada Ostrinia nubilalis’ten 26 farkh kiiltiire edilebilir bakteri izole edildi ve

bu zararl lizerinde insektisidal etkileri arastirildi. Ayrica, farkli boceklerden izole edilen

yiiksek insekdisidal etkiye sahip bakteri izolatlarinin O. nubilalis {izerindeki etkileri

belirlendi. Calismada ulasilan sonuglardan haraketle, gelecek ¢alismalara yonelik olarak

asagidaki hususlar belirlendi.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Elde edilen izolatlarin bagka zararlilar {izerindeki insektisidal etkileri
arastirilabilir

Insektisidal aktivite testleri yapilirken zararli bocek larvalarina sadece tek bir
izolat uygulandi. Birden fazla izolatin etkisi ayni1 anda denene bilir.

Yiiksek oldiiriicii etkiye sahip olan izolatlarin kararliliklar: arttirilabilir.
Labaratuar kosullarinda saglanan yiiksek 6ldiirme orani alan uygulamalariyla
tarla kosullarinda denenebilir.

Yeni tiir olma ihtimali olan izolatlarin tiir tayinleri daha ileri molekiiler metotlarla
yapilabilir.

Yiiksek oldiiriicti etkiye sahip olan izolatlarin mikrobiyal miicadele preparatina
doniistiirme ¢alismalari baslatilabilir.

Farkl1 6zelliklerdeki mikrobiyal etmenlerin (viriis, fungus, protozoa ve nematod
gibi) zararl tizerindeki etkileri belirlenebilir.

Yiiksek oldiiriicii etkiye sahip olan bakterilerin bu aktiviteyi saglayan ozellikler

molekiiler yollarla saflastirilip, arastirilabilir.
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8. EKLER
Ek 1., Mc FARLAND Standart Solusyonlar:

Mc Farland Standardlar1 bakterilerin 6zelliklerini tespit etmek amaciyla panel test
sistemlerine yapilacak olan ekimlerde bir birim olarak kullanilir. Mililitredeki koloni
olusturabilecek bakteri sayisini verir. (CFU: Koloni olusturabilen birim)

0,5 Mc Farland Standard igerigi yaklasik olarak 1x10 ila 1x10* CFU/ml dir.
Barium Chloride, 0,048M solution 0,5 ml

Sulfuric Acid, 0,18M solution99,5 ml

O.D at 625nm 0,08-0,1

1,0 Mc Farland Standard igerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 1,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution99,0 ml

0.D. at 625nm 0,16-0,2

2,0 Mc Farland Standard: igerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 2,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution98,0 ml

0.D. at 625 nm 0,32-0,4

3,0 Mc Farland Standard: igerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 3,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution97,0 ml

0.D. at 625 nm 0,48-0,6

4,0 Mc Farland Standardi icerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 4,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution96,0 ml

0O.D. at 625 nm 0,64-0,8

5,0 Mc Farland Standard: igerigi

Barium Chloride, 0,048M solution 5,0 ml
Sulfuric Acid, 0,18M solution95,0 ml

0.D. at 625 nm 0,8-1,0
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EKk 2., Besiyeri, Ayira¢ ve Boyalarin Hazirlanisi
Ek 2. 1., Besiyerlerinin Hazirlanisi

Anaerobik Agar: 20 g triptikaz, 10 g glukoz, 5 g sodyum kloriir, 15 g agar, 2 g
sodyum thioglycolate, 1 g sodyum formaldehit sulfoksilat 1000 ml deiyonize su
(ddH,0)’da ¢oziildii; pH’1 7,2 ye ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Brain-Heart Infusion (BHI) Agar: Toz haldeki hazir besiyerinden 37 g alindi; 1000
ml ddH,0’da ¢oziiliip otoklavda steril edildi.

Karbonhidrat Fermentasyon Besiyeri: Bu besiyerinin hazirlanmasi i¢in ilk olarak
temel besiyeri hazirlandi: 1 g diamonyum hidrojen fosfat, 0,2 g potasyum klortir, 0,2 g
magnezyum siilfat, 0,2 g yeast extract, 15 g agar 1000 ml ddH,0O’da ¢6ziildii; pH’1 7,0’a
ayarlanmadan 6nce % 0,04 (w/v) oraninda hazirlanan bromcresol purple soliisyonundan 15
ml ilave edilerek otoklavda steril edildi. Daha sonra fermentasyon 6zelliklerine bakilacak
olan sekerler hazirlandi. Oncelikle her bir besiyerinin hazirlanacag test tiipleri otoklavda
steril edildi. % 10 oranindaki karbonhidrat soliisyonlar: ise filtreden gecirilmek suretiyle
steril edildi. 50 °C’ye kadar sogutulan steril temel besiyerine, % 0,5 oraninda olacak
sekilde karbonhidrat soliisyonundan ilave edildi ve besiyeri slant olarak kullanildi.

Kligler Iron Agar (KIA): 55 g hazir besiyeri 1000 ml ddH,O’da ¢oziildi;
otoklavlanarak steril edildi.

Leura-Bertani (LB) broth: Besiyerinin bir litresini hazirlamak i¢in 10g tripton, 5g
yeast ekstrakt ve5g NaCl 1L ddH,0’da ¢oziildii ve otoklavlanarak steril edildi.

MacConkey agar (MCA): Tozhalindeki hazir besiyerinden 1 L i¢in 40g alip, ddH,O’
da ¢oziiliir ve otoklavda steril edilir.

Mannitol salt agar (MSA): Tozhalindeki hazir besiyerinden 1 L icin 108g alip,
ddH,O’ da ¢oziiliir ve otoklavda steril edilir.

Metil Kirmizisi, Voges-Proskouer Broth (MRPV): 7 g pepton, 5 g glukoz, 5 g
sodyum kloriir 1000 ml ddH,0O’da ¢6ziildii; pH’1 6,5’e ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Nisasta Agar: 1g patates nisastast 10 ml soguk ddH,O’da ¢oziiliip 100 ml niitrient
agarla karigtirildi ve otoklavlanarak steril edildi.

Nitrat Broth: 5 g pepton, 3 g beef extract, 1 g potasyum nitrat 1000 ml ddH,O’da
¢oziildii; pH’1 0.7’ye ayarlanarak otoklavda steril edildi

Niitrient Agar (NA): 5 g pepton, 3 g beef extract, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da
¢oziildii; otoklavlanarak steril edildi. Caligmada ayrica ticari olarak satilan niitrient agar da
kullanildi.

Niitrient Broth (NB): 5 g pepton, 3 g beef extract, 1 g potasyum nitrat 1000 ml
ddH,0O’da ¢oziildi; pH’1 7,0’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Niitrient Jelatin: Ticari olarak satilan niitrient jelatinden 120 g 1000 ml ddH,0O’da
¢oziildi, pH’1 7,0’a ayarlanarak kullanildi. Bunun yanisira, % 0,4 oraninda gelatin ihtiva
eden niitrient agar da kullanilabilir.

Sabouraud Dextroz Agar: 10 g pepton, 40 g dextroz, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da
¢oziildii; pH’1 5,6’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Sabouraud Dextroz Broth: 10 g pepton, 20 g dextroz, 15 g agar 1000 ml ddH,O’da
¢oziildii; pH’1 5,6’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.

Simmon’s Sitrat Besiyeri: 23 g hazir besiyeri 1000 ml ddH,O’da ¢o6ziildi;
otoklavlanarak steril edildi.

Tryptic Soy Agar (TSA): 40 g hazir besiyer 1000 ml ddH,O’da ¢oziildi;
otoklavlanarak steril edildi.
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Tryptofan Broth: 15 g hazir triyptofan broth 1000 ml ddH,O’da ¢oziildi;
otoklavlanarak steril edildi.

Ure Hidroliz Besiyeri: 0,1 g yeast extract, 9,1 g potasyum fosfat monobazik, 9,5 g
potasyum fosfat dibazik, 0,2 g iire ve 0,001 g fenol kirmizist karistmina 117 ml ddH,O
ilave edildi; pH’1 6,8’e¢ ayarlandiktan sonra 0,45 um gozenek biiyiikliigiine sahip steril
filtrelerden gecirilmek suretiyle steril edildi.

Ek 2.2., Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlanisi

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

Bakir Siilfat (CuSQOy4) Soliisyonu: 20 g bakir siilfat (CuSO4.5H,0) 80 ml suda
¢Oziilerek hazirlandi.

Dimetil-a-Naftilamin: 5 g a-naftilamin 1000 ml ve 5 N’lik asetik asitte ¢oziilerek
hazirlandi.

Gram Iyodu: 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir (KI) 5 ml ddH,0O’da ¢6ziildii; {izerine
250 ml ddH,0 ve 60 ml % 5°lik sodyum bikarbonat (NaHCO5) ilave edildi.

Katalaz Ayiract: Ayirag olarak % 10’luk hidrojen peroksit (H2O,) ¢6zeltisi kullanildi.

Kovak Kimyasali: 5 g p-dimetilaminobenzaldehid 75 ml amilalkolde ¢6ziildii ve 25
ml HCI ilave edildi.

Kristal Viyole Boyasi: Bu boya iki ayr1 soliisyon olarak hazirlanip ardindan ikisi
birbirine karistirildi: 1) 1 g kristal viyole, 10 ml etanol, 90 ml distile su ile karistirildi. 2) 4
g amonyum oksalat ve 400 ml ddH,O karistirildi. Bu iki soliisyon daha sonra birbirine
karistirilarak kullanildu.

Malasit Yesili: 5 g malasit yesili 100 ml ddH,O’da c¢oziildii; silizge¢ kagidi
yardimuyla siiziilerek kullanildi.

Oksidaz  Ayiract: 6% tetrametilfenilendiamin  hidroklorit, dimetil sulfoksit
¢Ozeltisinde hazirlanir.

Safranin: 2,5 g safranin O, 100 ml %d95’lik etanol ve 500 ml ddH,O karigtirilarak
hazirlandi.

Siilfanilik Asit: 8 g siilfalinik asit 1000 ml ve 5 N’lik asetik asit (1 kisim asetik asit:
2,5 kisim distil su) i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

Vogus-Proskauer-1 Ayiraci: 5 g a-naftol 100 ml’den az absolute alkolde ¢oziildii ve
100 mI’ye tamamlanip 5 °C’de muhafaza edildi.

Vogus-Proskauer-11 Ayiraci: 40 g KOH hizli bir sekilde 100 ml’den az ddH,O’da
¢oziildii; sogutuldu ve ddH,O ile 100 ml’ye tamamlandi; hazirlandiktan 7-8 saat sonra
kullanildi.
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Ek 3., Elde Edilen izolatlarin 16S rRNA Gen Siralari
1 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

GGGNANTGANNTGNCGCAGGCCTAACACATGCAGTCGAGCGGATGAAGG
GAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTG
AGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCG
GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGT
CTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG
CCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAA
GGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCG
GCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGG
AATTACTGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTGGATGTGAAATCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGG
TGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAC
TAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAAC
TCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGG
CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGGGCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTAC
AAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTC
CGGATCGCAGTCTGCAACTCGGCTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTG
AATCAGAATGTCATCGGTGAATANTTCCCCGCC

2 Numarali Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNNNNCNNNNCNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TATTTTAGAGTTTGATTATGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACAC
ATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGAACGTGCCTTTAGGTTCGGAATAACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGA
ATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCCTTTAGAGCGGCCCGCGCCTGATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGA
GAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCATGCCG
CGTGAATGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAATTCTTTCACCGGGGACGATAAT
GACGGTACCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAG
GCGGACATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCCTT
TGATACTGGGTGTCTTGAGTGTGAGAGAGGTATGTGGAACTCCGAGTGTAGAG
GTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGACATACTGGC
TCATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
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CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATTGCTAGTTGTCGGGATGCATGCATTTC
GGTGACGCAGCTAACGCATTAAGCAATCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAT
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCACCTTTTGACATGCCCGGACCGCCA
CAGAGATGTGGCTTTCCCTTCGGGGACTGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTC
GCCATTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAATGGGACTGCCGGTGCTAA
GCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGGTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGCGACTACAGAGGGTTAATCCTTAAAAGTCGTCTC
AGTTCGGATTGTCCTCTGCAACTCGAGGGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACACGGTACCATCTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCATTAGTTGCC
ATCATTCAGTTGGGAACTCTAATGGGACTGCCGGTGCTAAGCCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGGTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGCGACTACAGAGGGTTAATCCTTAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGTC
CTCTGCAACTCGAGGGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTA
CCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGC
TCCCAACGCGTNGTTNTNNNTGNNNA

3 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

ANNNNNNCATGNTCACGCACTCGCCGATGGCGATGCGTGTAGGGACGAT
TACTAGGCGATTCCAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTG
AGACCGGCTTTCGAGATTTGCATCACATCGCTGTGTAGCTGCCCTCTGTACCGG
CCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGACGTAAGGGCCGTGATGATTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACTAGAGTCCTCAACTTA
ATGCTAGCAACTAGTGACAGGGGTTGCGCTCGTTGCAGGACTTAACCTAACAC
CTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGAAAAATGTCCGAAGA
AGGATCTATTTCTAAATCTGTCATTTCCCATTTAAGTCTTGGTAAGGTTCCTCGC
GTATCATCGAATTAAACCACATAATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGCTAACTTATCACTTTC
GCTTAGTCTCTGAATCCGAAAACCCAAAAACGAGTTAGCATCGTTTACGGCGT
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATCAGCGT
CAGTTAAGACATAGTAACCTGCCTTCGCAATTGGTGTTCTAAGTAATATCTATG
CATTTCACCGCTACACTACTTATTCCAGCTACTTCTACCTTACTCAAGACCTGC
AGTATCAATGGCAGTTTCATAGTTAAGCTATGAGATTTCACCACTGACTTACAG
ATCCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCACCCTCC
GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTNATTCGTATAGTACCT
TCAGCTTTCCACACGTGGAAAGGATTATCCCTATACAAAAGAAGTTTACAACC
CATAGGGCCGTCGTCCTTCACGCGGGATGGCTGGATCAGGCTCTCACCCATTGT
CCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCA
GTGTGGGGGATCACCCTCTCAGGCCCCCTAAAGATCATTGACTTGGTAGGCCG
TTACCCTACCAACTATCTAATCTTGCGCGTGCCCATCTCTATCCACCGGAGTTT
TCAATAATCAATGATGCCATCAATTATATTATGGGGTATTAATCTTCCTTTCGA
AAGGCTATCCCCCAGATAAAGGCAGGTTGCACACGTGTTCCTCACCCGTGCGC
CGCTCTCTCATTTCCGAAGAAACAATGCCGCTCGGCTAGCATATGTTAGCTCCC
GACNGTNCANNN
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4 Numarali Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNNNGGNNNGGGGANGTATTCACCGCGGCATTCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGATCG
GCTTTTTGAGATTAGCATCCTATCGCTAGGTAGCAACCCTTTGTACCGACCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCC
CGCCTTCCTCCAGTTTGTCACTGGCAGTATCCTTAAAGTTCCCACCCGAAGTGC
TGGCAAATAAGGAAAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTATCTAGATTCCCGAAGGCA
CCAATCCATCTCTGGAAAGTTTCTAGTATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGC
GTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
ATTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCGTTA
GCTGCGCCACTAAGGTCTCAAAGACCCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGG
CATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGTACCTCAG
CGTCAGTATTAGGCCAGAAGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCAGATCTCT
ACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCTTCCTCTCCTATACTCTAGCCA
CCCAGTATCGAATGCAATTCCCAAGTTGAGCTCGGGGATTTCACATCCGACTTA
AATGGCCGCCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTCGCACC
CTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTAGCGGTGCTATNTGCGAGTACG
TCNGCACTAGGTATANTAGGGCTCTCCTCTCGCTAAAGTGCTTAATTCTGCGAG
TAACGTCCAAGCACCTAGGGTATTAACCTAGGGCCTCTCCTCCTCGCTTAAAGT
GCTTTACAACCAAAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGGTT
CCCCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTG
TCTCAGTCCCAGTGTGGCGGATCATCCTCTCAGACCCGCTACAGATCGTCGCCT
TGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACTTAGGCTCATCTATTAGC
GCAAGGTCACAAGTGATCCCCTGCTTTCCCCCGTAGGGCGTATGCGGTATTAG
CGCTCCTTTCGGAACGTTGTCCCCCACTAATAGGCAGATTCCTAAGTATTACTC
ACCCGTCCGCCGCTAGGTCCAGTAGCAAGCTACCTTTCCCCGCTCGACTGCATG
TGTTAAGCCTGCCNCCNCNNNNN

5 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CSCCTMCAWTAGGTCGATTGGGTCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCAT
GGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAAC
GCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGAAGCAGAGCTTGCTCT
GTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCGGACTCT
GGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACCGGATACGAGACAAGACGGCAT
CGTCATTGTCTGGAAAGATTTTTTGGTCTGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCT
TGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGAGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTG
AGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGAAAG
TGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG
CGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTG
GGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCG
GTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGG
GCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAACAGGCTTAGATAC
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CCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCATTCCACG
GATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATG
CGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAG
AACACTTCAGAAATGAAGGACTCTTTGGACACTCGTATACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACCGCCG
GGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGT
CTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTGA
GGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTC
GACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGGAA
TACGTCCCCC

6 Numarali Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNGNNNNNNNNNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATAC
ATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAA
ACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGA
TGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACT
GCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCC
ACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGT
GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCA
AGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGG
CTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACC
ATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTC
CCAACGCGTTGATTNNCNTGNNCN
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7 Numarali Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNNNGCGNCGGCCGGNACGANCGGCAAGTTCGAAGCGGAAGCACAGGG
GAGCTCGGCTCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAT
GCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC
GCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGAT
GGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTG
GTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCA
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGG
AAGGTGGTGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAA
TCCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCG
TAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAAC
GATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTT
AAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG
AACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTT
CGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTC
GGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGG
CGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAGCGGACCTCAGGAGTACGTC
GGATCCGGATTGATCTCAACTCGACTCCATGAATCGGATCGCTGTNTCGTGCTT
CAGANTGCGTCNNCGCTNCNCCCCNNTNANCNNG

8Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

ANNGCCNNNNNATCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGC
AGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGAA
CGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACATATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGA
GCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACGGAATAACT
CAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGG
CAAGAGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAA
GGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGC
GCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGACGGTCTTAGGATTGTAAA
GCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAA
CTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTA
CTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGA
GCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTATGGTAGAGGTG
AGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG
TGGCGAAAGGCGGCTCACTGGACTCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACTCCTGGTAGTCCACGCCGTANCGATGAATGT
TAGCNGTCGGGGTGTTTACACTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCG
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NTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA
GCCCTTGACATACCGGTCGCGGACACAGAGATGTGTCTTTCAGTTCGGCTGGA
CCGGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCA
CTCTAAAGGGACTGCCAGTGATAAGCTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAG
TGGGCAGCAAGCGTGCGAACGCAAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGG
ATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
ACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGNNN
NNNNNNN

9Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

ANNNNNNCAGGGGAGTATCTCACCAGATGGCATATCTGATCCACGATTA
CGAGCGATTCCGACTTCACGCAGCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGAC
TGGTTTTATGGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTTTGTACCAGCCA
TTGTATGACGTGTGTAGCCCCACCTATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCCCAACTGAATG
TAGCAACTAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTACGGCTCTCTTTCGAG
CACTAAGCCATCTCTGGCAAATTCCGTACATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTTTC
GCGTTGCATCGAATTAAACCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGT
TAGCTTCGTTACTGAGTCAGTGAAGACCCAACAACCAGTTGACATCGTTTAGG
GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGA
GCGTCAGTACAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCGCATATC
TACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTTCCATCCCCCTCTGCCGTACTCCAGC
GATGCAGTCACAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACAACTGTC
TTACATCACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCA
CCCTACGTATTAACGGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTAC
GGTACCGTCATTAGGCCTCTTTATTAGAAAAAGGCCGTTTCGTTCCGTACAAAA
GCAGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCTGCACGCGGCATGGCTGGATCAGGC
TTGCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCG
TGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAGACCAGCTACAGATCGAAG
GCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTACCTAATCTGCCATCGGCCGCTCCATT
CGCGCAAGGTCTTGCGATCCCCTGCTTTCATCCGTAGATCGTATGCGGTATTAG
CACAGCTTTCGCTGCGTTATCCCCCACGATTGGGCACGTTCCGATGTATTACTC
TACCGTTCGCCACTCGCCGCCAGGATGCTGACCCGCTGCTCGTTCGACTTGCAT
NTGNAANGCATGCCGACTGGCATNNNNCNT
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10 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNTTNANNNNNCNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACA
CATGCAAGTCGAACGCTGAAACTAGAGCTTGCTTTGGTGGATGAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTTGGGATAAGCTCGGGAAA
CTGGGTCTAATACCGAATACCCACACCATTCTAAGGATGGTGTGGAAAGCTTT
TGCGGTGTGGGATGAGCCTGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCT
ACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACATTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAACTCCTTTCGCTAGGGACGAAGCCTTTCGGGGTGACGGTACCTGGAG
AAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCG
AGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTC
GTCTGTGAAATCCCGGGGCTTAACTTCGGGCGTGCAGGCGATACGGGCATAAC
TTGAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGA
TATCAGAGGAACACCAATGGCGAAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCT
GAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATG
CCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTAGGGGTCTTCCACGACTTCTGTGCCGCAG
CTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATG
CAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGGACCGGATCGGCGTAGAGATA
CGTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCC
AGCACATTGTGGTGGGTACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCT
ACAATGGTCGGTACAGCGAGTTGCCACACCGTAAGGTGGAGCTAATCTCTTAA
AGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGT
CGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCC
TGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTGATTTNATTTTCNN

11 Numaral izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

GGANTNNAGNGNCANNCGGCTTCNCNCTNGGNAAGTCGAAGCGGTAGCA
CAGGGGAAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTG
GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGC
ATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGT
GCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
GCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGC
GAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGTTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAG
ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAG
AGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTC
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AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
TGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCT
AACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAT
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAA
CGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATT
GGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTT
GTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCA
GCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATA
AAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCCATGAAGTTCGG
AATCGCTAGTNATCGTAGATCAGAATGCTCNCNNNNGTCCNNNGCNCNNNNN
NNA

12 Numaral izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNNATANCNNNNCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAAT
ACATGCAAGTCGAGCGGACTTGAAGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGGTTAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACC
GGAAACGGTAGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTCGCCTGAAGGAAACTGGA
AAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGA
TCGGCCACACTAGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGGATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGA
GTAACTGCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAA
CCCCGGATCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTG
TTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCCTCTGACCGGTGCAGAGATGTACCTTTTCTTCGGAACATTCAAGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATATTTAGTTGCCAGCATTTCGGATGGGCACTCTA
GATAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGC
TGCGAAATCGCGAGATGGAGCCAATCCCAACAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAG
CATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACGGT
ACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAG
CTCCCAACGCGTNGATNNCATNTACCNNN
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13 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNNCNNGNNNAACCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGC
AGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGA
TGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTAGCTT
GCTAGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCGA
ACTTTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACCGAATATGCACCATGACG
GCATCGTCAATGGTGGGAAAGATTTTTCGGTTCGGGAGGGGCTCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTG
AGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCC
GCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGC
GAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCT
CGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTAGAGGCTCAACCTCTAGCTTG
CAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGT
AGCGGTGGAATGCGCAGATATCANGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCT
CTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAACAGGCTTA
GATACCCTGGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGCCTTTC
TACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAG
CATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATA
CCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAATACTGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT
GTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGATACCGC
GAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAAC
TCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGT
GAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATC
GAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTACNNN

14 Numaral izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATNNGAAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTAGAGGCTCAACCTCT
AGCTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCC
TGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGC
AGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAACA
GGCTTAGATACCCTGGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGG
GCCTTTCTACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGA
CATATACCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAA
TACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGAT
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ACCGCGAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCT
GCAACTCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCT
GCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCA
TAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGA
GTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTAGCGGGATGCTTTACACATGCAAGTC
GAACGGCAGCGCGAGAGAGCTTGCTCTCTTGGCGGCGAGTGGCGGACGGGTG
AGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTAGCGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTG
GCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGGGGGGATCGCAAGACCTCTC
ACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACC
AAGGCAACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATG
GGGGAAACCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGTATGATGAAGGCCTTCGGGTTGT
AAAGTACTTTTGGCAGAGAAGAAAAGGTACCTCCTAATACGAGGTACTGCTGA
CGGTATCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGTGTAGGCGG
TTCGGAAAGAAAGATGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTTTA
ACTGCCGAGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGA
AATGCGTAGATATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAAGGCAGCCCCCTGGGAT
AATACTGACGCTCAGACACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGCTGTTGGGGGCCGTTAGGGCC
TTAGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGNGTACGGTC

15 Numaral izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNNTNNAANNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTA
TTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACAT
GCAAGTCGAACGGTGAAGCCAAGCTTGCTTGGTGGATCAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTGGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCG
TCTAATACTGGATATGAGCTCCTATCGCATGGTGGGGGTTGGAAAGATTTTTCG
GTCTGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCA
AGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG
GCGGAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCG
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATC
CGGAATCATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAA
ATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGG
TAGGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGAGG
AACACCGATGGCGAAAGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGA
AAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCCGTAAACG
TTGGGAACTAGTTGTGGGGGACCATTTCCACGGGTTTCCGTGACGCAGCTAAC
GCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGC
GAAGATCCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAAC
TCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCA
CGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACA
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ATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAG
CCGGTCCCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCG
CTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTG
CAGGTCGACCATATGGAGAGCTCCCCAACGCCNTGNNTNNTNTNNNNNT

16 Numaral izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

ANNTAAACCAGNNCCACGCGTTGGGACTCTCCCATATGGTCGACCTGCA
GGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCACGAC
GAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTTTTCTTTCACCGG
AGCTTGCTCCACCGAAAGAAAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACGGGTGCTAATACCGTAT
AACACTATTTTCCGCATGGAAGAAAGTTGAAAGGCGCTTTTGCGTCACTGATG
GATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAA
CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAA
GTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTC
TGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAAAACGTTCATCCCTTGACGGTAT
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GAGACTTGAGTGCAGAAGACGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATG
CGTATATATATGGCAGGAACACCAGTGGCTGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTGAGCGAACAGGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGCCTTTCTACGGTCT
CCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGA
TTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAAC
GGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTC
GTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAATACTGCCGGGGTC
AACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGG
GCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGATACCGCGAGGTAG
AGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTA
CATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG
TTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCC
GCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTACNNN

17 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CCAAGGNNNNGGGNANGTATTCACCGCGCGTGCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAGAA
GCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCGCGACTTCGCAACTCGTTGTACTTCCCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCC
CACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGAT
GGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
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GACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGA
AGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGC
GTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTT
GCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACG
GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCA
GCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATC
TACGCATTTCACCGCTACACATGGGAATTCCAACTCTCCTCTTCTGCACTCAAG
TCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGGCTTTCACATCAGA
CTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTG
CCACCTAGGATGAACGTTCTACTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTT
TCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATAC
CGTCAAGTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGA
CTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCC
GTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTG
CCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGGGTCCATCCATC
AGTGACGCAAAAGCGCCTTTCAACTTTCTTCCATGCGGAAAATAGTGTTATAC
GGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTGATGGGCAGGTTACCCAC
GTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCTTTTTCTTTCGGTGGAGCAAGCTCCGGTGA
AAGAAAAAGCGTTCGACTGCATGTATAGCCCCGCCCNCNNNNNNN

18 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNNTNNNNNNNNATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACA
TGCAAGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGAAGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCGAACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGG
CGTCTAATACTGGATATGTCCCATCACCGCATGGTGTGTGGGTGGAAAGATTT
ATCGGTTCGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTC
ACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGTGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAA
GCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCTGCTGT
GAAAACCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAAGCTAGAGT
GCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAG
GAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGA
GCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA
AACGTTGGGAACTAGATGTAGGGACTGTTCCACGGTTTCTGTGTCGTAGCTAA
CGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAGGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTC
AACTCTTTGGACACTCGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTATGTTGCCA
GCACGTTATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGTGGTCAACACGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCGCGCATGCTA
CAATGGCCGATACAAAGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAAAA
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AGTCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGT
CGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCC
TGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTGATTTNNTTNNNN

19 Numarah izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNNNANCANNNNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATAC
ATGCAAGTCGAGCGGACTTGAAGAGAAGCTTGCTTCTCGGATGGTTAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGCTTGGGACAACTACCGG
AAACGGTAGCTAATACCGAATACTTGTTTTCTTCGCCTGAAGAGAACTGGAAA
GACGGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGC
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTA
ACTGCTCTTAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCC
CGGATCGCTCTGGAAACTGCGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGG
CAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAAC
AGGCTTAGATACCCTGGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGG
GGCCTTTCTACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC
GGCGGAGCATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATATACCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGA
ATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGA
TACCGCGAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTC
TGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGC
TGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACC
ATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTACN
NN

20 Numaral izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CCNNNNNACNNGNTAGTATCTCACCAGAGACATATCTGATCCGCAGATT
ACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGA
TCGGGTTTCTGAGATTGGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCGACCCTCTGTCCCGACC
ATTGTATGACGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCAT
CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCTCTTGCGTAG
CAACTAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCCGGTTCTCTTGCGAGCAC
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GGCCAAATCTCTTCGGCTTTCCAGACATGTCAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCGCG
TTGCATCGAATTAATCCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCC
ITTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAG
CTGCGCTACTAAGGCCTAACGGCCCCAACAGCTAGTTGACATCGTTTAGGGCG
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGTCTGAGCG
TCAGTATTATCCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACATATCTAC
GCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCTCTGACATACTCTAGCTCGG
CAGTTAAAAATGCAGTTCCAAGGTTGAGCCCTGGGATTTCACATCTTTCTTTCC
GATCCGCCTACACACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTA
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGCAGATACC
GTCAGCAGGATCCCGTATTAGGGGATACCTTTTCTTCTCTGCCAAAAGTACTTT
ACAACCCGAAGGCCTTCATCATACACGCGGGATGGCTGGATCAGGGTTTCCCC
CATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA
GTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAAACCAGCTACGGATCGTTGCCTTGGTG
AGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGATATCGGCCGCTCCAATAGTGAGA
GGTCTTGCGATCCCCCCCTTTCCCCCGTAGGGCGTATGCGGTATTAGCCACTCT
TTCGAGTAGTTATCCCCCGCTACTGGGCACGTTCCGATATATTACTCACCCGTT
CGCCACTCGCCGCCAAGAGACCAAGCTCTGCCCGCTGCCGTTCGACTAGCATG
TGTANANCATNTCGNNNGNCTNCC

21 Numaral izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

GNNNNNNNGGNNANCANCGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG
CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCATAT
TGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAA
GCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTG
CCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACTGTGGCTAATGCCGCATGACGTCT
ACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCGCTATCGGATGAACCCATATG
GGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGG
TCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCTCAATGGCCGCAAGCCTGATGCACCCATG
CCGCGTGTATGAATAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAA
GGTGATAAAGTTAATACTTTTATCAATTGATCTTCTCCTCCGAAGAAGCCCCGG
CTAACTCCGTGACATCCGCCCCTGCAATACGGATGGTGCCAGCGATAATTCTA
AATTACTGGGCTTAAACCGCACGCTAGCGGTCAATTAATTCCATGTGAAAAGC
CCCTAACTTTACTTACGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTCAAGTCTTGTACA
GGGCGGAAGAATCTCTTGTGCACCGATAAACTGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGG
TTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTAGAGGCTCAACCTCTAGCTTGCAGTGGGTA
CGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGG
AATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCG
TAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCT
GGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGCCTTTCTACGGTCT
CCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGA
TTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAAC
GGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTC
GTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAATACTGCCGGGGTC
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AACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGG

GCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGATACCGCGAGGTAG
AGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTA

CATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG
TTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCC
GCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTACNNN

22 Numarali Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

NNNNNNANNNTCNACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAG
GCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATG
AACGCTAGCGGCAGGCCTAACACATGCGAGTCGAGGGGTATAGAGAGCTTGCT
TTCTAGAGACCGGCGGATGGGTGAGTAACGCGTATGCAACCTACCTTTTACAG
GGGAATAGCCCGGAGAAATTCGGATTAATGCTCCATGGTTTATATGAGTGGCA
TCATTTATATAATAAAGATTTATCGGTAAAAGATGGGCATGCGTATCATTAGCT
AGTTGGTGTGGTAACGGCATACCAAGGCGACGATGATTAGGGGTCCTGAGAGG
GAGATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGAGGAATACTGGTCAATGGAGGCAACTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCA
GGATGACGGTCCTATGGATTGTAAACTGCTTTTGTACGGGAAGAAATGTAATT
ACGTGTAATTATTTGACGGTACCGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGTTTA
AAGGGTTCGTAGGCGGTTTAGTAAGTCAGTGGTGAAATCTTATAGCTTAACCA
TAAAATTGCCGTTGATACTGCTAAACTTGAATAGTATGGAAGTAATTAGAATA
TGTAGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAG
GCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAA
CAGGCTTAGATACCCTGGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGG
GGGCCTTTCTACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG
CGGCGGAGCATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATATACCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGG
AATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCG
ATACCGCGAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGT
CTGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACG
CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTAC
CATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTAC

23 Numarali Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

CATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTT
GATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC
GCTGAAGCCCCAGCTTGCTGGGGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACAC
GTGAGTAACCTGCCCATCACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATAC
TGGATACGAGCAGCGACCGCATGGTCAGCTGTTGGAAAGACTGGTTCGGTGAT
GGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG
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ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCA
AGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT
CTTTTAGTAGGGAAGAAGCCTTCGGGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACC
CGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAAGCTAGAGTGCGGTAG
GGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAA
AGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTT
GGGAACTAGATGTAGGGCCTGTTCCACGGGTTCTGTGTCGTAGCTAACGCATT
AAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAAGGCTTGACATATAGAAGAACGGGTCAGAAATGATTCACTCTTT
GGACACTTCTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTATGTTGCCAGCACGTAA
TGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGTGGTCAACACGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGC
CGGTACAATGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGT
CTCAGTTCGGCACGGGGTCTTCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCCTAG
TAATCGTCGCACACGATACGCNTATGCTAGAGCTGACCATGCC

24 Numaral Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

ANNNGNNNNGGNANGTATTCACCGCGACATTCTGATCCGCGATTACTAG
CGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGG
GTTTCTGAGATTGGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCGACCCTCTGTCCCGACCATTG
TATGACGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCC
ACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCTCTTGCGTAGCAAC
TAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCCGGTTCTCTTGCGAGCACGGCC
AAATCTCTTCGGCTTTCCAGACATGTCAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCGCGTTGC
ATCGAATTAATCCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTG
AGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTGC
GCTACTAAGGCCTAACGGCCCCAACAGCTAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGA
CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGTCTGAGCGTCAG
TATTATCCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACATATCTACGCAT
TTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCTCTGACATACTCTAGCTCGGCAGT
TAAAAATGCAGTTCCAAGGTTGAGCCCTGGGATTTCACATCTTTCTTTCCGAAC
CGCCTACACACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGCAGATACCGTCA
GCAGTATCTCGTATTAGGAGATACCTTTTCTTCTCTGCCAAAAGTACTTTACAA
CCCGAAGGCCTTCATCATACACGCGGGATGGCTGGATCAGGGTTTCCCCCATT
GTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCC
CAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAAACCAGCTACGGATCGTTGCCTTGGTGAGCC
TTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGATATCGGCCGCTCCAATAGTGAGAGGTCT
TGCGATCCCCCCCTTTCCCCCGTAGGGCGTATGCGGTATTAGCCACTCTTTCGA
GTAGTTATCCCCCGCTACTGGGCACGTTCCGATATATTACTCACCCGTCCGCCA
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CTCGCCGCCAAGAGAGCAAGCTCTCTCGCGCTGCCGTTCGACTGCATGTGTAA
AGCTCCCCGNCNNGTNNNNCC

25 Numarali Izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

GNNNNNNNNGNCNGACGGCTNCACNCTCTGCAAGTCGAAGCGGTAGCAC
AGGGGAAGCTTGCTCCCCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTG
GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGC
ATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGT
GCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
GCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGC
GAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAG
ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAG
AGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCA
NGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCT
GTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTA
ACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAC
GCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTG
GTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTG
TGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAG
CGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAA
AGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAAT
CGCTGTAATCGTAGATCAGAATGCGNCGNCGTGNCGNNGCNTCCNNNGNNG

26Numarali izolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sirasi;

GGAACCKKGCGCAGCTACCATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTT
GCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTG
ATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAA
GACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGA
TTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT
GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAG
GTGGTGAACTTAATACGTTCATCAATTGACGTTGCTCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAG
GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATA
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CCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTC
GATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATC
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGA
ACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCG
GGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAC
ACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTA
GTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
GTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCA
TGCGACGTCGCCCAATCGCCGT
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ÖNSÖZ

''Ostrinia nubilalis’in kültüre edilebilir bakteriyal florası ve mikrobiyal etkilerinin araştırıldığı'' bu çalışma, Karadeniz Teknik Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji Anabilim Dalı’nda “Yüksek Lisans Tezi” olarak hazırlanmıştır.
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ÖZET

Mısır kurdu (Ostrinia nubilalis Hbn. Lepidoptera: Pyralidae) polifag bir zararlı olup, Türkiye’de ve tüm dünyada oldukça yaygındır. Larvaları mısırda olduğu gibi darı, kendir ve şerbetçi otu gibi bitkilerde de  ciddi zararlara neden olabilir ve biber, sorgum, bezelye, soya fasulyesi, pamuk  ve fasulyede de yaralanmalara neden olmaktadır. Bu zararlıdaki bakteriyal flora çalışmaları, önemli bir biyolojik mücadele etmeninin geliştirilmesi ve böcek direncinin belirlenmesinde oldukça önemlidir. Bu amaç doğrultusunda, Ostrinia nubilalis larvaları Doğu Karadeniz Bölgesi’ndeki  çeşitli tarım alanlarından toplandı. Bu larvalardan toplam 26 kültüre edilebilir bakteriyal izolat elde edildi ve morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler karakterizasyon sonucunda bu izolatlar Pseudomonas aeruginosa (On1), Brevundimonas aurantiaca (On2), Chryseobacterium formosense (On3), Acinetobacter sp. (On4), Microbacterium thalassium (On5), Bacillus megaterium (On6), Serratia sp. (On7), Ochrobactrum sp. (On8), Variovorax paradoxus (On9), Corynebacterium glutamicum (On10), Serratia sp.(On11), Paenibacillus sp.(On12), Microbacterium sp.(On13), Alcaligenes faecalis (On14), Microbacterium testaceum (On15), Enterococcus sp. (On16), Enterococcus sp. (On17), Leucobacter sp. (On18), Paenibacillus sp. (On19), Alcaligenes faecalis (On20), Microbacterium thalassium (On21), Microbacterium sp. (On22), Leucobacter sp. (On23), Alcaligenes faecalis (On24), Serratia sp. (On25) ve Serratia marcescens (On26) olarak tanımlandı. Çalışmada 16 S rRNA analizine göre On13, On16, On19 ve On22 kodlu izolatların yeni türler olabilecekleri belirlendi. On1 (Pseudomonas aeruginosa) ve On16 (Enterococcus sp.) kodlu izolatların 14 gün içinde 3. evre O.nubilalis  larvaları üzerinde %100’lük bir öldürücü etkiye sahip olduğu tespit edildi. Ayrıca, farklı zararlılar üzerinde yüksek öldürücü etkiye sahip Bacillus izolatlarından Xd 3(Bacillus thuringiensis) kodlu izolat Ostrinia nubilalis üzerinde %80’lik etkiye sahip olduğu belirlendi, öldürücü etkiyi gösterdi. Sonuç olarak, On1 and On16 kodlu izolatların  Ostrinia nubilalis’e karşı en önemli gelecek vaat eden bir biyolojik mücadele etmeni  olabilecekleri gösterildi.

Anahtar Kelimeler: Ostrinia nubilalis, Bakteriyal flora, İnsektisidal aktivite, Mikrobiyal mücadele.
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SUMMARY

Investigation of Culturable Bacterial Flora and Microbial Agent  of Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae)


Corn borer (Ostrinia nubilalis Hbn. Lepidoptera: Pyralidae) is a polyphage pest and widespread in all over the world specially in Turkey. Ostrinia nubilalis larvae cause a serious damage to maize as well as millet, hemp, hop, and it is capable of injuring peppers, sorghum, cowpea, soy-bean, fruit of beans and cotton.  Studying the bacterial flora of the pests are important for both determining a significant bio-control agent and insect resistance.  For this purpose,   Ostrinia nubilalis larvae were collected from various fields of Eastern Black Sea region of Turkey.  Total of 26 different cultured bacteria were isolated from these larvae and  identified as Pseudomonas aeruginosa (On1), Brevundimonas aurantiaca (On2), Chryseobacterium formosense (On3), Acinetobacter sp. (On4), Microbacterium thalassium (On5), Bacillus megaterium (On6), Serratia sp. (On7), Ochrobactrum sp. (On8), Variovorax paradoxus (On9), Corynebacterium glutamicum (On10), Serratia sp.(On11), Paenibacillus sp.(On12), Microbacterium sp.(On13), Alcaligenes faecalis (On14), Microbacterium testaceum (On15), Enterococcus sp. (On16), Enterococcus sp. (On17), Leucobacter sp. (On18), Paenibacillus sp. (On19), Alcaligenes faecalis (On20), Microbacterium thalassium (On21), Microbacterium sp. (On22), Leucobacter sp. (On23), Alcaligenes faecalis (On24), Serratia sp. (On25), Serratia marcescens (On26). Our results indicate that isolates coded as On13, On16, On19 and On22 are probably novel isolates. The highest insecticidal effect was 100% by On1 (Pseudomonas aeruginosa) and On16 (Enterococcus sp.) againts the 3th instar pest larvae within fourteen days. Also, the highest insecticidal effects of Bacillus isolates isolated from different pest species was performed on Ostrinia nubilalis. The highest insecticidal effect was 80% by Xd 3(Bacillus thuringiensis) againts pest larvae within fourteen days. Consequently, On1 and On16 appear to be the most promising bio-control agents against Ostrinia nubilalis. 

Key words: Ostrinia nubilalis, Bacterial flora, Insecticidal activity, Microbial control 
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1. GENEL BİLGİLER

1.1. Giriş

Küresel ısınma ve yerleşim alanlarının giderek artması tarımda kullanılabilecek alanı en aza indirmiş, insanoğlu bu kısıtlı alandan en yüksek verimi almak zorunda kalmıştır. Ayrıca, insan nüfusunun devamlı artması ile birlikte tarımsal üretime olan ihtiyaç da giderek artmış, çaprazlama deneyleri sonucu verimli ırkların üretilmesiyle bu dengelenmeye çalışılmıştır. Ancak, bu çalışmalara rağmen tarımsal zararlılardan dolayı üretim istenildiği kadar arttırılamamıştır.

Doğada birçok böcek türü bulunmaktadır. Bu böceklerin bir kısmı insan yaşamı için zararlı iken, büyük bir çoğunluğunun faydalı olduğu bilinmektedir. İnsanlık için çok az böcek türü zararlı olmasına rağmen, bunlar tarım alanlarında büyük ekonomik kayıplara neden olmaktadır.

Mısır, eski çağlardan itibaren insanoğlunun yararlandığı bir bitkidir. Gerek insan gıdası, gerek hayvan yemi ve gerekse endüstri hammaddesi olarak büyük önem taşımaktadır. Bu nedenle mısır yetiştiriciliğindeki sorunların azaltılması veya ortadan kaldırılması elzem bir husus olmuştur.

 Mısır bitkisinde üretimin düşmesindeki en önemli nedenlerden birisi zararlı böceklerdir. Gerek mısır ürünü ve gerekse de mısır gövde ve kök üzerinde birçok tarımsal zararlı yaşamaktadır. Bunlar, mısır üzerinde çeşitli derecelerde zararlar meydana getirerek büyük ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de en önemli mısır zararlısı mısır kurdu (Ostrinia nubilalis Hbn., Lep.: Pyralidae)’dur. 


Farklı yöntemler de kullanılmasına rağmen, tüm dünyada olduğu gibi günümüzde ülkemizde de zararlı böceklerin mücadelesinde çeşitli kimyasal insektisitler kullanılmaktadır. Bu kimyasalların insektisitlerin ekolojik dengeyi bozarak doğal çevreye zarar vermesi, hedeflenmiş organizmadan başka yararlı böcükler üzerinde öldürücü etki göstermesi, insan neslinin sağlığını olumsuz etkilemesi gibi nedenlerle yasaklanmaya başlanmış ve diğer zararlılarda olduğu gibi mısır kurduyla mücadelede de alternatif yollar araştırılmaya başlamıştır. Böylece, biyolojik mücadele çalışmaları hız kazanmıştır.


Biyolojik mücadele, zararlı böceklerin doğal düşmanlarını onlara karşı kullanmak olarak tanımlanabilir (Oğurlu, 2000). Doğal düşman terimi, predatörler, parazitler ve hastalık oluşturan mikroorganizmaları kapsar (Peter, 1984).

Böceklerle mücadelede mikrobiyal etmenlerin kullanımı 1800’lü  yıllarda fungusların kullanımıyla başlamıştır (Oğurlu, 2000). Ancak, gün geçtikçe kimyasalların canlılar üzerindeki etkilerinin anlaşılmaya başlamasıyla, araştırmalar böcekler üzerinde patojenik etkiye sahip mikroorganizmaların tespiti ve zararlılara karşı kullanımına yoğunlaşmıştır.


Biyolojik mücadelede kullanılan etmenler bakteriler, virüsler, funguslar, nematodlar, protozoonlar ve rekombinant tekniklerle geliştirilen etmenleri kapsamaktadır (Peter, 1984). Belirtilen gruplara ait etmenler zararlı böceklerde hastalık oluşturarak böcek populasyonunun dengede tutulmasını ve zararlıların en az seviyeye inmesini sağlamaktadır. Bunların büyük bir çoğunluğu konağa özgü olduğu için yalnızca mücadele yapılmak istenilen organizma üzerinde etkilidir. Bu özelliğiyle faydalı ve predatör böcekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedeflenmemiş organizmalar üzerinde herhangi bir risk oluşturmaz. Tamamen doğal olmaları sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirliliğe yol açmazlar. Bu özellikleri, gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacağını göstermektedir.

EDWIP (The Ecological Database of the World’s Insect Pathogens) ve VIDIL ( Viral Diseases of Insect in the Literature Database) verilerine göre 2.285 farklı mikroorganizma türünün, 9,407 böcek türüyle ilişkili olduğu belirlenmiştir. Toplam  2.285 mikroorganizmanın 1.504‘ünü protozoonlar, 411’ini funguslar, 168’in virüsler, 146’sını nematodlar, 51’ini bakteriler ve 5’ini de diğer organizmalar oluşturmaktadır (Braxton vd., 2003).  Bu verilerin sayısı her geçen gün yeni keşiflerle artmaktadır.

Dünyada mısır kurdu ile kimyasallar, feromon tuzakları, genetiği değiştirilmiş mısır bitkileri, çeşitli parazitler ve mikroorganizmalar kullanılarak mücadele edilmeye çalışılmaktadır. Fakat, yapılan tüm bu çalışmalar bu böceğin populasyonunun zarar seviyesinin altında tutmak için yeterli olmamış ve zararlıyla mücadele halen etkin bir sorun olmaya devam etmektedir.


Mısır kurduna karşı uygulanacak bir biyolojik mücadele etmeninin hangi dönemde ve nasıl verilebilmesi için öncelikle zararlıyı çok iyi tanımak, biyolojisini çok iyi bilmek gerekir. İkinci olarak ise biyolojik mücadelede kullanlacak etmenin tespit edilmesidir. Böyle bir etmenin tespit edilebilmesi için mevcut biyolojik etmenlerin test edilmesi ve zararlı böcekte muhtemel hastalık oluşturalanbilen yeni bir patojenin araştırılması gerekmektedir. 

Bu bilgiler ışığında; ülkemiz ekonomisinde büyük bir yere sahip olan tarımda, mısır ürünlerine  zarar veren mısır kurdu (Ostrinia nubilalis)’nun, biyolojik mücadelesiyle  uyumlu çalışabilecek ve hatta ona alternatif oluşturabilecek bir mikrobiyal mücadele etmeninin tespiti çok büyük önem taşımaktadır. Bu süreçte bu çalışmada Ostrinia nubilalis‘e karşı mikrobiyal mücadelede kullanılabilmesi amacıyla zararlının kültüre edilebilir bakteriyal florasının belirlenmesi amaçlanmıştır. Ayrıca, izole edilen bakterilerin zararlı üzerindeki öldürücü etkileri test edildi ve sağlanan etkiler aynı bölgede bulunan farklı böceklerden izole edilmiş öldürücü etkileri yüksek, çeşitli bakteriyal etmenlerle kıyaslandı.

Öldürücü etkisi yüksek böyle bir mikrobiyal etmen, biyolojik mücadele çalışmalarında O. nubilalis’in yanında çeşitli tarım arazilerinde zararlara neden olan diğer böceklere karşı da  kullanılabilecektir.

1.2. Mısır Bitkisi ve İnsan Hayatındaki Yeri

 Mısır (Zea mays L.), Poaceae (buğdaygiller) familyası içinde yer alan, genellikle çok nemli iklim bölgelerinde yetiştirilebilen, tek yıllık, özellikle doymamış yağ asidi içeren bir tarım bitkisidir (URL-1). 

Mısır bitkisinin 4 cm çapa erişen sert ve dik gövdesi, boğumlu ve bu boğumlar arasında gövdenin içi boştur. Yaprakları, gövde üzerinde almaşık dizili, yeşil renkli, üstü paralel çizgiler şeklinde damarlı, şerit biçimli ve uçları sivridir. Bitkinin iki farklı çiçeği vardır. Erkek çiçekleri bitkinin üst ucunda salkım başak biçiminde, dişi çiçekleri yaprak koltuğundan çıkan ve olgunlaştığında 25 cm uzunluğa erişen koçanlar üzerinde yer alır. Dişi çiçeklerin yaz mevsiminde olgunlaşmasıyla meydana gelen mısır tohumları (taneleri), kalın bir sap olan bu koçanlar üzerinde düzgün sıralar halinde dizilmiştir. Koçan, yapraksı bir burguyla sıkıca sarılıyken tanelerin arasında uzayan esmer kahverengi ipliksi uzantılar (stigmalar) burgunun ucundan çıkar. Bunlara da mısır püskülü adı verilir (URL-2).

Mısır, (değişik şekillerde insan hayatında yer almaktadır; yağ, nişasta, tane tüketimi, mısır gevreği ve slajik yem gibi) gerek insan gıdası olması, gerek hayvan yemi olarak kullanılması ve gerekse endüstri hammaddesi olarak işlenmesinden dolayı büyük önem taşıdığından, yetiştiriciliği de büyük öneme sahiptir. Mısır tanesinden, yağ ve alkol, sap, yaprak ve sumaklarından ise kâğıttan plastiğe kadar çeşitli maddeler yapılan önemli bir bitkidir. Nişasta, yağ ve yem sanayinde (slajik yem) istenilen özellikleri taşıyan mısırın önemi gün geçtikçe artmaktadır (Ege, 2002; Akdeniz vd., 2004). Ayrıca sap ve yaprakları hayvan yemi ve küçük çapta hasır el işleri yapımında da kullanılır. Yüz kilogram mısırdan 77 kg nişasta, 2 kg şeker, 9 kg protein, 5 kg yağ ve 7 kg da diğer maddeler elde edilebilir (Kanburoğlu ve Öğretir, 1980). Ayrıca, biyoyakıt üretiminde kullanıldığından geleceğin enerjisi hammaddesi olarak düşünülmektedir (Taşdan, 2005; Ceviz vd., 2009).

Mısır bitkisi, eski çağlardan bu yana insanoğlunun yararlandığı ve kültüre aldığı en eski tarla bitkilerinden biridir. En çok 3–4 m‘ye kadar boylanabilen tek yıllık bu iri tarım bitkisinin anayurdu Güney Amerika'dır. Dünyada yayılışı, Amerika’nın keşfinden sonra olmuştur. Oradan denizciler tarafından Avrupa, Afrika, Çin ile Hindistan'a getirilmiş ve daha sonra tüm dünyada yaygın biçimde yetiştirilmeye başlamıştır. Ülkemize ise 16.yy’da Kuzey Afrika, Mısır ve Suriye yoluyla geldiği kabul edilmektedir (Babaoğlu, 2005). Mısır hibritleri dünyada 60 derece kuzey ve 42 derece güney enlemleri arasında yetişebilmekte olup, ekiliş alanı olarak, dünyada buğday ve çeltikten sonra üçüncü sırayı almaktadır (Tablo 1) (Kırtok, 1998). Tahıllar içerisinde güneş enerjisini en iyi kullanan ve birim alandan en fazla kuru madde üreten bir bitkidir (URL-3). Tanesindeki ham yağ, yulaftan sonra en yüksek değer veren besin maddesidir. 

Tablo 1.  Dünya hububat üretimi 2009 yılı verileri ( Milyon ton) (IGC Mart 2010)

		ÜLKE ADI

		BUĞDAY

		ARPA

		MISIR



		AVRUPA (27 ÜLKE)

		138,7

		61,7

		56,9



		ÇİN

		114,0

		2,5

		154,0



		HİNDİSTAN

		80,6

		1,5

		18,0



		A.B.D

		60,3

		5,0

		333,5



		RUSYA

		61,7

		17,9

		-



		KANADA

		26,5

		9,5

		9,6



		AVUSTRALYA

		21,7

		8,0

		0,3



		TÜRKİYE

		18,0

		6,0

		3,8



		UKRAYNA

		20,9

		11,8

		10,5



		ARJANTİN

		8,0

		1,2

		20,5



		KAZAKİSTAN

		16,0

		2,6

		-



		DÜNYA TOPLAMI

		675,2

		147,9

		799,8





1.3. Mısır Bitkisinin Dünya ve Türkiye Ekonomisindeki Yeri

kaynak: Baktabul Msn messenger ifadeleri, Avatar, gif, smiley, Resimli Siirler, izle, indir, Komik Resimler, programlar, Resimleri, Haberler http://www.baktabulum.com/ziraat-bilimi/66255-misir-nedir-misir-yetistiriciligi-misir-ziraati-misircilik.htmlMısır, tahıllar içinde üretim açısından buğdaydan sonra ikinci sırada yer alır, bunu çeltik takip eder (Taşdan, 2007). Üretim, Latin Amerika ve Afrika'da birinci sıraya çıkmaktadır. Ülkemizde ise tahıllar grubu içerisinde buğday ve arpadan sonra en geniş ekim alanına ve üretime sahiptir. Günümüzde de çok sayıda kullanım alanı olan ve önemi giderek artan mısır bitkisi, yüksek verim alınabilen bir tarla bitkisi olarak diğerlerinden farklılık göstermektedir. Bugün dünyada silaj yapımında kullanılan en popüler bitki olan mısır, bu amaçla dünyanın birçok bölgesinde de başarıyla yetiştirilmektedir (Yaylak ve Alçiçek, 2003). Ülkemizde mısırın üretim alanları Karadeniz ve Güney Marmara Bölgeleri olarak bilinir. Ülkemizin hemen her yerinde yetiştirilen mısır, yakın zamana kadar yaygın bir şekilde sadece Karadeniz Bölgesinde yetiştirilmekte iken 1980‘li yıllardan itibaren özellikle Tarım Bakanlığı tarafından yürütülen II. ürün projesiyle güney bölgelerimizde de yaygınlık kazanmıştır. Ülkemizde yetiştirilen mısır alt türleri, taş mısır (Zea mays subsp. indurata), at dişi mısır (Zea mays subsp. indentata), cin mısır (Zea mays subsp. everta), tatlı mısır (Zea mays subsp. saccharata), unlu mısır (Zea mays subsp. amylaceae), mumlu mısır (Zea mays subsp. ceratina), kavuzlu mısır (Zea mays subsp. tunicata) ve çizgili mısır (Zea mays subsp. japonica)’dır (URL-4). 
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Karadeniz, Ege, Akdeniz ve Güneydoğu Anadolu bölgelerinde sulanabilen alanlarda başarıyla yetiştirilen mısır bitkisi, Doğu Anadolu ve Marmara Bölgesinin bazı kesimlerinde de yetişebilmektedir. En çok yetiştirildiği bölge Karadeniz Bölgesi’dir (Şekil 1). Ülkemizdeki 2009 yılı mısırın üretim miktarı 4,25 milyon ton olarak gerçekleşmiştir (TÜİK 2009).
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(Sekil 46d). Larvalar, sriimeeklerde oldugu gibi, salgiladiklari ip gibi bir salg
yardimiyla kendini asagi dogru sarkitirlar Olgun larva boyu ortalama 24 mm
civarindadir. Pupa kizilimst kahverenginde, 12-15 mm boyundadir (Sekil 46e).
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Sekil 46. Misirkurdu’nun ergini (a: Disi; b Erkek), yumurta paketi (c), larvast (d) ve
pupast (e).

Yurdumuzda bolgelere gore degismekle birlikte, dol sayis1 2—4 tiir. Kist genellikle
olgun larva durumunda tarlada kalan veya hasat edilen saplar ve kogan iginde
gegirmektedir. Kislayan Narvalar genellikle ilkbahar sonlarna dogru bulunduklari
yerde pupa olurlar. Genellikle Nisan baginda ¢ikan kelebekler yumurtalarini gogun-
lukla yapraklarin alt yiiziine paketler bigiminde koymaktadir. Bir yumurta paketin-
de ortalama 25 (5-50) dolayinda yumurta vardir. Yumurta agilma siiresi sicakliga
bagl olarak 3- 6 gin dolayindadir. Bir disi genellikle 200 dolayinda yumurta
koymaktadir. Yumurtadan gikan larvalar, bulunduklart yerde 1-2 giin beslendikten
sonra helezon yapraklardan veya dogrudan govde icine girerler Larva gelisme
siiresi yaklagik olarak 30-35 giin dolaymdadir. Larvalar 5-6 gomlek degistirler.
Olgun duruma gelen larvalar cogunlukla bulunduklart sap iginde veya iizerinde
pupa olurlar. Pupa siiresi sicaklikla ilgili olarak, genellikle 8-10 giin kadardir.

2. ZARAR SEKLI, EKONOMiK ONEMI VE YAYILISI

Larvalar, msir bitkisinin kok bolimi digindaki tiim organlarinda zarar yapmak-
tadir. Misirlarda ilk zarar, ilk donem Jarvalarin birbiri iizerine sarmal yapraklari
(helezon yaprak) delip iceri girmesiyle baslar (Sekil 47b). Sonra govde, kogan ve

gapistirlimis olup,
zer (Sekil 46¢).
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       Şekil 1. Türkiye’deki mısır üretim alanları 

Dünya geneli mısır üretimi son yıllarda 2 milyon ton artarak rekor düzey olan 794 milyon tona ulaşmıştır. Üretim bu şekilde olmasına rağmen, tüketimi karşılayamamaktadır (Tablo 2 ve 3) (T.M.O, 2010; A.B.D. Tarım Bakanlığı, 2010).  Türkiye ise 5,2 ile 4,71 olan dünya verim ortalamasının üzerindedir ( Boran, 2007).

  Tablo 2. Dünya mısır üretim, ticaret, tüketim ve stok miktarları (Milyon ton) (IGC 

   Mart 2010)

		MISIR

		2002-03

		2003-04

		2004-05

		2005-06

		2006-07

		2007-08

		2008-09 TAHMİN

		2009-10 ÖNGÖRÜ



		ÜRETİM

		566

		628

		713

		698

		709

		795

		794

		800



		TİCARET

		107

		80

		76

		79

		87

		101

		84

		84



		TÜKETİM

		601

		647

		686

		701

		725

		775

		80

		808



		STOK

		165

		105

		135

		132

		117

		136

		151

		142





Tablo 3. Dünya hububat üretimi ve Türkiye’nin durumu 

		ÜLKELER

		2001/2002

		2002/2003

		2003/2004

		2004/2005

		2005/2006



		AB (25)

		8,94

		9,17

		6,61

		8,36

		8,01



		FRANSA

		8,57

		8,98

		7,53

		9,14

		8,71



		İTALYA

		9,52

		9,49

		6,96

		9,16

		9,33



		MEKSİKA

		2,62

		2,74

		2,83

		2,92

		2,85



		ARJANTİN

		6

		6,33

		6,52

		7,22

		7



		ABD

		8,67

		8,16

		8,93

		10,06

		9,29



		KANADA

		6,62

		7,01

		7,8

		8,25

		8,64



		MISIR

		8

		8,57

		8,57

		8,5

		8,5



		TÜRKİYE

		4

		4,2

		5

		5,2

		5,2



		DÜNYA

		4,35

		4,39

		4,43

		4,92

		4,71





Türkiye’de mısır ekim alanlarının ve üretiminin yıllara göre değişimi incelendiğinde, 1935’te, 175 000 hektarlık bir alanda mısır ekimi yapılmasına karşın, bu değerin 1999 yılına gelindiğinde sadece Karadeniz Bölgesinde 224,237 hektar alana ulaştığı görülmektedir. Bu alanda da toplam üretim 584,671 tondur.  Bu verilerden de anlaşıldığı üzere mısır bitkisi ülkemiz tarımı ve ekonomisinde önemli bir yere sahiptir ( Şahin, 2001).

İnsan nüfusunun devamlı artmasından dolayı, tarımsal üretime olan ihtiyaç da giderek artmaktadır. Çaprazlama deneyleri sonucu verimli ırkların üretilmesiyle bu dengelenmeye çalışılmaktadır. Fakat, bu çalışmalara rağmen, tarımsal zararlılardan dolayı üretim istenildiği kadar artmamaktadır (Aktaş ve Yurdakul, 2005).  

Karadeniz Bölgesinde ve ülkemiz genelinde önemli yeri olan mısır üzerinde verim azalması, kalitenin ve üretimin düşmesindeki en önemli nedenlerden birisi zararlı böceklerdir. Mısır  gerek ürün, gerekse gövde ve kökleri üzerinde birçok tarımsal zararlı böcek yaşayan bir bitkidir. Bu zararlılar mısır üzerinde çeşitli zararlar meydana getirerek büyük ekonomik kayıplara neden olmaktadırlar. Bu böceklerden en önemlisi, mısır kurdu (Ostrinia nubilalis Hbn., Lep.: Pyralidae)’dur.  


1.4. Mısır Zararlıları ve Ekonomik Etkileri

Zararlı böcekler, orman, tarla ve bahçe bitkilerinde, seralarda, süs bitkilerinde, koruma altına alınmış bölgelerde yetişen bitki türleri üzerinde, depolanmış ürünlerde, veterinerlik ve tıbbi alanlarda büyük zararlara yol açarlar (Lacey vd., 2001).

Dünyada mısır bitkisinde az veya çok zarara neden olan 400’den fazla zararlı türü bulunmaktadır. Bitkinin farklı gelişme dönemlerinde görülen mısır zararlıları 5 grupta incelenebilir. 

Fidede beslenen zararlılar: Bu zararlılar bitkinin ilk 5 haftalık döneminde fide ve köklerle beslenerek bitki sıklığını ve sağlığını bozarlar. 

Yaprak ve yaprak helozonunda beslenen zararlılar: Bitkinin sapa kalkma döneminde yaprak helozonunda beslenerek bitkiye zarar verirler.

Tepe ve koçan püskülünde beslenen zararlılar: Koçan püskülünün    tamamını keserek bitkiye zarar verirler.

Koçanda beslenen zararlılar: Taneleri yiyerek beslenen zararlılardır.

Sapta beslenen zararlılar: Bu grup ise bitki sapına zarar yapar ve koçan kaybına neden olurlar. 

Bugüne kadar ürün kaybına neden olan tespit edilmiş önemli 22 adet mısır  zararlısı mevcuttur. Bu zararlılar Tablo 4’te gösterilmektedir.
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Tablo 4. Tespit edilmiş mısır zararlıları ve ait oldukları gruplar
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Türkçe adı                                     Latince adı                                             

1. Çizgili yaprak kurdu                            Spodoptera exigua Hbn.                                     

2. Yaprak kurdu                                       Pseudaletia unipuncta Haworth


3. Boz kurt                                                Agrotis ipsilon Hufnagel


4. Mısır sap kesici kurdu                          Sesamia nonagrioides Lef.


5. Mısır yaprak biti                                   Rhopalosiphum maidis Fitch


6. Batı mısır kök kurdu                             Diabrotica virgifera

7. Kuzey mısır kök kurdu                         Diabrotica barberi Smith & Lawrence   


8. Güney mısır kök kurdu                         Diabrotica undecimpunctata howardi Barber


9. Tel kurdu                                               Agriotes spp.


10. Mısır yaprak piresi                                Chaetocnema pulicaria Melsheimer


11. Mısır yaprak galeri kurdu                      Agromyza parvicornis Loew


12. Mısır yuvarlak kurdu                             Heliothis zea

13. Japon böceği                                          Popillia japonica Newman


14. Piknik böcekleri                                     Carpophilus spp.

15. Tahtakurusu                                           Blissus leucopterus

16. İki benekli örümcek kenesi                    Tetranychus urticae

17. Mısır biti                                                 Sitophilus zeamaise

18. Çayır çekirgesi                                        meadow grasshopper   


19. Kırmızı bacaklı çekirge                          Melanoplus fermur-rubrum

20. Defransiyel çekirge                                Melanoplus differentialis

21. Adi sap kurdu                                         Papaipema nebris
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Mısır kurdu                                           Ostrinia nubilalis Hbn.

1.4.1. Spodoptera (Laphygma , Caradrina ) exiqua Hb. (Lep. Noctuidae) 

Gruplar halinde yasayan genç larvalar, bulundukları yaprak ve tomurcukların epidermisini yiyerek zarar oluştururlar. Larvalar geliştikçe yaprak damar aralarını yiyerek yalnız yaprak damarlarını bırakırlar. Daha ileriki dönemlerde ise yaprağın tamamını yiyip bitirirler. Boylanan bitkilerde ise toprak üzerinde bulunan yan köklerle de beslenirler. Zarar derecesi bitkinin durumuna ve zararlı yoğunluğuna bağlı olarak büyük farklılıklar gösterir. Bazı durumlarda %100'e yakın zarar yapabilmektedir. Bu zararlı ülkemizde hemen hemen her yerde görülmektedir (URL-5).

1.4.2. Pseudaletia (Mythimna) unipuncta, Acantholeucania (Mythimna) lorey

 Esas zararı yapan larvalar, genellikle mısırın tepe püskülünden önceki dönemlerde merkezi ve taze yapraklarla beslenirler. Bitkinin tepe ve koçan püskülü ile süt olum dönemlerinde de zarar yaparlar. Zarar şekli yaprakların kenarlarından içe doğru yenmesi ile karakteristiktir. Yoğun bulaşmalarda larvalar, yaprak ayasını tamamen yiyerek sadece ana damarın kalmasına neden olurlar (URL-6).

1.4.3. Agrotis ipsilon (Hufn.) ve Agrotis  segetum (Schiff.) (Lep.: Noctuidae) 

Larvalar genellikle genç mısır bitkilerinin kökboğazını toprak yüzeyine yakın bölümünden keserek zararlı olurlar. Bitkinin toprak üstü organında az da olsa beslenebilmekte, hatta bitkilerin ileri dönemlerinde de bazen zarar yapabilmektedir. Bozkurt larvaları yoğun oldukları tarlalarda önemli ölçüde zarara neden olabilirler. Bazen bu durum tarlanın yeniden ekilmesini gerektirebilir. Her iki tür de polifag olup, yurdumuzun hemen hemen her yerinde görülmektedir (URL-7).

1.4.4. Sesamia nonagrioides (Lef.), Sesamia  cretica (Led.), (Lep.: Noctuidae)

 Larvalar mısır bitkilerinin yapraklarında, saplarında ve koçanlarında zarar oluştururlar. Mısır bitkilerinin genç dönemlerinde zararlı bulaşmaları olursa, gövde içinde beslenen larvalar, ileride gelişme konisinden çıkacak yaprakları da zarara uğratırlar. Bu gibi mısır bitkilerinde gelişme konisinden yeni çıkan yapraklarda birbirine simetrik yenik deliklerini görmek mümkündür. Bu zarar şekli, bu zararlı için çok tipik olup, diğer zararlıların zarar şeklinden kolaylıkla ayrılabilir. Yaprak kınının iç yüzeyinde yaklaşık 48 saatlik beslenmesini tamamlayan larvalar bulundukları ortam üzerinden gövdeye geçerler. Sap içine giren larvalar buralarda galeriler açmak suretiyle beslenmelerine devam ederler. Çıkarmış oldukları dışkı maddelerini de giriş deliklerinden dışarı atarlar. Koçanları saran yaprakların kınlarının iç yüzüne konan yumurtalardan çıkan larvalar, buradaki kısa beslenmelerini tamamlayarak koçan içine girerler. Burada ise süt oluşumundaki taneleri yiyerek beslenirler. Bu beslenmeleri esnasında aynen sapta olduğu gibi galeriler açarlar. Çıkardıkları dışkı maddeleriyle de bakteri faaliyetini artırarak koçan içindeki tanelerin tümünün zarar görmesine sebep olurlar. Bu zararlının ülkemizde Ege, Marmara, Karadeniz, Güneydoğu ve Güney Anadolu Bölgelerinde bulunduğu saptanmıştır (URL-8), Doğu Karadeniz Bölgesinde ise yayılışı azdır. 

1.4.5. Rhopalosiphum maidis (Fitch)

 Yaprak bitlerinin ergin ve nimfleri hububatın yaprak, başak, koçan ve erkek organlarında bitki özsuyunu emmek suretiyle zarar yaparlar. Emgi sonucunda bitki zayıflar, gelişme durur, tanenin olgunlaşması engellenir, tane buruşur ve kurur. Beslenmeleri esnasında salgıladıkları zehirli maddeler yüzünden bitkilerde anormal büyümeler ve şekil bozukluklarına neden olarak normal gelişmeyi engellerler. Genel olarak şekil bozukluğu, yaprakların kıvrılması ile kendini gösterir. Virüs taşıdıkları için bir çok bitki virüs hastalığının diğer bitkilere bulaşmasına neden olurlar (URL-9). 

1.4.6. Diabrotica virgifera, Diabrotica barberi (Smith & Lawrence), Diabrotica undecimpunctata howardi (Barber)

 Mısırdaki çoğu zarar, larvaların beslenmelerinden kaynaklanır. Yumurtadan yeni çıkan kök kurtları toprakta mısır köklerini bulur, başlangıçta ince kök tüyleri ve yuva üzerindeki  mısır bitkisinin kök ip uçlarıyla beslenmeye başlar. Birincil larvalar büyümek için büyük kök içine tünel açar ve uzun zaman bunlarla beslenir. Yaralanan kökleri patojenlerin bozmasıyla köklerde kök çürüklüğüne neden olur. Sap tabanını budar ve ciddi kök yaralanmalarına neden olur. Köklerin yeteneği kaybolur, bitki içine su ve besin taşınması engellenir, bitki büyümesi azalır ve azalan tahıl üretimi ile sonuçlanır. Şiddetli kök yaralanması da mısır bitkilerinin lokal olarak, hasatın daha zor hale gelmesine neden olabilir. (URL-10). 

1.4.7. Agriotes spp., (Col: Elateridae)

 Erginler bitki yapraklarında beslenirlerse de önemli zararları görülmez. Larvalar bitkilerin toprak altı organlarına saldırır. İnce olan mısır köklerini koparırlar, kalın kökler ve toprağa yakın ana gövde içinde galeriler açarak beslenirler. Bu şekilde zarar gören bitkiler kolayca kurur. Yoğun bulundukları yerlerde zararları çok fazla olup, bazı mısır tarlalarında bu zarar %80'e kadar yükselir. Olgun larvalar daha ağır zarara yol açarlar. Yurdumuzun tüm mısır bölgelerinde az da olsa rastlanabilmektedir (URL-11). 

 1.4.8. Agromyza parvicornis (Loew)

 Mısır yaprakları üzerinde bitki öz suyunu emerek zarara neden olurlar. Larvaları galeriler şeklinde mısır yaprak yüzeyini bozarlar. Bu esnada bakteri ve fungus bulaştırarak mısırın hastalanmasına neden olurlar (URL-26).


1.4.9. Agromyza parvicornis (Loew) (Insecta: Diptera: Agromyzidae) 

Bu zararlı çok az öneme sahip, hiç hasar vermiyor gibi gözükse de Florida’da  böceğin kalabalık populasyonuyla büyük ekonomik kayıplara neden olmuştur (Nuessly et al. 2006). Meksika mısır yetiştiricileri 2003 yılında haşere için %50 kayıp bildirdi. (Sutherland 2005). Alt yapraklara saldırarak yaprak minerallerini büyük oranda tüketir. Delikler açarak yumurta bırakır, fakat bu bitki üzerinde fazla bir zarar oluşturmazlar (URL-12).


         1.4.10. Helicoverpa zea (Boddie, 1850) 

Mısırı da içine alan birçok bitki konak dizilimi içindedir. Bu zararlı birçok kimyasal ilaca dirençlidir. Günümüzde biyolojik mücadelesinde Bacillus thuringiensis ve nematodlar yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (URL-13). 

1.4.11. Popillia japonica (Newman, 1841) 

Larva aşamasında bitkinin köklerini yediği gibi bu aşamada Paenibacillus bakteri grubunun neden olduğu sütlü spor hastalığının bitkiye taşınmasına neden olur. ABD’de biyolojik mücadelesi geliştirilmiş ve ticari olarak çim alanlarına toz halinde uygulanmaktadır (URL-14).

1.4.12. Carpophilus spp. 

Ülkemizde ekşilik böcekleri olarak bilinen bu böcekler yaş ve kuru meyvelerde, bahçe ve depo döneminde zarar yaparlar. Yaş meyvelerde açtıkları yaralara mantar sporları bulaştırarak ekşime, akma ve bozulmaya neden olurlar. Ayrıca, aflatoksine neden olan Aspergillus flavus fungusunun da taşıyıcısıdır (URL-15). 

1.4.13. Blissus leucopterus (


Say" 
Say
, 1832) 

Çim ailesine ait yabani bitkilerle beslendiği gibi buğday, çavdar, arpa, yulaf ve özellikle mısır gibi kültür bitkileri üzerinde de etkilidir. Onlar büyüyen bitkilerin özsuyunu emerler. Bitkiler ne zaman olgunlaşır  ya da kuru hale gelirse, diğer büyüyen bitkilere beslenmek için seyahat ederler (URL-16). 

1.4.14. Tetranychus urticae, T. cinnabannus, T. atlanticus

Kırmızı örümcekler olarak bilinen bu zararlılar, bitkilerin özsuyunu emerek beslenirler. Bitki özsuyu emilen yaprak sararır, kıvrılır, dökülür. Verim % 40-60 oranında düşer ve ürün kalitesiz olur. Çeşitli virüs hastalıklarının yayılmasına neden olurlar (URL-17).

1.4.16. Papaipema nebris (Guenee) 

Bu böcekler mısır gibi ürünlerin sapları içine tüneller ve küçük galeriler açarlar. Küçük başlı tahıllar bu zararlıya zamanından önce teslim olurken, mısır bitkileri ise daha dirençlidir. Çünkü, katlanmış yapraklara sahip olduğu için üzerinde düzensiz deliklere neden olur. Ayrıca, gövdede açtığı delikler ile diğer mısır zararlılarına benzemektedir. (URL-18).

1.4.16.  Sitophilus zeameis (Metsch) 

Bir depo zararlısıdır. Depolanmış kuru mısır tanelerini yer. Ayrıca, lekelenmelere neden olur. Morfolojik olarak pirinç bitine çok benzer. Kın kanatlar üzerinde bulunan 4 kırmızımtırak sarı leke pirinç bitinden daha kesin sınırlıdır. Protoraks üzerindeki lekeler daha derindir. Antenlerin ikinci halkası üçüncünün iki mislidir. Pirinç bitinde ise bu halka üçüncüden biraz uzundur, bu yönüyle onlardan ayırt edilir (URL-19).

1.4.17. Caelifera (Ander, 1939) 

Kümeler halinde bırakılan yumurtalardan ilk yağmurlardan hemen sonra çıkan kanatsız çekirge yavruları büyük topluluklar halinde bitkilere saldırırlar. Yavrular erginleşip kanatlanınca göçün hızı daha da artar. Karabulut gibi göç eden çekirge sürüsü indiği yerdeki bitkileri kısa sürede yiyip bitirir. Sıcak mevsimin sonunda dişiler bulundukları yerde yumurtlar, daha sonra erginler kalabalık topluluklar halinde ölür ve bu defa da cesetleri hastalıklara yol açar (URL-20). 

1.4.18. Ostrinia nubilalis (Hbn.), (Lep.: Pyralidae)

 Larvalar kök bölümü dışında tüm organlarında zarar yapmaktadır. Mısırlarda ilk zarar, ilk dönem larvaların birbiri üzerine sarmal yaprakları delip içeri girmesiyle başlar. Sonra gövde, koçan ve erkek organda delik ve galeriler açar. Mısır kurdunun gövdeye girişi genelde koçanın üstündeki boğumlardan olur (Mısır koçan kurdunda ise bu koçanın altındaki boğumlardan gerçekleşmektedir). Açılan galeriler ve beslenme nedeniyle bitkinin zayıflamasına, gövde ve koçanın kırılmasına ve bunun sonucu olarak ta ürün azalmasına neden olur. Ayrıca, koçandaki deliklerden koçan içine giren funguslar, ürettikleri  mikotoksinler nedeniyle insan ve hayvan sağlığı için tehlike oluşturmaktadırlar (URL-23). 

1.5. Mısır Kurdu (Ostrinia nubilalis (Hbn.), Lep.: Pyralidae)

1.5.1. Tanımı ve Yaşayışı

1.5.1.1. Ergin 

Kelebeğin yaşam süresi  1- 2 haftadır. Kelebekler krem sarı-renkte olup, dişinin başı krem-sarı, erkeğin kahverengimsidir. Antenler iki cinsiyette de aynı olup, kıl gibidir. Dişide toraks üzeri soluk sarı veya deve tüyü renginde uzun tüylerle kaplıdır. Dişi ve erkek bireyde kanat renkleri birbirinden oldukça farklı olup, bu cinsiyet ayrımında önemli bir kriterdir. Dişide ön kanatlar krem-sarısı renkte, üzerinde altın sarısı renginde 3 adet enine zigzaglı çizgi ve 2 nokta bulunmuktadır. Arka kanatları ise saman sarısı renginde, enine 2 açık sarı çizgi bulunur. Ön ve arka kanat uçları tamamen sarı tüylerle kaplıdır. Erkekte ise ön kanatlar koyu sütlü kahverengi olup, kanatların uç kısmında daha koyu kahverengi zigzag bir bant, onun yanında açık krem zigzag bir bant ve bundan sonrası da toraksa kadar açık ve koyu kahverengi dalgalı bir şekildedir. Kanatların orta kısmında ön kenara yakın açık renk birer leke bulunur. Arka kanatlarda da yine kanat ucundaki koyu bant devam eder. Arka kanatlar toraksa doğru grimsi lekelidir. Kelebeklerin kanat açıklığı yaklaşık 22-30 mm’ dir (Sekil 2a).

[image: image8.jpg]





Şekil 2. Ostrinia nubilalis’in biyolojisi  a) Ergin, b) Larva, c) Yumurta, d)Pupa

1.5.1.2. Yumurta

 Küme halinde bırakılan yumurtalar genellikle yaprak alt yüzüne yapıştırılır ve üstten bakıldığında balık puluna benzerdir. Başlangıçta parlak beyaz olan yumurtalar sonra sarımsı krem rengini alır ( Şekil 2c).

Genellikle nisan başında çıkan kelebekler yumurtalarını çoğunlukla yaprakların alt yüzüne kümeler biçiminde koymaktadır (Şekil 2c). Bir yumurta kümesinde genellikle 25 dolayında yumurta vardır. Yumurta kuluçka süresi sıcaklıkla yakından  ilgili olup, 3-6 gün dolayındadır. Bir dişi genellikle 200 dolayında yumurta koymaktadır. Larva gelişme süresi yaklaşık olarak 30-35 gün dolayındadır. Olgun duruma gelen larvalar çoğunlukla bulundukları sap içinde pupa olurlar. Pupa süresi sıcaklıkla ilgili olarak, genellikle 8-10 gün dolayında değişmektedir (URL-24). 

Ostrinia nubilalis’in yumurta bırakma öncesi periyod 2-3 gün, yumurtlama periyodu  7 -10 gün, her bir kelebeğin yumurtlaması gecede yaklaşık 2 yumurta yığını, bir yumurta yığınında yaklaşık 23 yumurta, birdişi yaklaşık 400 adet yumurtlar, Larvaların yumurtadan çıkma süresi  3-7 gündür.

1.5.1.3. Larva

Yumurtadan yeni çıkmış larva soluk krem renginde olup, baş siyah renklidir. İleriki dönemde larva rengi soluk kırmızı veya pembe olup, her bir segment üzerinde önde 4 arkada 2'şer adet koyu kahverengi nokta bulunur ve birkaç tane koyu kahverengi veya pembe çizgi vücut boyunca uzanır. Olgun larva boyu ortalama 24 mm civarındadır (Şekil 2b). Larva yaşam süresince 5 evre geçirir. Larvaların hayatta kalma oranı  %10-20’dir.

1.5.1.4. Pupa

 Pupa kızıl kahve renginde 12-15 mm boyundadır. Yurdumuzda bölgelere göre değişmekle birlikte döl sayısı 2-4 ‘tür. Kışı genellikle olgun larva durumunda tarlada kalan veya hasat edilen saplar içinde geçirmektedir. Kışlayan larvalar genellikle ilkbahar sonlarına doğru bulundukları yerde pupa olurlar (Şekil 2d).

Ostrinia nubilalis uygun mevsim ısısını bulduğu zaman 3 hayat evresini tamamlayabilmektedir (Şekil 3).
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Şekil 3. Ostrinia nubilalis’in hayat evresi

1.5.2. Zarar Şekli, Ekonomik Önemi ve Yayılışı

Mısır kurdu dünyada 1920‘den itibaren önemli bir mısır zararlısı olmuştur. Larvalar, mısır bitkisinin kök bölümü dışındaki tüm organlarına bulaşmakta ve zarar yapmaktadır. Mısırlarda ilk zarar genç larvaların birbiri üzerine sarılı uç yaprakları delip, içeri girmesiyle başlar (Şekil 4). Sonra gövde, koçan ve erkek organda galeriler açarlar. Açılan galeriler ve beslenme nedeniyle bitkinin zayıflamasına, gövde ve koçanın kırılmasına ve bunun sonucu olarak da ürün azalmasına neden olurlar. Ayrıca, koçanlardaki bulaşmalarla randıman düşmesi ortaya çıkmakta ve galerilerde meydana gelen fungal hastalıklar yeni sorunlar yaratabilmektedir. Mısır kurdu ülkemizin Karadeniz, Marmara, Ege ve Güney Anadolu Bölgelerimizde yaygın durumdadır (Gözüaçık, 2005).
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Şekil 4. Ostrinia nubilalis’in zarar şekilleri (URL-22 ve URL-25 ).

Mısır kurdu, başta mısır olmak üzere 200'den fazla bitki türüne zarar veren polinatör (polifag) bir zararlıdır. Bunlar arasında biber, patlıcan, fasülye, patates, buğday, kenevir, ayçiçeği, krizantem, yıldızçiçeği ve bazı odunumsu bitkiler bulunmaktadır.

1.6. Ostrinia nubilalis ile Mücadele Yöntemleri

Tarımsal üretimde bitki koruma alanında kullanılan teknikler insan ve çevre sağlığı açısından özel bir öneme sahiptir. Genel olarak bitki hastalık ve zararlılarıyla, zamanında ve doğru mücadele yapılmadığında, ürün kaybının %30-35 civarında olduğu kabul edilmektedir. Bu kaybı önlemek amacıyla en fazla kullanılan yöntem, kimyasal mücadeledir. Ancak, bilinçsizce pestisit uygulandığında, tarım ilaçları sadece zararlıları değil, bunları baskı altında tutan faydalı böcekleri de doğrudan ve dolaylı olarak etkilemektedir. Böylece, doğal denge bozulmakta, tür çeşitliliği azalmakta, daha önceden problem olmayan potansiyel zararlılar sorun olmakta ve bu zararlılara karşı ek ilaçlama yapma zorunluluğu ortaya çıkmaktadır. Bir ekosistemdeki zararlıları tamamen yok etmek yerine ekonomik zarar eşiğinin altında tutma prensibine dayanan “entegre mücadele” bugün Türkiye’de mısır zararlılarına karşı başarıyla kullanılabilir şekilde geliştirilmiştir. Ancak, maalesef birçok mısır üreticisi bu yöntemi uygulayamamaktadır. Yukarıda belirtildiği gibi Türkiye’de mısırda 20 civarında zararlı tür saptanmıştır. Bunlardan ancak iki tanesi, mısır kurdu ve mısır koçan kurdu ana zararlı durumundadır. Bunların dışındakiler ise potansiyel zararlılardır. Aynı anda bir taraftan ana zararlıları baskı altına alan, diğer taraftan da potansiyel zararlıların ana zararlı durumuna geçmesini engelleyen tek yöntem “entegre mücadele”dir. Mısırda görülen hastalık, zararlı ve yabancı otlarla mücadelede, entegre mücadele prensiplerine uyulması sürdürülebilir bir tarım yaklaşımı açısından mutlaka gereklidir. Mısır tarlalarında uygulanacak entegre mücadele programlarında, tarlada mevcut bütün hastalık, zararlı ve yabancı otların mücadelesi birlikte düşünülmeli ve mücadelenin yönetimi, ana zararlıların mücadelesi esas alınarak yapılmalıdır. Tarlada bulunan diğer hastalık, zararlı ve yabancı otların mücadelesi ise bunlara entegre edilmelidir. Entegre mücadele programında, zararlılara karşı belirlenen tüm mücadele yöntemleri birlikte değerlendirilmeli, öncelikle bitkinin sağlıklı yetiştirilmesi için kültürel önlemler alınmalıdır. Böylece, bitkinin zararlı ve hastalıklara karşı dayanıklılığının arttırılması sağlanmış olacaktır. Kültürel önlemlerin alınmasına rağmen, mısır tarlasına zararlı, hastalık ve yabancı ot bulaşması halinde, insan ve çevreye en az olumsuz etkisi olan mücadele yöntemlerine öncelik verilmelidir. Bunlar, mekanik mücadele ve biyolojik mücadele yöntemleridir. Bu yöntemlerin uygulanmasına rağmen, zararlı ve hastalıkların artışı engellenemiyorsa, ürün kaybı meydana gelmeden önce son çare olarak kimyasal mücadeleye başvurulmalıdır. Kimyasal mücadele zorunlu ise çevre dostu, insan sağlığına ve doğal düşmanlara olumsuz etkisi en az olan spesifik ilaçlar kullanılmalı, etkili en düşük dozda ve en uygun zamanda uygulanmalıdır. 

Mısır kurdu, mısır 45 cm boyuna ulaşıncaya kadar ilk döl gözlenmez. Çünkü, mısır bu zaman aralığında DIMBOA adı verilen sekonder metabolit olan ve böceğin beslenmesini engelleyen bir kimyasal madde salgılar. Bu mısırın böceğe karşı doğal savunma mekanizmasıdır. Fakat gelişimi devam eden mısır böceğin istilasından kurtulamaz. Mısırı zararlıdan kurtarma yolu ise çeşitli mücadele yöntemlerinden geçmektedir.

İnsanoğlu yaradılışından beri tarımla uğraşmaktadır. Tarım ürünlerinin azalmasındaki en önemli sebep ise bitkilere zarar veren böcek populasyonlarıdır. Bu böceklerin zarar seviyelerini en alt seviyede tutmak için yapılan çalışmalara zararlılarla mücadele yöntemleri olarak adlandırılmaktadır. Tarımda çeşitli zirai mücadele yöntemleri vardır.

1.6.1. Kültürel Mücadele

 Toprak bakımı, işlenmesi ve gübrelenmesi, yabancı ot ve atıkların temizlenmesi ve bitki nöbetleşmesi gibi toprakla ilgili yapılması gereken şeylerdir.

1.6.2. Doğal Mücadele

 İnsanların her hangi bir yardımı olmadan doğal kuvvetlerle böcek populasyonlarının kontrol  altında tutulmasıdır.

1.6.3. Yasal Mücadele

Yasal yollardan yararlanılarak zararlıların yayılmalarını önlemektir. Karantina, ambargo, muayene  veya  sertifika uygulamak bunların başında gelmektedir.

1.6.4. Mekanik Mücadele

 Böcekleri çeşitli yöntemlerle toplama işlemidir. Işık tuzaklarıyla pusuya düşürmek, yem tuzakları kullanmak, feromon tuzakları kullanmak gibi. Mısır kurdunun feromonu ´´Feromon-Osnub´´ Ürün Koduyla bilinir. Zararlı için uygun tuzaklar ise delta tuzak, funnel tuzak ve wing tuzak tipleridir. 

Mekaniksel mücadele hasat zamanında başlayıp mayıs ayına dek yapılabilir. Çünkü larvalar kışı tarlada kalan sap artıkları veya hasat edilen saplar içinde geçirir. Kelebek çıkışı başlamadan, nisan ve mayıs ayından önce tarlada kalan saplar toplanıp, yakılmalı veya derin sürüm yapılarak toprağa gömülmelidir. Ayrıca, hasat edilen saplar kış aylarında hayvanlara yedirilmelidir. Kültürel mücadelenin daha ucuz ve kolay olması aynı zamanda doğal dengeyi bozmaması bakımından her zaman kimyasal mücadeleye tercih edilmelidir. Ayrıca, 2. ürün erken ekilmelidir (URL-27). 

1.6.5. Fiziksel Mücadele 

Sıcak ve nemden yararlanılarak böceklerin öldürülmesi, elektrik veya radyo aktivite  kullanarak böceklerin kısırlaştırılmasını içeren mücadele yöntemleridir.


1.6.6. Kimyasal Mücadele 

Çeşitli kimyasal toz veya sulu halde kullanılması suretiyle yapılan mücadeledir. Ülkemizde çok yaygın bir şekilde kullanılmasına rağmen, gelişmiş ülkeler bu yöntemi terk etmektedir.

Ülkemizde Ostrinia nubilalis‘e karşı kullanılan bazı kimyasal maddeler şunlardır: Decis, Carbaryl % 5, Carbary % 50, Carbaryl % 85, Profenofos 500 g/1, Cypermethrin, 250 g/1, Thiodicarb % 80, Cyfluthrin 50 g/1, Lambda-Cyhalothrin 50 g/1, Methomyl+Diflubenzuron 270+40 g/1, Methomyl % 90, Tralomethri 36 g/1, Chlorpyrifos-ethyl 480 g/1, Triazophos 420 g/1 ,Alphacypermethrin 100 g/1, Zetacypermethrin 100 g/1, Carbofuran % 5.

1.6.6.1. Kimyasalların Çevreye Olan Etkileri

Tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de zararlı böceklerin mücadelesinde çeşitli kimyasal insektisitler kullanılmaktadır. Fakat, kullanılan bu insektisitler doğal çevre ve hedeflenmemiş organizmalar üzerinde olumsuz etkilere sahiptir (Ecevit, 1988; Ünal, 1998). Özellikle 1950’lerden sonra insektisitlerin olumsuz etkilerinin ortaya çıkarılması, zararlı böceklerin mücadelesinde yapılan çalışmaların daha etkili ve güvenli mücadele etmenler bulmaya yönlendirmiştir. 

Zararlı böceklerle mücadelede 1800’lü yılların ortalarına kadar, zararlıların toplanması veya yıkanması şeklinde mücadele ediliyordu. Bu tarihten sonra önce kükürt ve arsenik, daha sonraları ise kurşun asetat, cryolite ve borik asit gibi çok az kimyasal madde böceklere karşı kullanıldı. Dikloro-difenil-trikloroetan (DDT)’nin 1938-1940 yıllarında insektisit özelliğinin keşfedilmesinden sonra kimyasal mücadelede yeni bir çağ açıldı. Bu buluş o dönem için çok önemli olduğundan keşiflerinden dolayı Nobel Ödülü kazandı.

Dünya Sağlık Örgütüne (WHO) göre insektisitlere dayanıklılık, “normal bir populasyondaki bireylerin çoğunu öldürdüğü tespit edilen zehirli bir maddenin bir dozuna karşı, aynı türün diğer bir populasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneğinin gelişmesi” olarak tarif edilmektedir. Başka bir tanıma göre ise dayanıklılık, “ bir arthropod türünün bir ırkının, aynı türün duyarlı populasyonunda saptanmış olan LD100 değerinin iki katı olan ilaç dozundan etkilenmemesi” olarak açıklanmaktadır.

 Zararlı böceklerle ilgili toksisite denemelerinde her zararlının kendine has bir doz ölüm eğrisi vardır. Kullanılan ilaç dozu arttığında ölüm oranı da artar. İşte bu durumda eğer doz arttığında ölümdeki artış oranı yavaş yavaş azalıyorsa, o canlıya karşı kullanılan toksik maddeye karşı bir mukavemet başlamış demektir.

Arthropodların insektisitlere karşı dayanıklılığı ilk olarak 1908 yılında San Jose kabuklu biti (Quadraspidiotus perniciosus)’nde gözlenmiş ve her geçen yıl bu sayı artmıştır. DDT’nin piyasaya sürülmesiyle dayanıklı populasyonların görülme oranı birden bire ve belirgin bir şekilde artış göstermiştir. Daha sonraki yıllarda (1984 yılında) yapılan çalışmalara göre 447 böcek türünün insektisitlere karşı dayanıklı olduğu belirlendi. Bu sayının her geçen yıl arttığı ve günümüzde 1000 türün üzerinde olduğu düşünülmektedir. Bu türlerin başta Diptera ve Coleoptera olmak üzere arthropodların 14 farklı takımına ait olduğu bilinmektedir.

İnsektisitlere dayanıklık sonucu, doz arttırımına gidilmekte ve uygulamalar arasındaki süre kısaltılmaktadır. Bu çabalar da sonuçsuz kaldığında daha etkili ve zehirli bir insektisit kullanımına ihtiyaç duyulmaktadır. Bunun maddi bedeli ölçülemeyecek kadar çok olmaktadır. Örneğin, Nikaragua’da pamuk tarımı 1950’li yıllarda başarı kazanmış ve 1965 yılında üst noktaya ulaşmıştır. Ancak, bu başarıda takip eden 5 yılda yanlış insektisit kullanımı sonucu %16’ya yakın azalma olmuştur. Hızla gelişen mukavemet sonucunda Heliothis zea ve Spodoptera sunia populasyonunda patlama gerçekleşmiş ve mücadele imkansız hale gelmiştir. Ayrıca, sekonder zararlı konumdaki birçok tür önemli zararlara yol açmıştır. Sonuç olarak, uygulama dozu 2 katına çıkarılmış, bazen bir uygulama sırasında 5 farklı insektisitin birden kullanıldığı olmuştur. Bu da üretim maliyetlerini çok arttırmıştır. Benzer durum, Meksika’daki pamuk tarlalarında gerçekleşmiştir. Yüksek dozlarda ve daha zehirli insektisit kullanımı sonucu insan zehirlenmelerinde büyük artış olmuş ve pamuk tarlalarından sürüklenen ilaçların komşu turunçgil bahçelerindeki zararlıların biyolojik mücadelesine ters etkisi sonucu, turunçgillere daha yoğun pestisit uygulanması yapılmıştır. Sonuç olarak, çok fazla uygulamanın getirdiği maliyet ve ürün kaybı sonucu 1970’lerde pamuk üretimi bitme noktasına gelmiştir.

Aşırı dozda ilaç kullanımı zararlı üzerine etkili olmaktan daha çok, çevre kirliliği ve diğer yan etkileri ortaya çıkarmaktadır. Ayrıca, insektisitlere dayanıklılığın sonucu olarak sosyal harcamalarda da artış görülmüştür. Örneğin, vektör böceklere karşı uygulamaların yetersiz kalması sonucu, dünyanın birçok bölgesinde malarya salgınları ortaya çıkmıştır.

Zararlılarla mücadele için uygulanan kimyasallar, hedef zararlı böceğin haricinde diğer canlıları da olumsuz yönde etkilemektedir. Kimyasalların yoğun bir şekilde kullanılması zaman içinde zararlı böceklerde insektisitlere karşı dayanıklılık mekanizmasının gelişmesine neden olmaktadır. Gerçekleşen bu dayanıklılık mekanizması ilaçtan kaçma gibi davranışsal dayanıklılıklar olabileceği gibi birbirine çok yakın akraba türler arasında dahi zararlıya direnç gösterebilecek ırkların oluşabilmesi şeklinde de gerçekleşebilir. Bazen de böceklerin vücut yapılarından kaynaklanan yapısal dayanıklılık söz konusudur. Örnek vermek gerekirse, böyle bir durumda böcek, kalın kutikula tabakası sayesinde uygulanan insektisite karşı dirençlidir. Gerçekleşen dayanıklılık davranışları arasında en önemlisi fizyolojik dayanıklılıktır. Çünkü, bu dayanıklılık kazanılmış ve kalıtımsal hale geldiği için böceklerin yeni nesillerine aktarılır. Bir diğer dayanıklılık mekanizması ise bir böceğin bir insektisite karşı dayanıklılık kazandıktan sonra benzer insektisitlere karşıda kendini koruyabilmesidir. Buna da çapraz dayanıklılık adı verilir (Ecevit, 1988).


İnsektisitlerin etki tarzı bakımından zararlı ve faydalı böcekler arasında bir farklılık yoktur. Fakat, etkileri bakımından farklılık vardır. Faydalı böcekler olarak kabul edilen predatör ve parazitler insektisitlerden daha fazla etkilenmektedir. Ne yazık ki parazit ve predatörlerdeki dayanıklılığın oluşumu, zararlı böceklerdeki kadar çabuk olmamaktadır. Bunun sonucu olarak, zararlı populasyonları üzerinde dengeleyici olan predatörler ve parazitler ortadan kalkmakta ve zararlılar daha çabuk yayılmaktadır (Ecevit, 1988).

Buna ilaveten, doğal denge bozulmakta, tür çeşitliliği azalmakta ve daha önce problem olmayan yeni bazı zararlılar ortaya çıkmaktadır. Bu durumda sekonder zararlılara karşı ilave ilaçlama yapma zorunluluğu meydana gelmektedir. Örneğin, Çukurova’da beyaz sineğin, doğal düşmanlarının insektisitlerden zarar görmesi nedeniyle sorun haline geldiği bilinmektedir (Ünal, 1998).

İnsektisitlerin kullanıldığı alanlarda doğal olarak yaşayan polinatör canlılarda yok olduğu için, bu alanlardaki zirai ürünlerde tozlaşma oranı azalmaktadır (Ecevit, 1988). Bitkilerde tozlaşmada önemli rol oynayan bal arıları ve yaban arıları insektisitlerden etkilenen önemli bir canlı grubunu oluşturmaktadırlar. Örneğin, A.B.D’nin Kaliforniya eyaletinde yoğun insektisit kullanımı sonucunda mevcut arı populasyonları azalmış ve bunun etkisi olarak tarımsal ürünlerde yeterli tozlaşma olmamıştır. Tarımsal ürünlerde meydana gelen kayıp yaklaşık 80 milyon doları bulmuştur. Yeterli tozlaşmayı sağlamak için bölgeye getirilen arı kolonilerine yıllık ödenen miktar ise yaklaşık 55 milyon dolar olmuştur. Benzer durumlar Isparta’nın Kovada Vadisi’ndeki meyve bahçelerinde ve 1988 yılında Trakya’da yürütülen süne mücadelesi sırasında da tespit edilmiştir (Ünal, 1998).

Kimyasal insektisitler yalnızca böcek türlerine değil, doğada bulunan bitki örtüsüne de zarar vermektedir. Kimyasal insektisitlerin doğada toprak ve bitkilerde birikmelerinden dolayı yok olmaları çok uzun sürmektedir. Oluşan bu birikim topraktaki normal mikrobiyal populasyonu bozarak toprak veriminin düşmesine neden olduğu gibi bitkiler aracılığıyla besin zincirine dahil olarak besin zincirinin en üst seviyesindeki canlılara kadar ulaşmaktadır. Belli bir alana uygulansalar dahi kolayca yok olmadıklarından dolayı, rüzgar ve yağmur gibi doğal olaylarla çok daha geniş alanlara yayılabilmeleri insektisitlerin zararını daha da artırmaktadır (Ünal, 1998).

Herhangi bir yolla sulara erişen kimyasal maddeler balıklar tarafından alınır. Balıkların büyüme, üreme, kaçma ve saklanma gibi bazı yetenekleri, insektisitlerin bünyelerinde birikimlerine göre azalır veya tamamen yok olur. Rakipler karşısında daha kolay avlanmaları sonucu bazı türlerin bütünüyle ortadan kalkması söz konusu olabilir (Ünal, 1998). Ekonomik öneme sahip balık türlerinde biriken insektisitler beslenme yoluyla insanlara geçer. İnsektisitlerin balıkları öldürme etkilerinden başka sulardaki oksijen miktarını da düşürerek, su canlılarının yaşamını tehdit edmektedir.

İnsektisit uygulaması yapılan bölgelerde gezinen kuşlar kimyasal maddelerden büyük zarar görür. Zarar, kimyasal maddelerle doğrudan temas şeklinde veya artığı bulunan bitkisel veya hayvansal zehrin yenmesi şeklinde olabilir. Toprakla beslenen kuşlar, ilaçla bulaşık toprak kurtlarını, yumuşakçaları ve diğer böcekleri yemek suretiyle insektisit kalıntılarını bünyelerine alır. Tarla kuşu, ardıç, karga ve ağaçkakan bu kuşlara örnek verilebilir (Ünal, 1998).

İnsektisitler kullanıldıkları alanlardaki bitkilerin çimlenmesi, vejetasyonu ve üremesi üzerine de olumsuz etkiler yapmaktadır. Bazen bitkilerin bilirli doku kısımlarında, özellikle yaprak ve sürgünlerinde yanma denilen bir takım lekeler ile renk değişimlerinin meydana gelmesine sebep olurmaktadır. Hatta bazen tüm bitkinin öldüğü görülür (Ecevit, 1988). Bitkilere bulaşan insektisitler, bitki üzerinde bıraktıkları kalıntılarla, besinin tat ve kokusunu bozabildiği gibi, beslenme yoluyla insan vücuduna alınarak toksik etkilere de yol açmaktadır.

 1.6.6.2. İnsektisitlerin İnsanlar Üzerine Olan Etkileri  


İnsektisitler doğrudan doğruya veya dolaylı olarak insan sağlığını etkilemektedir. Bu etkiler akut ve kronik toksisite olarak iki grup altında toplanabilir (Ecevit, 1988).


Bir kimyasalın bir kez veya kısa bir zaman diliminde (Örneğin, 24 saat) birkaç kez alınması sonucunda vücutta oluşan hasar akut toksisite olarak tanımlanır (Ünal, 1998). Akut toksisite ilacın imali sırasında çalışanların ilaçlardan zehirlenmesi sonucu ortaya çıkabildiği gibi, bu ilacın taşınması, depolanması ve kullanılması esnasında güvenli kullanım kurallarına uyulmaması sonucu da ortaya çıkabilir (Ecevit, 1988). Bursa’da 1963 yılında,  parathionla ilaçlanmış şeftali yiyen 32 kişiden 7’sinin aynı gün ölmesi akut toksisiteye örnek verilebilir. İnsektisitlerin üretim ve kullanımları sırasında meydana gelen iş kazaları, bu ilaçların insan sağlığına karşı olumsuz etkilerini çok çabuk bir şekilde göstermesine sebep olmaktadır. Örneğin, Hindistan’ın Bhopal kentinde 1984 yılında, ABD’ye ait Union Corbide Şirketi’nin bir fabrikasından çevreye yayılan yaklaşık 45 ton metil izosiyonat gazı, civardaki 2500 kişiyi uykularında öldürmüş ve fabrika çevresindeki çok geniş bir alanı yaşanmaz hale getirmiştir. Aradan 4 yıl geçtikten sonra bile, fabrika çevresindeki köylülerden her yıl ortalama 500 kişinin ölmesi, tehlikenin boyutlarını göstermesi açısından oldukça önemlidir (Ünal, 1998). 


Kronik toksisite ise bir kimyasalın akut toksisiteye neden olmayacak kadar düşük dozlarda uzun süre alınması halinde sıcakkanlılarda meydana getirdiği fizyolojik düzensizlik olarak tanımlanır (Ünal, 1998). İnsektisitlerle bulaşık veya bekleme süresi bitmeden insektisit kalıntısı içeren bitkisel besinlerin yenmesiyle de kronik toksisite meydana gelebilmektedir. Örneğin, Güneydoğu Anadolu Bölgesi’nde hekzaklorobenzenli (HCB) insektisitle ilaçlanmış tohumluk buğdayı yiyen 3000 kişide Porfiria (Karayara) hastalığının görülmesi ve %11 oranında ölüm meydana gelmesi, dünya çapında ilgi uyandıran bir zehirlenme olayıdır (Ünal, 1998). Ayrıca, düşük dozlarda alınan bu insektisitlerin insan vücudunda birikimi sonucu, gelecek kuşaklarda neler meydana getireceğini de şimdiden tahmin etmek oldukça zordur. İnsektisitlerin sinir sistemi üzerindeki enzimlere etkili oluşu, önemlerini bir kat daha arttırmaktadır. Bugün özellikle fazla miktarlarda kullanılan klorlandırılmış hidrokarbonların insan ve hayvanların beyin, karaciğer, böbrek ve yağ dokularında toplanarak toksik etkide bulunduğu bilinmektedir (Ecevit, 1988).


Dünya Sağlık Örgütü’nün 1985 yılı raporlarına göre, her yıl 1.000.000 kişi pestisitlerden zehirlenmekte ve bunların yaklaşık 20.000’i ölümle neticelenmektedir. Dünya pestisit tüketiminin 1/3’ü az gelişmiş ülkelerde gerçekleşmesine rağmen, dünya pestisit ölümlerinin %75’i bu ülkelerde meydana gelmektedir (Ünal, 1998). 


Zararlı böceklerle mücadelede kullanılan insektisitlerin anlatılan yan etkilerinden dolayı, kimyasal mücadelenin günümüzde mümkün olduğunca kısıtlanması ve bunun yerini çevresel açıdan daha güvenli olan biyolojik mücadelenin alması gerektiği düşünülmektedir.


Akdeniz Bölgesinde yaklaşık 25 yıldan beri mısırın ana zararlıları olan mısır kurtlarına karşı ilaçlı mücadele yapılmasına rağmen, zararlı popülasyonunda bir azalma görülmemiş, aksine ilaçlı mücadeleyle mısır tarlalarında faydalı böcekler yok edilmiş, doğal denge bozulmuş ve her yıl mücadele yapılması zorunlu hale gelmiştir. Ayrıca, Tarım Bakanlığının 2006 yılında tarımsal ürünlerde uçakla ilaçlamayı yasaklanması nedeniyle kimyasal mücadeleye alternatif yöntemlerin kullanılması zorunlu hale gelmiştir. Bunların başında biyolojik mücadele gelmektedir (Öztemiz, 2008).

Son 25 yılı aşkın bir süredir, zararlı böceklerle mücadelede yukarıda  bahsedilen  zararlı etkileri nedeniyle kimyasal insektisit kullanmanın yerine alternatif veya destek yöntemleri araştırmaya başlanmış (Bernard ve Jack, 2003) ve böylece biyolojik mücadele çağı başlamıştır.

1.6.7. Biyolojik Mücadele

‘‘Biyolojik mücadele’’sözcüğü ilk defa 1919 yılında Kalifornia Üniversitesi’nden Harry Smith tarafından böcek populasyonlarının tabii veya çeşitli uygulamalarla kontrol altına alınması için kullanılmıştır. Bununla birlikte, teknolojik gelişmelerle bu tanım önemli araştırmalara temel oluşturmuştur.

Biyolojik mücadele, zararlı böceklerin yapmış olduğu zararı en aza indirmek için bu böceklerin doğal düşmanlarını kullanma olarak tanımlanabilir. Doğal düşman terimi, predatör ve parazitlerle birlikte hastalık oluşturan mikroorganizmaları kapsamaktadır (Peter, 1984). Ancak, böceklerde hastalık oluşturan mikroorganizmaların kullanımı, genellikle mikrobiyal mücadele olarak adlandırılır.


Biyolojik mücadele, kimyasal mücadelenin tüm olumsuz yönlerini ortadan kaldırması bakımından son yıllarda tercih edilmesi gereken bir mücadele yöntemi halini almıştır .

Biyolojik mücadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal mücadele, zararlı böceklerle mücadelede patojen mikroorganizmaların kullanılmasını kapsar. Entomopatojen olarak adlandırılan bu mikrobiyal mücadele etmenleri (bakteriler, virüsler, funguslar, nematodlar, protozoonlar) zararlı böceklerde hastalık oluşturarak böcek populasyonlarının dengede tutulmasını ve zararlarının en aza indirilmesini sağlamaktadır. Bu entomopatojenlerin büyük bir çoğunluğu konağa özel olduğu için yalnızca mücadele yapılmak istenilen organizma üzerinde etkili olur. Bu özelliğiyle, faydalı ve predatör böcekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedef dışı organizmalar üzerinde herhangi bir risk oluşturmazlar. Tamamen doğal olmaları sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirliliğe yol açmazlar. Bu özellikleri, gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacağını göstermektedir.

Biyolojik mücadele, diğer mücadele yöntemlerine göre doğal dengenin kurulmasına yardımcı olması, uzun vadede kalıcı sonuçlar vermesi ve nihai hedefe ulaştırabilmesi bakımından en çok tercih edilmesi gereken mücadele yöntemidir (Oğurlu, 2000).

Biyolojik mücadeleyi asıl önemli kılan, ekosistemi bozmaması ve zararlı türler üzerinde kalıcı ve dinamik bir etki meydana getirmesidir. Bu iki özellik diğer mücadele yöntemlerinde bulunmaz. Biyolojik mücadele diğer mücadele yöntemlerine göre; yan etkilerinin olmayışı, başlangıçta masraflı olsa da ilerleyen yıllarda ilk kuruluş harcamalarını tolere ederek en az masrafla en iyi sonucun alınabilmesine imkan vermesi, etkisini uzun süre devam ettirebilmesi, zararlılarda dayanıklılığa ve bağışıklığa yol açmaması ve zararlıyı direkt olarak öldürmekten başka, üreme gücünü azaltma ve gelişiminde dengesizlikler yaratma gibi dolaylı faydalar sağlaması bakımından birçok avantajlara sahiptir. Buna karşın esaslı bilgi gerektirmesi, başlangıçta risk taşıması ve neticenin geç alınması gibi tolere edilebilecek dezavantajları bulunmaktadır.

Biyolojik mücadelenin ilk uygulama dönemleri çok eski tarihlere dayanmaktadır. Asya’da avcı karıncalardan bu hususta yararlanıldığı ve bu karıncaların M.S. 900-1200 yılları arasında narenciye zararlılarına karşı kullanıldığı bilinmektedir. Bin ikiyüzlü yıllarda Yemen’de palmiye ağaçlarındaki zararlılara karşı karıncaların kullanıldığı ve Arabistan’da her yıl dağlardan getirilen avcı karınca kolonilerinin, hurma ağaçlarında zarar yapan bir diğer karınca türüne karşı kullanıldığı kayıtlıdır (Oğurlu, 2000).

İngiltere’de (1770)’li yıllarda tarım arazileri ve seralardaki çeşitli bitkiler üzerinde zarar yapan afitlerle mücadelede gelin böceklerinden faydalanılmıştır. Fransa’da kavak ağaçlarında zarar yapan Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera: Lymantriidae) tırtıllarıyla mücadelede (1840 yılında) koşucu böceklerden faydalanıldığı bilinmektedir. Bir kurbağa türü olan Bufo marinus (L.) (Anura: Bufonidae) (1844 yılında)  zararlı böceklere karşı kullanılmak üzere Jamaika’dan Barbados’a nakledilmiştir. Poecilia reticulata (Lepistes, Guppy), lepistes balıkları sizvrisineklerle mücadelede bataklık bölgelerde halen kullanılmaktadır.

Biyolojik mücadelede elde edilen bu başarılar, uygulayıcıları cesaretlendirmiş ve günümüze kadar büyük bir gelişme göstererek ilerletilmiştir. Son yıllarda çalışmalar ağırlıklı olarak böceklerde hastalık oluşturan entomopatojenlerin izolasyonu, karakterizasyonu ve biyolojik mücadele de kullanımına yönelmiştir.

1.6.7.1. Biyolojik Mücadelede Kullanılan Etkin Gruplar

Biyolojik mücadelede etkili bir şekilde kullanılan organizmaları predatörler, parazitler ve mikroorganizmalar olarak 3 ana grup altında toplamak mümkündür. Zararlı böceklerin doğal düşmanları olan bu canlılar, zararlıların kontrolünde büyük potansiyele sahiptir. 

          1.6.7.1.1.  Predatörler

Böcek predatörleri, besin kaynağı olarak böcekleri yakalayan ve yiyen hayvanlardır. Bu predatörleri balıklar, amphibiler, sürüngenler, kuşlar, böceklerle beslenen çeşitli omurgasız hayvan grupları ve karnivor böcekler oluşturur. Ormanlarda zarar yapan böcekler düşünüldüğünde bu gruplardan kuşlar ve karnivor böceklerin biyolojik mücadelede kullanılma potansiyeli olduğu söylenebilir. Kuşlar için mutlak yararlı veya mutlak zararlı denilememekle birlikte, kuşları orman için genelde faydalı hayvanlar olarak saymak mümkündür. Zira, zararlı böceklerin erginlerini, pupalarını, larvalarını ve yumurtalarını yiyen pek çok kuş türü, bu yönleriyle doğal dengenin sağlanmasında önemli rol oynamaktadırlar (Oğurlu, 2000). 


Mısır Kurdu'nun avcıları arasında karıncalar, kuşlar ve bazı gelin böcekleri bulunmaktadır.   

1.6.7.1.2. Parazitler

Böcek parazitleri, hayatını tek bir konukçu ferdi üzerinde tamamlayan ve konukçusunu zayıflatan, gerileten, gelişmesine mani olan veya öldüren organizmalara denir. Konukçu ise paraziti taşıyan canlıya verilen isimdir. Buna göre parazitin ya belirli bir süre, ya da tüm hayat döngüsü boyunca, kendisinden daha gelişmiş başka bir canlının üzerinde veya içinde yaşaması gerekir. Bu süre zarfında parazit, konukçunun vücut ısısından, besininden ve hatta hormonlarından faydalanarak konukçu organizmanın zararına gelişmekte ve çoğalmaktadır. Böcek parazitleri kendi gelişimleri tamamlandığında her zaman böceği öldürürler.

Böcek parazitizmi oldukça sık rastlanılan bir durumdur ve birçok böcek kendisiyle bağlantılı bir veya çoğunlukla birkaç parazit türe sahiptir. Bütün parazit böcekler bağlandıkları konağın hayat döngüsü içindeki belli bir safhaya özelleşmiş durumdadır. Bu yüzden bazıları pupa ve yumurta safhası ile sınırlanmışken, bazıları da larval parazitlerdir.

Parazitoitler mısır kurdu populasyonunu önemli derecede etkilemektedir. Bunlar arasında Trichogramma evanescens West. (Hym.: Trichogrammatidae) önemli bir yumurta parazitoitidir (Öztemiz, 2007; 2008; Özpınar vd.,1999.). Larvaların başlıca parazititoitleri Lydella thompsoni Hert., Pseudo-terichaeta insidiosa R.D. (Dip.:Tachinidae), Eriborus terebrans Grav. (Hym.: Iraconidae)'dır. Bunlardan başka Phaeogenes nigridens Wesm. ve Pimpla spuria Grav. Hym.: Ichneumonidae) pupalarda parazitlenmeye neden olmaktadır. (Öztemiz, 2008; Özkan ve Gürkan, 2001).

Ülkemizde mısırda biyolojik mücadelede kullanılan faydalı böcek, Trichogramma türleri ile ilk salım çalışmaları 1980’li yıllarda başlamıştır. Kitle üretim ve salım çalışmaları 1990’lı yıllarda hız kazanmış ve Akdeniz Bölgesinde araştırma sonuçları uygulamaya aktarılarak 2002 yılında mısır üreticilerine Adana Zirai Mücadele Araştırma Enstitüsünde kurulan üretim tesisiyle bu hizmet sunulmuştur. Biyolojik mücadele uygulamalarıyla ilaçlı mücadele uygulama sayısında azalma gerçekleşmiş ve doğal düşman populasyonunda artış olmuştur  (Öztemiz, 2008; Coşkuntuncel ve Kornoşor, 1996).

Ege Bölgesi mısırda entegre mücadele çalışmaları 1996-2005 yılları arasında Aydın ilindeki mısır tarlalarında yürütülmüştür. Mısırkurdu’nun mücadelesi biyolojik mücadele şeklinde ve parazitoid (Trichogramma brassicae Bezd.) kullanılarak yapılmıştır. Mısır koçankurdunun yumurta parazitoidlerinin belirlenmesi amacıyla İzmir (Menemen) ve Aydın (Çine) illerinde yürütülen çalışmada, zararlının yumurta parazitoidi olarak Telenomus busseolae türü belirlenmiştir. Ancak, T. busseolae’nin etkinliğinin çok düşük olmasından dolayı mısır koçankurdu popülasyonu artış göstermiş, bu artış mısırkurdu ile biyolojik mücadelenin başarısını engellemiştir (Öztemiz, 2008).

1.6.7.1.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalardan üretilen insektisitler, hedef böcek türü için oldukça spesifik olmaları, bakteriler sayesinde ayrıştırılabilir olmaları ve zararlı böceklerde bu bileşiklere karşı direnç gelişiminin yavaş olması bakımından oldukça avantajlıdır. Fakat, düşük tesirli olmaları ve yüksek üretim maliyetleri açısından bakıldığında farklı uygulamalar için olan kullanımları kısıtlanmış olur. Ancak rekombinant DNA teknolojisi bunun gibi birçok negatif özelliğin üstesinden gelebilmek için çeşitli imkanlar sağlar. Özellikle Bacillus thuringiensis’lerin insektisidal aktiviteleri ve böcek Bacülovirüs sistemleri, etkili, güvenli ve spesifik olarak geliştirilmiş biyolojik mücadelede araçlarıdır. 


Doğada böceklerin hastalanmasına neden olan ve sonra onları öldüren orjini bakteri, virüs, mantar, nematod veya protozoa olan pekçok mikrorganizma mevcuttur (Lipa, 1975). Bu mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandırılır. Doğada bulunan entomopatojenler böcek populasyonlarının dengelenmesinde büyük öneme sahiptir. Birçok entomopatojen mikroorganizma, tarla ve bahçe bitkilerinde, seralarda, süs bitkilerinde, koruma altına alınmış alanlarda yetişen bitki türleri üzerinde, orman arazilerinde, depolanmış ürünlerde, veterinerlik ve tıbbi alanlarda zararlara yol açan vektör ve zararlı böceklerin biyolojik mücadelesinde kullanılır (Burges, 1981; Tanada ve Kaya, 1993; Lacey ve Kaya, 2000; Lacey vd., 2001).


Entomopatojenlerin yakın gelecekte, mikrobiyal mücadele etmeni olarak, sadece fiyat ve etkinlik bakımından değerlendirildiğinde bile kimyasal pestisitlere göre daha kullanışlı hale geleceği düşünülmektedir. Buna ek olarak, bu entomopatojenlerin mikrobiyal etmeni olarak kullanımı, ekosistemdeki biyolojik çeşitliliğin sürdürülmesi, zararlı türlerin doğal düşmanlarının korunması, besinler üzerinde kalıntı bırakmaması, hedeflenmemiş diğer organizmalar ve insanlar açısından güvenli olması gibi birçok avantajlara sahiptir (Lacey vd., 2001).

Mikroorganizmaların zararlı böceklerle mücadele amacıyla kullanılması oldukça eski tarihlere dayanır. İlk çalışmalar 1726 yılında Fransa’da Noctuidae larvalarından Cordyceps cinsi fungusların izole edilmesiyle başlamıştır (Oğurlu, 2000). 1879 yılında Rusya’da yeşil buğday böceği, Anisoplia austriaca Herbst. (Coleoptera: Scarabaeidae)’ya karşı Metarhizium anisopliae (Metch.) fungusunun denemeleri yapılmış ve başarılı sonuçlar elde edilmiştir (Steinhaus, 1949).

Ancak, bu tarihten sonra 20. yüzyılın başlarına kadar mikroorganizmaların zararlı böceklerle mücadelede kullanılması üzerine çok az çalışma yapılmıştır. Bu konudaki çalışmalar 1920 yılından itibaren artmaya başlamış, 1950’den sonra da yoğunlaşmıştır (Oğurlu, 2000).

Zararlı böceklerin diğer doğal düşmanları gibi, entomopatojenler de tek bir tür veya gruba spesifiktir ve bazıları zararlı böceklerin uzun zaman periyotları boyunca mücadelesini sağlayabilir (Lacey vd., 2001). Entomopatojenlerin zararlı böceklere karşı kullanım stratejileri temelde diğer biyolojik  etmenlerinin kullanımlarıyla aynıdır (Hamm, 1984; Harger, 1987). In vitro koşullarda üretilip uygulanabildiği gibi, uygun koşullarda saklanıp doğal ortamda tekrar aktif hale geçebilirler. 

Birçok virüsün böceklerin hastalanmasına neden olarak böcek salgınlarını  ettikleri bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Çiğneyici ağız yapısına sahip böcekler, özellikle yaprak yiyenler, virüs enfeksiyonlarına karşı daha hassastır. Bu durumda yaprak yiyen Lepidoptera tırtıllarıyla, Hymenoptera’nın yalancı tırtılları viral etmenlerden daha fazla zarar görürler (Weiser, 1969). Bu virüsler genellikle 2-3 yılda bir meydana çıkan epidemilerde çoğalarak birçok larvayı öldürüler ve böylece afetlerini ortadan kaldırırlar (Lipa, 1975). Virüsler birçok böcek takımıyla ilişkilidir. Bununla birlikte büyük bir kısmı Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takımlarında bulunmaktadır.



Şimdiye kadar sınıflandırılan böcek virüslerinin büyük bir kısmı Baculoviridae, Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae ve Iridoviridae familyalarına aittir. Bu böcek virüslerinden, Baculoviridae familyası sadece artropodlar için spesifiktir (Demirbağ ve Beldüz, 1997). Çoğu baculovirüsler sadece bir veya yakından ilişkili birkaç böcek türünü enfekte edebilir (Arif ve Kurstak, 1991). İnsanlar ve diğer hedeflenmemiş organizmalar için güvenli bir mikrobiyal etmen olması, bu virüslerin biyolojik mücadelede kullanılma potansiyelini arttırmaktadır (Granados ve Federici, 1986; Gröner, 1986).Hastalanan larva önce uyuşuk bir hal alır ve sonra beslenmeyi bırakır. Ölmeden önce ağacın tepesine tırmanır ve arka bacaklarına asılı olarak ölür. Dokuları koyulaşır, ayrışır ve vücutları sıvı hale geçer (Lipa, 1975).

Kolay olarak tanınmaları ve doğal olarak yayılmaları nedeniyle en yaygın böcek patojenleri olarak kabul edilirler (Poinar, 1978). Yediyüzü  aşkın fungus türünün böcekleri enfekte ettiği  rapor edilmesine karşın, bunlardan ancak 10 tanesi zararlı böceklerin için kullanılmak amacıyla geliştirilme aşamasındadır (Hajek ve St.Leper, 1994). Böcek patojeni olan funguslar genellikle Deuteromycota ve Entomophthorales gruplarına dahildir (Hajek, 1997). Entomopatojenik funguslar çok geniş bir konak spektrumuna sahiptirler. Bir çok böcek ordosuna ait türleri enfekte edebilirler. Bir entomopatojenik fungus birden fazla böcek türünü enfekte edebilir.



Entomopatojenik funguslar, değişik habitatlarda yaşayan birçok böcek türünü enfekte edebildikleri için farklı çevresel faktörlere uyum sağlamışlardır. Bu nedenle entomopatojenik fungusların biyolojileri büyük çeşitlilik göstermektedir. Bazı gruplar zorunlu hücre içi parazitken, bazıları ortamda canlı konağın olmadığı durumlarda saprofit olarak hayatta kalabilen fırsatçı patojenlerdir (Hajek, 1997). 


Entomophthorales grubuna dahil olan entomopatojenik funguslar, zaman zaman oluşturdukları epidemilerle zararlı böcek populasyonlarının başarılı bir şekilde ölümünü sağlarlar. Fakat bu fungusların primer konidlerinin kısa ömürlü olması, in vitro şartlarda üretimlerini zorlaştırır. Bu neden bu fungusların zararlı böceklerin ünde kullanılmaları ve olumlu sonuçlar elde edilmesi oldukça güçtür (Lacey vd., 2001). Deuteromycota’nın Hyphomycetes sınıfına ait türler, basit hayat döngüleri ve eşeyli üremeden yoksun olmaları sayesinde geniş bir konak spektrumuna sahiptirler. Homoptera, Thysanoptera, Isoptera, Orthoptera ve Coleoptera başta olmak üzere, diğer birçok böcek ordolarına ait türleri enfekte edebilirler (McCoy vd., 1988; Ferron vd., 1991; Fargues ve Maniania, 1992; Khan vd., 1993; Zimmermann, 1993; Devi, 1994; Miller ve Prior, 1994; Feng vd., 1994; Goettel vd., 1995, 2000; Lacey vd., 1996; Miller, 1997). Ayrıca, bu gruba dahil fungusların in vitro üretimlerinin ucuz olması ve uzun süre saklanabilirlikleri biyolojik mücadelede kullanılma potansiyellerini arttırmaktadır (Lacey vd., 2001).

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, entomopatojenik fungusların insektisidal aktivitelerinin arttırılması için diğer biyolojik mücadele etmenleri ve çevresel uygulamalarla kombine edilerek kullanılması gerektiği gösterilmiştir. Örneğin, zararlı ergin böceklerin yakalanması için hazırlanan feromon tuzaklarında fungal patojenlerle harmanlanmış yarı kimyasalların kullanılması, tuzağa gelen ergin böceklerin fungal sporlarla kontaminasyonunu sağlayabileceği gibi, bu sporların larvaların yaşadığı habitatlara  kendiliğinden yayılmasına da imkan sağlar (Klein ve Lacey, 1999; Vega vd., 1995; Furlong vd., 1995; Vega vd., 2000). Ayrıca, son yıllarda genetik mühendisliği uygulamalarıyla entomopatojenik fungusların virülanslarının arttırılması üzerine birçok çalışma yapılmıştır (Ferron vd., 1991; Charnley vd., 1997; St.Leger ve Roberts, 1997). Fakat bu uygulamalar, bakteriler ve virüsler gibi diğer mikrobiyal mücadele etmeni için geliştirilen rekombinant teknolojilerin çok gerisindedir (Lacey vd., 2001).

Viral ve fungal patojenlerin neden olduğu doğal salgınlar, zararlı böcek populasyonlarında büyük bir azalmaya yol açarlar (Evans, 1986; McCoy vd., 1988). Bununla birlikte, nükleopolyhedrovirüsler, birçok zararlı böcekte doğal salgınlara neden olurken (Kaya, 1976; Evans, 1986; Woods ve Elkinton, 1987), birçok fungal patojen konak böceğin dış iskeletine saldırdıkları için genelde emici ağız yapısına sahip zararlılar üzerinde etkilidir (Latge ve Papierok, 1988; Lacey vd., 1996). 

Böceklerde parazit olarak yaşayan ve bazı durumlarda ölümlerine yol açan birçok nematod türü bulunmaktadır. Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda birçok nematod familyasına ait türlerin, böcekler ve diğer omurgasız hayvanlarla ilişkili olduğu belirlenmiştir (Poinar, 1979, 1990; Kaya ve Stock, 1997). Yapılan çalışmalar, zararlı böceklerin biyolojik mücadelesinde kullanılma potansiyeli taşımaları bakımından 7 familya üzerinde yoğunlaşmıştır. Bunlar Mermithidae, Tetradonematidae, Allantonematidae, Phaenopsitylenchidae, Sphaerulariidae, Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarıdır (Kaya ve Stock, 1997). Nematodların biyolojik mücadelede kullanılma potansiyelleri sadece böceklerle sınırlı değildir. Rhabditidae familyasına ait Phasmarhabditis hermaphrodita (Schneider) türü, birçok tarımsal ürünün fidelerinde zarar yapan sümüklü böcek (Deraceras sp.) türlerinin ölümünü sağlar (Wilson vd., 1993, 1995; Wilson ve Gaugler, 2000).



Steinermatidae ve Heterorhabditidae familyaları günümüzde, özellikle toprak böceklerinin mikrobiyal mücadelesinde en sık kullanılan gruplardır (Glazer ve Lewis 2000; Liu vd., 2000; Lacey vd., 2001). Bu nematodlar, B. thuringiensis’den sonra, Amerika’da yıllık 2-3 milyon dolarlık market satışlarıyla en fazla kullanılan mikrobiyal mücadele etmenleridir (Georgis, 1997).

Protozoonların zararlı böcek populasyonlarında meydana getirdikleri salgınlar, az rastlanılan bir durum olmasına karşın, neden oldukları ferdi ve küçük gruplar halindeki ölümler, zararlı böcek populasyonlarının zarar eşiğinin altında tutulması bakımından önemlidir (Maddox, 1987; Brooks, 1988).

Protozoa enfeksiyonları böcek populasyonlarını dengede tutması bakımından büyük bir öneme sahiptirler (Maddox, 1987; Brooks, 1988). Entomopatojenik protozoonlar genellikle konağa spesifiktirler. Böceklerde oluşturdukları hastalıklar yavaş ilerler. Virülansları düşüktür ve çoğu kez böceklerde kronik enfeksiyonlar oluştururlar. Virülanslarının düşük olması nedeniyle protozoonların enfekte ettiği böceklerin ölümü bazen haftalar sürebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993). Çoğu entomopatojenik protozoonun hayat döngüsü komplekstir. Sadece canlı konak içersinde gelişebilirler ve çoğu türün gelişimini tamamlayabilmesi için bir ara konağa ihtiyacı vardır.



Protozoonlar çoğu kez beslenme yoluyla konak böceğe girerler. Bunun dışında predatör veya parazitlerle de taşınabilirler. Besinlerle böcek vücuduna giren protozoonlar böcek bağırsak epiteline tutunarak enfeksiyonu başlatırlar. Hemosele geçip, çoğalarak çeşitli doku ve organları enfekte edebilirler. Oluşturdukları sporlarla böcek populasyonlarında yayılabildikleri gibi, dölden döle yumurta yoluyla da geçebilirler.



Protozoonlar tarafından enfekte edilen böceklerin hareketleri yavaşlar ve tembelleşirler. Bu nedenle gelişimleri de yavaşlar. Beslenme ve üreme faliyetlerinde azalma görülür. Ölümün gerçekleşebilmesi için enfeksiyon seviyesinin çok yüksek olması gerekir. Güçsüz düşen böceklerin değişen ortam koşullarına karşı olan dirençliliği azalır ve diğer organizmaların saldırılarına açık hale gelirler (Hoffman ve Frodsham, 1993).



Şimdiye kadar belirlenen birçok protozoa türünün, büyük kısmının arthopodlarla ilişkili olduğu belirlenmiştir. Protozoa sınıfı içersinde yer alan Ciliphora, Sarcomastigophora, Apicomplexa ve Microspora gruplarına ait türler böcekleri enfekte edebilirler (Maddox, 1987).

En yaygın şekilde kullanılan mikrobiyal mücadele etmeni Bacillus thuringiensis Berliner bakterisidir. Birçok böcek ordosuna ait türlere karşı aktif olan yeni suşların izole edilmesi ve yapılan genetik düzünlemeler, bu bakterinin kullanım alanlarını genişletmiştir (Lacey vd., 2001).

Mikrobiyal insektisitlerin satışları son yıllarda büyük artış göstermiştir. Ancak, bu miktar, toplam ürün koruma satışlarının %1-1,5’lik kısmını teşkil etmektedir. Bunun çok büyük bir kısmını (%95) Bacillus thuringiensis kökenli insektisitler oluşturmaktadır (Gaugler, 1997; Georgis, 1997).

Mikrobiyal mücadele etmenlerinin geniş spektrumlu insektisitlere alternatif olarak kullanılma potansiyelleri vardır. Fakat daha yaygın olarak kullanılabilmeleri için;


-    Virülanslarının ve öldürme hızlarının arttırılması,


· Değişen çevre koşullarına karşı (soğuk havalar, kuraklık şartları gibi) dayanıklılıklarının arttırılması,


· Ürettikleri toksinlerin etkinliklerinin arttırılması,


· Uygulanan diğer mücadele yöntemleriyle uyumlarının daha iyi araştırılması, 


· Diğer çevresel avantajlarının belirlenmesi gerekmektedir (Lacey vd., 2001).

1.6.7.1.3.1. Bakterilerin Mikrobiyal Mücadelede Kullanımı

Entomopatojenik bakteriler, böceklerde kitle halinde ölümlere neden olurlar (Çanakçıoğlu, 1989). Böceklerde patojen olan bakterileri spor oluşturanlar ve spor oluşturmayanlar olmak üzere iki kısma ayırmak mümkündür. Spor oluşturmayan böcek patojeni bakteriler, Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve Micrococcaceae familyalarına dahildir. Özellikle son 50 yılda yapılan çalışmalarda, bu familyalara ait birçok bakteri türü böceklerden izole edilmiş ve bazılarının izole edildikleri böcekler üzerinde hastalık etmeni olduğu belirlenmiştir. Bu bakterilerden en önemlisi ise Bacillus thrungiensis (Bt)’tir. Bubakteriler (Cry) adı verilen proteinler sayesinde birçok zararlı böceğe karşı etkin bir şekilde kullanılmaktadır. (Sezen ve Demirbağ, 1999; Lacey ve Kaya, 2000; Charles vd., 2000; Kuzina vd., 2002; Osborn vd., 2002; Demir vd., 2002; Sezen vd., 2007; İnce vd., 2008).  


  Mikrobiyal insektisit, bir organizmanın ürettiği, belirli bir böcek türünü öldüren bir toksin olabileceği gibi, belirli bir böceği ölümcül olarak enfekte etme kabiliyetine sahip olan bir organizma da olabilir. En çok çalışılan, en etkili ve en sık yararlanılan mikrobiyal insektisitler Bacillus thuringiensis türleri tarafından üretilen kristal (Cry) proteinleridir (Ananda, 1996).

Kristal yapıda toksin üreten, spor oluşturan  toprak bakterilerinin bir çoğu Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takımlarındaki  böceklere karşı insektisidal aktiviteye sahiptir (Beegle ve Yamamoto, 1992). Örneğin;  B. thuringiensis subsp. Berliner, B. thuringiensis subsp. kurstaki KTO,HD-1, B. thuringiensis subsp. entomocidus 6.01 ve B. thuringiensis subsp. aizawai  7,29 Lepidoptera takımını, B. thuringiensis subsp. aizawai IC 1 ve B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 Lepidoptera, Diptera takımını, B. thuringiensis subsp.  tenebrionis (san diego) Coleoptera takımını, B. thuringiensis subsp. morrisoni PG14 ve B. thuringiensis subsp. israelensis Diptera takımındaki böceklere karşı insektisidal aktiviteye sahiptir. Son yıllarda yapılan araştırmalara göre bu bakterilerin Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera ve Mallophaga böcek grupları içerisinde ve ayrıca, nematodlar, keneler ve protozoonlar üzerinde de öldürücü etkisi olduğu tespit edilmiştir (Feitelson vd., 1992; Feitelson, 1993).

Bakterilerin zararlı bir böceği öldürmesi için zararlının sindirim sistemine ulaşmaları gerekmektedir. Bakterinin ya da insektisidal toksinin böceğin yüzeyiyle temas etmesinin zararlı böcek üzerinde herhangi bir etkisi yoktur. Bakteriler genellikle sprey yöntemiyle uygulanır ve bu nedenle toksini yiyecek olan zararlı böceğin insektisiti alma ihtimalini artırmak için böcek çekici maddelerle (feromon vb.) birlikte karışım halinde kullanılabilirler (Ferre, 1991). Fakat, bazı böcekler konak bitkilerinde delik açarak veya bitkinin köklerine saldırarak zarar verdiği için konakçı bitki üzerine sıkılan bakterilerin yenme ihtimali azalır. Bu nedenle böylesi zararlılarla mücadele için başka yöntemler geliştirilmiştir. Bu amaçla bakteri genini taşıyan ve ekspres eden transgenik bir bitki oluşturma çalışmaları gerçekleştirilmiştir (Lampel, 1994). 


Bakterden elde edilen insektisidal ürünlerin insanlar, hedeflenmemiş organizmalar ve faydalı böcekler üzerinde enfeksiyon oluşturmaması, bu ürünlerin zararlı böceklerle mücadele de etkin bir şekilde kullanımını arttırmıştır (Lacey vd., 2001; Seigel, 2001). Dünya biopestisid pazarının %95’ini B. thuringiensis kökenli ürünler oluşturmaktadır. Ayrıca birçok bakteri kökenli ürün, sentetik kimyasal pestisidlere göre daha düşük maliyetle elde edilmektedir. Örneğin, B. thuringiensis subsp. israelensis’den elde edilen insektisidal ürünler, sentetik kimyasal pestisidlerin 1/40 daha ucuzuna mal olmaktadır (Becker ve Margalit, 1993). 

Kitin, böceklerde kutikulun ve çoğu böceğin bağırsağını koruyan peritrofik membranın ana bileşenidir. Bağırsağı enfekte eden patojenlerin öncelikle bu kitince zengin bariyeri geçmeleri gerekmektedir (Shen ve Jacobs-Lorena, 1997; Sampson ve Gooday, 1998; Hoell vd., 2005). Kitini disakkaritlerine veya daha büyük oligosakkaritlere parçalamak kitinaz enzimi vasıtasıyla ekstrasellülar olarak yapılmaktadır (Sitrit vd., 1995). Birçok bakteri kitinaz enzimi üretme yeteneğine sahiptir. Kitinazların biyoteknolojik kullanımdaki en sık uygulanan alanı bitkisel patojenlere karşıdır. Serratia marcescens kültürlerindeki kitinazlar yaygın olarak biyolojik mücadele etmeni olarak kullanılmaktadır (Brurberg vd., 2000). Bu bakteri potansiyel böcek patojeni olarak bilinmekte ve kullanılmaktadır. 
 


1.6.8. Ostrinia nubilalis’in Mücadelesi 

Mısır bitkisi dünya üzerinde geniş oranda yayılım göstermektedir.  Bu yayılımla birlikte birçok zararlıyla etkileşim içinde olmuş ve olmaya da devam etmektedir. Bu zararlıların mısır bitki ve ürünü üzerindeki etkisini azaltmak için çeşitli mücadele yöntemleri kullanılmaktadır. Bu yöntemlerin en önemlisi kuşkusuz mikroorganizmalar ile yapılan biyolojik mücadeledir (Lacey ve Kaya, 2000).  En önemli mısır zararlılarından biri olan Ostrinia nubilalis ile mücadelede birçok yöntem kullanılmaktadır.  


Ostrinia nubilalis ile mücadelede dünyada yaygın olarak feromon tuzaklarla mekanik mücadele, mısır sapların toplanıp yakılmasıyla kültürel mücadele, Trichogramma gibi parazitler ve bazı mikroorganizmaların kullanılmasıyla biyolojik mücdele ve kimyasal mücadele kullanılmaktadır. 

Amerika’nın New York ve Virginia eyaletlerinde yapılan bir çalışmada, 75.000 Trichogramma ostriniae paraziti 5-10 tarlaya yayılmış, buradaki Ostrinia nubilalis’lerin %0-75 oranında parazitlendiği görülmüştür (Hovmann vd., 2006). Fakat mücadelede istenilen başarı sağlanamamıştır.

Mısır kurdu ile mücadelede en etkili yöntemlerden birisi de mikrobiyal mücadeledir. Günümüzde mısır kurduna karşı baskın olarak kullanılan birçok mikroorganizmalar mevcuttur. Bu kapsamda bakteriler, virüsler, funguslar, nematodlar ve mikrosiporidalar kullanılmaktadır (Tablo 5). 

Bu mikrobiyal etmenlerden Bacillus thuringiensis kristal toksinleri, fungal sporlar, granül haline getirilmiş virüsler Ostrinia nubilalis’e karşı yaygın olarak kullanılmaktadır. Bunların yanında nematod ve mikrosiporidalar da önemli bir yer tutmaktadır. Örneğin, 50.000 mısır bitkisine Steinernema carpocapsae’nin Meksika suşu uygulanmış ve Ostrinia nubilalis larvalarında etkili bir azalma tespit edilmiştir. Buna benzer başka bir uygulama da tatlı mısırlarda yapılmış ve %5-20 arasında mısır kurdunun zararının azaldığı tespit edilmiştir (Ben-Yakir vd., 1998). 

Tablo 5. Ostrinia nubilalis (mısır kurduna)’ karşı yoğun olarak kullanılan patojenler

		Patojenler

		Referansları



		Bakteriler


		



		B. thuringiensis

		Bartels ve Hutchison, 1995; Hazzard vd., 2003; Langenbruch, 1979; Lynch vd.,1980; Lynch vd., 1977a; Lynch vd., 1977b; Mc Guire vd., 1990; Nolting ve Poston, 1982.



		Funguslar

		



		B. bassiana

		Bing ve Lewis, 1991; Feng vd., 1988; Lewis vd., 1996; Lewis ve Bing,1990; Lewis vd., 2002; Lewis ve Cossentine, 1986.



		Nematodlar

		



		S. carpocapsae

		Ben-Yakir vd., 1998; Lewis ve Raun, 1978.



		Virüsler

		



		A. californica MNPV

		Lewis ve Johnson, 1982.



		R. ou MNPV

		Lewis ve Johnson, 1982.



		Mikrosporidialar

		



		N. pyraustra

		Lewis vd., 1983; Lewis ve Johnson, 1982.



		V. necatrix

		Lewis vd., 1983; Lewis ve Johnson, 1982.





Bacillus thuringiensis, mısır zararlılarınının kontrolünde aktif olarak kullanılan tek bakteridir. Yapılan çalışmalar sonucunda Ostrinia nubilalis’e karşı etkili birkaç formülasyon geliştirilmiştir. Bunlar granül, köpük ve sprey yöntemiyle zararlıya bulaştırılmaya çalışılmalıdır. Bunlardan  larva populasyonunu aza indirmede en etkili olanı sprey yöntemidir (Lynch vd., 1980).


Entomopatojenik funguslar, doğada zararlı böcekleri baskı altında tutan, geniş alanlara yayılabilen  önemli mikroorganizmalardır. Beauveria bassiana ile yapılan çalışmaların Ostrinia nubilalis’in populasyonunun zarar seviyesinin altında tutulmasında çok önemli yeri olduğu tespit edilmiştir. Yapılan alan uygulamalarında zararlının %60 oranında azaldığı gözlenmiştir (Bing ve Lewis, 1991; Lewis ve Bing,1990; Lewis vd., 2002).


Yapılan çalışmalar mısır zararlılarına karşı yok edici etkiye sahip tek virüsün bakülo virüs olduğu tespit edilmiştir. Autographa. californica multikapsid nükleopolihedro virüs (AcMNPV) ve Rachiplusia ou multikapsid nükleopolihedro virüs (RoMNPV)’nin sulu süspansiyonları Ostrinia nubilalis’in mısırdaki zarar seviyesini azaltmada başarılı olduğu tespit edildi (Lewis ve Johnson, 1982).


Mısır zararlılarında birkaç mikrosporodia türü bulunmuştur ve bu türlerin bu zararlılarla mücadelede baskın rollerinin olduğu gözlenmiştir. Nosema pyraustra mısır kurdunu enfekte eden bir mikrosporodiadır ve Ostrinia nubilalis larva populasyonun azaltılmasında etkindir (Lewis vd., 1983). Başka bir çalışmada ise Nosema pyraustra ve Vairimorpha necatrix mısırlara uygulandığında Ostrinia nubilalis’in verdiği zarar seviyesinde bir azalma gözlenmemiş, fakat larvaların enfeksiyon miktarları artmıştır (Laing ve Jaques., 1984).

Günümüzde zararlı böceklerle mücadelede Bt genleri aktarılmış trasgenik bitkiler kullanılmaktadır. Ostrinia nubilalis’e karşı Bt’nin Cry 1Ab, Cry 1Ac ve Cry 9C genleri mısır bitkisine aktarılmaktadır (Li vd, 2004).

1.6.9. Transgenik Bitkiler ve Bacillus thuringiensis’li Mısırın Hikayesi 

Transgenik bitkileri üretmedeki genel amaç tarımsal bitkileri virüs ya da haşere kaynaklı hastalıklara karşı korumaktır. Bunun için başka canlılardan alınan direnç genleri bitkilere aktarılarak bitkinin güçlenmesi sağlanır (Aktaş, 2004; Sökmen, 2005; Domingo, 2007; Meseri, 2008).

Bt mısır, Fransa’da 1938 yılında  büyük miktarda yetiştirilen  mısır bitkileri üzerinde zararlı olan Ostrinia nubilalis’e karşı, B. thuringiensis bakterisinin püskürtülmeden direk bakteriyal genlerinin mısıra eklenmesiyle geliştirildi (URL-28). Bt’nin insanlar üzerinde hiçbir toksik etkisinin olmadığı 70 yıllık kullanımdan tespit edilmiştir. Bir haşere  öldürücü olarak artık organik gıda endüstrisi içinde  kabul edilebilir hale gelmiştir. Bu gün için Bt birçok entegre zararlı yönetim stratejilerinin önemli bir parçasıdır. Bakteriler bitkinin yüzeyinde çok uzun süre yaşayamadığı için, Bt sprey başarısı sınırlı kalmıştır. O. nubilalis mısır sapında yaşar, spreyler yüzeyle sınırlı kalır ve böylece, zararlı karşısında Bt etkisiz kalır. Ancak, Bt mısır bu sorunu ortadan kaldırmıştır. Böylece, Bt mısır doku delici bir zararlıya karşı, mısır kurdu gibi uzun süreli etki gösteririr ve tünel açan zararlılara karşı koruma sağlar.

Transgenik ürünler, avantajları ve dezavantajlarıyla günümüzde oldukça önemli bir tartışma konusu olmaya devam etmektedir. Özellikle fauna ve floradaki değişiklikler bakımından ilk ve en çok etkilenecek olan toprak ekosistemleri dikkate alındığında, bu ürünlerin hem doğal saflık ve stabilitesinin korunması, hem de nesilden nesile geçişlerdeki gen özelliklerinin devamı için bilimsel deneylerin ve ekolojik risk analizlerinin sürdürülmesinin gerektiği unutulmamalıdır (Aydın, 2008).

Transgenik bitkilere karşı oluşan ekonomik girdilere rağmen, bu bitkiler etik kaygılar ekseninde gelişen birçok eleştirinin odağında bulunmaktadır. İlgili bütün tartışmaların kapsamlı bir değerlendirmesini yapmak ve etkilerini görebilmek kısa süreli olarak mümkün değildir. Fakat, önemi sebebiyle, ana tartışmaların özetini sunarak, bunların göz önüne alınması gereken kaygılar olduğuna dikkat çekmek gerekiyor (Ölçer, 2001).

Etik kaygılar kapsamında öne çıkan tartışmaları üç ana kategoride toplamak mümkündür. İlk tartışma transgenik bitkilerin gerekli olup olmadığı tartışmasıdır. İkinci tartışma kategorisi daha çok metodun etik yönleri üzerinedir. Üçüncü tartışma ise GDO’ların sonuçları üzerine olup temelde uygulamaya ilişkindir (Aydın, 2008; Atsan vd.,2008).

Genelde modern ziraî biyoteknolojinin özelde ise transgenik bitkiler ve daha spesifik olarak transgenik canlıların tarımsal hedefleri yakalamak için gerekli olup olmadığı yoğun olarak tartışılmaktadır. Tartışma birbirine adeta tamamen zıt, iki farklı ve marjinal yaklaşımın gölgesinde sürdürülmektedir. Taraflardan biri, bu teknolojileri dünyada açlık sorununu bertaraf edecek anahtar teknoloji olarak görmektedir. Diğeri ise söz konusu teknolojilerin somut hiç bir ilerleme sağlayamayacak bir illüzyondan ibaret olduğunu savunmaktadır. Yapılan çalışmalar bir taraftan transgenik bitkiler ekinlerin bazı avantajlar sunma potansiyeli taşıdığını ortaya koyuyor. Fakat müzmin tarımsal sorunlara tek başına çare olamayacağının da altını çiziyor (S E TA, 2010; Şakiroğlu, M. 2007). 

1.7. Çalışmanın Amacı


Yukarıda belirtilen tüm çabalara rağman, mısır kurdu (Ostrinia nubilalis Hbn., Lep.: Pyralidae)’nun mısır bitki, koçan ve dane üzerindeki zararı ülkemiz ve tüm dünyada hala etkin bir şekilde devam etmektedir.  Bu zararlının etkinliğini azaltmak veya ortadan kaldırmak elzem bir konu haline gelmiştir.  Bu düşünceler ışığında yapılan bu tez çalışmasının amacı, ülkemiz ve dünya mısır tarlalarında çok büyük zararlara yol açmaya devam eden Ostrinia nubilalis’in kültüre edilebilir bakteriyal florasını belirlemek ve bunların, zararlıya karşı mikrobiyal mücadelede kullanılma potansiyellerini araştırmaktır. Ayrıca, değişik zararlılardan izole edilmiş ve çeşitli zararlılar üzerinde yüksek öldürücü etkiye sahip oldukları bilinen çeşitli bakteriyal izolatların O. nubilalis üzerindeki etkilerini tespit etmek ve bu etkileri karşılaştırarak O. nubilalis’e karşı yeni bir mikrobiyal mücadele etmeni tespit etmek de amaçlanmıştır.
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR


2.1. Böceklerin Toplanması

Bu çalışma için gerekli olan Ostrinia nubilalis (mısır kurdu) larvaları 2008-2010 yılları mayıs-eylül ayları arasında Giresun merkez, Bulancak ve Keşap ilçeleriyle Trabzon merkez, Yomra ve Akçaabat ilçelerinden toplandı. Larvalar, toplandıkları yer ve tarih not edildikten sonra, önceden steril edilmiş özel kaplara konularak laboratuara getirildi. Larvaların makroskobik incelemeleri laboratuarda yapılarak yavaş hareket edenler, hastalıklı ve ölü olanlar ayrıldı. Sağlıklı olduklarına karar verilenler ise steril edilmiş kaplara konularak taze mısır gövdeleriyle incelenecekleri zamana kadar beslendi.

2.2. Ostrinia nubilalis’ın Kültüre Edilebilir Bakteriyal Florasının Belirlenmesi 


2.2.1. Bakteri İzolasyonu

Laboratuara getirilen sağlıklı Ostrinia nubilalis larvalarından 20 adet, steril petri kapları içerisine konularak %70’lik etil alkol ile 5 dakika yüzey sterilizasyonuna maruz bırakıldı. Sonra içerisinde steril saf su bulunan petrilere alınarak 2-3 kez yıkanıp, alkolden arındırıldı. Daha sonra tüpün üzerine 1 ml nütrient broth besiyeri ilave edildi. Steril bir homojenizatör ile larvaların iyice ezilmesi sağlandı. Elde edilen karışım bir tülbent vasıtasıyla süzülerek, süzüntü başka bir tüpe alındı. Bu karışımdan 10 μl, 50 μl ve 100 μl alınarak üç ayrı nütrient agar besiyerine ekim yapıldı. Ekimler 30°C’lik etüvde 2-3 gün süre ile inkübe edildi. Kalan karışım 30°C’de 5-6 saat inkübe edildi. Bu inkübasyonun amacı, karışımda çok düşük sayıda olabilecek mikroorganizmaların sayısını artırarak, sonraki ekimde tespit edilmelerini kolaylaştırmaktır. Bu inkübe edilen karışımdan da 10 μl ve 50 μl alınarak yine nütrient agar besiyerlerine ekim yapıldı. Ayrıca, bu inkübe edilen karışım seyreltildi ve her tüpten 10 μl, 25 μl ve 50 μl alınarak ayrı ayrı nütrient agar besiyerine ekim yapıldı. 

Son olarak, karışımdan 1 ml alınıp, ependorf mikrosantrifüj tüp içerisinde 80°C’de 10 dk bekletildi. Bundan da 10 μl, 25 μl ve 50 μl alınarak üç ayrı nütrient agar besiyerine ekim yapıldı. Böylece yüksek sıcaklığa dayanıklı bakterilerin izolasyonu sağlandı.

Nütrient agar besiyerine yapılan ekimlerin hepsi 30°C’lik etüvde 2-3 gün süreyle inkübe edildi.

2.2.2. Saf Kültürlerin Hazırlanması ve Stoklanması


İnkübasyonun ardından nütrient agar besiyeri üzerinde büyüyen bakteriyel koloniler binoküler mikroskop altında incelendi ve farklı koloni renk ve morfolojilerine sahip olanlar steril edilmiş platin özeyle dikkatlice seçilerek çizgi ekimleri yapıldı ve saf kültürler elde edildi. Elde edilen kültürler, numaralandırılarak, sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere %20’lik steril gliserol içersinde ( 80 (C’de stoklandı.

2.2.3. İzolatların Gram Tayinleri

2.2.3.1. Gram Boyama 

Gram boyama, bakterilerin hücre duvarının içeriği hakkında bilgi veren bir boyama yöntemidir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hücre duvarındaki peptidoglikan tabaka, gram pozitif olarak boyanan bakterilere göre çok daha incedir. Gram boyama için herbir izolat nütrient broth besiyerine ekildi ve 30(C’ye ayarlı su banyosunda 16-24 saat inkübasyona bırakıldı. Büyüyen kültürlerden bakteriyal smear hazırlandı ve alevden geçirilerek tespit edildi. Hazırlanan smear, 1 dakika kristal viole ile muamele edilerek dH2O ile yıkandı. Kuruması beklenmeden 1 dakika lugol ile muamele edildi. Aseton-alkolle renk giderilinceye kadar yıkandıktan sonra, renk kaybını durdurmak için hemen dH2O ile yıkandı. Safranin ile 30-60 saniye muamele edildi ve smear tekrar dH2O ile yıkandı. Açık havada kurutulduktan sonra mikroskop altında incelemeye alındı. Mor renkle boyanan bakterilerin gram pozitif, pembe renk ile boyanan bakterilerin ise gram negatif olduğuna karar verildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.3.2. String Testi ( Potasyum hidroksit (KOH) ile gram tanımlanması) 

String testi yapmak için KOH kullanılır. Steril saf su içerisinde %3‘lük KOH çözeltisi boş petri içerisine damlatılır. Nütrient agar besiyerinde 24 saat 30 °C’de inkübe edildi. Kültürden bir öze dolusu alındı ve petri içindeki KOH ile 5-10 sn karıştırıldı.

Gram olumsuz bakterilerde, hücre duvarındaki peptidoglukan  tabakası ince olduğu için, KOH bakterinin bu yapısını bozarak sitoplazma ve DNA gibi prokaryotik materyallerle birlikte ipliksi bir yapı oluşturur. Öze ile bakteri karıştırıldığında mukusumsu bir yapı oluşturur ve karışımın uzadığı görüldü. Gram olumlu bakterilerde, hücre duvarında bulunan peptidoglukan tabakasının kalın olması nedeniyle KOH ipliksi bir uzama oluşturmaz.

2.2.3.3. Seçici ve Ayırt Edici Besiyerlerinin Kullanılması

Bazı besiyerler hem seçici hem de ayırt edici maddeler ihtiva ettiklerinden her iki amaç için de kullanılabilir. MacConkey agar (MCA), mannitol salt agar (MSA) bunlara örnek olarak verilebilir.

MacConkey Agar (MCA), hem seçici hem de ayırt edici bir besiyeridir. Bu, seçici madde olarak bile tuzu ve kristal violet boyasını ihtiva etmektedir. Bunların ikisi de gram olumlu bakterilerin büyümelerini engeller. Ayırt edici madde olarak laktozu ve indikatör olarak da nötral kırmızı içermektedir. Eğer organizma, laktozu fermente ederse koloniler kırmızı renk alır. Bu besiyeri genellikle Gram olumsuzların seçilmesinde kullanılır. Özellikle enterik bakterilerin seçimi için yaygın olarak kullanılmaktadır. Eğer, koloniler tuğla-kırmızı renginde ise güçlü laktoz fermentastonu, renksiz (24 saatde) veya hafif pembe (48 saatde ) yavaş veya zayıf laktoz fermentasyonu, renksiz veya saydam renkte ise laktozu fermente edemediğini ifade eder.

Mısır kurdundan izole edilen 26 bakteri MCA’ya ekilerek laktoz fermantasyonuna bakıldı, gram özellikleri test edildi ve sonuçlar 24 ve 48 saat sonunda kaydedildi.

Mannitol Salt Agar (MSA), yüksek oranda tuz ihtiva ettiğinden, gram olumsuz bakterilerin büyümesini inhibe eder. Bazı gram olumlu organizmalar tuz-tölerant olduklarından bu besiyeri üzerinde büyüyebilirler. Hem seçici hem de ayırt edici olarak bilinen MSA seçici olarak %7.5 NaCI ve ayırt edici olarak da mannitol ihtiva etmektedir. Fenol kırmızısı da indikatör olarak işlem görür. Pozitif büyüme ve pozitif fermentasyon sarı halka oluşumuyla belirlenirken, pozitif büyüme ve negatif fermentasyon da küçük beyaz oluşumuyla anlaşılmaktadır.

Mısır kurdundan izole edilen 26 bakteri yüksek oranda tuz ve fenol kırmızısı içeren MSA besi yerine ekilerek dirençleri gözlemlendi, ve gram özellikleri test edildi ve sonuçlar 24 ve 48 saat sonunda kaydedildi.

2.2.3.4. Endospor Boyama


İzolatların endospor oluşturup oluşturmadığını ve varsa endosporun hücre içersindeki pozisyonunu belirlemek amacıyla, yalnız gram olumlu izolatlar nutrient broth besiyerine ekildi ve 48-72 saat 30(C’ye ayarlı su banyosunda inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun ardından bakteriyal smear hazırlandı ve alevden geçirilerek tespit edildi. Hazırlanan smearlar küçük bir filtre kağıdıyla kapatılarak, malaşit yeşiliyle 5 dakika boyunca su buharı üzerinde boyandı. Daha sonra dH2O ile yıkandı ve 30-60 saniye safranin ile muamele edildi. Tekrar dH2O ile yıkanarak açık havada kurutuldu. Mikroskop altında incelenerek kırmızı renkli hücreler içersinde yeşile boyanmış sporların varlığı araştırıldı (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.4. Bakteriyal İzolatların Fizyolojik Özelliklerinin Belirlenmesi


2.2.4.1. Bakteriyal İzolatların Optimum Büyüme Sıcaklıklarının Belirlenmesi


İzolatların maksimum ve minimum büyüme sıcaklıklarının belirlenmesi amacıyla bakteriler nütrient broth besiyerine ekildi ve 30-50(C arasındaki sıcaklıklar için 5 gün, 20-30(C arasındaki sıcaklıklar için 14 gün ve 20(C’nin altındaki sıcaklıklar için 21 gün etüvde inkübe edilerek maksimum ve minimum büyüme sıcaklıkları ortaya çıkarıldı (Sneath, 1968).

İzolatların optimum büyüme sıcaklıklarının belirlenmesi amacıyla nütrient broth besiyeri içinde yapılan 16-24 saatlik kültürlerden, OD600 = 0,1 olacak şekilde yeniden nütrient broth besiyerine ekim yapıldı. Hazırlanan kültürler 30, 40 ve 45(C’lerde büyütüldü. Yapılan bu kültürlerden saat başı örnekler alınarak spektrofotometrede OD600’de absorbans değerleri ölçülerek bakterilerin optimum olarak büyüdüğü sıcaklıklar orataya çıkarıldı (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.4.2. Bakteriyal İzolatların pH Aralıklarının Belirlenmesi


İzolatların büyüyebildiği pH aralığının belirlenmesi için izolatlar değişik pH değerlerine (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12) sahip nütrient broth besiyerlerine inoküle edildi ve 30(C’ye ayarlı etüvde üç gün inkübe edildi. İnkübasyon neticesinde üreme olup olmadığına spektrofotometrede (OD600’de) ölçümler yapılarak karar verildi. 


Ayrıca, bakterilerin 5,7 pH’lı “sabouraud dextroz agar ve broth” besiyerinde üreme özelliği ve aynı zamanda pH’ı 6’dan düşük ve 7’den yüksek olan Voges-Proskover broth besiyerindeki büyüme özellikleri incelendi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.2.4.3. NaCl Toleranslarının Belirlenmesi


İzolatların NaCl ihtiyaçlarının belirlenmesi amacıyla %2, 5, 7 ve 20 oranında NaCl eklenmiş nütrient broth besiyerleri hazırlandı. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney tüplerine alınarak herbir izolattan ekim yapıldı ve 14 gün boyunca 30(C’ye ayarlı etüvde inkübe edildi. Üreme olan ve olmayan tüpler belirlenerek, izolatların hangi oranlarda tuzu tolere edebildiklerine karar verildi (Sneath, 1968).

2.2.5. Bakteriyal İzolatların Biyokimyasal Özelliklerin Belirlenmesi


2.2.5.1. Nişasta Hidroliz Testleri


İzolatların nişastayı hidroliz edip etmediklerinin belirlenmesi için “nişasta agar besiyerleri” hazırlandı (Ek-2). Bu besiyerini içeren petrilere herbir izolattan çizgi ekim yapıldı ve 3 ve 7 gün boyunca 30(C’ye ayarlı etüvde inkübe edildi. İnkübasyondan sonra petrilerin üzerine lugol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin oluşumu nişastanın hidroliz olduğunu, mavi rengin oluşumu ise nişastanın hidroliz olmadığını gösterdi (Benson, 1985).

2.2.5.2. Katalaz Testleri


Bakteriler, aerobik solunum sırasında hidrojen peroksit (H2O2) ve bazı durumlarda ise tamamen toksik olan süperoksitler üretmektedir. Mikroorganizmalar, oluşan bu ürünlerin olumsuz etkisinden, bu maddeleri katalaz ve peroksidaz enzimilerinin yardımıyla yıkarak kurtulmaya çalışırlar. İzolatların katalaz enzimi üretip üretmediklerini ortaya çıkarılması amacıyla “triptik soy agar besiyeri” hazırlandı. İzolatlar bu besiyeriyi içeren petrilere ekildikten sonra, 24-48 saat 30(C’de inkübe edildi. İnkübasyonun ardından petrilere %3’lük H2O2 çözeltisi ilave edildi ve oluşan gaz kabarcıklarına göre testin pozitif olduğuna karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.2.5.3. Oksidaz Testleri  

İzolatların oksidaz enzimi üretip üretmediklerinin belirlenmesi amacıyla triptik soy agar besiyerleri hazırlandı. Herbir izolattan bu besiyeriyi içeren petrilere çizgi ekim yapıldı ve 30(C’de 24-48 saat inkübe edildikten sonra petrilere oksidaz testi ayıracı ilave edildi. Oluşan siyah renge göre testin pozitif olduğuna karar verildi (Benson, 1985).

2.2.5.4. Koagulaz Testleri

Test, koagulaz enziminin protrombine bağlanarak trombin oluşumuna, bunun da


fibrinojenin fibrin pıhtısına dönüşmesine yol açmasına dayanır (Luıjendıck vd.,1996).

Steril bir tüpe 0.5 ml seyreltik tavşan serumu kondu. Agar besiyerinde üreyen kolonilerden bir öze dolusu veya 0.1 ml broth besiyeri alınarak tüpteki tavşan serumuyla karıştırılır ve 35°C'deki su banyosunda veya ısıtıcıda inkübe edilir. Pıhtı oluşup oluşmadığı her 30 dk.‘da kontrol edildi ve bu işleme 4 saat devam edilir. Pıhtılaşma olursa mikroorganizma koagulaz salgılıyo, demektir. Negatif sonuç alınırsa tüpler bir gece oda ısısında bırakılarak geç veya zayıf üretilen koagulaz tespit edilebilir (URL-29; Bilgehan, 1995) 

2.3. API 20E Panel Test Sistemi


Bu test uygulanırken nütrient agar üzerinde büyütülmüş gece kültürleri bir özeyle alınarak %0.85 NaCl içerisinde iyice karışması sağlanır. Burada aktarılacak olan kültür miktarı Mc Farland standardı kullanılarak belirlenir (Bak Ek 1.). Hazırlanan bu kültür daha sonra tüm kuyucuklara doldurulur. Bu aşamada kuyucuk içerisinde hava kabarcığı kalmamasına dikkat edilmelidir. Daha sonra bu API panelleri 18-24 saat inkübasyona tabii tutulurlar. Elde edilen sonuçlar Tablo 6’de tanımlandığı gibi renklerine bakarak sonucun pozitif mi yoksa negatif mi olduğuna karar verildi. 

Tablo 6. API 20E test panel sisteminin içerdiği testler

		Testler

		Substrat

		Belirlenen Reaksiyon

		Negatif Sonuçlar

		Pozitif Sonuçlar



		ONPG

		ONPG

		Beta-galaktosidaz

		Renksiz

		Sarı



		ADH

		Arginin

		Arginin dihidrolaz

		Sarı

		Kırmızı / Turuncu



		LDC

		Lisin

		Lisin dekarboksilaz

		Sarı

		Kırmızı / Turuncu



		ODC

		Ornitin

		Ornitin dekarboksilaz

		Sarı

		Kırmızı / Turuncu



		CIT

		Sitrat

		Sitrat kullanımı

		Açık yeşil / Sarı

		Mavi-Yeşil / Mavi



		H2S

		Na thiosulfate

		H2S üretimi

		Renksiz / Gri

		Siyah tortu



		URE

		Üre

		Üre hidrolizi

		Sarı

		Kırmızı / Turuncu



		TDA

		Triptoofan

		Deaminaz

		Sarı

		Kahverengi / Kırmızı



		IND

		Triptofan

		İndol üretimi

		Sarı

		Kırmızı (2 dk.)



		VP

		Na piruvat

		Aseton üretimi

		Renksiz

		Pembe / Kırmızı (10 dk)



		GEL

		Kömür jelatin

		Jelatinaz

		Siyah tabaka  dağılmamış

		Siyah tabaka  dağılmış



		GLU

		Glukoz

		Ferm.  / oks.

		Mavi / Mavi-Yeşil

		Sarı



		MAN

		Mannitol

		Ferm.  / oks.

		Mavi / Mavi

		Sarı



		INO

		İnositol

		Ferm.  / oks.

		Mavi / Mavi

		Sarı



		SOR

		Sorbitol

		Ferm.  / oks.

		Mavi / Mavi

		Sarı



		RHA

		Ramnoz

		Ferm.  / oks.

		Mavi / Mavi

		Sarı



		SAC

		Sucrose

		Ferm.  / oks.

		Mavi / Mavi

		Sarı



		MEL

		Melibiose

		Ferm.  / oks.

		Mavi / Mavi

		Sarı



		AMY

		Amigdalin

		Ferm.  / oks.

		Mavi / Mavi

		Sarı



		ARA

		Arabinoz

		Ferm.  / oks.

		Mavi / Mavi

		Sarı





Ferm. / oks.: Fermantasyon ve oksidasyon olaylarını göstermektedir.


2.4. API 50 CH Panel Test Sistemi

İzolatların bu test sisteminde değerlendirilmelerinin yapılabilmesi için bir gece önceden bakterilerin genel bir besiyeri olan tripton soy agar (TSA) besiyerine çizgi ekimleri yapıldı. İnkübasyon sonunda elde edilen tek kolonilerden 3 ml’lik besiyeri içerisinde ‘Mc Farland’ standartı 0,5 olacak şekilde aktarıldı (Ek-1). Hazırlanan bu bakteri karışımı test panellerinin başlangıç gözeneğine ilave edilip panel dik tutularak bakteri karışımının tüm test kuyucuklarına aynı anda ulaşması sağlanır. Ekimi yapılmış paneller özel bölmelerine yerleştirildikten sonra 24 saat ile 48 saat arasında inkübasyona tabi tutulur. Bu panel sistemini API 20E’den uygulanışındaki farkı panele sonradan ayıraç ilavesi yapılmamasıdır. Elde edilen sonuçlar Tablo 7’de tanımlandığı gibi renklerine bakarak sonucun pozitif mi yoksa negatif mi olduğuna karar verildi. 

Tablo 7. API 50 CH panel test sisteminin içerdiği testler

		Test

		Adı



		GLY

		Glycerol



		ERY

		Erythriol



		DARA

		D-arabinose



		LARA

		L-arabinose



		RIB

		D-ribose



		DXYL

		D-xylose



		LXYL

		L-xylose



		ADO

		D-adonitol



		MDX

		Methyl-βD-xylopyranoside



		GAL

		D-galactose



		GLU

		D-glucose



		FRU

		D-fructose



		MNE

		D-mannose



		SBE

		L-sorbose



		RHA

		L-rhamnose



		DUL

		Dulcitol



		INO

		İnosidol



		MAN

		D-mannitol



		SOR

		D-sorbitol



		MDM

		Methyl-αD-mannopyranoside



		MDG

		Methyl-αD-glucopyranoside



		NAG

		N-asetylglucosamine



		AMY

		Amygdalin



		ARB

		Arbutin



		ESC

		Esculin-ferric sitrate



		SAL

		Salisin



		CEL

		D-celiobiose



		MAL

		D-maltose



		LAC

		D-lactose(bovineorgine)



		MEL

		D-melibiose



		SAC

		D-saccharose(sucrose)



		TRE

		D-trehalose



		INU

		İnulin



		MLZ

		D-melezitoz



		RAF

		D-raffinose



		AMD

		Amidon(starch)



		GLYG

		Glycogen



		XLT

		Xylitol



		GEN

		Gentiobiose



		TUR

		D-turanose



		LYX

		D-lyxose



		TAG

		D-tagatose



		DFUG

		D-fucose



		LFUC

		L-fucose



		DARL

		D-arabitol



		LARL

		L-arabitol



		GNT

		Potassium gluconate



		2KG

		Potassium 2- ketogluconate



		5KG

		Potassium 5- ketogluconate





2.5. İzolatların Moleküler Karekterizasyonları

2.5.1. İzolatların Genomik DNA'larının İzolasyonu

Genomik DNA'nın izolasyonu, Sambrook (1989) ve arkadaşlarına göre gerçekleştirildi. 

Bir gün önceden 3 ml Leura-Bertani (LB)’ye ekim yapılarak 30°C’de inkübasyona bırakılan bakteriler ependorf tüpler içerisinde 13.000 rpm’de 3-4 dk santrifüj edildi. Santrifüjden sonra süpernatant döküldü ve pellet üzerine 500 µl TE tamponu eklendi (Ek-2). Sonra pellet iyice çözüldü ve üzerine 10mg lizozim kondu, 37°C’de 1 saat bekletildi. Hücrelerdeki proteinlerin parçalanması için 50 µl %10’luk SDS eklenerek 37°C’de 30 dk bekletildi. Daha sonra her tüpe  3M’lık 55 µl sodyum asetat eklendi ve 65°C’de, 30 dk alt-üst edilerek hücrelerin parçalanması sağlandı. Tüplere 500 µl fenol-kloroform-izoamil alkol ilave edildi. Tekrar alt-üst edilerek karıştırıldı ve 13.000 rpm’de 4 dk santrifüj edildi. Sonra tüplerin içerisindeki karışımın üst fazı alınarak yeni tüplere konuldu. Bu tüplere 500 µl kloroform eklendi ve alt-üst edilerek 13.000 rpm’de 4-5 dk santrifüj edildi. Üst faz alınarak yeni tüplere konuldu ve 3 ml 55 µl 3M’lık sodyum asetat ve 1.000 µl %96’lık etil alkol ilave edildi, -20°C’de 45 dk bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dk santrifüj edildi ve sıvı kısım boşaltıldı. Kalan pellet üzerine 500  µl alkol ilave edilerek 13.000 rpm’de 2 dk santrifüj edildi. Üst kısımdaki sıvılar boşaltıldı ve pellet açık havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 50-100 μl steril TE tamponunda çözülerek +4°C’de saklandı.


2.5.2. 16S rRNA Geninin PCR ile Çoğaltılması

16S rRNA genleri, herbir izolattan saflaştırılan genomik DNA'dan UNI16S-L (5'-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3') ileri ve UNI16S-R (5'-ATGGTACCGTGTGA CGGGCGGTGTGTA-3') geri primerleri kullanılarak PCR yardımıyla çoğaltıldı. PCR reaksiyonlarının koşulları Beffa (1996)’ya göre oluşturuldu. 12 ng kalıp DNA, 5 µl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris-HCl, pH 8,3; 500 mM steril KC1), 1,5 mM MgCl2, lU Taq DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM d ATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karışımı steril saf su ile 50 μl'ye tamamlandı. Çoğaltma işlemi 200 μl'lik tüplerde, "Biometra Personal Cycler" da gerçekleştirildi. Reaksiyon sıcaklıkları ve süreleri ise, ilk denatürasyon basamağı 95°C de 2 dakika olarak gerçekleştirildikten sonra, 36 döngü 94°C’de l dk (denatürasyon için), 56°C’de l dk (hibridizasyon için) ve 72°C’de 2 dakika (polimerizasyon için) şeklinde gerçekleştirildi. Elde edilen PCR ürünlerinin 5 μl’si %1,1'lik agaroz jelde yürütüldü ve etidyum bromür boyası (0,5 μg/ml) ile boyandıktan sonra "BioDocAnalyze" sistemiyle görüntülendi.

2.5.3. 16S   rRNA   Geninin   Baz   Dizisinin   Belirlenmesi   ve   Gen


 Bankasındaki Sıralarla Karşılaştırılması

Yukarıda açıklanan primerler kullanılarak genomik DNA'dan çoğaltılan 16S rRNA genleri klonlama vektörü olan pGEM-T vektörüne klonlandı ve doğruluğu teyit edilen klonların baz dizin analizi Macrogen firması (Kore) tarafından gerçekleştirildi (Ek 3). Elde edilen yaklaşık 1400 bp uzunluğundaki 16S rRNA dizileri Gen Bankasında var olan dizilerle karşılaştırılarak aralarındaki benzerlik oranları ortaya çıkarıldı.


2.6. İnsektisidal Aktivite Çalışmaları

Ostrinia nubilalis üzerindeki insektisidal aktivite testleri için i) Ostrinia nubilalis’ten izole edilen 26 bakteriyal izolat ve ii) başka zararlılardan izole edilmiş ve farklı zararlılar üzerinde yüksek oranda öldürücü etkiye sahip 13 Bacillus cinsi (Tablo 8) izolatları kullanıldı. Bacillus’lar Karadeniz Teknik Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Mikrobiyoloji Laboratuarı kültür kolleksiyonundan sağlandı.

Tablo 8. Çeşitli böceklerden izole edilen ve konaklarında yüksek öldürücü etkiye sahip Bacillus türleri

		Kodu

		Bakteri

		İzole Edilen Konak

		Alınan Kaynak



		Ar 1

		Bacillus circulans

		Anoplus roboris

		Demir vd., 2002



		Ar4

		Bacillus sphaericus

		Anoplus roboris

		Demir vd., 2002



		As 3

		Bacillus cereus

		Amphimallon solstitiale

		Sezen vd., 2005



		BnBt

		Bacillus thuringiensis

		Balanius nucum

		Sezen vd., 1999.



		Mm 2

		Bacillus thuringiensis

		Melolontha melolontha

		Sezen vd., 2007



		Mm 5

		Bacillus sphaericus

		Melolontha melolontha

		Sezen vd., 2007



		Mm 7

		Bacillus weihenstephanensis

		Melolontha melolontha

		Sezen vd., 2007



		Xd 3

		Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis

		Xyleborus dispar

		Sezen vd., 2008



		Mnd

		Bacillus thuringiensis

		Malacosoma neustria

		Katı vd., 2005



		Lyd6

		Bacillus thuringiensis

		Lymantria dispar   

		Süren çalışma



		Lyd7

		Bacillus thuringiensis

		Lymantria dispar   

		Süren çalışma



		Lyd8

		Bacillus thuringiensis

		Lymantria dispar   

		Süren çalışma



		Lyd9

		Bacillus thuringiensis

		Lymantria dispar   

		Süren çalışma





2.6.1. Ostrinia nubilalis’ten  İzole Edilen İzolatların İnsektisidal Aktivite Testleri

O. nubilalis’ten izole edilen ve karektarizasyonları yapılan kültüre edilebilir izolatlardan spor oluşturmayanlar 24-48 saat, spor oluşturanlar ise 96 saat, 30(C’ye ayarlı sallayıcıda 5 ml nütrient broth besiyeri içersinde inkübe edildi. İnkübasyon neticesinde bakteri yoğunluğu, spektrofotometrede ölçülerek OD600’de 1,89 (1,8 ( 109 bakteri/ml) olacak şekilde ayarlandı. Sonra 3000(g’de 10 dakika santrifüj edilen hücrelerin oluşturduğu pellet, 5 ml steril PBS’de çözüldü (Ben-Dov vd., 1995).

Uygun konsantrasyonlarda hazırlanan izolatlar, larvalara verilecek besinlere emdirildi. Kültürlerinin yoğunlukları OD600’de ölçülerek kaydedildi. 3000(g’de 10 dakika santrifüj edildikten sonra izolatların pelletleri alındı. Her bir çökelti ml’sinde 1,8 x 109 bakteri olacak şekilde PBS (Phosphate Buffered Saline) ile sulandırıldı. Larvaları beslemek için mısır sapları kesildi ve 8-10 cm uzunluğunda kesilen mısır gövdelerine 2 cm uzunluğunda çukurlar açıldı ve hazırlanan bakteriyal karışım bu gövdelere iyice bulaştırıldı (Şekil 5). Hazırlanan gövdelerin içlerine 5’er adet larva bırakıldı ve 27(C’de 10 gün inkübe edildi. Ölüler günlük kontrol edildi, uzaklaştırıldı ve kaydedildi. Denemeler üçer tekrarlı yapıldı ve ölüm oranları Abbott  formülüne göre hesaplandı (Abbott, 1925).  
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Şekil 5. İnsektisidal aktivite deney düzeneği

2.6.2. Farklı Böceklerden İzole Edilen Yüksek İnsekdisidal Etkiye Sahip Bakteriyal İzolatlarının Ostrinia nubilalis Üzerindeki Etkileri

Karadeniz Teknik Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Mikrobiyoloji Laboratuarı Kültür Koleksiyonunda yer alan, çeşitli böceklerden izole edilen ve konaklarında yüksek öldürücü etkiye sahip Bacillus türlerinin O. nubilalis larvaları üzerindeki etkileri test edildi. Bunun için yukarıda belirtilen şekilde hazırlanan izolatlar mısır gövdesine uygun konsantrasyonlarda emdirildi. İzolatların Ostrinia nubilalis üzerindeki insektisidal aktiviteleri larvalar üzerinde test edildi.  İzolatlardan 24 saatlik gece kültürleri hazırlandı. Bu gece kültürlerinin yoğunlukları OD600’de ölçülerek kaydedildi. 3000(g’de 10 dakika santrifüj edildikten sonra izolatların pelletleri alındı. Her bir çökelti ml’sinde 1,8 x 109 bakteri olacak şekilde PBS (Phosphate Buffered Saline) ile sulandırıldı. Ostrinia nubilalis’den izole edilen örnekler gerekli konsantrasyonda hazırlandıktan sonra içlerine 2 cm uzunluğunda larvanın koyulabileceği iki çukur oyuldu. 8-10 cm uzunluğunda 

kesilen mısır gövdelerine iyice bulaştırıldı ve larvalar bu besinler ile beslendi.  Denemeler üçer tekrarlı yapıldı ve insektisidal etkiler Abbott formülüne göre hesaplandı (Abbott, 1925).





























































































































































































































































Tablo 7’nin devamı
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3. BULGULAR

Bu çalışmada, Ostrinia nubilalis’in (mısır kurdu) kültüre edilebilir bakteriyal florası belirlenmeye çalışıldı. Belirlenen izolatların bu zararlı üzerindeki insekdisidal etkisi araştırıldı. Sonuç olarak, sağlıklı larvalardan toplam 20 farklı izolat, doğadan ölü olarak toplanan larvalardan veya laboratuarda ölen larvalardan 6 tane olmak üzere toplam 26 izolat tespit edildi.


3.1. Ostrinia nubilalis Larvalarından Bakteri İzolasyonu 

İzolasyon çalışmaları sonucunda O. nubilalis larvalarından farklı morfolojik özelliklerde 26 kültüre edilebilir bakteri izole edildi. İzolatların 5 tanesinin yüksek sıcaklıklara (80○C) dayanıklı olduğu belirlendi.

Saflaştırılan 26 izolat On1, On2, On3, On4, On5, On6, On7, On8, On9, On10, On11, On12, On13, On14, On15, On16, On17, On18, On19, On20, On21, On22, On23, On24, On25 ve  On26 olarak numaralandırıldı.


3.2. İzolatların Karakteristik Özelliklerinin Belirlenmesi ve Tür Tayinlerinin Yapılması



3.2.1. İzolatların Morfolojik Özellikleri 


İlk ayrımlarının koloni morfolojisine göre yapılan izolatların binoküler mikroskop incelemeleri sonucunda; On1 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, yeşil renkli düzgün-yuvarlak olduğu, On2 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, turuncu renkli düzgün-yuvarlak, On3 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, açık turuncu rengli düzgün-yuvarlak, On4 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, krem renkli düzgün-yuvarlak, On5 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, sarı renkli düzgün-yuvarlak, On6 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı yüksek-düz, krem renkli dalgalı-yuvarlak, On7 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, krem renkli düz-düzensiz, On8 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks,  krem renki, düz-düzensiz, On9 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, sarı renkli düz-düzensiz, On10 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı kalkan yumruksu, sarı renkli düzgün-yuvarlak, On11 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, krem renkli düzgün-yuvarlak, On12 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks,  krem rengli dalgalı-yuvarlak, On13 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, sarı rengli  düzgün-yuvarlak, On14 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, krem renkli düzgün-yuvarlak, On15 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks,  turuncu renkli  düzgün-yuvarlak, On16 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı  kalkan yumruksu, renksiz dalgalı- yuvarlak, On17 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı yüksek düz ortası çukur, krem renkli düzgün-yuvarlak, On18 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı  kalkan yumruksu, krem renkli flamentli-dalgalı, On19 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı düze yakın tümsek, renksiz dalgalı-yuvarlak, On20 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, krem rengli  düzgün-yuvarlak, On21 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks,  renksiz düzgün-yuvarlak, On22 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks,  krem renkli  düzgün-yuvarlak, On23 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, krem renkli  düzgün-yuvarlak, On24 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks,  beyaz renkli  düzgün-yuvarlak, On25 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, beyaz rengli  düzgün-yuvarlak ve On26 numaralı izolatın kolonilerinin üst kısmı konveks, kırmızı renkli  düzgün-yuvarlak  koloni morfolojilerine sahip olduğu belirlendi (Tablo 9).  

Yapılan basit boyama sonucunda On1, On2, On5, On6, On10, On11, On12, On13, On15,  On18, On19, On21, On22, On23, On24  numaralı izolatların basil, On3, On4, On7, On8, On9, On14, On16, On17, On20, On25, On26 numaralı izolatların kokobasil ve On16, On17numaralı izolatların ise ovoide yakın morfolojiye sahip bakteriler oldukları tespit edildi (Tablo 9).  

İzolatların gram boyamaları sonucunda ise On5, On6, On10, On13, On15, On16, On17, On18, On21, On23 numaralı izolatın mor renge boyandığı için gram olumlu, diğer izolatların pembe renge boyandıkları için gram olumsuz oldukları belirlendi (Tablo 9).


Yapılan spor boyama incelemeleri sonucunda sadece On6 numaralı izolatın inkübasyondan sonra 72-96 saat içinde endospor oluşturduğu görüldü. Bu sporların elipsoid şeklinde olduğu ve hücrenin merkezinde yer aldığı tespit edildi. İzolatların morfolojik özellikleri Tablo 9  ’de verilmiştir. 

Tablo 9.  İzolatların morfolojik özellikleri

		İzolatlar

		Morfolojik Özellikler



		

		Koloni 


rengi

		Koloni


yüksekliği

		Kolonilerin toplam görünüşü




		Kolonilerin kenar görünüşü




		Bakteri şekli




		Gram 


boyama

		Spor


 boyama

		kaynak

		NB’deki


Görünüm



		On 1

		yeşil

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		-

		-

		ÖL

		B



		On 2

		turuncu

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		-

		-

		CL-80(C

		B



		On 3

		açık turuncu

		konveks

		yuvarlak

		düz

		kokobasil

		-

		-

		CL-30(C

		B



		On 4

		krem

		konveks

		yuvarlak

		düz

		kokobasil

		-

		-

		ÖL

		B



		On 5

		sarı

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		+

		-

		CL-30(C

		B



		On 6

		krem

		yüksek düz

		yuvarlak

		dalgalı

		basil

		+

		+

		CL-30(C

		B



		On 7

		krem

		konveks

		düzensiz

		düz

		kokobasil

		-

		-

		CL-30(C

		B



		On 8

		krem

		konveks

		düzensiz

		düz

		kokobasil

		-

		-

		CL-30(C

		B



		On 9

		sarı

		konveks

		düzensiz

		düz

		kokobasil

		-

		-

		CL-30(C

		B



		On 10

		sarı

		kalkan yumruksu

		yuvarlak

		düz

		basil

		+

		-

		CL-30(C

		B



		On 11

		krem

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		-

		-

		ÖL

		B



		On 12

		krem

		konveks

		yuvarlak

		dalgalı

		basil

		-

		+

		CL-80(C

		B



		On 13

		sarı

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		+

		-

		CL-30(C

		B



		On 14

		krem

		konveks

		yuvarlak

		düz

		kokobasil

		-

		-

		CL-30(C

		B



		On 15

		turuncu

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		+

		-

		CL-30(C

		B



		On 16

		renksiz

		kalkan yumruksu

		yuvarlak

		dalgalı

		Kokobasil-ovoid

		+

		-

		CL-80(C

		B



		On 17

		krem

		yüksek düz ortası çukur

		yuvarlak

		düz

		Kokus-ovoid

		+

		-

		CL-30(C

		B



		On 18

		krem

		kalkan yumruksu

		flamentli

		dalgalı

		basil

		+

		-

		CL-30(C

		Ç



		On 19

		renksiz

		düze yakın tümsek

		yuvarlak

		dalgalı

		basil

		-

		+

		CL-80(C

		B



		On 20

		krem

		konveks

		yuvarlak

		düz

		kokobasil

		-

		-

		CL-30(C

		B



		On 21

		renksiz

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		+

		-

		ÖL

		B



		On 22

		krem

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		-

		-

		CL-80(C

		B



		On 23

		krem

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		+

		-

		CL-30(C

		B



		On 24

		beyaz

		konveks

		yuvarlak

		düz

		basil

		-

		-

		CL-30(C

		B



		On 25

		beyaz

		konveks

		yuvarlak

		düz

		kokobasil

		-

		-

		ÖL

		B



		On 26

		kırmızı

		konveks

		yuvarlak

		düz

		kokobasil

		-

		-

		ÖL

		B





Düz.: Düzgün, CL: Canlı larva, ÖL: Ölü larva, B: Bulanık; Ç:Çökelme.

3.2.2. İzolatların Fizyolojik Özellikleri


İzolatların büyümeleri üzerine NaCl, pH, sıcaklık gibi fiziksel faktörlerin etkilerinin araştırılması amacıyla çeşitli testler yapıldı. Fiziksel özellikleri kapsayanbu testler Tablo 10’da verilmektedir.

İzolatların NaCl’ye olan toleranslarının belirlenmesi amacıyla yapılan testler sonucunda On9 ve On12 numaralı izolatlar hariç tüm izolatların %2 oranında NaCl içeren besiyerlerinde büyüdükleri görüldü. %5 NaCl içeren besiyerinde On1, On7, On10, On11, On13, On14, On17, On18, On20, On21, On24, On25 ve On26 numaralı izolatın büyüdüğü, diğer izolatların büyümediği görüldü. %7 NaCl içeren besiyerinde sadece On7, On10, On11 ve On21 numaralı izolatların büyüdüğü diğerlerinin ise büyümediği belirlendi. (Tablo 10).

Tablo 10. İzolatların fizyolojik özellikleri

		İzolatlar

		pH Testi                                          

		NaCl Testi (%)             

		Sıcaklık Testi (○C)



		

		3

		4

		5

		6

		7

		8

		9

		10

		11

		12

		2

		5

		7

		30

		40

		45



		On 1

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		+

		-



		On 2

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 3

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 4

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 5

		-

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 6

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		+

		-



		On 7

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-



		On 8

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 9

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-



		On 10

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-



		On 11

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		-



		On 12

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-



		On 13

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		-

		-



		On 14

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		-

		-



		On 15

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 16

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 17

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		+

		+

		-



		On 18

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		-

		-



		On 19

		-

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 20

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		-

		-



		On 21

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-



		On 22

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 23

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-



		On 24

		-

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		+

		+

		-

		+

		-

		-



		On 25

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		+

		-



		On 26

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		+

		-





İzolatların pH toleranslarının belirlenmesi amacıyla yapılan testler sonucunda pH 3 olan besiyerinde hiçbir izolatın büyümediği, pH 4 olan besiyerinde sadece On4 ve On7 numaralı izolatların büyüdüğü diğerlerinin büyümediği, pH 5 olan besiyerinde On1, On3, On4, On7, On8, On11, On18, On21, On25 ve On26  numaralı izolatların büyüdüğü diğerlerinin büyümediği, pH 6  olan besiyerinde On5 ve On19 numaralı izolatların büyümediği  diğerlerinin büyüdüğü, pH 7 ve pH 8 olan besiyerlerinde tüm izolatların büyüdüğü, pH 9 olan besiyerinde sadece On3 numaralı izolatın büyümediği, pH 10 olan 


besiyerinde On2, On3, On6, On8, On9, On16 ve On19 numaralı izolatların büyümediği  diğerlerinin büyüdüğü, pH 11 olan besi yerinde sadece On17, On23 ve On24 numaralı izolatların büyüdüğü diğerlerinin büyümediği, pH 12 olan besi yerinde sadece On17 numaralı izolatın büyüdüğü ve diğerlerinin hiçbirinin büyümediği belirlendi (Tablo 10).

İzolatların sıcaklığa olan toleranslarının belirlenmesi amacıyla yapılan testler sonucunda tüm izolatların 30(C’de büyüdüğü,  40(C’de  sadece On1, On6, On11, On17, On25 ve On26 numaralı izolatların büyüdüğü diğerlerinin büyümediği, 45(C’de ise hiçbir izolatın büyümediği belirlendi (Tablo 10).

3.2.3. Bakteriyal İzolatların Biyokimyasal ve Metabolik Özellikleri 

Bazı enzimlerin varlığı veya yokluğu veya bazı enzimlerin üretilip üretilmediği, izolatların bazı organik maddeleri fermente edip, edemediklerini belirlediği için bakteri sistematiği açısından büyük önem taşımaktadır. İzolatların bu enzimleri üretip üretmediklerinin belirlenmesi amacıyla bir dizi test yapıldı. Bu testler ve sonuçları Tablo 11’de verilmektedir.

Katalaz testi sonucunda On9 ve On17 numaralı izolatların katalaz enzimi üretemezken, diğerlerinin katalaz enzimini üretebildiği tespit edildi. 


Yapılan oksidaz testi sonucunda On4, On6, On10, On15, On17, On19, On21, On25 ve On26 numaralı izolatların oksidaz aktivitesi gösteremedikleri, diğer izolatların ise oksidaz aktivitesine sahip oldukları belirlendi.


Nişasta hidroliz testleri sonucunda On2, On3, On6, On12, On13, On16, On19, On25 ve On26 numaralı izolatlar nişastayı hidroliz ederken, diğer izolatların nişastayı hidroliz edemedikleri belirlendi.


String testleri sonucunda hücre duvarındaki peptidoglukan tabakası ince olan Gram olumsuz (Gram -) bakterilerde,  KOH bakterinin bu yapısını bozarak sitoplazma ve DNA gibi prokaryotik materyallerle birlikte ipliksi bir yapı oluşturur. On5, On6, On10, On13, On15, On17, On18, On20 ve On23 numaralı izolatlarda uzama olmadığından test negatif sonuç vermiş ve bu izolatların Gram olumlu olduğu belirlenmiştir. Diğer izolatlarda uzama olduğundan testin sonucu pozitiftir ve bu izolatların Gram olumsuz olduğu belirlenmiştir.


MacConkey agar (MCA) tesleri sonucunda On5, On6, On10, On13, On15, On17, On18, On20 ve On23 numaralı izolatlar bu besiyerinde büyümediğinden Gram olumlu olduğu tekrar teyit edilmiş oldu. Diğer izolatlar ise bu besiyerinde büyüdüğü için Gram olumsuz olduğu belirlendi. Ayrıca, bu besiyeri, ayırt edici madde olarak laktozu ve indikatör (belirleyici) olarak da nötral kırmızı içermektedir. On1 ve On4 numaralı izolatların kolonileri tuğla-kırmızı renginde olduğu için güçlü laktoz fermentastonu yaptığı, On9 ve On21 numaralı izolatların kolonileri renksiz veya saydam renkte olduğu için laktozu fermente edemediği, diğer izolatların kolonileri renksiz (24 saatde) veya hafif pembe (48 saatde) olduğundan yavaş laktoz fermentasyonu yaptığı belirlendi.

Tablo 11. İzolatların klasik yöntemlerle belirlenen biyokimyasal özellikleri

		İzolatlar

		Biyokimayasal Özellikler



		

		Katalaz Testi

		Oksidaz Testi

		Nişasta


Testi

		String


Testi

		Koagulaz


Testi

		MSA

		MCA






		 1

		+

		+

		-

		+

		Z+

		-

		+



		 2

		+

		+

		Z+

		+

		-

		-

		+



		 3

		+

		+

		Z+

		+

		Z+

		-

		+



		 4

		+

		-

		-

		+

		-

		-

		+



		 5

		+

		Z+

		-

		-

		Z+

		+

		-



		 6

		+

		-

		+

		-

		Z+

		+

		-



		 7

		+

		Z+

		-

		+

		-

		-

		+



		 8 

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		+



		 9

		+

		+

		-

		+

		Z+

		-

		+



		10 

		+

		-

		-

		-

		Z+

		+

		-



		11

		+

		Z+

		-

		+

		-

		-

		+



		12 

		Z+

		Z+

		+

		+

		-

		-

		+



		13 

		+

		Z+

		Z+

		-

		-

		+

		-



		14

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		+



		15

		Z+

		-

		-

		-

		-

		+

		-



		16

		Z+

		+

		+

		+

		Z+

		-

		+



		17

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-



		18

		+

		Z+

		-

		-

		-

		+

		-



		19

		Z+

		-

		+

		+

		-

		-

		+



		20

		+

		+

		-

		-

		-

		+

		-



		21

		+

		-

		-

		+

		-

		-

		+



		22

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		+



		23

		+

		Z+

		-

		-

		-

		+

		-



		24

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		+



		25

		+

		-

		+

		+

		-

		-

		+



		26

		+

		-

		+

		+

		-

		-

		+





Z+: Zayıf pozitif; 

Mannitol salt agar (MSA) tesleri sonucunda, On5, On6, On10, On13, On15, On17, On18, On20 ve On23 numaralı izolatlar bu besiyerinde büyüdüğünden Gram olumlu olduğu, diğerlerini ise Gram olumsuz olduğu tekrar teyit edilmiş oldu. Ayrıca, ayırt edici olarak da mannitol ihtiva etmektedir. Fenol kırmızısı da indikatör olarak işlem görür. On10 numaralı izolat sarı renkli kolonilere sahip olduğu için pozitif fermentasyon, On5, On6, On13 ve On15 numaralı izolat sarı-beyaz renkli kolonilere sahip olduğu için zayıf pozitif fermentasyon, On17, On18, On20 ve On23 numaralı izolat  küçük beyaz renkli kolonilere sahip olduğu için negatif fermentasyon yaptığı belirlendi.


Koagulaz testleri, koagulaz enziminin protrombine bağlanarak trombin oluşumuna, bunun da fibrinojenin fibrin pıhtısına dönüşmesine yol açmasına dayanır.  Pıhtılaşma olursa mikroorganizma koagulaz salgılıyor demektir. On1, On3, On5, On6, On9, On10 ve On16 biraz da olsa katılaşma olduğu için zayıf pozitif olduğu tespit edildi.

3.2.3.1. API20E Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen Özellikler


API20E test panellerine yapılan ekimler 1 gece 30○C’de inkübe edildikten sonra  bazı test kuyucukları direk bazıları ise ayıraç ilave edilerek incelendi ve izolatların bazı metabolik ve biyokimyasal özellikleri belirlendi. Büyümesi yavaş olan izolatlar Mc Farland standardına göre yoğunluğu 2 olacak şekilde, 2 gece inkübe edilerek sonuçlar kaydedildi (Tablo 12).

 Tablo 12. İzolatların API20E Panel Test Sistemi ile belirlenen özellikleri

		Testler

		Substrat

		Aktivite

		1

		2

		3

		4

		7

		8

		9

		11

		12

		14

		16

		19

		21

		22




		24

		25

		26



		 ONPG

		ONPG

		Beta-galaktosidaz

		-

		-

		+

		-

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		+

		-

		Z+

		-

		+

		+



		 ADH

		Arginin

		Arginin dihidrolaz

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		 LDC

		Lisin

		Lisin dekarboksilaz

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-



		 ODC

		Ornitin

		Ornitin dekarboksilaz

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		+



		 CIT

		Sitrat

		Sitrat kullanımı

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		+

		+

		+



		 H2S

		Na


thiosulfate

		H2S üretimi

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-



		 URE

		Üre

		Üre hidrolizi

		-

		-

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-



		 TDA

		Triptoofan

		Deaminaz

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-



		 IND

		Triptofan

		İndol üretimi

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		 VP

		Na piruvat

		Aseton üretimi

		-

		Z+

		Z+

		Z+

		+

		Z+

		-

		+

		-

		

		-

		-

		+

		-

		+

		+

		+



		 GEL

		Kömür


jelatin

		Jelatinaz

		+

		-

		+

		-

		+

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		+

		+



		 GLU

		Glukoz

		Fermantasyon / oksidasyon

		+

		-

		Z+

		-

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		Z+

		Z+

		+

		Z+

		-

		+

		+



		 MAN

		Mannitol

		Fermantasyon / oksidasyon

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		Z+

		Z+

		-

		-

		-

		+

		+



		 INO

		İnositol

		Fermantasyon / oksidasyon

		-

		-

		-

		-

		Z+

		-

		-

		Z+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		Z+

		-



		 SOR

		Sorbitol

		Fermantasyon / oksidasyon

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		+



		[image: image3.jpg]@ a2 a3 b o oo B o) 2 culd ould oul3 culf cul] on1E el e on?) 2 onh cxlt s e
- - - -





 RHA

		Ramnoz

		Fermantasyon / oksidasyon

		-

		Z+

		-

		-

		Z+

		-

		-

		Z+

		Z+

		-

		Z+

		Z+

		-

		-

		-

		Z+

		-



		 SAC

		Sucrose

		Fermantasyon / oksidasyon

		-

		-

		Z+

		-

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		Z+

		Z+

		+

		Z+

		-

		+

		+



		 MEL

		Melibiose

		Fermantasyon / oksidasyon

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		Z+

		Z+

		-

		Z+

		-

		+

		+



		 AMY

		Amigdalin

		Fermantasyon / oksidasyon

		-

		-

		Z+

		-

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		Z+

		Z+

		+

		-

		-

		+

		+



		 ARA

		Arabinoz

		Fermantasyon / oksidasyon

		+

		-

		-

		-

		+

		Z+

		-

		+

		+

		-

		Z+

		Z+

		-

		Z+

		-

		+

		-



		NO2

		

		NO2 üretimi

		+ 

		-

		-

		-

		Z+

		-

		+

		Z+

		-

		-

		Z+

		-

		+

		+

		-

		Z+

		-



		N2

		

		N2 gazına reaksiyon

		-

		+

		+

		+

		+

		Z+

		-

		+

		Z+

		Z+

		Z+

		+

		-

		-

		Z+

		+

		+





 Z+:zayıf pozitif

3.2.3.2. API 50 CH Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen Özellikler

API 50 CH test panellerine yapılan ekimler 1 gece 30 (C’de inkübe edildikten sonra bazı test  kuyucukları direk, bazıları ise ayraç ilave edilerek incelendi ve izolatların bazı metabolik ve biyokimyasal özellikleri belirlendi. Büyümesi yavaş olan izolatlar Mc Farland standardına göre yoğunluğu 0,5 olacak şekilde, 2 gece inkübe edilerek sonuçlar kaydedildi (Tablo 13).

Tablo 13. İzolatların API50CH Panel Test Sistemi ile belirlenen özellikleri

		Test

		Adı

		İzololatlar ve Test Süreleri



		

		

		5

		6

		10

		13

		15

		17

		18

		20

		23



		

		

		24

		48

		24

		48

		24

		48

		24

		48

		24

		48

		24

		48

		24

		48

		24

		48

		24

		48



		GLY

		glycerol

		Z+

		Z+

		Z+

		+

		-

		-

		-

		+

		Z+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		ERY

		erythriol

		-

		Z+

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		

		-

		-



		DARA

		D-arabinose

		-

		Z+

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		LARA

		L-arabinose

		Z+

		+

		Z+

		+

		-

		-

		Z+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		RIB

		D-ribose

		Z+

		+

		Z+

		+

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		-

		-



		DXYL

		D-xylose

		-

		Z+

		Z+

		+

		-

		-

		Z+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		LXYL

		L-xylose

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		ADO

		D-adonitol

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		MDX

		methyl-βD-xylopyranoside

		Z+

		Z+

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		GAL

		D-galactose

		+

		+

		Z+

		Z+

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		GLU

		D-glucose

		+

		+

		+

		+

		Z+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		Z+



		FRU

		D-fructose

		+

		+

		+

		+

		Z+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		-

		Z+



		MNE

		D-mannose

		-

		-

		-

		-

		Z+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		SBE

		L-sorbose

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		RHA

		L-rhamnose

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		DUL

		dulcitol

		-

		-

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		INO

		inosidol

		-

		-

		-

		Z+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		MAN

		D-mannitol

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		Z+



		SOR

		D-sorbitol

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		MDM

		methyl-αD-mannopyranoside

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		Z+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		MDG

		methyl-αD-glucopyranoside

		-

		Z+

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		NAG

		N-asetylglucosamine

		-

		-

		Z+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		AMY

		amygdalin

		Z+

		+

		Z+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		ARB

		arbutin

		Z+

		+

		Z+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		Z+

		-

		-

		-

		-



		ESC

		esculin-ferric sitrate

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		+

		-

		+

		-

		-



		SAL

		salisin

		+

		+

		Z+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-



		CEL

		D-celiobiose

		+

		+

		Z+

		+

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		MAL

		D-maltose

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		LAC

		D-lactose(bovineorgine)

		Z+

		+

		-

		-

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		MEL

		D-melibiose

		Z+

		+

		Z+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		SAC

		D-saccharose(sucrose)

		Z+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		Z+



		TRE

		D-trehalose

		+

		+

		+

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		Z+

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		INU

		inulin

		-

		-

		Z+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		MLZ

		D-melezitoz

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		Z+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		RAF

		D-raffinose

		Z+

		+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		AMD

		amidon(starch)

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		GLYG

		glycogen

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		XLT

		xylitol

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		GEN

		gentiobiose

		-

		Z+

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		TUR

		D-turanose

		Z+

		+

		Z+

		-

		-

		-

		+

		+

		Z+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		LYX

		D-lyxose

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		Z+

		+

		-

		Z+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		TAG

		D-tagatose

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		DFUG

		D-fucose

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		LFUC

		L-fucose

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		DARL

		D-arabitol

		-

		-

		-

		-

		+

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		LARL

		L-arabitol

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		GNT

		potassium gluconate

		-

		Z+

		-

		Z+

		-

		-

		-

		+

		Z+

		+

		+

		+

		-

		+

		-

		-

		-

		-



		2KG

		potassium 2- ketogluconate

		Z+

		+

		-

		Z+

		-

		+

		-

		+

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-



		5KG

		potassium 5- ketogluconate

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		+

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-

		-





Z+: zayıf pozitif ; 24:24 saat; 48;48 saat. Tablo 13 ‘in devamı


3.2.4. İzolatların Moleküler Karakterizasyonu

3.2.4.1. İzolatların 16S rRNA Gen Sıraları

Bakteri sistematiği çalışmalarında 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin ortaya çıkarılması önemli genetiksel özelliklerin başında gelir. Bu amaçla ilk olarak morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda birbirleriyle aynı tür olabilecek olan izolatlar dışındaki tüm bakteri izolatlarından elde edilen genomik DNA'dan PCR yardımıyla 16S rRNA geni (yaklaşık olarak 1400 bp) çoğaltıldı (Şekil 6). Çoğaltılan 16S rRNA genleri pGEM-T vektörüne klonlandı ve doğru klonların agaroz jelde incelenerek teyit edilmesinden sonra baz dizisini belirleyen bir şirket (Macrogen, Kore) aracılığıyla baz dizileri otomatik dizi analizörleriyle belirlendi (Ek 3).

3.2.4.2. İzolatların 16S rRNA Dizilerine Göre Benzerlik Oranları,

Elde edilen izolatların 16S rRNA gen dizileri, gen bankasında var olan diğer bakteriyal 16S rRNA gen dizileriyle karşılaştırılarak bu gen dizilerine en fazla benzer olan diğer bakteriyal 16S rRNA genleri arasındaki benzerlik oranları belirlendi (Tablo 14). Morfolojik, boyama, fizyolojik ve biyokimyasal özelliklerine bakıldığında birbirlerine çok benzeyen ama koloni büyüklükleri veya başka sebeplerden dolayı farklı bir alttür olabileceği tahmin edilen izolatlardan bazıları da yine 16S rRNA gen dizini karşılaştırmasına tabi tutuldu. 







         Şekil 6. PCR ile çoğaltılmış 16S rRNA ların agaroz jeldeki görüntüsü


Tablo 14. Belirlenen 16S rRNA dizinlerinin gen bankasındaki genler ile karşılaştırılmaları


		İzolat

		Gen bankasının 16 S rRNA dizin analizine göre önerdiği tür ve cinsler 

		Benzerlik Oranı (% olarak)

		Kullanılan baz sayısı



		1

		Pseudomonas aeruginosa

		99

		1356



		2

		 Brevundimonas aurantiaca 


Caulobacter henricii


Blackwater bioreactor bacterium


Alpha proteobacterium


Brevundimonas nasdae


Brevundimonas vesicularis


Brevundimonas intermedia


Caulobacter intermedius

		100


100


100

100

99

99

99

99

		1768



		3

		Chryseobacterium formosense


Candidatus Chryseobacterium massiliae


Chryseobacterium hominis 


Elizabethkingia miricola 

		98

97

97

97



		1350



		4

		Acinetobacter sp.


Acinetobacter venetianus

Acinetobacter junii 


Acinetobacter xiamenensis

		99

97

97

97

		1413



		5

		Microbacterium thalassium


Microbacterium flavescens


Microbacterium paraoxydans


Microbacterium oleivorans


Microbacterium oxydans


Microbacterium laevaniformans


Microbacterium chocolatum


Microbacterium hydrocarbonoxydans


Microbacterium schleiferi

		97


97


97


97


97


97


97


97


97

		1431



		6

		Bacillus megaterium


Bacillus subtilis


Bacillus horikoshii


Bacillus flexus

		99


99


99


99

		1554



		7

		Serratia marcescens

Pseudomonas fluorescens


Serratia nematodiphila

		98


98


98

		1351



		8

		Ochrobactrum pseudogrignonense

Ochrobactrum anthropi


Ochrobactrum grignonense


Ochrobactrum thiophenivorans

		98


98


97


97

		1485



		9

		Variovorax paradoxus

Beta proteobacterium

		98


98

		1367



		10

		Corynebacterium glutamicum


Corynebacterium acetoacidophilum


Rhodococcus globerulus

		98


98


98

		1526



		11

		Serratia marcescens

Pseudomonas fluorescens


Serratia nematodiphila

		99


99


99

		1372






		12

		Paenibacillus amylolyticus

Paenibacillus pabuli 


Paenibacillus tundrae


Paenibacillus xylanexedens

		99


98


98


98

		1558



		13

		Microbacterium sp.


Microbacterium indicum


Microbacterium xinjiangensis
Microbacterium gubbeenense 

Curtobacterium sp. 

		98


96


96


96


96

		1525



		14

		Alcaligenes faecalis

		99

		1839



		15

		Microbacterium testaceum

Microbacterium trichotecenolyticum

		99


98

		1526



		16

		Enterococcus gallinarum


Enterococcus casseliflavus


Enterococcus flavescens


Vibrio fluvialis


Enterococcus saccharolyticus 

		91


91


91


91


91

		1570






		17

		Enterococcus faecium


Enterococcus gallinarum


Enterococcus casseliflavus


Enterococcus saccharolyticus


Enterococcus canis

Enterococcus canintestini

		100


100


100


100


100


100

		1381



		18

		Leucobacter iarius


Leucobacter komagatae


Leucobacter luti

		98


98


98

		1521



		19

		Paenibacillus tundrae

Paenibacillus taichungensis


Paenibacillus tylopili

		91


91


91

		1532



		20

		Alcaligenes faecalis subsp. Faecalis

Alcaligenes faecalis

Rhodobacter sphaeroides

		98


98


98

		1361



		21

		Microbacterium sp.

Microbacterium gubbeenense

		99


98

		1680



		22

		Microbacterium sp.


Microbacterium gubbeenense

		89%


89%

		1536



		23

		Leucobacter tardus

		99%

		1411



		24

		Alcaligenes faecalis

		99%

		1359



		25

		Serratia marcescens

Serratia nematodiphila


Pseudomonas fluorescens

		99%


99%


99%

		1367






		26

		Serratia marcescens

Pseudomonas fluorescens 

Serratia nematodiphila

		99%


99%


99%

		1443





O. nubilalis’ten izole dilen 26 bakteriyal izolatın morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler özelliklerinin araştırılmasıyla sağlanan sonuçlar değerlendirildi. Bu sonuçlar ´´Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’’ kitabı ve gen bankasındaki sıralarıyla karşılaştırıldı ve sağlanan benzerlik ve farklılık sonucunda O. nubilalis’in kültüre edilebilir bakteriyal florası Pseudomonas aeruginosa (On1), Brevundimonas aurantiaca (On2), Chryseobacterium formosense (On3), Acinetobacter sp. (On4), Microbacterium thalassium (On5), Bacillus megaterium (On6), Serratia sp. (On7), Ochrobactrum sp. (On8), Variovorax paradoxus (On9), Corynebacterium glutamicum (On10), Serratia sp.(On11), Paenibacillus sp.(On12), Microbacterium sp.(On13), Alcaligenes faecalis (On14), Microbacterium testaceum (On15), Enterococcus sp. (On16), Enterococcus sp. (On17), Leucobacter sp. (On18), Paenibacillus sp. (On19), Alcaligenes faecalis (On20), Microbacterium thalassium (On21), Microbacterium sp. (On22), Leucobacter sp. (On23), Alcaligenes faecalis (On24), Serratia sp. (On25) ve  Serratia marcescens (On26) olarak belirlendi.

On13, On16, On19 ve On22 izolatların bilinen türlere olan benzerlikleri düşük olduğundan, bunların yeni tür olma ihtimalleri oldukça yüksektir.


3.3. İzolatların Ostrinia nubilalis Larvaları Üzerine Olan İnsektisidal Etkileri

Elde edilen izolatların uygulanması amacıyla farklı coğrafik bölgelerden toplanan larvalar kullanıldı. Toplanan larvalar, larvaların sığabileceği boyutta 2 oyuk açılan 10 cm uzunluğunda kesilmiş, izolatların emdirildiği mısır sapları içerisine konuldu. Güzelce kapatıldı ve önceden hazırlanan plastik kaplar içerisine aktarıldı. Her bir izolatın insektisidal etkisi 14 gün boyunca araştırıldı ve 12. gün sonunda sonuçlar kaydedildi. Ostrinia nubilalis larvaları üzerinde On1 (Pseudomonas aeruginosa) ve On16 (Enterococcus sp.) izolatları %100 öldürücü etki gösterdi (Şekil 7). On7 (Serratia sp.) %80, On11(Serratia sp) ve On17 (Enterococcus sp.) izolatları % 60 öldürücü etki gösterdi. On9(Variovorax paradoxus), On 19 (Paenibacillus sp.), On21 (Microbacterium thalassium), On24 (Alcaligenes faecalis) ve On25 (Serratia sp.) izolatlarıysa %50 öldürücü etki gösterdi.
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Şekil 7. O. nubilalis’in kültüre edilebilir bakteriyal florasının zararlı üzerindeki 



insekdisidal aktiviteleri (x ekseni: yerel izolat numaraları, y ekseni: ölüm 



oranları (%))

3.4. Farklı Zararlılarından İzole Edilen Bacillus Cinsi İzolatların Ostrinia nubilalis Larvaları Üzerindeki İnsektisidal Etkileri

Farklı zararlılardan izole edilmiş olan Bacillus cinsi bakterilerin Ostrinia nubilalis larvaları üzerine denenmesi sonucunda farklı oranlarda ölümler tespit edildi ve veriler kaydedildi. Ostrinia nubilalis larvaları üzerinde Xd 3 (Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis) izolatı %80 ve BnBt (Bacillus thuringiensis) izolatı  %60 oranında öldürücü etki gösterdi (Şekil 8). 
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Şekil 8. Diğer zararlılardan izole edilmiş izolatların O. nubilalis larvaları üzerindaki 

  insekdisidaletkileri (x ekseni: yerel izolat numaraları, y ekseni: ölüm oranı 
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4. TARTIŞMA

İnsan nüfusunun devamlı artmasıyla birlikte tarımsal üretime olan ihtiyaç da giderek artmaktadır. Çaprazlama deneyleri sonucu verimli ırkların üretilmesiyle bu dengelenmeye çalışılmaktadır. Fakat, bu çalışmalara rağmen, tarımsal zararlılardan dolayı üretim istenildiği kadar artmamaktadır.

Ekonomisi tarıma dayalı olan Türkiye son yıllarda sanayi toplumu olma yolunda da hızla ilerlemektedir. Bu amacına ulaşırken en büyük problem, toplumun ihtiyaç duyduğu tarımsal ürünleri karşılayamamaktadır. Geçmiş yıllarda tarım alanlarında kendi ihtiyaçlarını karşılayan ülkemiz, şu anda önemli bir tarım ithalatçısı durumundadır. Bunun temel sebeplerinden biri sanayi toplumuna geçişte azalan tarım alanlarında ve birim alana düşen tarım miktarının arttırılamamasıdır. Birim alandaki ürün miktarını arttırma koşullarının başında bitkilerin zararlı böceklerden korunması gelmektedir (Demirbağ ve Beldüz, 1997).


Dünyada önemli yere sahip olan mısır, çeşitli şekillerde insan hayatında yer almaktadır (yağ, nişasta, tane tüketimi, mısır gevreği ve slajik yem vb). Mısır Türkiye’de de önemli bir yere sahiptir. Yetiştirme alanına göre buğday ve arpadan sonra 3. sırada gelmektedir.  İçinde bulunduğumuz Doğu Karadeniz Bölgesi’nde de mısırın üretim ve tüketimi üst düzeylerdedir. 


Mısır üretiminin düşmesinde ve üretimin yetersiz kalmasındaki en önemli nedenlerden birisi zararlı böceklerdir. Bu zararlının başında mısır kurdu gelmektedir. Bu zararlı mısır bitkisi üzerinde delikler açarak mısırın kırılmasına, hastalık yapan çeşitli mikroorganizmaların bitkilere taşınmasına ve ürün kayıplarına neden olarak önemli ekonomik sorunlar oluşturmaktadır.

Birçok böcek türü bireysel ya da populasyon seviyesinde bakterilerle çok yakından ilişki içindedir (Bour saux-Eude ve Gross, 2000). Bazı bakteriler böcekler için patojendir. Zararlı böceklerin patojenleri çalışılırken, bakteriler arasındaki zorunlu simbiyotik ilişkiler büyük önem taşımaktadır (Baerwald vd., 1968; Helmuth, 1956;  Rubio vd., 1966; Hagen, 1966; Sezen vd., 2007; İnce vd., 2008; Sevim vd., 2010; Gökce vd., 2010). Böcek ve patojenleri arasındaki ilişkiye dikkat edildiğinde patojenitenin çoğunlukla bağırsaklarda başladığı görülür (Autori, 1941; Kemarrec vd., 1986). Bu bakteriler böceğin bağısak yüzeyini ürettiği çeşitli maddelerle parçalamasıyla olur. Patojen bakteri konağın içinde çoğalması ve konağın hastalanması ya da ölümüyle sonuçlanır. Zararlı böceklerin biyolojik mücadelesinde bu organizmaların kullanılması birçok bilimsel araştırmaya temel oluşturmuştur (Haiwen vd., 2005). Simbiyotik bakterilerle zararlının bağırsağında patojeniteyi oluşturacak olan proteinleri üretmesi sağlanabilir. 


Simbiyotik bakterilerin bu kadar önemli olmalarından dolayı bütün bakteriyal floranın tespit edilmesi oldukça önemlidir. Bu nedenle, bu Ostrinia nubilalis’e karşı bir mikrobiyal mücadele etmeni geliştirmek maksadıyla yapılan bu çalışmada sadece hasta veya ölü larvalardan alınan izolatlarla yetinilmedi, sağlıklı bireylerin mikrobiyal florasıda çalışmaya dahil edildi. Bu çalışma sayesinde zararlı böceklere karşı kullanılabilecek insekdisidal aktivitesi yüksek, güvenilir ve ülkemize ait biyolojik mücadele etmenlerinin geliştirilmesi yolunda yeni adımlar atılmış oldu.

Böcekler, taşıyıcı vektörler olarak bünyelerinde birçok bakteri bulundurur ve bunların bir kısmı bitkiler ve insanlarda çeşitli hastalıklara neden olurken, bazıları ise böcekler çeşitli sorunlar oluşturur. Mikrobiyal etmen geliştirmenin temelinde zararlı böcekleri hastalandıran, zayıflatan veya öldüren mikroorganizmaların keşfedilmesi yatar. Bu amaç doğrultusunda yapılması gereken ilk iş, zararlıların bakteriyal floraları taranmalı ve öldürücü etkisi yüksek olan izolatların belirlenmesidir.Bu bilgiler ışığında Ostrinia nubilalis’in kültüre edilebilir bakteriyal florasının belirlenmesi ve zaralıya karşı bir mikrobiyal mücadele etmenin tespit edilmesi amaçlandı.

Yapılan literatür araştırması sonucunda daha önce Ostrinia nubilalis’in mikrobiyal florasıyla ilgili herhangi bir çalışma tespit edilememiştir. Bu çalışma bugüne kadar Ostrinia nubilalis’in mikrobiyal florası üzerine yapılan ilk çalışmadır.

Tanımlama çalışmalarında bakterilerin tür tayininde rutin olarak kullanılan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal özelliklerin dışında, son yıllarda bakterilerin tür tayinlerinin doğru bir şekilde yapılabilmesi için geliştirilmiş üç yeni metod olan 16S rRNA dizi analizi, API20E ve API50CH identifikasyon sistemleri de kullanıldı. Bakterilerin tür tayinleri için Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology kaynak kitabı kullanıldı ve yapılan tanılar API20E ve API50CH sistemleri analiz sonuçlarıyla desteklendi (Halda-Alija, 2004; Lian, 2004).

Bu sistemlerin rutin olarak gerçekleştirilen klasik testlere karşı bazı avantajları vardır. Bu avantajlardan en önemlileri izolatların aynı ortam koşulları altında değerlendirilmeleri ve bu tür test panellerinin içerdiği testlerin hepsinin klasik yöntemlerle yapılması için gereken masraf ve zamanın çok büyük ölçüde geri kazanılmış olmasıdır. 


Bu sistemler sayesinde izolatlarımızın sahip olduğu metabolik aktiviteler ve biyokimyasal özellikleri hakkında çok geniş miktarda bilgi edinildi. Rutin çalışmalarla elde edilen veriler tür tayini için yetmediği durumlarda bu test sistemlerinden elde edilen veriler sayesinde tür tayinleri yapılabildi.  


16S rRNA genleri oldukça iyi korunmuş universal sıralara sahiptir (Woese 1990). Bu genler bakteriler arasındaki akrabalıkları belirlemede ve bakterilerin tür veya cins seviyesinde identifikasyonlarının yapılmasında son yıllarda oldukça önemli bir araç haline gelmiştir (Sacchi vd, 2002). 

16S rRNA alt ünitelerinin genlerine göre gerçekleştirilen moleküler identifikasyon tekniklerinin gelişimiyle karmaşık yapıya sahip mikrobiyal komuniteleri anlamak daha da kolay olmuştur. 16S rRNA genlerinin analizi bütün bakterileri tanımlamada kullanılabilecek bir yöntemdir. Bu yöntem klasik mikrobiyal metotların aksine çok önemli iki avantaj sağlar. Bu avantajlardan ilki oldukça hızlı bir metot olması, ikincisi ise identifikasyon doğruluğunun oldukça gelişmiş olmasıdır (Springer vd., 1996). 

Tür tayini çalışmaları sonucunda O. nubilalis’ten 26 kültüre edilebilir bakteriyal izolat elde edildi. Bu 26 izolatın 13’ü tür seviyesinde diğer 13’ü ise cins seviyesinde belirlendi. 


Yapılan çalışmalarda On1 numaralı izolatın spor oluşturmayan, Gram olumsuz, katalaz enzimi üreten, oksidaz reaksiyonu gösteren, nişastayı hidrolizlemeyen, yeşil renk pigment üreten, basil şeklinde bir bakteriler olduğu için Pseudomonadaceae ailesinin Pseudomonas cinsine dahil edildi. İzolatın 40°C’de büyümesi, sükrozu fermentleyememesi, jelatini hidrolizleyebilmesi, arginin dehidrolaz pozitif olması, glikozu fermentleyememesi, inositol negaif olması ile diğer Pseudomonas türlerinden ayrılarak Pseudomonas aeruginosa olduğuna karar verildi. Yapılan çalışmalar 16S rRNA dizin analizi ve API 20E sistemlerinin analiz sonuçları bu izolatın  Pseudomonas aeruginosa olduğunu desteklemektedir. 

Pseudomonas cinsine ait birçok tür böceklerle ilişkilidir. P. aeruginosa, P. chlororaphus, P. fluorescens, P. maltophila ve P. melophthora türleri böceklerden izole edilmiştir (Gumpert ve Schwartz, 1962; Lysenco, 1963; Ivanov ve Gukasjan, 1966; Baerwald vd., 1968; Lipa ve Wiland, 1972; Lipa, 1975; Dorn, 1976, 1977; Bucher, 1981; Fitt ve O’Brien, 1985; Martinez vd., 1994; Sezen ve Demirbağ,1999; Demir vd., 2001; Kuzina vd., 2001; Sezen vd., 2001; Sezen vd., 2007; Bahar vd., 2007; İnce vd., 2008; Sevim vd., 2010; Gökce vd., 2010).

On22 numaralı  izolatın spor oluşturmayan, Gram olumsuz, katalaz enzimi üreten, oksidaz reaksiyonu gösteren, turuncu renkte pigment üreten, basil şeklinde bir bakteriler olduğu için Caulobacteraceae ailesinin Brevundimonas cinsine dahil edildi. 30°C’nin üzerinde büyümemesi, pH 6-8 arasında iyi büyümesi, %2’lik den fazla NaCI içeren besiyerlerinde büyüyemesi, nişastayı hidrolizleyememesi, oksidaz pozitif olması ile diğer Brevundimonas türlerinden ayrılarak Brevundimonas aurantiaca olduğuna karar verildi.

On3 numaralı izolatın spor oluşturmayan, Gram olumsuz, katalaz enzimi üreten, oksidaz reaksiyonu gösteren, açık turuncu-sarı renkli pigment üreten kokkobasil şeklinde bir bakteri olduğu için Flavobacteria ailesinin Chryseobacterium cinsine dahil edildi. İndol üretimi pozitif, jelatinaz pozitif, olması ile diğer Chryseobacterium türlerinden ayrılarak Chryseobacterium formosense olduğuna karar verildi.

On4 numaralı izolatın spor oluşturmayan, Gram olumsuz, katalaz enzimi üreten, oksidaz reaksiyonu negatif, krem renkli, kokkobasil şeklinde bir bakteri olduğu için Moraxellaceae ailesinden Acinetobacter cinsine dahil edildi. Ornitin negatif, lisini iyi fermentleyemememsi, glikoz negatif, koagulaz negatif, jelatin negatifolması ile Acinetobacter juni’ye benzemektedir. Fakat, arginin negatif, sitrat negatif ve 40°C’de büyüyememesi bu bakteri türünün özelliği değildir. Tür seviyesinde karar verilemediği için Acinetobacter sp. olarak cins seviyesinde bırakılmasına karar verildi. 

On5 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, Gram olumlu, optimum 30°C’de iyi büyümesi, sarı pigment oluşturması ile Microbacterium cinsine dahil edildi. Gliserol negatif, galaktoz pozitif, glikoz pozitif, furuktoz pozitif, sorboznegif, inositol negatif, maltoz pozitif olması ile Microbacterium thalassium olduğuna karar verildi.

On6 numaralı izolatın spor oluşturan, katalaz enzimi üreten, Gram olumlu, basil, oksidaz negatif, glikoz üretebildiği ve arabinoz  fermente edemediği için bacillaceae ailesi içine dahil edildi. D-glukoz pozitif, L-Arabinoz ve D-Ksiloz zayıf pozitif, nişasta pozitif, 40°C’de zayıf büyümesi ve daha yüksek sıcaklıkta büyümemesi, pH 6’nın altında büyümediği için bacillus cinsi içindeki diğer türlerden ayırılarak Bacillus megaterium olduğuna karar verildi.

On7 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, Gram olumsuz, beyaz renkli,  kokkobasil bakteriler olduğu için Serratia cinsine dehil edildi. Serratia cinsi VP pozitif olması ve glikozun fermantasyonu ile diğer enterobakterlerden ayrılır. Arginin pozitif olmasıyla diğer Serratia türlerinden ayrılarak Serratia grimesii olduğuna karar verildi. Fakat, üre hidrolizi negatif olması bu tür olmasına şüphe ile yaklaşılmasına neden olduğu için cins olarak bırakılmasına karar verildi. Serratia genusu içersinde yer alan türler böceklerde oldukça yaygındır. Bu genusta yer alan S. marcescens, S. entomophila, S. proteamaculans, S. liquefaciens, S .rubidea ve S. fonticola daha önce yapılan birçok çalışmada böceklerden izole edilmiştir. (Lepesme, 1937; Steinhaus, 1951, 1959; Steinhaus ve Marsh, 1962; McLaughlin ve Keller, 1964; Bell, 1969; Lipa ve Wiland, 1972; Sikorowsi, 1985; Krieg, 1987; O’Callaghan ve Jackson, 1993; Martinez vd., 1994; Klein ve Kaya, 1995; Sikorowski ve Lawrence, 1998; Sezen ve Demirbağ, 1999; Jackson vd., 2001; Kuzina vd., 2001; Osborn vd., 2002; Jeyaprakash vd., 2003; Sezen vd.,2004, 2005 2007; Bahar vd., 2007; İnce vd., 2008; Sevim vd., 2010; Gökce vd., 2010)

On8 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, oksidaz pozitif, indol negatif, jelatin hidrolizlemeyen, krem renkli, MCA’da  büyümesi, triptofandan indol üretimi negatif, Gram olumsuz, krem renkli olması pigment negatif, lisin ve ornitin negatif, arginin negatif, nişastayı hidrolizleyemeyen, kokkobasil bakteriler olduğu için Ochrobactrum cinsine dahil edildi. Bu bilgiler doğrultusunda tür seviyesinde karar verilemediği için Ochrobactrum sp. olarak cins seviyesinde bırakılmasına karar verildi.

On9 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, oksidaz pozitif, Gram olumsuz, sarı renkli düzensiz yapıya sahip olması jelatini hidrolizleyebilen bakteriler olduğu için Variovorax cinsine ait olan tek tür Variovorax paradoxus olduğuna karar verildi.

 On10 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, Gram olumlu, mat sarı renkli kolonilere sahip, koagulaz pozitif, glukozu fertmentleyebilmesiyle Corynebacterium cinsine dahil edildi. Glukoz, fruktoz ve mannozun pozitif, arabinoz,  ksiloz, rhamnoz, galaktoz, laktoz ve nişastaya negatiflik  gösterdiğinden Corynebacterium glutamicum olduğuna karar verildi.

On11 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, gram olumsuz, krem-beyaz renkli, jelatini hidrolizleyebilen, Lisin ve ornitin pozitif, arginin dehidrolaz ve H2S üretimi negatif,  basil bakteriler olduğu için Serratia cinsine dehil edildi. Serratia cinsi VP pozitif olması ve glikozun fermantasyonu ile diğer enterobakterlerden ayrılır Sitrat ve VP pozitif olduğundan S. fonticola’ya ,indol negatif  olması ile S. odorifera’ya benzemektedir. Tür seviyesinde karar verilemediği için Serratia sp. olarak cins seviyesinde bırakılmasına karar verildi.

On12 numaralı izolatın sporlu, katalaz enzimi zayıf üreten,  krem renkli, Gram olumsuz, basil, bakteriler olduğu için Paenibacillus cinsine dehil edildi. Paenibacillus daha önce Bacillus polymyxa, Bacillus macerans, Bacillus alvei olarak isimlendirilen bakteriler içermekteydi ve 20 tür kapsamaktadir. Paenibacillus cinsine ait bakterilerin bir çoğu Gram olumlu olmalarına rağmen, P. glucanolyticus ve P. macquanensis Gram olumsuz türleri de mevcuttur. Yapılan kimyasal testlerle tür seviyesinde karar verilemediği için Paenibacillus sp. olarak cins seviyesinde bırakılmasına karar verildi.

On13 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, basil şekilli, Gram olumlu, optimum olarak 30°C’de iyi büyümesi, sarı pigment oluşturması ile Microbacterium cinsine dahil edildi. Yapılan çalışmalar 16S rRNA dizin analizinin %96 ve altında benzerlik göstermesi ve API50CH sistemlerinin analiz sonuçları bu izolatın tür düzeyinde tayininde yetmemesiyle yeni bir bakteri türü olabileceğine karar verildi.

On14 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, kokobasil şekilli, Gram olumsuz, optimum 20-37°C arasında iyi büyümesi, kolonilerin ilk renksiz, sonra krem reng olması, oksidaz ve katalaz pozitif, indol üretemeyen, denitrifikasyonun negatif olmasıyla Alcaligenes cinsine dahil edildi. Glukoz, arabinoz, mannitol ve jelatin negatif olmasıyla Alcaligenes faecalis olduğuna karar verildi.

 On15 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi zayıf üreten, basil şekilli, Gram olumlu, turuncu-sarı renkli pigmentler oluşturan, optimum 30°C’de iyi büyümesiyle Microbacterium cinsine dahil edildi. İnülin ve raffinoz  negatif olması, gliserol zayıf pozitif, galaktoza pozitif tepki göstermesiyle Microbacterium testaceum olduğuna karar verildi.

 On16 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi zayıf üreten, kokobasil-ovoid şekilli, Gram olumlu olmasıyla Enterococcaceae ailesinden Enterococcus cinsine dahil edildi. Fakat yapılan çalışmalar 16S rRNA dizin analizinin %91 ve altında benzerlik göstermesi ve API50CH sistemlerinin analiz sonuçları bu izolatın tür düzeyinde tayininde yetmemesiyle yeni bir bakteri türü olabileceğine karar verildi.

 On17 numaralı izolatın spor oluşturmayan, kokus-ovoid şekilli, şeffaf krem renkli, Gram olumlu, katalaz negatif, optimum 37°C’de iyi büyümeleri, pH 9.6 gibi yüksek pH‘daki ve %6.5 yüksek oranda tuz içeren besiyerlerinde büyüye bilmeleri ile Enterococcaceae ailesinden Enterococcus cinsine dahil edildi. D-ksiloz pozitif olması ile E. faecalis ve E. saccharolyticus‘den ayrılır. Fakat, yapılan çalışmalar E. gallinarum ile E.casseliflavus arasında tür seviyesinde karar verilemediği için Enterococcus sp. olarak cins seviyesinde bırakılmasına karar verildi.


 On18 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, oksidaz negatif, basil şekilli, Gram olumlu, krem rekte kolonilere sahip olmasıyla Microbacteriaceae ailesinden Leucobacter cinsine dahil edildi. Yapılan kimyasal testlerin üçtür üzerinde benzer özellikler göstermesi nedeniyle tür seviyesinde karar verilemediği için Leucobacter sp. olarak cins seviyesinde bırakılmasına karar verildi.


On19 numaralı izolatın spor oluşturan, katalaz enzimi zayıf üreten, oksidaz negatif, krem renkli, Gram olumsuz, basil bakteriler olduğu için Paenibacillus cinsine dehil edildi. Yapılan çalışmalar 16S rRNA dizin analizinin %91 ve altında benzerlik göstermesi ve API50CH sistemlerinin analiz sonuçları bu izolatın tür düzeyinde tayininde yetmemesiyle yeni bir bakteri türü olabileceğine karar verildi.

On20 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, kokobasil şekilli, Gram olumsuz, optimum 20-37°C arasında iyi büyümesi, kolonilerin ilk renksiz, sonra krem renginde olması, oksidaz ve katalaz pozitif, indol üretemeyen, denitrifikasyonun negatif olmasıyla Alcaligenes cinsine dahil edildi. Glukoz, arabinoz, mannitol ve jelatin negatif olmasıyla Alcaligenes faecalis olduğuna karar verildi.


On21 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, gram olumlu, optimum 30°C’de iyi büyümesi, sarı pigment oluşturmasıyla Microbacterium cinsine dahil edildi. Gliserol negatif, galaktoz pozitif, glikoz pozitif, furuktoz pozitif, sorboznegif, inositol negatif, maltoz pozitif olmasıyla Microbacterium thalassium olduğuna karar verildi.


 On22 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, Gram olumlu, oluşuyla Microbacterium cinsine dahil edildi. Yapılan çalışmalar 16S rRNA dizin analizinin %89 ve altında benzerlik göstermesi ve API50CH sistemlerinin analiz sonuçları bu izolatın tür düzeyinde tayininde yetmemesiyle yeni bir bakteri türü olabileceğine karar verildi.


On23 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, oksidaz negatif, basil şekilli, Gram olumlu, krem rekte kolonilere sahip olmasıyla Microbacteriaceae ailesinden Leucobacter cinsine dahil edildi. Yapılan kimyasal testlerin üçtür üzerinde benzer özellikler göstermesi nedeniyle tür seviyesinde karar verilemediği için Leucobacter sp. olarak cins seviyesinde bırakılmasına karar verildi.

On24 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, basil şekilli, Gram olumsuz, optimum 20-37°C arasında iyi büyümesi, kolonilerin ilk renksiz, sonra krem renginde olması, oksidaz ve katalaz pozitif, indol üretemeyen, denitrifikasyonun negatif olmasıyla Alcaligenes cinsine dahil edildi. Glukoz, arabinoz, mannitol ve jelatin negatif olmasıyla Alcaligenes faecalis olduğuna karar verildi.

On25 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, Gram olumsuz, beyaz renkli,  kokkobasil bakteriler olduğu için Serratia cinsine dehil edildi. Serratia cinsi VP pozitif olması ve glikozun fermantasyonuyle diğer enterobakterlerden ayrılır. Jelatini hidrolizleyebilen, lisin ve ornitin pozitif, arginin dehidrolaz ve H2S üretimi negatif,  basil bakteriler olduğu için Serratia cinsine dehil edildi. Serratia cinsi VP pozitif olması ve glikozun fermantasyonuyla diğer enterobakterlerden ayrılır Sitrat ve VP pozitif olduğundan S. fonticola’ya, indol negatif  olmasıyla S. odorifera’ya benzemektedir. Tür seviyesinde karar verilemediği için Serratia sp. olarak cins seviyesinde bırakılmasına karar verildi.

On26 numaralı izolatın spor oluşturmayan, katalaz enzimi üreten, Gram olumsuz, glikozu fermentlemesi ile Serratia cinsine dahil edildi. Kırmızı renkte pigmentlere sahip olması, arginin ve arabinoz negatif, ornitin, glukoz ve VP pozitif olmasıyla diğer Serratia türlerinden ayrılarak, Serratia marcescens olduğuna karar verildi.

Ostrinia nubilalis’ten izole edilen 26 bakteri cinsi daha önce de birçok kez çeşitli böceklerden izole edilmiştir. Bu bakterilerin  birçoğu zararlılarla mücadelede potansiyel biyolojik mücadele etmeni olarak kullanılmaktadır (Lacey, 2007).

Literatürde Pseudomonas ve Enterococcus bakteririleri farklı böceklerden izole edilmiş, farklı zamanlarda farklı zararlılar üzerindeki insekdisidal aktiviteleri çalışılmış, entomopatojen bakteriler oldukları bilinmektedir. Enterococcus bacteri türünün Agrotis segetum üzerinde %60 öldürücü etki gösterdiği bilinmektedir (Sevim vd., 2010). Bu çalışmada izole edilen bakterilerden On1 (Pseudomonas aeruginosa) ve On16 (Enterococcus sp.) nolu izolatlar Ostrinia nubilalis üzerinde %100’lük insekdisidal etkilere sahiptir. Bunlar, Ostrinia nubilalis’in biyolojik biyolojik mücadelesinde kullanılabilecek bakteriyal izolatlar olarak değerlendirildi. 

Aynı bölgeden farklı zararlılardan izole edilen, yüksek öldürücü etkiye sahip olan Bacillus cinsleri bakteriler, Karadeniz Teknik Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü kültür koleksiyonundan alındı ve bunların Ostrinia nubilalis üzerindeki insektisidal etkileri belirlendi. Bakterilerden Xyleborus dispar’dan izole edilen Xd3 (Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis) numaralı izolatın Ostrinia nubilalis üzerinde %80 etkisi olduğu tespit edildi. Yapılan bu çalışmayla kendi üzerinden izole edilen bakteriler ile farklı zararlılardan izole edilen bakterilerin öldürücü etkileri karşılaştırıldı. Kendi üzerinden izole edilen bakterilerin öldürücü etkisinin daha yüksek olduğu gözlendi.


Ostrinia nubilalis ülkemiz ekili mısır alanlarında çok ciddi zararlara yol açmaktadır. Bu böcek ile mücadele de kimyasal yöntemler, mekanik mücadele, parazitlerle biyolojik mücadele, mikrobiyal mücadele ve genetiği değiştirilmiş mısırların kullanılmasıyla yapılmaktadır. Ancak, bu çabalara rağmen, zararlıyla mücadelede kesin bir sonuç alınamamıştır. Mikrobiyal mücadele kapsamında kullanılan mikroorganizmalar böcek populasyonunu azaltmıştır.  Cry1Ab, Cry 1B, 1C, 1D, Cry 2A, 2B toksin gruplarını içeren Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, aizawai ve thuringiensis Bacillus türleri dünyada etkin bir şekilde Lepidopter zararlılarla mücadelede kullanılmaktadır. O. nubilalis üzerinde Cry 1Ab içeren Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, Cry 9C Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi ve Cry IFa2 içeren Bacillus thuringiensis subsp. aizawai etkin bir şekilde kullanılmaktadır (Hazzard vd., 2003).  Bu tez çalışmasında Doğu Karadeniz Bölgesi’nden izole edilen Bacillus türlerini zararlıya karşı öldürücü etkisi denedik fakat, kendi üzerinden izole edilen bakteriler kadar yüksek etki göstermediği gözlemledik. Xyleborus dispar’dan izole edilen Xd3 (Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis) numaralı izolatın kendisi üzerinde %100, Agelastica alni (Coleoptera: Chrysomelidae) üzerinde %100, Amphimallon solstitiale (Coleoptera: Scarabaeidae) ve Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabaeidae) üzerinde %90 ölürücü etkisi olduğu bilinmektedir (Sezen vd., 2008). Bacillus türlerinin farklı cry’lar içermektedir ve bu cry’lar farklı böcek türleri üzerinde etki göstermektedir. Xd3 numaralı izolatın coleopterler üzerinde yüksek öldürücü etki göstermesi onlara özgü Cry’lar taşıdığından Lepidopter olan O. nubilalis’e yüksek öldürücü etki göstermedi. Bu çalışmada Lepidoptera takımına ait böceklerden izole edilen Mnd, Lyd6, 7, 8, 9 numaralı izolatların öldürücü etkisinin düşük olması da bu nedene bağlanmaktadır.

Her bölge, ekolojik çevre koşulları açısından kendine özgü özelliklere sahiptir. Bu çevre koşulları hem mikroorganizmalar hem de konakları üzerinde değişik seviyelerde etkili olur. Bir bölgeden izole edilen yüksek öldürücü özelliğe sahip olan bakterilerin, farklı bölgelerde ki etkisi az olabilir veya hiç etki göstermeye bilir. Bu özellikler göz önünde bulundurulduğunda, zararlının bulunduğu bölgeden kendi üzerinden elde edilen mikrobiyal mücadele etmeni o zararlıyla mücadele için en iyi çözüm olabilir. Bu etmenin bulunabilmesindeki en iyi yol ise zararlının bakteriyal florasının araştırılması ve elde edilen izolatların zararlı üzerinde test edilmesidir.
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5. SONUÇLAR


Bu çalışma sonucunda ülkemiz mısır tarlalarında ciddi zararlara yol açan Ostrinia nubilalis’in kültüre edilebilir bakteriyal florası belirlendi. Ayrıca, biyolojisi ve yaşama ortamlarıyla ilgili bilgiler tespit edildi. Çalışmada ulaşılan sonuçlar aşağıdaki gibi sıralanabilir.

1) Ölü ve sağlıklı larvalardan 26 farklı bakteriyal izolat elde edildi. İzole edilen bakterilerin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler özelliklerine göre identifikasyonu ve karakterizasyonları yapıldı.

2) Yapılan karakterizasyon çalışmaları sonucu, izole edilen bakterilerin 13’ü tür seviyesinde, diğer 13’ü ise cins seviyesinde tanımlandı. Böylece O. nubilalis’in kültüre edilebilir bakteriyal florası Tanımlanan bakteriler Pseudomonas aeruginosa (On1), Brevundimonas aurantiaca (On2), Chryseobacterium formosense (On3), Acinetobacter sp. (On4), Microbacterium thalassium (On5), Bacillus megaterium (On6), Serratia sp. (On7), Ochrobactrum sp. (On8), Variovorax paradoxus (On9), Corynebacterium glutamicum (On10), Serratia sp.(On11), Paenibacillus sp.(On12), Microbacterium sp.(On13), Alcaligenes faecalis (On14), Microbacterium testaceum (On15), Enterococcus sp. (On16), Enterococcus sp. (On17), Leucobacter sp. (On18), Paenibacillus sp. (On19), Alcaligenes faecalis (On20), Microbacterium thalassium (On21), Microbacterium sp. (On22), Leucobacter sp. (On23), Alcaligenes faecalis (On24), Serratia sp. (On25), Serratia marcescens (On26)  olarak tespit edildi.

3) Yapılan morfolojik, biyokimyasal ve moleküler çalışmalar On13, On16, On19 ve On22 numaralı izolatların yeni tür olabilecekleri ortaya koydu.


4) O. nubilalis’in bakteriyal florasında yer alan On1 ve On16 numaralı izolatların zararlı üzerinde % 100’lük bir öldürücü etkiye sahip olduğu belirlendi.


5) Farklı zararlılar üzerinde yüksek öldürücü etkiye sahip olduğu bilinen Bacillus cinsi izolatlardan Xd 3(Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis) Ostrinia nubilalis larvaları üzerinde %80 öldürücü etkiye sahip oldukları belirlendi.


6) Yapılan çalışmalarla izole edilen bakterilerle, farklı zararlılardan izole edilmiş yüksek öldürücü etkiye sahip olan bakteriler kıyaslandı ve sonuç olarak zararlıdan izole edilen bakterin daha yüksek öldürücü etkiye sahip olduğu belirlendi.
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6. ÖNERİLER


Bu çalışmada Ostrinia nubilalis’ten 26 farklı kültüre edilebilir bakteri izole edildi ve bu zararlı üzerinde insektisidal etkileri araştırıldı. Ayrıca, farklı böceklerden izole edilen yüksek insekdisidal etkiye sahip bakteri izolatlarının O. nubilalis üzerindeki etkileri belirlendi. Çalışmada ulaşılan sonuçlardan haraketle, gelecek çalışmalara yönelik olarak aşağıdaki hususlar belirlendi.

1) Elde edilen izolatların başka zararlılar üzerindeki insektisidal etkileri araştırılabilir 

2) İnsektisidal aktivite testleri yapılırken zararlı böcek larvalarına sadece tek bir izolat uygulandı. Birden fazla izolatın etkisi aynı anda denene bilir.

3) Yüksek öldürücü etkiye sahip olan izolatların kararlılıkları arttırılabilir.


4) Labaratuar koşullarında  sağlanan yüksek öldürme oranı alan uygulamalarıyla tarla koşullarında denenebilir.


5) Yeni tür olma ihtimali olan izolatların tür tayinleri daha ileri moleküler metotlarla yapılabilir.

6) Yüksek öldürücü etkiye sahip olan izolatların mikrobiyal mücadele preparatına dönüştürme çalışmaları başlatılabilir.


7) Farklı özelliklerdeki mikrobiyal etmenlerin (virüs, fungus, protozoa ve nematod gibi) zararlı üzerindeki etkileri belirlenebilir.


8) Yüksek öldürücü etkiye sahip olan bakterilerin bu aktiviteyi sağlayan özellikler moleküler yollarla saflaştırılıp, araştırılabilir.
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8. EKLER

Ek 1., Mc  FARLAND Standart  Solusyonları 


Mc Farland Standardları bakterilerin özelliklerini tespit etmek amacıyla panel test sistemlerine yapılacak olan ekimlerde bir birim olarak kullanılır. Mililitredeki koloni oluşturabilecek bakteri sayısını verir. (CFU: Koloni oluşturabilen birim)


0,5 Mc Farland Standardı içeriği yaklaşık olarak 1x107  ila 1x108 CFU/ml dir.

Barium Chloride, 0,048M solution
0,5 ml

Sulfuric Acid, 0,18M solution
99,5 ml



O.D at 625nm

0,08-0,1


1,0 Mc Farland Standardı içeriği

Barium Chloride, 0,048M solution
1,0 ml


Sulfuric Acid, 0,18M solution
99,0 ml


O.D. at 625nm
 
0,16-0,2

2,0 Mc Farland Standardı içeriği

Barium Chloride, 0,048M solution
2,0 ml


Sulfuric Acid, 0,18M solution
98,0 ml


O.D. at 625 nm
0,32-0,4

3,0 Mc Farland Standardı içeriği

Barium Chloride, 0,048M solution
3,0 ml


Sulfuric Acid, 0,18M solution
97,0 ml


O.D. at 625 nm
0,48-0,6

4,0 Mc Farland Standardı içeriği 

Barium Chloride, 0,048M solution
4,0 ml


Sulfuric Acid, 0,18M solution
96,0 ml


O.D. at  625 nm
0,64-0,8

5,0 Mc Farland Standardı içeriği 

Barium Chloride, 0,048M solution
5,0 ml


Sulfuric Acid, 0,18M solution
95,0 ml


O.D. at 625 nm
0,8-1,0

Ek 2., Besiyeri, Ayıraç ve Boyaların Hazırlanışı


Ek 2. 1., Besiyerlerinin Hazırlanışı


Anaerobik Agar: 20 g triptikaz, 10 g glukoz, 5 g sodyum klorür, 15 g agar, 2 g sodyum thioglycolate, 1 g sodyum formaldehit sulfoksilat 1000 ml  deiyonize su (ddH2O)’da çözüldü; pH’ı 7,2’ye ayarlanarak otoklavda steril edildi.



Brain-Heart Infusion (BHI) Agar: Toz haldeki hazır besiyerinden 37 g alındı; 1000 ml ddH2O’da çözülüp otoklavda steril edildi.


Karbonhidrat Fermentasyon Besiyeri: Bu besiyerinin hazırlanması için ilk olarak  temel besiyeri hazırlandı: 1 g diamonyum hidrojen fosfat, 0,2 g potasyum klorür, 0,2 g magnezyum sülfat, 0,2 g yeast extract, 15 g agar 1000 ml ddH2O’da çözüldü; pH’ı 7,0’a ayarlanmadan önce % 0,04 (w/v) oranında hazırlanan bromcresol purple solüsyonundan 15 ml ilave edilerek otoklavda steril edildi. Daha sonra fermentasyon özelliklerine bakılacak olan şekerler hazırlandı. Öncelikle her bir besiyerinin hazırlanacağı test tüpleri otoklavda steril edildi. % 10 oranındaki karbonhidrat solüsyonları ise filtreden geçirilmek suretiyle steril edildi. 50 (C’ye kadar soğutulan steril temel besiyerine, % 0,5 oranında olacak şekilde karbonhidrat solüsyonundan ilave edildi ve besiyeri slant olarak kullanıldı.


Kligler Iron Agar (KIA): 55 g hazır besiyeri 1000 ml ddH2O’da çözüldü; otoklavlanarak steril edildi.

Leura-Bertani (LB) broth: Besiyerinin bir litresini hazırlamak için 10g tripton, 5g yeast ekstrakt ve5g NaCI 1L ddH2O’da çözüldü ve otoklavlanarak steril edildi.  

MacConkey agar (MCA): Tozhalindeki hazır besiyerinden 1 L için 40g alıp, ddH2O’ da çözülür ve otoklavda steril edilir.


Mannitol salt agar (MSA): Tozhalindeki hazır besiyerinden 1 L için 108g alıp, ddH2O’ da çözülür ve otoklavda steril edilir.

Metil Kırmızısı, Voges-Proskouer Broth (MRPV): 7 g pepton, 5 g glukoz, 5 g sodyum klorür 1000 ml ddH2O’da çözüldü; pH’ı 6,5’e ayarlanarak otoklavda steril edildi.


Nişasta Agar: 1g patates nişastası 10 ml soğuk ddH2O’da çözülüp 100 ml nütrient agarla karıştırıldı ve otoklavlanarak steril edildi.  


Nitrat Broth: 5 g pepton, 3 g beef extract, 1 g potasyum nitrat 1000 ml ddH2O’da çözüldü; pH’ı 0.7’ye ayarlanarak otoklavda steril edildi 


Nütrient Agar (NA): 5 g pepton, 3 g beef extract, 15 g agar 1000 ml ddH2O’da çözüldü; otoklavlanarak steril edildi. Çalışmada ayrıca ticari olarak satılan nütrient agar da kullanıldı. 


Nütrient Broth (NB): 5 g pepton, 3 g beef extract, 1 g potasyum nitrat 1000 ml ddH2O’da çözüldü; pH’ı 7,0’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.


Nütrient Jelatin: Ticari olarak satılan nütrient jelatinden 120 g 1000 ml ddH2O’da çözüldü, pH’ı 7,0’a ayarlanarak kullanıldı. Bunun yanısıra, % 0,4 oranında gelatin ihtiva eden nütrient agar da kullanılabilir.


Sabouraud Dextroz Agar: 10 g pepton, 40 g dextroz, 15 g agar 1000 ml ddH2O’da çözüldü; pH’ı 5,6’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.


Sabouraud Dextroz Broth: 10 g pepton, 20 g dextroz, 15 g agar 1000 ml ddH2O’da çözüldü; pH’ı 5,6’a ayarlanarak otoklavda steril edildi.


Simmon’s Sitrat Besiyeri: 23 g hazır besiyeri 1000 ml ddH2O’da çözüldü; otoklavlanarak steril edildi.


Tryptic Soy Agar (TSA): 40 g hazır besiyer 1000 ml ddH2O’da çözüldü; otoklavlanarak steril edildi.


Tryptofan Broth: 15 g hazır triyptofan broth  1000 ml ddH2O’da çözüldü; otoklavlanarak steril edildi.


Üre Hidroliz Besiyeri: 0,1 g yeast extract, 9,1 g potasyum fosfat monobazik, 9,5 g potasyum fosfat dibazik, 0,2 g üre ve 0,001 g fenol kırmızısı karışımına 117 ml ddH2O ilave edildi; pH’ı 6,8’e ayarlandıktan sonra 0,45 (m gözenek büyüklüğüne sahip steril filtrelerden geçirilmek suretiyle steril edildi. 

Ek 2.2., Ayıraçlar ve Boyaların Hazırlanışı


Aseton Alkol: 250 ml % 95’lik etanol ve 250 ml saf aseton karıştırılarak hazırlandı.


Bakır Sülfat (CuSO4) Solüsyonu: 20 g bakır sülfat (CuSO4.5H2O) 80 ml suda çözülerek hazırlandı.


Dimetil-(-Naftilamin: 5 g (-naftilamin 1000 ml ve 5 N’lik asetik asitte çözülerek hazırlandı.


Gram Iyodu: 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodür (KI) 5 ml ddH2O’da çözüldü; üzerine 250 ml ddH2O ve 60 ml % 5’lik sodyum bikarbonat (NaHCO3) ilave edildi. 


Katalaz Ayıracı: Ayıraç olarak % 10’luk hidrojen peroksit (H2O2) çözeltisi kullanıldı.


Kovak Kimyasalı: 5 g p-dimetilaminobenzaldehid 75 ml amilalkolde çözüldü ve 25 ml HCI ilave edildi.


Kristal Viyole Boyası: Bu boya iki ayrı solüsyon olarak hazırlanıp ardından ikisi birbirine karıştırıldı: 1) 1 g kristal viyole, 10 ml etanol, 90 ml distile su ile karıştırıldı. 2) 4 g amonyum oksalat ve 400 ml ddH2O karıştırıldı. Bu iki solüsyon daha sonra birbirine karıştırılarak kullanıldı.


Malaşit Yeşili: 5 g malaşit yeşili 100 ml ddH2O’da çözüldü; süzgeç kağıdı yardımıyla süzülerek kullanıldı.


Oksidaz Ayıracı: 6% tetrametilfenilendiamin hidroklorit, dimetil sulfoksit çözeltisinde hazırlanır.


Safranin: 2,5 g safranin O, 100 ml %d95’lik etanol ve 500 ml ddH2O karıştırılarak hazırlandı.


Sülfanilik Asit: 8 g sülfalinik asit 1000 ml ve 5 N’lik asetik asit (1 kısım asetik asit: 2,5 kısım distil su) içinde çözülerek hazırlandı.  


Vogus-Proskauer-I Ayıracı: 5 g (-naftol 100 ml’den az absolute alkolde çözüldü ve 100 ml’ye tamamlanıp 5 (C’de muhafaza edildi. 

Vogus-Proskauer-II Ayıracı: 40 g KOH hızlı bir şekilde 100 ml’den az ddH2O’da çözüldü; soğutuldu ve ddH2O ile 100 ml’ye tamamlandı; hazırlandıktan 7-8 saat sonra kullanıldı.

Ek 3., Elde Edilen İzolatların 16S rRNA Gen Sıraları


1 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

GGGNANTGANNTGNCGCAGGCCTAACACATGCAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTGGATGTGAAATCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGGCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGGCTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCATCGGTGAATANTTCCCCGCC 

2 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNNNNCNNNNCNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTTTAGAGTTTGATTATGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTGCCTTTAGGTTCGGAATAACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGAATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCCTTTAGAGCGGCCCGCGCCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCATGCCGCGTGAATGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAATTCTTTCACCGGGGACGATAATGACGGTACCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGACATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCCTTTGATACTGGGTGTCTTGAGTGTGAGAGAGGTATGTGGAACTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGACATACTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATTGCTAGTTGTCGGGATGCATGCATTTCGGTGACGCAGCTAACGCATTAAGCAATCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCACCTTTTGACATGCCCGGACCGCCACAGAGATGTGGCTTTCCCTTCGGGGACTGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCATTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAATGGGACTGCCGGTGCTAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGGTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGACTACAGAGGGTTAATCCTTAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGTCCTCTGCAACTCGAGGGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATCTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCATTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAATGGGACTGCCGGTGCTAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGGTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGACTACAGAGGGTTAATCCTTAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGTCCTCTGCAACTCGAGGGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTNGTTNTNNNTGNNNA

3 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

ANNNNNNCATGNTCACGCACTCGCCGATGGCGATGCGTGTAGGGACGATTACTAGGCGATTCCAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTCGAGATTTGCATCACATCGCTGTGTAGCTGCCCTCTGTACCGGCCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGACGTAAGGGCCGTGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACTAGAGTCCTCAACTTAATGCTAGCAACTAGTGACAGGGGTTGCGCTCGTTGCAGGACTTAACCTAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGAAAAATGTCCGAAGAAGGATCTATTTCTAAATCTGTCATTTCCCATTTAAGTCTTGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCACATAATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGCTAACTTATCACTTTCGCTTAGTCTCTGAATCCGAAAACCCAAAAACGAGTTAGCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATCAGCGTCAGTTAAGACATAGTAACCTGCCTTCGCAATTGGTGTTCTAAGTAATATCTATGCATTTCACCGCTACACTACTTATTCCAGCTACTTCTACCTTACTCAAGACCTGCAGTATCAATGGCAGTTTCATAGTTAAGCTATGAGATTTCACCACTGACTTACAGATCCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTNATTCGTATAGTACCTTCAGCTTTCCACACGTGGAAAGGATTATCCCTATACAAAAGAAGTTTACAACCCATAGGGCCGTCGTCCTTCACGCGGGATGGCTGGATCAGGCTCTCACCCATTGTCCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGTGGGGGATCACCCTCTCAGGCCCCCTAAAGATCATTGACTTGGTAGGCCGTTACCCTACCAACTATCTAATCTTGCGCGTGCCCATCTCTATCCACCGGAGTTTTCAATAATCAATGATGCCATCAATTATATTATGGGGTATTAATCTTCCTTTCGAAAGGCTATCCCCCAGATAAAGGCAGGTTGCACACGTGTTCCTCACCCGTGCGCCGCTCTCTCATTTCCGAAGAAACAATGCCGCTCGGCTAGCATATGTTAGCTCCCGACNGTNCANNN 

4 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNNNGGNNNGGGGANGTATTCACCGCGGCATTCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGATCGGCTTTTTGAGATTAGCATCCTATCGCTAGGTAGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCAGTTTGTCACTGGCAGTATCCTTAAAGTTCCCACCCGAAGTGCTGGCAAATAAGGAAAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTATCTAGATTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTTCTAGTATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCGTTAGCTGCGCCACTAAGGTCTCAAAGACCCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGTACCTCAGCGTCAGTATTAGGCCAGAAGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCTTCCTCTCCTATACTCTAGCCACCCAGTATCGAATGCAATTCCCAAGTTGAGCTCGGGGATTTCACATCCGACTTAAATGGCCGCCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTCGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTAGCGGTGCTATNTGCGAGTACGTCNGCACTAGGTATANTAGGGCTCTCCTCTCGCTAAAGTGCTTAATTCTGCGAGTAACGTCCAAGCACCTAGGGTATTAACCTAGGGCCTCTCCTCCTCGCTTAAAGTGCTTTACAACCAAAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGGTTCCCCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCGGATCATCCTCTCAGACCCGCTACAGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACTTAGGCTCATCTATTAGCGCAAGGTCACAAGTGATCCCCTGCTTTCCCCCGTAGGGCGTATGCGGTATTAGCGCTCCTTTCGGAACGTTGTCCCCCACTAATAGGCAGATTCCTAAGTATTACTCACCCGTCCGCCGCTAGGTCCAGTAGCAAGCTACCTTTCCCCGCTCGACTGCATGTGTTAAGCCTGCCNCCNCNNNNN

5 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

CSCCTMCAWTAGGTCGATTGGGTCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGAAGCAGAGCTTGCTCTGTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCGGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACCGGATACGAGACAAGACGGCATCGTCATTGTCTGGAAAGATTTTTTGGTCTGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACACTTCAGAAATGAAGGACTCTTTGGACACTCGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGGAATACGTCCCCC 

6 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNGNNNNNNNNNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGATTNNCNTGNNCN


7 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNNNGCGNCGGCCGGNACGANCGGCAAGTTCGAAGCGGAAGCACAGGGGAGCTCGGCTCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAATGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAGCGGACCTCAGGAGTACGTCGGATCCGGATTGATCTCAACTCGACTCCATGAATCGGATCGCTGTNTCGTGCTTCAGANTGCGTCNNCGCTNCNCCCCNNTNANCNNG

8Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

ANNGCCNNNNNATCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACATATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACGGAATAACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGCAAGAGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGACGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTATGGTAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGGCGGCTCACTGGACTCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACTCCTGGTAGTCCACGCCGTANCGATGAATGTTAGCNGTCGGGGTGTTTACACTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCGNTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATACCGGTCGCGGACACAGAGATGTGTCTTTCAGTTCGGCTGGACCGGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCAGTGATAAGCTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCAAGCGTGCGAACGCAAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGNNNNNNNNNN

9Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

ANNNNNNCAGGGGAGTATCTCACCAGATGGCATATCTGATCCACGATTACGAGCGATTCCGACTTCACGCAGCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGACTGGTTTTATGGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTTTGTACCAGCCATTGTATGACGTGTGTAGCCCCACCTATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCCCAACTGAATGTAGCAACTAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTACGGCTCTCTTTCGAGCACTAAGCCATCTCTGGCAAATTCCGTACATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGAGTCAGTGAAGACCCAACAACCAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTACAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTTCCATCCCCCTCTGCCGTACTCCAGCGATGCAGTCACAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACAACTGTCTTACATCACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTAACGGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTACGGTACCGTCATTAGGCCTCTTTATTAGAAAAAGGCCGTTTCGTTCCGTACAAAAGCAGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCTGCACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAGACCAGCTACAGATCGAAGGCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTACCTAATCTGCCATCGGCCGCTCCATTCGCGCAAGGTCTTGCGATCCCCTGCTTTCATCCGTAGATCGTATGCGGTATTAGCACAGCTTTCGCTGCGTTATCCCCCACGATTGGGCACGTTCCGATGTATTACTCTACCGTTCGCCACTCGCCGCCAGGATGCTGACCCGCTGCTCGTTCGACTTGCATNTGNAANGCATGCCGACTGGCATNNNNCNT


10 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNTTNANNNNNCNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAACTAGAGCTTGCTTTGGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTTGGGATAAGCTCGGGAAACTGGGTCTAATACCGAATACCCACACCATTCTAAGGATGGTGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGAGCCTGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTTTCGCTAGGGACGAAGCCTTTCGGGGTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAATCCCGGGGCTTAACTTCGGGCGTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGAGGAACACCAATGGCGAAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTAGGGGTCTTCCACGACTTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGGACCGGATCGGCGTAGAGATACGTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACATTGTGGTGGGTACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGCGAGTTGCCACACCGTAAGGTGGAGCTAATCTCTTAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTGATTTNATTTTCNN


11 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

GGANTNNAGNGNCANNCGGCTTCNCNCTNGGNAAGTCGAAGCGGTAGCACAGGGGAAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGTTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCCATGAAGTTCGGAATCGCTAGTNATCGTAGATCAGAATGCTCNCNNNNGTCCNNNGCNCNNNNNNNA

12 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNNATANCNNNNCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACTTGAAGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTCGCCTGAAGGAAACTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTAGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGGATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTGCAGAGATGTACCTTTTCTTCGGAACATTCAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATATTTAGTTGCCAGCATTTCGGATGGGCACTCTAGATAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGCTGCGAAATCGCGAGATGGAGCCAATCCCAACAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTNGATNNCATNTACCNNN 


13 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNNCNNGNNNAACCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTAGCTTGCTAGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCGAACTTTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACCGAATATGCACCATGACGGCATCGTCAATGGTGGGAAAGATTTTTCGGTTCGGGAGGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTAGAGGCTCAACCTCTAGCTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCANGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGCCTTTCTACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGATACCGCGAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTACNNN


14 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

CGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATNNGAAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTAGAGGCTCAACCTCTAGCTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGCCTTTCTACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGATACCGCGAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTAGCGGGATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCGCGAGAGAGCTTGCTCTCTTGGCGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTAGCGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTGGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGGGGGGATCGCAAGACCTCTCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCAACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGTATGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTTGGCAGAGAAGAAAAGGTACCTCCTAATACGAGGTACTGCTGACGGTATCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGTGTAGGCGGTTCGGAAAGAAAGATGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTTTAACTGCCGAGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAAGGCAGCCCCCTGGGATAATACTGACGCTCAGACACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGCTGTTGGGGGCCGTTAGGGCCTTAGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGNGTACGGTC


15 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNNTNNAANNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGAAGCCAAGCTTGCTTGGTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTGGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACTGGATATGAGCTCCTATCGCATGGTGGGGGTTGGAAAGATTTTTCGGTCTGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGAGGAACACCGATGGCGAAAGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGACCATTTCCACGGGTTTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGATCCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGAGAGCTCCCCAACGCCNTGNNTNNTNTNNNNNT


16 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

ANNTAAACCAGNNCCACGCGTTGGGACTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCACGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTTTTCTTTCACCGGAGCTTGCTCCACCGAAAGAAAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACGGGTGCTAATACCGTATAACACTATTTTCCGCATGGAAGAAAGTTGAAAGGCGCTTTTGCGTCACTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAAAACGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGACGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTATATATATGGCAGGAACACCAGTGGCTGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTGAGCGAACAGGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGCCTTTCTACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGATACCGCGAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTACNNN

17 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

CCAAGGNNNNGGGNANGTATTCACCGCGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCGCGACTTCGCAACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGGAATTCCAACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTAGGATGAACGTTCTACTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAAGTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGGGTCCATCCATCAGTGACGCAAAAGCGCCTTTCAACTTTCTTCCATGCGGAAAATAGTGTTATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTGATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCTTTTTCTTTCGGTGGAGCAAGCTCCGGTGAAAGAAAAAGCGTTCGACTGCATGTATAGCCCCGCCCNCNNNNNNN


18 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNNTNNNNNNNNATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCGAACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACTGGATATGTCCCATCACCGCATGGTGTGTGGGTGGAAAGATTTATCGGTTCGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGTGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAAGCTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGAACTAGATGTAGGGACTGTTCCACGGTTTCTGTGTCGTAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAGGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGTGGTCAACACGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCGCGCATGCTACAATGGCCGATACAAAGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGTCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTGATTTNNTTNNNN

19 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNNNANCANNNNCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACTTGAAGAGAAGCTTGCTTCTCGGATGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGCTTGGGACAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCGAATACTTGTTTTCTTCGCCTGAAGAGAACTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGCGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTTAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCTCTGGAAACTGCGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGCCTTTCTACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGATACCGCGAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTACNNN


20 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

CCNNNNNACNNGNTAGTATCTCACCAGAGACATATCTGATCCGCAGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGGTTTCTGAGATTGGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCGACCCTCTGTCCCGACCATTGTATGACGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCTCTTGCGTAGCAACTAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCCGGTTCTCTTGCGAGCACGGCCAAATCTCTTCGGCTTTCCAGACATGTCAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTGCGCTACTAAGGCCTAACGGCCCCAACAGCTAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGTCTGAGCGTCAGTATTATCCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACATATCTACGCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCTCTGACATACTCTAGCTCGGCAGTTAAAAATGCAGTTCCAAGGTTGAGCCCTGGGATTTCACATCTTTCTTTCCGATCCGCCTACACACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGCAGATACCGTCAGCAGGATCCCGTATTAGGGGATACCTTTTCTTCTCTGCCAAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCATACACGCGGGATGGCTGGATCAGGGTTTCCCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAAACCAGCTACGGATCGTTGCCTTGGTGAGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGATATCGGCCGCTCCAATAGTGAGAGGTCTTGCGATCCCCCCCTTTCCCCCGTAGGGCGTATGCGGTATTAGCCACTCTTTCGAGTAGTTATCCCCCGCTACTGGGCACGTTCCGATATATTACTCACCCGTTCGCCACTCGCCGCCAAGAGACCAAGCTCTGCCCGCTGCCGTTCGACTAGCATGTGTANANCATNTCGNNNGNCTNCC        


21 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

GNNNNNNNGGNNANCANCGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCATATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACTGTGGCTAATGCCGCATGACGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCGCTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCTCAATGGCCGCAAGCCTGATGCACCCATGCCGCGTGTATGAATAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAAGTTAATACTTTTATCAATTGATCTTCTCCTCCGAAGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGACATCCGCCCCTGCAATACGGATGGTGCCAGCGATAATTCTAAATTACTGGGCTTAAACCGCACGCTAGCGGTCAATTAATTCCATGTGAAAAGCCCCTAACTTTACTTACGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTCAAGTCTTGTACAGGGCGGAAGAATCTCTTGTGCACCGATAAACTGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTAGAGGCTCAACCTCTAGCTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGCCTTTCTACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGATACCGCGAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTACNNN


22 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

NNNNNNANNNTCNACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTAGCGGCAGGCCTAACACATGCGAGTCGAGGGGTATAGAGAGCTTGCTTTCTAGAGACCGGCGGATGGGTGAGTAACGCGTATGCAACCTACCTTTTACAGGGGAATAGCCCGGAGAAATTCGGATTAATGCTCCATGGTTTATATGAGTGGCATCATTTATATAATAAAGATTTATCGGTAAAAGATGGGCATGCGTATCATTAGCTAGTTGGTGTGGTAACGGCATACCAAGGCGACGATGATTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATACTGGTCAATGGAGGCAACTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACGGTCCTATGGATTGTAAACTGCTTTTGTACGGGAAGAAATGTAATTACGTGTAATTATTTGACGGTACCGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGTTTAAAGGGTTCGTAGGCGGTTTAGTAAGTCAGTGGTGAAATCTTATAGCTTAACCATAAAATTGCCGTTGATACTGCTAAACTTGAATAGTATGGAAGTAATTAGAATATGTAGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGAGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTGGTCCACTCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGGCCTTTCTACGGTCTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAACTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAACGGCTGGAAACAGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCATGGAATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATAGGCTGCGATACCGCGAGGTAGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGNNNNGNTAC

23 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

CATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCCCAGCTTGCTGGGGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCATCACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACTGGATACGAGCAGCGACCGCATGGTCAGCTGTTGGAAAGACTGGTTCGGTGATGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCCTTCGGGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAAGCTAGAGTGCGGTAGGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGAACTAGATGTAGGGCCTGTTCCACGGGTTCTGTGTCGTAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATAGAAGAACGGGTCAGAAATGATTCACTCTTTGGACACTTCTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGTGGTCAACACGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGCACGGGGTCTTCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCCTAGTAATCGTCGCACACGATACGCNTATGCTAGAGCTGACCATGCC 


24 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

ANNNGNNNNGGNANGTATTCACCGCGACATTCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGGTTTCTGAGATTGGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCGACCCTCTGTCCCGACCATTGTATGACGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCTCTTGCGTAGCAACTAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCCGGTTCTCTTGCGAGCACGGCCAAATCTCTTCGGCTTTCCAGACATGTCAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTGCGCTACTAAGGCCTAACGGCCCCAACAGCTAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGTCTGAGCGTCAGTATTATCCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACATATCTACGCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCTCTGACATACTCTAGCTCGGCAGTTAAAAATGCAGTTCCAAGGTTGAGCCCTGGGATTTCACATCTTTCTTTCCGAACCGCCTACACACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGCAGATACCGTCAGCAGTATCTCGTATTAGGAGATACCTTTTCTTCTCTGCCAAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCATACACGCGGGATGGCTGGATCAGGGTTTCCCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAAACCAGCTACGGATCGTTGCCTTGGTGAGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGATATCGGCCGCTCCAATAGTGAGAGGTCTTGCGATCCCCCCCTTTCCCCCGTAGGGCGTATGCGGTATTAGCCACTCTTTCGAGTAGTTATCCCCCGCTACTGGGCACGTTCCGATATATTACTCACCCGTCCGCCACTCGCCGCCAAGAGAGCAAGCTCTCTCGCGCTGCCGTTCGACTGCATGTGTAAAGCTCCCCGNCNNGTNNNNCC 


25 Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

GNNNNNNNNGNCNGACGGCTNCACNCTCTGCAAGTCGAAGCGGTAGCACAGGGGAAGCTTGCTCCCCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCANGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTGTAATCGTAGATCAGAATGCGNCGNCGTGNCGNNGCNTCCNNNGNNG


26Numaralı İzolattan Elde Edilen 16S rRNA Geninin Baz Sırası;

GGAACCKKGCGCAGCTACCATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAACTTAATACGTTCATCAATTGACGTTGCTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTACACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGCCCAATCGCCGT 
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ÖZGEÇMİŞ


1981 yılında Giresun’un Bulancak ilçesinde doğdu. İlkokulu Atatürk İlkokulu’nda, Ortaokulu Atatürk Ortaokulu’nda ve liseyi Bulancak Lisesi’nde tamamladı. 1999(2000 Eğitim(Öğretim yılında Karadeniz Teknik Üniversitesi Fatih Eğitim Fakültesi Biyoloji Öğretmenliği Bölümünde lisans öğrenimine başladı. 2004 yılında bu bölümden Biyoloji öğretmeni unvanıyla mezun oldu. Mezun olduktan sonra çeşitli özel dershanelerde öğretmenlik yaptı. 2006 yılında Van ilinde jandarma olarak vatani görevini tamamladıktan sonra Karadeniz Teknik Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji Anabilim Dalında Yüksek Lisans öğrenimine başladı. İyi derecede İngilizce bilmektedir.  

