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OZET

FINDIK VE TAHIL AMBARLARINDAN BACILLUS iZOLASYONU,
KARAKTERIZASYONU VE IZOLATLARIN INSEKTISIDAL OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASI

Meri¢ DEMELI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Kazim SEZEN
2012, 80 (Tez Sayfa), 18 (Ek Sayfalar)

Bacillus cinsi bakteriler spor olusturan ve biyolojik miicadele de en ¢ok kullanilan
toprak grubu Gram + Dbakteriler olup mikrobiyolojik insektisitlerin temelini
olusturmaktadirlar.  Ambarlardan  toplanan  6giinti  6rneklerinden  yeni  toksin
kombinasyonlu Bacillus tiirlerini belirlemek amaciyla Bacillus cinsine ait 26 bakteriyal
izolat elde edildi. Bu izolatlarin koloniyal ve hiicresel 6zellikleri 11tk mikroskobuyla,
fizyolojik ozellikleri genel testler ile biyokimyasal 6zellikleri ise API kitleri kullanilarak
tespit edildi. Molekiiler karakterizasyonlar1 i¢in ise 16S rDNA baz dizileri ve cry gen
icerikleri belirlendi Yapilan  karakterizasyon c¢aligmalar1 sonucunda izole edilen
bakterilerin  Bacillus thuringiensis, B. pumilus, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.
licheniformis, B. atrophaeus, B. megaterium ve Lysinibacillus sphaericus tiirlerine ait
olduklar1 belirlendi. Ayrica Bg5 numarali izolatta cryl, B2, B3 ve N6 numarali izolatlarda
cry3 geni belirlendi. . Izolatlarm Plodia interpunctella, Ephestia kuehniella larvalar ve
Sitophilus granarius erginleri tizerinde biyoassay ¢alismalar1 yapildi. Biyoassay
sonuglarina gore en yiiksek insektisidal etkiler Bg5 (Bacillus thuringiensis) numarali izolat
tarafindan %100 oraniyla P. interpunctella larvalar iizerinde, B4 (B. subtilis) numarali
izolat tarafindan ise %63.3 oraniyla S. granarius erginleri iizerinde gerceklesti. Ozellikle
yiiksek insektisidal etki gdsteren Bg5 numarali izolatin lepidopteran depo zararlilari ile

miicadelede etkili bir kontrol ajan1 olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik miicadele, Bacillus thuringiensis, 16S rDNA, cry geni
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Master Thesis
SUMMARY

ISOLATION, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF INSECTICIDAL
PROPERTIES OF BACILLUS FROM WAREHOUSES

Meri¢ DEMELI
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The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Kazim SEZEN
2012, 80 Pages, 18 Appendix

The genus of Bacillus is a spore-forming and Gram + bacteria that used mostly in
biological control. In addition, they originate the basis of microbiological insecticide. In
order to develop Bacillus strains with new toxin combinations, 26 bacterial isolate
belonging to Bacillus sp. isolated from warehouses. Firstly, colonial and cellular
characteristics, then, physiological features and finally, the biochemical properties of these
isolates were analyzed by the light microscopy, manual tests and API Kit, respectively. For
the molecular characterization, 16S rDNA sequence and cry gene contents were detected.
As a consequence of characterization, the isolates were identified as Bacillus thuringiensis,
B. pumilus, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. atrophaeus, B.
megaterium and Lysinibacillus sphaericus. It was also recorded that the isolates Bg5 have
a cryl gene, B2, B3 and N6 have a cry3 genes. The toxic effects of the isolates were
determined by the bioassay using larvae of Plodia interpunctella (Indianmeal moth),
Ephestia kuehniella (Mediterranean flour moth) and adults of Sitophilus granarius (Wheat
weevil). According to the results of bioassay, the highest insecticidal effects were 100%
with Bg5 (Bacillus thuringiensis) against the larvae of P. interpunctella and 63.3% with
B4 (B. subtilis) against the adult of S. granaries. Especially, Bg5 has the highest
insecticidal effect may be valuable as a microbial control agent for lepidopteran warehouse
pests.

Key Words: Biological control, Bacillus thuringiensis, 16S rDNA, cry gene
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1. GENEL BIiLGILER

1.1 Giris

Gliniimiiziin 6nde gelen sorunlarindan biri hizla artan diinya niifusu i¢in besin
kaynaklarmin saglanmasidir. Ayrica, kullanilabilir tarim alanlari da giin gectikce
azalmaktadir. Dolayisiyla, birim alandan elde edilen {irlin miktarinin arttirilmas1 ve
tiretimden tiiketime kadar iirliniin uygun bir sekilde korunmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Tarimsal tirlinlerin hasattan tiiketimlerine kadar en az diizeyde kayipla korunmalar1 gerekir
[1]. Genellikle depolanmis firiinlerde hayvansal kokenli organizmalarin neden oldugu
kayiplar yillik ortalama %10 olarak kabul edilmektedir [2]. Bu zarar orani bulasma
diizeyine gére daha da artabilmektedir. Ulkemiz hem iklim &zellikleri hem de iiretim
cesitliligi nedeniyle c¢ok sayida depolanmis iirlin zararlisinin gelismesine olanak
saglamaktadir [1].

Depolanmis iiriinlerde goriilen zararlilar beslendikleri iiriine dogrudan ve dolayli
olarak zarar verebilmektedirler. Bu zararlilar bulasmis olduklar1 {iriinde, tohumluk
Ozelliginin diismesine, agirlik kayiplarina, kalite ve besin degerlerinde olumsuz
degisikliklere yol agarak {irliniin ticari degerinin diismesine neden olmaktadir [3]. Bunlara
ek olarak; zararlilarin viicut kalintilari, pislikleri ve salgilamis olduklar1 ag ve benzeri
maddeler nedeniyle iiriinlin kalitesinde de onemli Glgiide diisiislere neden olmaktadir.
Depolanmus {irtinlerde zararli bulasikliligi yogun ise kiiflenme, kizisma ve kokusmanin
daha kolay ve yogun olarak ortaya ¢ikmasina neden olurlar.

Insanlik tarihinden bu yana tarrm alanlarinda olusturduklari zararlar ve bazi
hastaliklar1 yaymalar1 nedeniyle boceklerle miicadele edilmektedir. Bu miicadele sirasinda
esas olan dogal habitatlarin korunmasidir. Ciinkii ekolojik 6zellikler dikkate alinmadan
yapilan miicadele yontemleri, bagska zararlilarin ortaya c¢ikmasina, biyolojik cesitliligin
azalmasma ve uzun vadede verim diislisiine neden olmaktadir. Diinya genelindeki hizli
niifus artig1 ve besin sikintisi diisiiniildiigiinde bu durum daha da 6nemli hale gelecektir [4,
5].

Boceklerle miicadele yontemleri dogal yontemlerden baslayip sentetik kimyasallarin
kullanimina kaymustir. Fakat kimyasallarin ¢evreye ve hedef olmayan canlilara verdigi

zararlar nedeniyle biyolojik yontemlerin kullanilmasi zorunlu hale gelmistir. Glinlimiizde



kullanilan kimyasallar, gegmiste kullanilanlarla kiyaslandiginda (DDT gibi) daha giivenli
ve yar1 dmrii az olmasina ragmen yine de birgok sorunlar dogurmaktadir [6]. Ornegin
sentetik insektisitlere uzun siire maruz kalindiginda kanser, karaciger hastaliklari,
immunotoksisite, dogum anormallikleri, insan ve diger hayvanlarda goriilen kisirlik
problemleri gibi birgok sorun ortaya ¢ikmaktadir [7]. Ayrica diinyanin vazgegilmez
pargalar1 olan hava, su ve toprak kullanilan kimyasal insektisitler yiiziinden olgiilebilir
diizeyde kirlenmektedir [8]. Tarim ilac1 kalintilarinin suda eser miktarda bulunmasi bile
sucul ekosistemlerdeki besin zincirlerinin bozulmasina ve buradaki canli tiirlerinin hizla
yok olmasina neden olmaktadir [9].

Ticari olarak satilan kimyasal insektisitlerin bircogu O6zgiilliikk gostermedigi igin
bir¢ok tiire ait canlinin ortadan kalkmasina neden olmaktadir. Bu maddelerin en belirgin
yan etkileri su sekilde siralanabilir [10];

e Anlar, kuslar baliklar, mikroorganizmalar ve omurgasizlar gibi hedef olmayan
organizmalarda dliimler,

* Kus, balik ve diger organizmalarda lireme potansiyelinin azalmasi,

* Hedef olmayan organizmalarda dayaniklilik olugsmasi sonucu insanlara hastalik tagiyan
bocek ve parazitlerin kontrolden ¢ikmast,

* Ekosistemin yapisi ve tiir sayisinin degismesi.

Kullanilan kimyasallarin etkisiyle dogal diismanlar 6ldiikten sonra zararlilar tekrar
cogalarak ekosistemdeki yerini alir ve zarar vermeye devam eder. Bununla birlikte eger
dogal diisman ortamdaki bagka zararlilar1 kontrol ediyorsa, yeni bir zararli popiilasyonu
ortaya ¢ikarilmis olur. Kimyasallarla zararlinin biri ortadan kaldirilirken digeri istemeden
de olsa ¢cogalmaya baslar ve yeni bir problem ortaya ¢ikar [10].

Kimyasal insektisitlerin kullaniminin olumsuz etkileri nedeniyle bu konuya
kamuoyunun ilgisi artmig ve kimyasal insektisitlere karsi alternatif miicadele yontemleri
gelistirilmeye basglanmistir. Bu yontemlerin basinda da biyolojik kontrol olarak bilinen
miicadele yontemi gelmektedir [11].

Biyolojik kontrol, “bdceklerin verdigi zararlari en aza indirgemek icin bu boceklerin
tabii diismanlarim1 kullanma” olarak tanimlanabilir. Tabii diisman terimi, parazitler ve
predatorlerle birlikte hastalik olusturan mikroorganizmalar1 da kapsar [11].

Bakteriler, viriisler, mantarlar, nematodlar, protozoa grubuna ait organizmalar ve

rekombinant teknikler ile gelistirilen ajanlar biyolojik kontrolde kullanilan elemanlar



olusturmaktadir. Bunlar arasinda, toprak grubu bakteriler en ¢ok gelecek vaat eden
biyolojik kontrol ajanlaridir [12] .

Glinimiizde  boceklerle  biyolojik  miicadelede  birgok  mikroorganizma
kullanilmaktadir. Simdiye kadar 100’den daha fazla bakteri tiirii bocek patojeni olarak
tanimlanmasina ragmen, yalnizca Bacillus tiirleri kontrol ajani olarak ticari bakimdan
tercih edilmektedir [12].

Bacillus cinsi bakteriler hem antibiyotik, enzim ve toksin {iretimi gibi metabolik
Ozellikleri ile endistriyel 6neme sahip olmalar1 hem de kolay iiretilebilmeleri sebebiyle
dikkat ¢ceken mikroorganizmalardir [13, 14]. Ayrica, sporlanabilme yetenekleri ve gesitli
metabolizma faaliyetleri genis bir ¢cevreye yayilmalarinda 6nemli avantajlar saglamaktadir
[14]. Bir¢ok c¢alismada kullanilan Bacillus tiirleri tirettikleri proteinler nedeniyle ticari
oneme sahiptir. Baz1 Bacillus tiirleri ise proteolitik, sakkarolitik ve lipolitik enzimleri
sayesinde besin endiistrisinde onemli bir yere sahiptir. Bacillus tiirleri basitrasin (B.
licheniformis), polimiksin (B. polymyxa), gramisidin (B. brevis), tirosidin (B. brevis),
subtilin (B. subtilis) ve basilisin (B. subtilis) gibi ila¢ endiistrisinde kullanilan peptit
antibiyotikler liretmektedir. B. thuringiensis, B. sphaericus ve B. popilliae tiirleri ¢esitli
bocek larvalarina patojenik etki gosterir ve biyolojik kontrol ajani olarak kullanilirlar [13].

Tiirkiye’de kimyasal insektisitlerin zararlilarla miicadelede yaygin olarak kullanildigi
g6z Oniine alindiginda, uzun siireli iriin veriminde azalma, ekosistemde dengenin
bozulmasi, saglik problemlerinin artmasi ve tiim bunlara bagli olarak ciddi ekonomik
kayiplarin ortaya ¢ikmasi kaginilmazdir. Bu nedenle Bacillus tiirlerinin ozellikle de
Bacillus thuringiensis (Bt) friinlerinin  zararlilarla miicadelede  kullanilmasi,
yayginlastirilmasi, farkli zararlilara karst yeni Bt izolatlarinin taranmasi, laboratuvar
ortaminda toksik etkilerinin belirlenmesi, farkli formiilasyonlar ve uygulama yontemleri
gelistirilerek ticari kullaniminin saglanmasi faydali olacaktir [6].

B. thuringiensis dogal c¢evrede her yerde bulunur; topraktan, koniferlerden,
ambarlardan, c¢imenlerden, genis yaprakli agaglarin yapraklarindan ve bodcek
habitatlarindan kolayca izole edilebilir. Bu c¢evrelerin arasinda ambarlar, yeni toksin
kombinasyonlu ve uzun siire hayatta kalabilen suslar i¢in ideal bir ortamdir. Buralar B.
thuringiensis’in farkli alt tiirlerini barindirir ve ozellikle B. thuringiensis icin iyi bir
kaynaktir. Ek olarak, boceklerin istilasiyla ambar kosullarinda B. thuringiensis suslari
icerisinde insektisidal kristal protein (ICP) genlerini kodlayan plazmitlerin konjugasyon

benzeri yontemle transferiyle B. thuringiensis’in ¢esitliliginin meydana gelmesi



muhtemeldir. Bu yilizden ambar ekosistemi B. thuringiensis’in zenginlesmesi ve
yayilmasini saglayan ideal bir ¢evre olabilir [15].

Bu bilgiler 15181 altinda, Trabzon’da bulunan ¢esitli ambarlardan alinan tahil
ogiintiileri, depolanmus iiriinler, bocek kadavralar1 ve bocek aglarindan olusan 6rneklerden
yeni toksin kombinasyonlu Bacillus suslarmin farkli alt tiirlerini belirlemek ve bunlarin
depo zararlilar tizerindeki toksisitesini tespit edebilmek amaglanmistir. Bu bakimdan elde
ettigimiz izolatlara ait toksinlerin etkisini belirlemek i¢in 6zellikle depo zararlilar1 olan
Coleoptera takimindan Sitophilus granarius (bugday biti) ve Lepidoptera takimindan
Ephestia kuehniella (un giivesi), Plodia interpunctella (kuru meyve giivesi) larvalari

secilmistir.

1.2. Zararh Boceklerle Miicadele Yontemleri

Ulkemiz tahillar ve kurutulmus meyve gibi iiriinlerde diinya iiretim ve ihracatinda
onemli bir yere sahiptir. I¢ tiiketim ve dis satimda biiyiikk dneme sahip olan bu iiriinler
depolanabilmektedir. Hasat Oncesi veya hasattan sonra depolanmis iiriinlerde goriilen
zararlilarin 6nemli diizeylerde kayiplara yol agtigi gézlenmektedir [1].

Boceklerin iiriin tanelerini yiyerek beslenmeleri sonucu sebep olduklar1 zararin
yaninda, faaliyetleri ile tanenin sicakligt ve nem oraninin yiikselmesine de neden
olduklarindan depolamaya dolayli yénden olumsuz etkileri bulunmaktadir [16].

Depolanmus iiriinlerde goriilen zararlilar bulastiklar tirtinde beslenerek dogrudan ve
dolayli sekilde zarar verebilmektedir. Bunlar zarar derecesine bagl olarak birincil ve
ikincil zararlilar olmak iizere iki ana grupta toplanirlar.

Birincil zararlilar gelismis agiz yapilari nedeniyle saglam taneleri tahrip edebilmekte
ve onlem almmadigi takdirde zararlar1 6nemli boyutlara ulasmaktadir. Ulkemizdeki bu
zararhilar bugday biti (Sitophilus granarius L), piring biti (Sitophilus oryzae L.), kapra
bocegi (Trigoderma granarium Everts.), arpa giivesi (Sitotroga cerealella liv.), ekin
kambur biti (Rhizopertha dominica F.), misir biti (Sitophilus zeameis Metsch.), baklagil
tohum bdocekleri (Bruchus spp.), patates giivesi (Phthorimaea operculella Zeller.) ve tiitiin
giivesi (Ephestia elutella Hbn.) dir [17].

Ikincil zararlhlar ise saglam tanelerde zarar yapamamakta ancak primer zararlilarin
tahrip ettigi tanelerdeki tahribati artirmaktadirlar. Ayrica un, irmik, makarna, bulgur vb.

mamul maddelerde dogrudan zarar vermektedirler. Bu gruba giren 6nemli zararlilar ise:



kirma bitleri (Tribolium confusum Duv.), un kurdu (Tenebrio molitor L.), testereli bocek
(Oryzaephilus surinamensis L.), kiigiik kirma biti (Leomophoeus ferugineus Steph.), ekin
kara bocegi (Tenebriodes mauritanicus L.), piring kirma biti (Latheticus oryzae Waterh.),
un giivesi (Pyralis farinalis L.), degirmen giivesi (Ephestia kuehniella Zell.) ve tatl kurt
(Lasioderma serricorne F.) dir [17].

Ambar zararlilar iirline degisik yollardan bulagsmaktadir: Kimi zararlilar ambarda
vardir ve Uriin ambara konulduktan sonra bulasir. Kimi zaman {iriine ambar Oncesi
devrelerde bulasir ve ambarda zararimi siirdiiriir. Bazen ne ambar ne de iiriin bulasiktir ve
zararli ya ucarak ya da degisik etkenlerin tastyiciligi ile ambara ve {iriine bulasir. Bu
nedenlerden dolay1 s6z konusu firiinlerin depolanmasinda temel ilke, temiz ambara temiz
trlin konulmasi ve firiiniin depolama siiresince bulagmalardan korunmasi gerekir. Bu
nedenle {iriin daha ambara girmeden 6nce miicadele 6nlemleri uygulamaya konulmalidir
[17].

Uluslararas: iriin ticareti ile iilkeden iilkeye yayilan depo zararlilari ile yasal
miicadele kapsaminda karantina, ambargo, muayene veya sertifika gibi uygulamalar
yapilmaktadir.

Kiiltiirel 6nlemler zararlinin depolara girisini ve gelisimini engelleyecek sekilde iiriin
depolara girmeden Once, girerken ve girdikten sonra asamali olarak yapilmaktadir.
Depolarin temiz tutulmasi, eski ve yeni iiriinlerin ayr1 depolanmasi, serin, havadar ve
gerekli oranda nemin saglanmasi gibi isleri kapsamaktadir.

Tarimsal {riiniin ve gidanin depolanmis iiriin zararlilarindan korunmasi {iretici,
isletme ve ihracatgilar igin yasamsal dneme sahiptir. Ulkemizde depolarda ve isletmelerde
tiriinlerin zararlilardan korunmasinda en yaygin yontem pestisit kullanimidir. Depolanmis
tirtin zararlilar1 ile miicadele amaci ile diinyada ve iilkemizde yaygin olarak insektisitler
kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan insektisitler zararlilar1 kisa siirede 6ldiirmesinin
yani sira ¢evreye ve insan saghigma son derece zarar verebilmektedir [18]. Depolarda
kullanilan bir¢ok pestisite zararlilarin direng gelistirdigi bilinmektedir [19].

Depolanmus {irlin zararhilariyla kimyasal miicadelede diinyada ve iilkemizde en sik
kullanilan yontemlerin basinda fumigasyon gelmektedir. Fumigasyon bir teknoloji olarak
depolanmis iiriinlerde zararlilarla miicadelede hizli, diisiik maliyetli ve etkili ¢éztimler
saglamaktadir.

Kimyasal miicadelenin tarihinden bu yana pek ¢ok kimyasal (DDT, Malathion, Metil

Bromit vb.) kullanmilmistir. Fakat bu kimyasallarin olusturduklar1 zararlar nedeniyle ¢ogu



tilkede kullanimlar1 yasaklanmistir. Bugiin iilkemizde ruhsatli fumigant olarak aliiminyum
veya magnezyum fosfit igerikli metalik fosfin formiilasyonu kullanilmaktadir.

DDT’nin kesfinden 6nce 1940’11 yillarin basina kadar zararlilar tarafindan {riinde
meydana gelen kaybin diinya ortalamasi %7 iken, 1980’lerin sonuna dogru bu kaybin
%13’e yiikselmesi dikkat ¢ekicidir [20]. Bu artis, zararlilarda ilaglara kars1 dayanikliligin
artmasi, potansiyel zararlilarin ekonomik zararli durumuna gegmesi ve dogal diismanlarin
Oldiirtilmesi nedeniyle dogal dengenin bozulmasindan kaynaklanmistir. Bunlara insan ve
hayvan saghiginin tehdit edilmesi, gida maddelerindeki ila¢ kalintilari, ¢evre kirlenmesi ve
yiikksek ila¢ fiyatlar1 da eklenince bu konuya kamuoyunun ilgisi artmis ve kimyasal
insektisitlere kars1 alternatif miicadele yontemleri gelistirilmeye baslanmistir. Bu
yontemlerin baginda da biyolojik miicadele yontemi gelmektedir [21, 22].

Biyolojik miicadele calismalarina agirlik verilmesinin nedeni, sadece kimyasal
miicadelenin olumsuz etkilerinden kurtulmak degil, ayn1 zamanda belki daha da 6nemlisi,
dogada zararlilari1 %99 oraninda baski altinda tutan yararlh mikro ve makro
organizmalardan yararlanilmak istenmesidir [21].

Insanoglu tarih boyunca oOncelikle insan ve hayvan saghigimi tehdit edenleri,
yetistirdigi kiiltiir bitkilerinde iiriin kaybina neden olanlari, orman ve siis bitkilerine zarar
verenleri ve kentsel yasamda sorun yaratanlar1 dikkate almis olup, en az zararl tiirler kadar
dogada yararl tiirlerin de oldugunu ve bunlarin ger¢ek anlamda zararlilari baski altina
aldigini ¢ok sonradan kesfetmistir [21].

En basit tanimiyla biyolojik miicadele, zararli bocek popiilasyonlarini dolayistyla
boceklerin  zararlarint  azaltmak i¢in canli organizmalardan (mikroorganizmalar,
predatorler, parazitoid bdocekler, omurgasizlar, omurgalilar) yararlanilarak yapilan
ekonomik, giivenilir ve basaril1 bir yontemdir.

Biyolojik miicadele ajanlar1 olarak virtisler, bakteriler, funguslar, nematodlar ve
protozoa grubuna ait organizmalar kullanilmaktadir. Bu ajanlar boceklere saldirir,
hastalandirir ve oldiiriirler. Bunlar arasinda, en ¢ok toprak grubu bakterilerden Bacillaceae
ailesine ait Bacillus tiirleri gelecek vaat eden biyolojik miicadele ajanlaridir ve
Lepidoptera, Diptera ve Coleptera takimina ait bocekleri hedef alirlar [23].

Giliniimiizde bu ajanlarin kitle iiretimi yapilarak biyoinsektisit olarak piyasaya
stiriilmiis ve ¢ogu ilkelerde kimyasal ilaglarin yerini almigtir. Biyoinsektisitler

tiretimlerinin kolay ve siirekli olmasi, zararlinin kontroliinde giivenilir olmalari, sadece



hedef canliya etki etmeleri, cevre kirliligi ile ilgili problemler yaratmamalar1 ve
endosporlarinin dogada uzun siire kalmalar1 nedeniyle tercih edilmektedir [24].

Biyolojik miicadelede biyoinsektisit olarak kullanilan mikroorganizmalarin ¢ogunu
B. thuringiensis olusturmaktadir ve bir¢ok bocek tiiriine karsi basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Kullanilan Bt preparatlar1 genellikle standart ilaglama aletleriyle veya
sulama suyuna karistirilarak kullanilmaktadir. Ne yazik ki bu preparatlar diinya ilag

piyasasinin ancak %2-5’ini olusturmaktadirlar [25].

1.3. Bacillus Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Iki ana alt gruptan olusan Bacillaceae familyas: icerisinde Bacillus ve Clostridium
tirleri yer almaktadir [26]. Baslangigta Bacillus tiirleri arasinda yer alan bazi bakteriler,
daha sonra DNA yapilarindaki G+C oranlarina gore ayri cinsler olarak tanimlanmustir.
Bunlar; Alicyclobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus, Virgibacillus ve
Halobacillus cinsleridir. Burada en iyi bilinen tiirler ise B. subtilis, B. anthracis, B. cereus,
B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. sphaericus ve B.
thuringiensis tir. Bunlarin rDNA dizilislerine bakilarak 1ii¢ ana Bacillus grubu
belirlenmistir. Bunlar; “B. subtilis” grubu, “B. cereus” grubu ve “B. circulans” grubudur
[27].

Bacillus cinsi, Gram pozitif, gubuk sekilli, endospor olusturan, zorunlu aerob veya
fakiiltatif anaerob bakterilerden olusur. Tek ya da g¢ok sayida hiicreden olusan uzun
zincirler meydana getirebilirler. Yuvarlak veya koseli olan hiicrelerin biiyiikliikleri 0,5-1,2
um ile 2,5-10 um arasinda degismektedir [13, 28].

Bacillus’larin koloni 6zellikleri besiyeri ¢esidi, koloninin yasi gibi ¢evresel sartlara
bagl olarak degismektedir. Koloniler yar1 seffaf, opak, diizgiin ya da piiriizlii; koloni
renkleri kremden sariya dogru olabilir. Cogu Bacillus tiirii pigment olusturmaz, ancak bazi
tiirler farkli ortamlarda sari, yesil, mavi-siyah vb. pigmentler tiretebilirler [13, 28].

Optimum biiyiime sicakliklar1 25°C ile 37°C arasinda degismesine ragmen termofilik
ve psikrofilik tiirleri 75°C’den daha yiiksek ve 3°C’den daha diisiik sicakliklarda
biiyliyebilmektedir. Ayrica bazi tiirleri 2-10 arasinda degisen asidik ve alkali ortamlarda
gelisebilirler [28].



Cogu Bacillus tiirti peritirik flagella tasirlar ve hareketi bununla saglarlar. Flagella
antijenleri B. thuringiensis, B. sphaericus ve B. cereus gibi tiirlerin tanimlanmasinda
kullanilmakla birlikte, flagella olusumu sistematikte kullanilan temel bir 6l¢iit degildir [13,
28].

Bazi Bacillus tiirleri dis ylizeyinde polisakkarit veya polipeptid yapili kapsiil
olustururlar. Ornegin, B. anthracis de poli D-glutamik asitten olusan kapsiil bulunmakta ve
viriilans faktor tasimaktadir [13, 28].

Bacillus’larin asil habitatlar1 toprak olmasina ragmen sporlar1 nedeniyle biyosferde
bir¢cok farkli ¢evreden izole edilebilirler. Toprak mikroflorasinda yer alan Bacillus tiirleri
besin maddeleri acisindan zengin topraklarda bulunabildikleri gibi, besince fakir
topraklardan da izole edilebilirler. Ornegin; B. subtilis, B. licheniformis ve B. cereus
karmasik besin maddelerine ihtiyag duymazken, B. polymyxa ve B. azotofixans gelismek
i¢in bitki rizosferine ihtiyag¢ duyarlar [28, 29].

Bacillus cinsine ait tiirler endiistriyel olarak kullanilan hemen hemen biitiin enzim
tiplerini tretebildiklerinden oldukca Onemlidirler. Ayrica, genis sicaklik spektrumunda
biiyliyebilmeleri nedeniyle biyoteknolojide uygulama olanag: bulacag: diistincesi 6zellikle

termofilik enzimlere olan ilgiyi arttirmistir.

1.4. Bacillus Tiirlerinde Endospor Olusumu

Endosporlar, genellikle besin maddelerinin azaldigi durumlarda biiylime evresinin
durgun fazinda bakteriler tarafindan olusturulur. Endosporlar sicaklik, kuraklik, basing ve
bircok kimyasal dezenfektana karsi olduk¢a dayanikli yapilar olup, 15-20 dakika 120°C
sicakliga maruz birakildiklarinda oOliirler. Sporlarin dayanikli olmalarindaki en 6nemli
nedenlerden biri i¢lerindeki sivi miktarinin az olmasidir. Endosporlarin hiicredeki yeri ve
sekli tiirler arasinda farklilik gosterir. Bunlar genellikle silindirik, elipsoidal, oval veya
yuvarlak olup hiicre i¢inde merkeze yakin veya ug¢ kisimlarda bulunabilirler [30, 31].
Bacillus’larin tanimlanmasi ve tiirler arasi farkliliklarin belirlenmesinde spor sekli ve
konumlar1 temel alinabilmektedir.

Cevresel stres kosullarinda c¢ekirdek ikiye boliinerek birbirinden zarsi bir bolme ile
ayrilir. Bdlmenin bilyiimesiyle ncii spor iceri alinarak cift tabakal1 zar icerisinde kalir. Iki

zar arasinda peptidoglukan yapida korteks tabakasi olusur. Korteks tabakasi kalinlasir ve



dipikolinik asit selatlama 6zelligi ile Ca** iyonlarmi tutar. Boylece spordaki su molekiilleri
disart atilarak iglerindeki sivi miktar azaltilmis olur [30].

Endosporlar karbonhidrat, aminoasit ve su gibi uyaricilarin oldugu ortamlarda
cimlenmeye baslar. Enzimlerim aktiflesmesiyle korteks tabakasi sindirilir, Ca* iyonlar1 ve
dipikolinik asit serbest birakilir. Ardindan RNA sentezinin baslamasiyla yeni vejetatif

hiicre olusur (Sekil 1) [30].
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Sekil 1. Bacillus tiirlerinde endospor olusumu [32].

1.5. Bacillus Tiirlerinde Kromozomal ve Plazmit DNA

Prokaryotlarin esas genomunu olusturan kromozomal DNA ¢ogu kaynakta ¢ekirdek
genomu olarak da ifade edilmektedir ve genellikle cift iplikli tek bir halkasal DNA
molekiiliinden olusmaktadir.

Bacillus genetigi caligmalarinda en ¢ok B. subtilis tiirti kullanildigi, bu tiiriin genom
biiyiikliigiiniin 4,2 Mbp oldugu ve 4100 protein kodlayan gene sahip oldugu bildirilmistir.
B. subtilis’in yan1 sira B. cereus, B. brevis gibi tiirler de molekiiler genetik ¢alismalarinda
kullanilmaktadir [15, 28].
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Biyolojik miicadelede en ¢ok kullanilan B. thuringiensis’in kromozom biiyiikliigiiniin
yaklasik olarak 5,2-5,8 Mbp ve G+C oraninin yaklasik %32-35 arasinda oldugu
belirlenmistir [33].

Plazmitler biitiin bakteri hiicrelerinde kromozomdan bagimsiz olarak tasinan,
bakterinin ortama uyumunda ve evrimde dnemli bir yere sahip olan esas kalitsal materyalin
disindaki DNA molekiilleridir. Plazmitlerin sayis1 ve biiytikliikleri tiirlere gore degisiklik
gosterse de, hiicre i¢indeki kopya sayilar1 diizenlenme mekanizmalari ile siki bir bi¢imde
kontrol altinda tutulmaktadir.

Plazmitler tasidiklart genlere ve bakterinin fenotipine yaptiklar1 katkiya gore
isimlendirilirler (esey plazmiti, diren¢ plazmiti). Plazmit DNA’lar1 {izerinde bakterinin
yasamsal islevlerini yiirlitmesinden sorumlu genler tasinmaz. Bazi kosullar altinda
konakg¢iya gerekli ya da yararli olan proteinleri kodlayan genleri tasirlar ve icinde
bulunduklar1 hiicreye ortamda {istiin hale gelebilecegi ozellikleri kazandirirlar. Ornek
olarak antibiyotik direnci, virulans ozellik, organik bilesiklerin pargalanmasi gibi
aktiviteler verilebilir [34].

Hemen hemen bilinen biitiin plazmitler ¢ift zincir DNA tasirlar. Plazmitlerin ¢ogu
halkasal olmakla birlikte, cok sayida dogrusal plazmit oldugu da bilinmektedir. Dogal
plazmitlerin biiyiikliikleri yaklasik olarak 1 kilobaz ile 1 megabaz arasinda degisiklik
gosterir [35]. Plazmitler, replikasyon orjinine sahiptir ve bagimsiz olarak replike
olabilirler.

Bacillus tiirlerinden B. subtilis, B. cereus, B. thuringiensis, B. sphaericus, B.
licheniformis, B. megaterium, B. brevis, B. larvae gibi birgok tiire ait plazmit ¢alismalari
yapilmustir [36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43].

Bazi Bacillus tiirlerinin antibiyotiklere karsi diren¢ 06zelligi tasiyan plazmitleri
tagimasi, rekombinant DNA ¢alismalarinda vektor olarak kullanilabilmelerine ve birgok
calisma i¢in aranilan organizmalar olmalarini saglamistir [36, 44, 45, 46].

B. anthracis’e ait pagA, lef ve cya toksin genleri pXO1 olarak isimlendirilmis biiyiik
bir plazmitin i¢inde yer alirlar. Bu plazmitin dizin analizi ilk kez 1999 yilinda Okinaka ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir. 181 kb uzunlugundaki bu plazmitin 44,8 kb
uzunlugundaki bir bdlgesi “patojen adas1” olarak isimlendirilir [47].

B. thuringiensis’lerde bulunan cry genleri de genellikle tasmabilir bilyiik
plazmitlerde bulunur. B. cereus grubuna ait bakterilerde plazmitler cok yaygindir ve tek bir

sus birden fazla plazmit igerir.
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Genelde B. cereus grubu iiyeleriyle iliskili hastaliklarin ve konaklarin farklilig
plazmitlerinde bulunan genetik O6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Boylece plazmit ve
kromozomal genler arasindaki genetiksel etkilesim bu bakteri grubunun plazmitlerini daha

iyi anlamaya yardimci olmaktadir [47].

1.6. Bacillus Tiirlerinin Simiflandirilmasi

1.6.1. Geleneksel Yaklasimlar

Aerobik kosullar altinda 1s1ya dayanikli endosporlari olusturan Gram pozitif cubuk
sekilli bakteriler Bacillus cinsinde yer alir. Diger spor olusturan bakterilerden kati
anaeroblar Clostridium, kokuslar Sporosarcina ve flamentli formlar Thermoactinomyces
gruplarini olusturur [48]. Bu yiizden mikroskobik olarak basilleri tanimlamak oldukga
basittir ve bu sekilde pek ¢ok yeni tiirlin tanimlanmasi saglanmistir. Yeni bir izolata yeni
bir isim vermek onu tanimlamaktan ¢ok daha kolaydir. 1940’lara kadar ¢ogu sinonim ve
zayif tamimlamalarla yaklasik 150 tiir belirlendi. Bacillus siniflandirmasinin temeli
Edinburg’da ¢alisan Tom GIBSON ve Northern Regional Research Laboratory, Peoria,
Illionis’den Ruth  GORDON ve Nathan SMITH tarafindan kurulmustur. Smith ve
arkadaslar1 150’den fazla tiirii temsil eden 1134 sus belirledi ve bunlar1 sadece 19 tiir
altinda topladi. Daha sonra ortak monograf sus ve tiirlerin tanimlanmasi biitlin
metodolojilerin tamamlanmasiyla saglandi ve bu ¢alisma, basillerin tanimlanmasi ve
izolasyonu igin onciil referans olmustur [49].

Gibson ve Gordon ayn1 zamanda basillerin morfolojik gruplandirmasinda
endosporun seklini ve ana hiicrenin pozisyonunu kullanmiglardir ve bu sekilde basiller 3
grupta toplanmustir. B. subtilis ve yaygin basilleri igeren I. gruptaki tiirler ana hiicreyle ayni
captaki oval sporlara farklilagir, II. grup tiirler (B. polymyxa vs.) ana hiicreden
tomurcuklanan oval sporlara sahiptir ve III. grup tiirler (6zellikle B. sphaericus) yuvarlak
sporlart iiretir [50]. Cinslerin bu ayrimi tanimlama i¢in ¢ok yararli olup kontrol edilecek tiir
sayisini takson seviyesinde oldukc¢a azaltir. Ancak bazen farkli siniflart ayirt etmek zordur

ve bu da yanlis tanimlamalara yol agabilir [51].
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1.6.2. Sayisal Fenetikler ve Kemotaksonomi

Sayisal fenetikler, DNA baz kompozisyonu ve tahmin edilen suglar arasindaki DNA
dizi homolojisini saglayan DNA baglanma deneyleri gibi modern taksonomik tekniklerin
tanimlanmasiyla basillerin simdiye kadar daha heterojen oldugu goriilmiistiir. Suslar
arasindaki DNA baz kompozisyonunun c¢esitliligi genetik farkliligin iyi bir gostergesidir,
aslinda bir cinsteki tiirlerin G+C oraninin %10-12 mol den fazla ¢esitli olmamas1 gerekir.
Bacillus’a bakildiginda gesitlilik yaklasik %30 ile 65 arasindadir. Bu da tiirler arasindaki
genetik cesitliligin  6nemini gosterir ve cinslerin birka¢ gruba yani daha homojen
taksonlara ayrilmasini saglar [50].

Basiller ayni zamanda fizyolojik olarak da farklidir ve bircok fizyolojik,
biyokimyasal ve morfolojik karaktere gore belirlenen suslarin sayisal siniflandirilmasiyla
degerlendirilir. Fenotipik olarak benzer suslarin bir araya gelmesi bu yollarla meydana

gelir ve genellikle tiirlerle eslestirilir [52].

1.6.3. Filogenetik Analizler ve Gelisim

Organizmalarin siniflandirilmasinda temel alinan genellikle 2 tip iliski vardir.
Fenetik iliskiler biitiin organizmalar1 kapsar ve genotipleri veya fenotipleri tanimlar.
Filogenetik iligkiler ise bakterilerin gelisim modellerini gostermeyi amaclar. Filogenetik
iligkilere dayanan siniflandirmalar “cladistic” olarak isimlendirilir. Bazi siiflandirmalar
gen dizilerinin karsilastirilmasiyla yapilir [50]. Ozellikle de rDNA sekanslar1 bu tip
analizlere daha uygundur [53]. Bu tip ¢alismalar basiller arasinda miimkiin olan gelisim

modellerini ortaya ¢ikarir ve Bacillus tiirlerinin gruplandirilmasinda kullanilir.

1.6.4. Bacillus Tiirlerinin Tanimlanmasi

Taksonomistlerin en 6nemli amaglarindan biri simiflandirmada hizli ve basit bir
tanimlama sistemi iiretmektir. Baz1 programlar ¢ok amacli olup, kesin bir sekilde suslarin
tanimlanmalarini saglar [50].

Bacillus’larin tanimlanmasinda geleneksel yaklagimlar 1.6.1. boliimde bahsedildigi
gibi 3 morfolojik gruba dayanmaktadir. Ilk olarak bir izolat bu gruplardan birine

ayrildiginda ikinci olarak fizyolojik ve biyokimyasal test panelleri kullanilarak tiir
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seviyesinde tanimlamasi yapilir. Bu sistem kullanisli olmasina ragmen spor morfolojilerini
g6z ardi eder [54]. Bu da tanimlamay: artiran testlerin sayisini artirmay1 gerektirir.

Bir cins igerisindeki tiir sayisinin artmasi bilgisayarli tanimlama sistemlerinin
gelismesini saglamistir. Berkeley ve arkadaglar1 1984°te APISOCH testini fazla sayidaki
suslar1 karakterize etmek igin kullanmistir. Bu test paneli nisasta ve kazein hidrolizi,
sekerlerden asit tiretimi gibi bilinen fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri belirler. Bu
sistemle Bacillus izolatlarinin yaklagik %50°si rutin olarak tanimlanabilir.

Bacillus suslarmin tanimlanmasinda mevcut ¢esitli kemotaksonomik yaklasimlar
arasinda piroliz kiitle spektrometrisi yer alir [55]. Piroliz, bir 6rnegin yiiksek sicaklikta
havasiz bir ortamda molekiillerine ayrilarak buharlasmasini saglayan bir islemdir. Daha
sonra olusan fragmentler kiitlelerine gore ayrilir. Bu fragmentler kiitle spektrumlarinda
veya kiitliphanelerde ¢ok degiskenli istatistikler kullanilarak tanimlamalar1 yapilir. Bu
islem ¢ogaltabilme eksikliginden yoksundur ve uzun bir hazirlanma periyoduna sahiptir.
Ancak bir petriden alinan koloniler i¢in 6rnek basina sadece birka¢ dakika siiren ¢ok hizl
bir islemdir, bu yiizden standartlar hizli bir sekilde tanimlama yapar ve kiitiiphanelerin
hazirlanma siireci goz ardi edilir. Bu yaklasim &6zel Bacillus tiirlerinin hizli bir sekilde
tanimlamasina katkida bulunur [50].

Bacillus’larin  tanimlanmasinda ikinci kemotaksonomik yaklasim yag asidi
kompozisyonlarina dayanir. Hiicresel yag asitlerinin metil esterlerinin gaz kromotografi
analizi kullanilarak yapilan mikrobiyal tanimlama sistemi Hewlett-Packard tarafindan
bulunmustur. Bir profilin olusturulmasi yaklasik 60-90 dakika siirer ve olusturulan bu
profil Bacillus tiirlerine ait kiitiiphanedeki profillerle karsilastirthir. Bu yaklagim son
zamanlarda sivrisinekler i¢in patojen olan B. sphaericus suslarmin tanimlanmasinda

basariyla kullanilmaktadir [56].

1.7. Biyolojik Miicadelede Kullamlan Bacillus Tiirleri

Gilinimiizde  boceklerle  biyolojik  miicadelede  birgok  mikroorganizma
kullanilmaktadir. Simdiye kadar 100’den daha fazla bakteri tiirii bocek patojeni olarak
tanimlanmasina ragmen, yalnizca Bacillus tiirleri kontrol ajani olarak ticari bakimdan
tercih edilmektedir [12].

Biyolojik miicadelede biyoinsektisit olarak kullanilan mikroorganizmalarin ¢cogunu

B. thuringiensis olusturmaktadir ve birgok bocek tiirline karsi basarili bir sekilde
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kullanilmaktadir. B. thuringiensis’in ¢ok sayida varyetesi vardir. B. thuringiensis’den
hazirlanan karigimlarin uygulandigi bocekler, bu karisimlarin igerdigi toksinler sayesinde

olurler.

1.7.1.  Bacillus thuringiensis’in Genel Ozellikleri

B. thuringiensis, Gram pozitif, ¢ubuk sekilli, aerobik, hareketli ve spor formu
olusturabilen bir bakteridir. Vejetatif hiicreleri yaklasitk 1 pum genisliginde ve 5 pum
uzunlugundadir [57]. B. thuringiensis Bacillaceae familyasina ait B. cereus grubunda yer
almaktadir.

B. thuringiensis’in spesifik biyoaktivitesi Cry proteinleri olarak bilinen
polipeptidlerden olusmus kristallerin iiretilmesiyle gergeklesir. Farkli suslar1 Diptera,
Lepidoptera ve Coleoptera takimindaki bocekler tizerinde toksik etki gosterir [58]. Ayrica
bazi suslarinin da nematod, protozoa ve Hymenoptera takimindaki boceklere, akar ve yassi

solucan gibi canlilara kars1 etkili oldugu belirlenmistir [59, 60, 61].

1.7.2.  Bacillus thuringiensis’in Tarihgesi

B. thuringiensis ilk kez 1901 yilinda Japon bakteriyolog S. Ishiwata tarafindan
hastalikli ipek bocegi larvalarindan izole edilmistir. 1911°de ise E. Berliner tarafindan
tanimlamas1 yapilmistir. 1916 yilinda Aoki ve Chigasaki tarafindan spor kiiltiirlerindeki
proteinin toksik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur [62]. 1953 yilinda Hannay B.
thuringiensis’in spor morfolojisini ve parasporal yapi olarak adlandirilan inkliizyon
yapilarmi acgiklamistir. Ayrica parasporal yapmin bocek toksitesi ile ilgili oldugunu
gostermistir.

B. thuringiensis 1920 yilinda ciftciler tarafindan pestisit olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Daha sonra 1938 yilinda Fransa Sporin adi verilen ticari spor

formiilasyonlarini yapmaya baslamistir [63].
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1.7.3.  Bacillus thuringiensis’in Habitatlar

B. thuringiensis suslar1 genellikle topraktan, boceklerden, depolanmis iiriinlerden ve
kozalakli agag¢larin yapraklarindan izole edilebilir [64]. Birgok B. thuringiensis susu 6lii
boceklerden izole edilmis ve ¢ogu durumda ayni1 bocege karsi toksik aktivite gostermistir.
Enfekte olan bocek larvasi 6ldiigiinde, 6lii bocek viicutlar: kristal ve spor igerirler [65, 66,
67, 68].

1.7.4.  Bacillus thuringiensis’in Plazmitleri

B. thuringiensis suslarinin genomu yaklasik 2,4-5,7 milyon baz ¢ifti uzunlugundadir
[69]. B. thuringiensis 2-11 tane plazmit igermektedir [70]. Bu plazmitlerin biytikliikleri 2
ile 272 kb arasinda degismektedir [71]. Insektisidal proteinleri kodlayan genler plazmitler
tizerinde yer almaktadir [72]. Biiyiik ve kiigiik plazmitler tizerinde bulunan cry genlerinin
etrafinda ¢ok sayida hareketli bolgeler bulunmaktadir [73]. Bu plazmitler konjugasyon
benzeri mekanizmalar ile tasinabilirler.

Incelenen biitiin B. thuringiensis tiirlerinde plazmit bulunmaktadir. Ancak 1981
yilinda Lecadet ve arkadaslart B. thuringiensis subsp. finitimus’da plazmit tespit
edememisglerdir. Ancak bu arastiricilar plazmiti tespit edememelerinin sebebini kullanilan
yontemler yiiziinden oldugunu rapor etmislerdir. B. thuringiensis subsp. finitimus’un diger
suslarinda plazmitlerin varligint gésteren ¢aligmalar bulunmaktadir [74].

B. thuringiensis suslarindan molekiiler agirligi biiyiik olan plazmitleri izole etmedeki
basarisizligin kullanilan yOntemlerin yetersizligi yiiziinden oldugu distliniilmektedir.
Biiytiik molekiiler agirlikli plazmit DNA’s1 izole etmek i¢in tasarlanan ¢ogu yontem B.

thuringiensis’de ¢alismamaktadir [70].

1.7.5. Bacillus thuringiensis’in Alt Tiirlerinin Siniflandirilmasi

B. thuringiensis’in ayirt edilmesinde konak segiciligi, alt tiirleri belirleyen H-
serovarlar1 ve cry genleri kullanilmaktadir. Son yillarda alt tiirleri karakterize etmek i¢in

DNA parmak izi yontemi de kullanilmaktadir [75].
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Kullanilan fenotipik ydntemlerden birisi olan H-serotiplenme, B. thuringiensis
izolatlarinin siniflandirilmasinda 6nemli bir yontemdir. Bu yontem de Barjac ve Bonnefoi
(1962) tarafindan gelistirilmis ve o zamandan beri kullanilmaktadir [76].

Serotip ile smiflandirma morfolojik ve biyokimyasal kriterler ile desteklenmektedir
[77]. 1977 yilina kadar, sadece 13 B. thuringiensis alttiirii tanimlanmistir ve bunlarin da
Lepidoptera larvalarina karsi toksik oldugu bulunmustur. Daha sonra Dipteralara [78],
Coleopteralara [79] ve nematodlara [80] karsi toksik olan diger alttiirlerin kesfi B.
thuringiensis alttiirlerinin sayisini1 artirmistir. 1998 verilerine gore flagella H-serovarlarina
bakilarak yapilan smiflandirmada 67’den fazla B. thuringiensis alttiirii tanimlanmistir
(Tablo 1). Serovarlarin mevcut listesi Paris’deki Pasteur Enstitiisi’'nden elde

edilebilmektedir (Unite des Bacteries Entomopathogenes, Institut Pasteur, Paris, France).

Tablo 1. B. thuringiensis’lerin flagella H-serovarlarina gore siniflandiriimasi

Flagella B. thuringiensis subsp.  Flagella B. thuringiensis subsp.
antijenleri antijenleri

1 thuringiensis 28a, 28c jegathesan

2 finitimus 29 amagiensis

3a, 3c aletsi 30 medellin

3a, 3b, 3¢ kurstaki 31 toguchini

3a, 3d sumiyoshiensis 32 cameroun

3a, 3d, 3e fukuokaensis 33 leesis

43, 4b sotto 34 konkuian

4a, 4c kenyae 35 seoulensis

5a, 5¢C galleriae 36 malaysiensis
5a, 5¢ canadensis 37 anadalousiensis
6 entomocidus 38 oswaldocruzi

7 aizawai 39 brasiliensis

8a, 8b morrisoni 40 huazhongensis
8a, 8¢ ostriniae 41 sooncheon

8b, 8d nigeriensis 42 jinghongiensis
9 tolworthi 43 guiyanguebsus
10a, 10b darmstadiensis 44 higo

10a, 10c londrina 45 roskildiensis

11a, 11b toumanoffi 46 chanpaisis
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Tablo 1’in devami

11a, 11c kyushuensis 47 wratislaviensis
12 thompsoni 48 balearica

13 pakistani 49 muju

14 israelensis 50 navarrensis

15 dakota 51 xiaguangiensis
16 indiana 52 kim

17 tohokuensis 53 asturiensis
18a, 18b kumamotoensis 54 poloniensis
18, 18c y0s00 55 palmanyolensis
19 tochigiensis 56 rongseni

20a, 20b yunnanensis 57 pirenaica

20a, 20c pondicheriensis 58 argentinensis
21 colmeri 59 iberica

22 shandongiensis 60 pingluonsis

23 japonensis 61 sylvestriensis
24a, 24b neoleonensis 62 zhaodongensis
24a, 24c novosibirsk 63 bolivia

25 coreanensis 64 azorensis

26 silo 65 pulsiensis

27 mexicanensis 66 gracioensis
28a, 28b monterrey 67 vazensis

1.7.6.  Bacillus thuringiensis’in insektisidal Proteinleri

B. thuringiensis’in gelisiminde durgun faz boyunca insektisidal kristal protein (ICP)
iceren kristal yapida parasporal inkliizyonlar iiretilir. 8-Endotoksin olarak da adlandirilan
bu proteinler bir¢ok bdcek tiirline karsi secici toksik etki gdsteren inaktif protoksinlerdir
[81, 82]. Bu toksinler ¢ogunlukla B. thuringiensis’e 6zgiidiir, ancak bu proteinlerin B.
popillae, B. sphaericus ve Clostridium bifermantas gibi diger bakterilerde de tiretilebildigi
belirlenmistir [82]. Bir alttiir birden fazla ICP sentezleyebilir. ICP’lerin bipiramidal
(baklava dilimi), kiibik, diiz, iki veya daha fazla kristalin bir arada bulundugu karisik tipte
sekilleri bulunabilir (Sekil 2). Baklava dilimli kristaller daha ¢ok Lepidoptera larvalarina
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kars1 aktif iken, kiibik ve yuvarlak yapili kristaller hem Lepidoptera hem de Diptera

larvalarina kars1 toksik etki gostermektedirler [83].

-_— ©-s

MAG = 10.00 KX Detector = SE1

EHT = 20.00 kV Date :17 Dec 2009

Sekil 2. Spor ve kristal proteinlerin taramali elektron mikroskobu goriintiisii [6].

Farkl1 toksinlerin birlikte uygulanmasi sinerjistik 6liim etkisi gosterebilir. Ayrica Cry
toksinlerinin B. thuringiensis sporlari ile birlikte uygulanmasi bazi1 bocek tiirleri lizerinde
sinerjistik etki gosterebilir. Bu toksinler normal bir sindirim sisteminde ¢oziinmezler. Bu
nedenle insanlara, diger memelilere ve bir¢ok bdcek tiiriine karsi toksik etki gostermez.
ICP’ler yiikksek pH (>9,5) degerlerinde kolayca ¢o6ziinlir. Duyarli béceklerin orta
bagirsagindaki yiiksek pH ortami ve tasidiklari enzimler protoksini aktif toksine
dontistiiriir. Bu nedenle B. thuringiensis oldukca spesifik bir entomopatojen ajandir.
Konukgu duyarliligr ve toksisite ICP’nin farkli bolgelerince belirlenir. Bu toksinler giines
isinlara duyarlidir ve etkileri kisa siirede kaybolur. B. thuringiensis sporlar1 UV 1s1g8ina
maruz kaldiginda inaktif hale gecer. ICP’lerin dogal ortamdaki yar1 émrii yaklasik 10
giindiir. Vejetatif hiicreler ve sporlar dogal ortamda yillarca kalabilir [81].

Ticari olarak kullanilan B. thuringiensis trtinleri ¢evreye ve insanlara zararli olan
bilesikleri igermezler. B. thuringiensis suslari Cry ve Cyt proteinlerinin disinda vejetatif
biiylime siiresince —ekzotoksin, fosfolipazlar, proteazlar, kitinazlar, vejetatif insektisidal
proteinler (Vip) ve antifungal bilesikler olustururlar [84].
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Cry proteinlerini kodlayan cry genleri genellikle biiyiik taginabilir plazmitlerde veya
nadiren kromozomda bulunur. Cry proteinlerinin sentezi ve spor olusumu kendiliginden
olur ama bu genlerin ekspresyonu sporulasyona baglidir [85]. cry genlerinin farkli
kombinasyonlar1 farkli B. thuringiensis suslarinda bulunur [71]. Suslar arasinda bu
genlerin dagilimi cry genleriyle baglantili degisebilen elementlerin sayesinde
gerceklesebilir. Bu yiizden ayni toksinin neden B. thuringiensis‘in farkli serotiplerinde
bulundugunu agiklamak miimkiin olabilir. Birka¢ ¢alisma bu genlerin konjugasyonla
transferinin boceklerde ¢ok yaygin [86, 87, 88], steril toprak orneklerinde daha az yaygin
[89] ve steril topraklarda ise yaygin olmadigini1 gostermistir [90].

Cry gen dizileri, bilinen B. thuringiensis suslarmm  hibridizasyonla
goriintlilenebilmesi i¢in spesifik problarin olusturabilmesini saglar. Ayn1 zamanda yine bu
diziler bilinen niikleotit dizilerinin varligin1 belirlemek ve yeni B. thuringiensis
izolatlarinda Cry proteinlerinin karakterize edilmesi i¢in PCR’a dayali metodolojilerin
uygulanmasini saglar [91, 92]. cry genlerinin bu hizli tanimlanmasi, bilinen cry genlerinin
sayisinda bir artisa neden olur.

Cry proteinlerinin biiyiikliigii 40-140 kDa arasindadir ve 3 bolgeyle karakterize
edilen 3 boyutlu bir yapidan olusur. Cry proteinlerinin 3 boyutlu tersiyer yapist X-isinlari
kristallografisi ile belirlenmistir (Sekil 3). 1. bolge, 7 a-heliksin bir araya gelmesiyle
olusmustur ve hedef bdcegin bagirsak epitelinde litik porlarin olugsmasindan sorumludur.
IT. bolge, B tabakalarindan (sheets) ve diigimlerden olusmustur ve proteinin reseptore
baglanmasinda gorevlidir. III. bolge, P-sandvi¢ (sandwich) yapisindadir ve toksin

molekiiliiniin biyokimyasinda birkag¢ anahtar role sahiptir [82].
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Sekil 3. Cry proteinlerinin 3 boyutlu yapis1 [93].

Kristal (cry) genleri tarafindan kodlanan insektisidal kristal protein (ICP)’lerinin
etkili oldugu takimlar Tablo 2’de gésterilmistir. Ayr1 bir siiflandirma, B. thuringiensis
subsp. israelensis ICP’de ve bazi diger B. thuringiensis alttiirlerinde bulunan 6zgiin

olmayan sitolitik bir faktorii kodlayan sitolitik (cyt) genler i¢in kullanilmaktadir.

Tablo 2. B. thuringiensis cry genleri ve Cry proteinlerinin etkili oldugu bocek takimlar

[45].
Gen Protein Alttiir Etkili Oldugu Takim
cryl Cryl kurstaki (HD-1), aizawai, sotto Lepidoptera
cryll Cryll kurstaki (HD-1), kurstaki (HD-263) Lepidoptera, Diptera
crylllA  CrylllA tenebrionis, morrisoni Coleoptera
crylliB  CryllIB japonensis Coleoptera
crylv.  CrylV israelensis Diptera

cryV CryV kurstaki (DSIR732) Coleoptera, Lepidoptera
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27-29 kDa boyutundaki Cyt toksinleri birgok bocek ve memeli hiicresinde in vitro
sitolitik aktivite gostermesine ragmen Diptera larvalarina karsi sadece in vivo olarak
aktivite gostermektedir [45]. Bu proteinlerin yapisal 6zellikleri Cry toksinlerine gore
oldukga farklidir [94, 95].

Cry proteinlerine ek olarak bazi B. thuringiensis suslari diger insektisidal proteinleri
tretir.  B-Ekzotoksinler bazi B. thuringiensis alttiirleri (darmstadiensis, galleria,
tenebrionis ve thuringiensis) tarafindan iiretilir. Ekzotoksin adenin, glikoz ve allerik asitten
olusan sabit 1sili bir niikleotit kompozisyonudur. ATP ile rekabet ederek RNA
polimerazlari inhibe eder [96]. RNA sentezi yasam i¢in 6nemli bir asama oldugundan, (-
ekzotoksin test edilen hemen hemen biitiin organizmalarda toksiktir. Boylece B-ekzotoksin
iceren B. thuringiensis triinleri bazi {ilkelerde Kkarasineklerin (Musca domestica)
kontroliinde kullanilir ama giiniimiizde B-ekzotoksinin diger amaglar igin kullanimi
yasaklanmustir [97].

Vejetatif insektisidal protein (Vip) bazi B. thuringiensis suslarmin kiiltiir
ortamlarinda tanimlanmistir [98]. Toksin ailesi olarak Vip proteinleri Cry proteinlerine
benzerlik gostermez. ilk vip genleri vip3Aal ve vip3Aa2 olarak tanimlanmustir. Vip
proteinleri duyarli boceklere karst Cry proteinleri ile ayni toksisiteye sahiptir. Vip
proteinlerinin insektisidal spektrumu coleopteran (Vipl ve Vip2) ve lepidopteranlari
(Vip3) igerir [98, 99, 100].

1.7.7.  Bacillus thuringiensis’in Hedef Boceklerdeki Etki Mekanizmasi

B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
gruplarindaki hassas boceklere karsi cry genlerinin olusturdugu aktif ICP’ler sayesindedir.
ICP’nin etkili olabilmesi i¢in sindirilmesi gerekmektedir [101]. Diger bocek gruplarina
(Hymenoptera, Homoptera, Dictyoptera, Mallophaga), nematodlara (Strongylida,
Tylenchida), kenelere (Acari), yassi kurtlara (Digenea) ve protozoalara (Diplomonadida)
kars1 aktivitede bulunduklari tespit edilmistir [102, 103].

B. thuringiensis’in larvalar {izerinde sebep oldugu belirtiler; yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, sivi halde digki ¢ikarma, kusma ve viicut igeriklerinin kahverengiden
siyaha donilismesi olarak sayilabilir [104].

Cry proteinlerinin etki mekanizmasi su sekilde Ozetlenebilir: Ilk 6nce bocek

bagirsaginda inaktif protoksin halinde olan kristal ¢oziinir ve Cry protein
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monomerlerindeki siilfit baglarinin yikilmasi baglar. Daha sonra bagirsak proteazlar
tarafindan protoksinin proteolitik sindirimi gergeklesir ve aktif Cry toksini agiga cikar.
Aktif toksin duyarli boceklerin  bagirsak mikrovilluslariin  firca kenarli apikal
bolgelerindeki spesifik reseptorlere baglanir. Bir sonraki adim, toksinin apikal membrana
girmesini ve iyon kanallar1 veya porlar1 olusturmasini igerir. Bu kanallarin veya porlarin
olugmasi hiicre bilesiklerinin disa ¢ikmasiyla sonuglanir ve bu durumu takiben bocegin

olimii gergeklesir [82].

Y Kiristal proteinler ve sporlar larva
Ry tarafindan viicuda alimr

Toksinler bagirsak enzimleri
tarafindan aktif hal irilig
ar. an e geni19,c/ %

2

Ortabagirsak hasan asin
aghZa veya septisemiye
N . nedenolur

Alktiflesmis toksin reseptore baglamr hemen
ardindan membrana girer ve iyonlann ve kiigiik
molekiillerin sizmasina neden olur

Sekil 4. Kristal proteinlerin etki mekanizmasi [105].

Cyt toksinler ise protein reseptorlerine baglanmazlar ve dogrudan zar lipitleri ile
etkilesime girerek zardan igeri girer ve por olustururlar [106] ya da deterjan benzeri

maddelerle etkilesime girerek zar yapisint bozarlar [107].

1.7.8.  Bacillus thuringiensis Toksinlerine Kars1 Bocek Direnci

Hedef bocek zararlilarinin kimyasal insektisitlere karsi direng gelistirmesi dnemli bir
problem olmaya devam etmektedir. Zararlilarin B. thuringiensis toksinlerine karsi direng
gelistirmelerinin olduk¢a zor oldugu diisiiniilmiis, fakat 1980’li yillarda hem laboratuar

hem de dogal ortamdan elde edilen birgok bocek tiiriiniin B. thuringiensis toksinlerine karsi
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farkli seviyede direng gelistirdigi goriilmiistir [108, 109]. Kuru meyve giivesi Plodia
interpunctella bu toksinlere karsi direng gelistiren zararlilardan biridir [110]. B.
thuringiensis &-endotoksinlerinin larva orta bagirsak hiicrelerindeki ozel reseptorlere
baglanmasiyla olusan degisikliklerin bir tiir diren¢ mekanizmasi oldugu belirtilmistir [111].
Van Rie ve ark. hedef bocek reseptorlerinin Cryl Ab proteinlerine baglanmada 50 kat
azalma gostermesiyle direng gelistirdiklerini belirtmislerdir [112]. Gould ve ark. H.
virescens ile yaptiklar1 ¢alismada popiilasyonun CrylAc’ye kars1 50 kat, Cryl Ab’ye kars1
13 kat, Cry2Aa’ya karsi ise 53 kat direng sagladigim1 gostermislerdir [113]. Bu durum,
toksin reseptdr etkilesiminde goriilen degisikligin direng mekanizmas1 oldugunu
gostermektedir. Bu 0Ozelligin ayn1 zamanda bagirsak epitel hiicrelerindeki 6zel

glikoproteinlerin farkl glikozilasyonu ile de baglantili oldugu belirtilmistir [114].

1.7.9.  Bacillus thuringiensis’in Biyoteknolojik Kullanimi

B. thuringiensis biyopestisit olarak kullanilmadan dnce kullaniminin insan ve gevre
sagligin tehlikeye sokacak risklerin degerlendirilmesi gerekir. Ingiltere’de Cevre Koruma
Ajanst (USEPA) ve devlet kurumlari, ticari kullanimlar icin pestisitleri kayit altina alir.
Memelilerdeki etkilerini degerlendirmek igin gerekli testler yapilir. Bu testler aym
zamanda kuglara, suda yasayan omurgalilara, omurgasizlara, bal arilarina, parazitoitlere de
uygulanmaktadir. Bu toksisite testleri ¢evreye ve test edilen hayvanlara olumsuz etkiler
gostermemistir ve bu yiizden B. thuringiensis iriinlerinin biyogiivenliginden emin
olunmaktadir [47].

Kullanilabilir B. thuringiensis iriinleri diinyada mikrobiyal pest kontrol ajan
pazarmin %90’1n1 olusturmaktadir. Bu driinler 6zellikle lepidopteran ve coleopteran
pestlerine karst hazirlanmigtir ve pamuk, musir, soya fasulyesi, patates, domates ve
depolanmis tahillar tizerinde kullanilir [47].

B. thuringiensis iriinlerinin ziraatta kullaniminin artmasina ek olarak, 1977°de B.
thuringiensis subsp. israelensis’in kesfi sivrisineklerin (Culex sp.) ve karasineklerin
(Anopheles sp.) biiyiik 6lgekli kontroliiyle sonuglanmistir. Mesela, B. thuringiensis subsp.
israelensis tirliinleri Almanya’da sivrisineklerin, Cin’de malaria vektoriiniin kontroliinde
kullanilmaktadir. Ayrica WHO karasineklerin (Simulium damnosum) kontroliinde
1982’den 1997’ye kadar 5 milyon litreden fazla B. thuringiensis subsp. israelensis

tirtinlerini kullanmistir [97].
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B. thuringiensis suslari, toprak Ornekleri [115], bocekler ve habitatlar1 [116],
depolanmis tahillar [117] gibi ¢ogu eckolojik nislerde bulunabilir. Bu yiizden B.
thuringiensis tiriinleri bocek kontrolii i¢in birgok ekosisteme uygulanabilir. Bir ekosisteme
B. thuringiensis uygulamasindan sonra organizma dogal mikrofloranin bir bileseni gibi
yasamint siirdiiriir.

Tarim zararlilarina karsi kullanilan B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis
subsp. israelensis, B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve diger suslarindan elde edilen
ticari tirtinler Tablo 3, 4 ve 5’de goriilmektedir [118, 119, 120, 121].

Tablo 3. Lepidopteralarin kontrolii igin ticari olarak kullanilan B. thuringiensis’ler

Ticari Ad1

Firmanin Adi

B. thuringiensis

suslari

Bactospeine Abbott kurstaki HD-1
Biobit Abbott kurstaki HD-1
Dipel Abbott kurstaki HD-1
Florbac Abbott aizawai

Foray Abbott kurstaki HD-1
XenTari Abbott aizawai
Cordalene Agrichem kurstaki HD-1
BMP 123 Becker kurstaki HD263
Biobest-Bt Biobest kurstaki HD-1
Bacticide Cequisa kurstaki HD-1
Worm Wipper Cape Fear Chemicals kurstaki HD-1
Collapse Calliope kurstaki HD-1
Baturad Cequisa kurstaki HD-1
Condor Ecogen kurstaki EG2348
Crymax Ecogen kurstaki EG7841
Cutlass Ecogen kurstaki EG2371
Lepinox Ecogen kurstaki EG7826
Raven Ecogen kurstaki EG2424
Ecotech Bio Ecogen/ AgrEvo kurstaki EG2371
Ecotech Pro Ecogen/ AgrEvo kurstaki EG2348
Jackpot Ecogen/ Intrachem kurstaki EG2424
Rapax Ecogen/ Intrachem kurstaki EG2348
Forwarbit Forward International kurstaki HD-1

Bio-Worm Killer

Green Light Co

kurstaki HD-1

Bactospeine Koppert Koppert kurstaki HD-1
Guardjet Mycogen/ Kubota kurstaki CrylAc
Maatch Mycogen Kurstaki CrylAc
ve aizawai Cryl1C
M/C Mycogen aizawai Cryl1C
M-Peril Mycogen kurstaki CrylAc
MVP Mycogen kurstaki CrylAc
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Bactec BT 16
Bactec BT 32
Insectobiol
Bactosid K
Soilserv BT
Agrobac
Able

Agree

Costar

Delfin
Desing
Javelin
Thuricide
Turex

Vault
Larvo-Bt
Troy-Bt
Ringer BT
Safer BT

BT 320

Plato Industries
Plato Industries
Samabiol

Sanex

Soil Serv Inc
Tecomag
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Troy Biosciences
Troy Biosciences
Verdant Inc
Verdant Inc
Wilbur Ellis Inc

kurstaki EG2348
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki M-200
aizawai GC-91
kurstaki SA-12
kurstaki SA-11
aizawai GC-91
kurstaki SA-11
kurstaki HD-1
aizawai GC-91
kurstaki SA-11
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1

Tablo 4. Dipteralarin kontrolii i¢in ticari olarak kullanilan B. thuringiensis’ler

Ticari Ad1 Firmanin Adi B. thuringiensis susu
Bactimos Abbott B.t. israelensis
Gnatrol Abbott B.t. israelensis
Skeetal Abbott B.t. israelensis
VectoBac Abbott B.t. israelensis
Acrobe American Cyanamide  B.t. israelensis
Aguabac Becker Microbiol B.t. israelensis
BMP Becker Microbiol B.t. israelensis
Bactis Caffaro B.t. israelensis
BTI Granules Clarke Mos. Cont. B.t. israelensis
Prehatch SG Meridian B.t. israelensis
Vectocide Sanex B.t. israelensis

Summit Bactimus
Summit Mosquito Bits
Tekar

Summit Kimyasallar
Summit Kimyasallar1
Thermo Trilogy

B.t. israelensis
B.t. israelensis
B.t. israelensis
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Tablo 5. Coleopteralarin kontrolii i¢in ticari olarak kullanilan B. thuringiensis’ler

Ticari Adi Firmanin Adi B. thuringiensis suslari
Ditera Abbott B.t. tenebrionis
Novodor Abbott B.t. tenebrionis

Raven Ecogen B.t. kurstaki (EG2424)
M-Trak Mycogen B.t. tenebrionis/Cry 3A
Trident Thermo Trilogy B.t. tenebrionis

B. thuringiensis toksinli iiriinlerin kullanimina bir alternatif olarak Escherichia coli,
B. sphaericus, B. subtilis, B. megaterium ve Pseudomonas fluorescens gibi diger
bakterilerde ve siyanobakter Anabaena PCC7120 gibi organizmalarda da cry genlerinin
heterolog ekspresyonu miimkiindiir [122]. Bu modifiye edilmis organizmalar konak
spektrumunun artmasini veya toksinlerin hedef organizmaya ulagmasini gelistirir.

Mikroorganizmalarda {iretilenlere ilaveten birkag cry geni Dbitkilerde de
tiretilmektedir. Bu g¢alismalar tiitiinle baglayip giiniimiizde yonca, pamuk, piring, elma,
armut, misir, brokoli, soya fasulyesi ve seker kamisi gibi ¢esitli kiiltiir bitkilerinde de
uygulanmaktadir [123].

Bitkilerde Cry proteinlerinin iiretiminin birka¢ avantaji vardir ve bu avantajlar
diinyada tarimi kokten degistirmektedir. Bazi bitkilerde Cry toksinleri siirekli olarak
tiretilir ve bitki dokularinda kalir. Bu sayede diger insektisitlerin uygulamalarinin ¢ok daha
kiigiik miktarlar1 kullanilir ve uygulama maliyeti azalir. Bazi bitkilerde de Cry proteinleri
sadece ihtiya¢ duyuldugunda ifade edilir [124]. Boylece Bt-bitkileri olarak adlandirilan
bitkiler kimyasal insektisitlerden daha avantajlidir. Bt-bitkilerinin en 6nemli dezavantaji
Cry toksinlerine boceklerin direng gostermeleridir. Ancak direng gelisimini engelleyecek
birkag strateji tasarlanmaktadir [123, 125, 126].

1.8. Tezin Amaci

Giiniimiizde artik boceklerle miicadele de kimyasallar yerine biyolojik ajanlar tercih
edilmeye baslanmistir. Bu boceklere karsi kullanilan bakterilerden en fazla tercih edileni
Bacillus tiirleridir. Etkili ve giivenilir biyolojik kontrol i¢in bu bakterilerin &zelliklerinin
belirlenmesi gerekir. Bu calismada ¢ok degerli Bacillus izolatlarinin findik ve tahil

depolarindan izolasyonu ve izole edilen bakteriyal ajanlarin karakterizasyonlarinin
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yapilmasi amaglanmistir. Bu sayede depolarda zararli boceklere karsi kullanilabilecek

insektisidal aktivitesi yiiksek mikrobiyal kontrol materyallerinin bulunmasi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu c¢alismada Mayis, Ekim ve Kasim 2011 tarihlerinde, Trabzon ve yoresinde
bulunan Toprak Mahsulleri Ofisi’ne ve 6zel sektdre ait ambarlardan temin edilen 6gtintii
ornekleri kullanilmistir. Cuval kenarlarindan yapilan 6rneklemelerle elde edilen 6giinti
ornekleri (yaklasik 5 gr) steril kaplara konularak laboratuvara getirildi ve +4 °C’de
sakland1. Orneklerin aliminda findik ve farkli tahillarin (bezelye, nohut, mercimek, piring,
bugday) bulundugu depolar tercih edilmistir. Elde edilen o&rneklerin tahil tozlari,
depolanmis iriinler, bocek kadavralari ve bocek aglari gibi cesitli artik materyalleri

icerdigi tespit edilmistir.

2.2.  Orneklerden Bacillus Cinsine Ait Bakterilerin izolasyonu

Her 6rnek 1 gr/10 ml olacak sekilde niitrient sivi besiyeriyle siispansiyon haline
getirildi. Hazirlanan siispansiyonlar iyice vortekslendikten sonra steril tiilbent yardimiyla
steril falkon tiiplere siiziildii. Bu siiziintiilerden 1,5 ml steril ependorflara alindi ve Traver
ve arkadaglarinin tanimladigi gibi 80 °C’de 10 dakika pastorizasyon yapildi [127].
Pastdrizasyon isleminden sonra bakteri miktarinin zenginlesmesi i¢in 30 ml niitrient sivi
besiyeri ilave edilerek 30 °C’de 4-5 saat 200 g’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda
ornekler 10®°ya kadar seyreltildi ve her seyreltikten 25 pl, 50 pl ve 100 pl niitrient agar
besiyeri igeren petrilere yayma ekim yapildi. Ekimler 30 °C’de 48 saat siireyle inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonucunda biiyiiyen koloniler binokiiler mikroskop altinda koloni
morfolojilerine gore secilip saf kiiltiirleri elde edildi. Elde edilen bu kiiltiirler daha sonraki

calismalarda kullanilmak {izere -80 °C’de stoklandi.
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2.3. Bakteriyal Izolatlarm Boyama ve Morfolojik Ozelliklerinin
Belirlenmesi

2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterileri hiicre duvarlariin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore
Gram pozitif ve Gram negatif olmak iizere iki biiylik gruba ayirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem, bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglukan tabakasinin kalinlig
esas alarak uygulanir. Peptidoglukan tabaka, Gram negatif olarak boyanan bakterilerde
ince, Gram pozitif olarak boyanan bakterilerde ise daha kalindir.

Gram boyama i¢in 16-24 saatlik taze kiiltiirler kullanildi. Temiz lamlar {izerine bir
damla serum fizyolojik su damlatildi. Steril 6ze yardimiyla bir koloniden alinan 6rnek,
suyla homojen bir sekilde dagitilarak smear hazirlandi ve fikse edildi. Hazirlanan smear
lizerine kristal viyole boyasi damlatilip 1 dakika bekletildi. Iyot-lugol ¢ozeltisi ile
yikanarak kristal viyole uzaklastirildi. Smeara tekrar iyot-lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1
dakika bekletilip, saf su ile yikanarak iyot-lugol ¢6zeltisi uzaklastirildi. Smearin iizerine
aseton-alkol ¢ozeltisi damlatilarak 15 - 30 saniye beklenip, saf su ile yikandi. Son olarak
karsit boya olan safranin damlatildi ve 40 - 50 saniye bekletildi. Smear saf su ile yikanarak
kendi halinde kurumaya birakildi. Kuruyan smearlar mikroskop yardimiyla incelendi. Mor
renkli bakteriler Gram pozitif, pembe-kirmiz1 renkli bakteriler ise Gram negatif olarak
degerlendirildi [128].

2.3.2. Endospor Boyama

Endosporlar, bazi bakterilerin uygun olmayan sartlarda olusturduklari yapilardir.
Izolatlar spor zorlayici besiyerine ekim yapilarak yaklagik 48-72 saat 30 °C etiivde
bekletildi. Lam {lizerine yayilan kiiltiirler agik havada kurutulduktan sonra alevden
gecirilerek tespit edildi. Hazirlanan smearin iizeri filtre kagidi ile kapatilarak su buhari
altinda malasit yesili ile 5-10 dakika boyandi ve saf su ile yikandi. Daha sonra 30-60
saniye safranin ile boyanip tekrar saf su ile yikandi. A¢ik havada kurutulduktan sonra
mikroskop altinda incelendi. Kirmizi-pembe renkli hiicreler icerisinde yesil renkli sporlarin

varligi arastirildi [128].
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2.4, Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

2.4.1. Optimum pH’m Belirlenmesi

Izolatlarin biiyiiyebildigi minimum ve maksimum pH degerlerini belirleyebilmek
icin izolatlar farkli pH degerlerine (5-12) sahip 3 ml niitrient s1v1 besiyerine inokiile edildi
ve 30 °C’de 48 saat 200 g’de inkiibasyona birakildi. 48 saatlik inkiibasyon sonucunda

tireme olup olmadigi spektrofotometrede ODggg’de Ol¢iimler yapilarak belirlendi.

2.4.2.  Optimum NaCl Ihtiyaclarinin Belirlenmesi

[zolatlar, NaCl ihtiyaclarinin belirlenmesi amaciyla % 5, 9, 11, 13 ve 15 oranlarinda
NaCl igeren 4 ml niitrient siv1 besiyerine inokiile edildi. 30 °C’de 48 saat 200 g’de
inkiibasyondan sonra hangi oranda tuz ihtiva eden besiyerinde iireme olmus ise o orandaki

tuzda izolatlarin tireyebildigi sonucuna varildi [129].

2.4.3.Nisasta Hidroliz Testi

Izolatlarin nisastay1 hidroliz edip etmediklerini belirlemek amaciyla nisasta agara
cizgi ekim yapilarak 30 °C etiivde 48 saat bekletildi. Inkiibasyondan sonra petrideki
bakterilerin iizerine liigol ilave edilerek renk degisimi gozlendi. Koyu kahverengin
olusumu nigastanin hidroliz oldugunu, mavi rengin olusumu ise nisastanin hidroliz

olmadigin1 gosterdi [130].

2.4.4.Katalaz Testi

Mikroorganizmalar aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,O,) ve bazen de
toksik olan siiperoksitleri tretmektedirler. Boylece bu iriinlerin zararli etkisinden
kurtulmak i¢cin bu maddeleri yikan katalaz ve peroksidaz enzimlerini iiretirler. Izolatlarin
Katalaz enzimini tretip tiretmedigini belirlemek i¢in triptik soy agar besiyeri hazirlanarak

bu besiyerine ekim yapildi. 30 °C etiivde 48 saat inkiibasyondan sonra petrideki
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bakterilerin tizerine % 3’likk H,O; ¢ozeltisi ilave edildi ve olusan gaz kabarciklar1 pozitif

sonug olarak degerlendirildi [128].

2.45. Oksidaz Testi

Mikroorganizmalarda sitokrom oksidazin varliginin belirlenmesi i¢in kullanilir.
Oksidaz testi i¢in Microbiology Bactident Oxidase (Merck) stripleri kullanildi. izolatlar
triptik soy agar besiyerinde ¢izgi ekim yapildi ve 30 °C etiivde 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra steril kiirdan yardimiyla alinan tek koloni strip iizerinde uygulama
bolgesine emdirildi. 20-60 saniye renk degisimi gbzlendi. Olusan mavi-mor renk pozitif

sonug olarak kaydedildi.

2.4.6. API Test Kitleri ile Bakteriyal izolatlarin Tanimlanmasi

API Test Kitleri, minyatiir hale getirilmis biyokimyasal testlerden olusan ve veri
taban1 kullanilarak degerlendirilen bir sistemdir. Gram pozitif cubuk sekilli olan
bakterilerin tiir seviyesinde tanimlanmalar1 i¢in API20E ve APISOCHB (bioMérieux,
France) test kitleri kullanildu.

2.4.6.1. API50CHB Test Kiti

API5S0CH, mikroorganizmalarin karbonhidrat metabolizmasinin ¢alisilmasini
saglayan 49 biyokimyasal testten olusan bir tamimlama sistemidir. Bu Kit,
Enterobacteriaceae ve Vibrionaceae ilgili tiirleri ile Bacillus tiirleri i¢in APISOCHB/E
Medium ile kullanilir.

Ornekler triptik soy agar besiyerine ekildi ve 1 gece inkiibasyona birakilds.
Inkiibasyondan sonra steril bir spatula yardimiyla alinan koloni “API S0CHB/E Medium”
besiyerine aktarilarak siispansiyon haline getirildi. Inkiibasyon kutular1 (tepsi ve kapak)
hazirlandi. Tepsi kuyucuklarina nemli atmosfer yaratmak igin 10 ml steril saf su koyuldu
ve tepsi kenarmna izolat numarasi yazildi. API150 CHB stripleri steril pens yardimiyla
tepsiye alind1 ve hazirlanan slispansiyon pipetér yardimiyla hava kabarcigi olmayacak ve

tagsmayacak sekilde tiiplere dagitildi. 30 °C etiivde 24-48 saat inkiibasyona birakildi. 0. tiip
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negatif kontrol olarak alindi ve tiiplerde olusan renk degisimi pozitif sonug olarak okuma

kagidina kaydedildi. Veriler bilgisayar ortamina aktarilarak izolatlarin tiir seviyesinde

tanimlamalar1 yapildi.

Tablo 6. API 50 CHB panel test sisteminin igerdigi testler

Test Adr

GLY Gliseol

ERY Eritrol

DARA D-arabinoz

LARA L-arabinoz

RIB D-riboz

DXYL D-ksiloz

LXYL L-ksiloz

ADO D-adonitol

MDX Metil-pD-ksilopiranozid
GAL D-galaktoz

GLU D-glukoz

FRU D-fruktoz

MNE D-mannoz

SBE L-sorboz

RHA L-ramnoz

DUL Dulsitol

INO Inosidol

MAN D-mannitol

SOR D-sorbitol

MDM Metil-oD-mannopiranozid
MDG Metil-aD-glukopiranozid
NAG N-asetilglukozamin
AMY Amigdalin

ARB Arbutin

ESC Eskulin-ferrik sitrat
SAL Salisin

CEL D-seliobioz
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Tablo 6’nin devami

MAL D-maltoz

LAC D-lactoz (serum)
MEL D-melibioz

SAC D-sakkaroz (sukroz)
TRE D-trehaloz

INU Inulin

MLZ D-melezitoz

RAF D-rafinoz

AMD Amidon (nisasta)
GLYG Glikojen

XLT Ksilitol

GEN Gentiobioz

TUR D-turanoz

LYX D-liksoz

TAG D-tagatoz

DFUG D-fukoz

LFUC L-fukoz

DARL D-arabitol

LARL L-arabitol

GNT Potasyum glukonat
2KG Potasyum 2- ketoglukonat
5KG Potasyum 5- ketoglukonat

2.4.6.2. API20E Test Kiti

API20E, 21 minyatiir hale getirilmis biyokimyasal test ve veri tabani kullanan
Enteriobacteriaceae ve zor liremeyen Gram negatif comaklar i¢in standart hale getirilmis
tanimlama sistemidir.

Ornekler bir giin énceden triptik soy agar besiyerine ¢izgi ekim yapildi. 16 saat
inkiibasyondan sonra steril spatula yardimiyla alinan koloni “API Suspension Medium” ya
da “API NaCl % 0.85” besiyerinde siispansiyon haline getirildi ve homojen bir karisim

olmas1 saglandi. Hazirlanan tepsi kuyucuklarina nemli atmosfer saglanmasi i¢in 5 ml steril



34

saf su koyulup, tepsi kenarina izolat numarasi yazildi. Steril pens ile API20E stribi tepsiye
yerlestirildi. Hazirlanan bakteri siispansiyonu tiiplerde hava kabarcigi kalmayacak sekilde
dagitildi. 30 °C etiivde 18-24 saat inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonrasinda, metabolizma sonucu kendiliginden ya da reaktiflerin
eklenmesiyle olusan renk degisimi okuma tablosuna gore degerlendirildi. Sonuglar

bilgisayar ortaminda tanimlama programi kullanilarak elde edildi.

Tablo 7. API 20E test panel sisteminin i¢erdigi testler

Testler Substrat Belirlenen Negatif Sonuclar  Pozitif Sonuclar
Reaksiyon
ONPG ONPG Beta- Renksiz Sar1
galaktosidaz
ADH Arginin Arginin Sar1 Kirmizi
dihidrolaz Turuncu
LDC Lisin Lisin Sar1 Kirmizi
dekarboksilaz Turuncu
oDC Ornitin Ornitin Sar1 Kirmizi
dekarboksilaz Turuncu
CIT Sitrat Sitrat kullanimi1 ~ Agik yesil / Sar1 Mavi-Yesil
Mavi
H,S Na H,S tretimi Renksiz / Gri Siyah tortu
thiosulfate
URE Ure Ure hidrolizi Sari Kirmizi
Turuncu
TDA Triptofan ~ Deaminaz Sar1 Kahverengi /
Kirmizi
IND Triptofan  Indol {iretimi Sar1 Kirmizi (2 dk)
VP Na piruvat  Aseton tiretimi  Renksiz Pembe/Kirmizi
(10 dk)
GEL Komiir Jelatinaz Siyah Siyah tabaka
jelatin tabaka dagilmamis dagilmis
GLU Glukoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi-Yesil  Sar
MAN Mannitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari
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Tablo 7’nin devami

SOR Sorbitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari
RHA Ramnoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari
SAC Sukroz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
MEL Melibioz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari
AMY  Amigdalin Ferm. /oks. Mavi / Mavi Sar1
ARA Arabinoz ~ Ferm. /oks. Mavi / Mavi Sari

2.4.6.2.1. lzolatlarin MacConkey Agar (MCA)’da Biiyiitiilmesi

API20E test sonucunun degerlendirilmesi i¢in gereken testlerden biri olan MCA,
hem se¢ici hem de ayirt edici bir besiyeridir. Se¢ici madde olarak bile tuzu ve kristal violet
boyasini ihtiva eder. Bunlarin ikisi de Gram pozitif bakterilerin biiyiimelerini engeller.
Ayirt edici madde olarak laktozu ve indikator olarak da nétral kirmiz1 igermektedir. Eger
organizma laktozu fermentlerse koloniler kirmizi renk alir.

Bakteriyal izolatlarin MCA agara ¢izgi ekimleri yapildi ve 16 saat inkiibasyondan
sonra petrilerde olusan renk degisimleri incelendi. Olusan kirmizi-pembe renkli koloniler

pozitif sonug olarak degerlendirildi.

2.4.6.2.2. API of Medium Testi

APl of Medium, bakterilerin oksidatif veya fermantatif glikoz metabolizmasinin
belirlenmesinde kullanilan ampullerden olusmus bir testtir. Testin uygulanis su sekildedir:
Ampullerin kapaklar1 ¢ikartildi ve sicak su banyosunda yaklasik 2 dakika bekletilerek
eritildi. Dik sekilde bekletilerek oda sicakliginda sogumaya birakildi. Boylelikle kati olan
besiyerinin iist ylizeyinin pliriizsiiz olmas1 saglandi. Soguyan besiyerine igne uclu steril 6ze
kullanilarak alinan bakteri kolonilerinden ekimler yapildi. Oksidasyon ve fermantasyon
testleri oldugundan her bakteri izolat1 i¢in 2 ayr1 ampule ekim yapildi ve fermantasyon testi
icin ekimden sonra besiyerinin iizeri 1 cm mineral yag ile kaplandi. 30 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi ve sonuglar kaydedildi. Sar1 renk goriiniimii pozitif asidifikasyon

olarak, yesil ve mavi renkler negatif sonug olarak kaydedildi.
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2.4.6.2.3. APl M Medium Testi

APl M Medium ampiillerden olusan bir hareket testidir. Hareket testi, bakterilerin
tanimlanmasinda siklikla kullanilan rutin testlerden biridir. Testin uygulanis1 su sekildedir:
Ampullerin kapaklart ¢ikartildi ve sicak su banyosunda yaklasik 2 dakika bekletilerek
eritildi. Dik sekilde bekletilerek oda sicakliginda sogumaya birakildi. Soguyan besiyerine
igne uclu steril 6ze kullanilarak alinan bakteri kolonilerinden ekimler yapildi. 30 °C’de 24
saat inkiibasyona birakild1 ve sonuclar kaydedildi. Hareketli suslar inokiile edilen bolgenin
cevresine goc ederek besiyerini bulanik hale getirir.

API of Medium ve API M Medium testleri API 20E testinin tamamlayicilarindandir.

2.5.  Bakteriyal izolatlarin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Bakteriler bir gece dnceden 3 ml Leura-Bertani (LB) siv1 besiyerine ekim yapilarak
30 °C’de inkiibasyona birakild1. Izolasyon i¢in DNA izolasyon kiti (Promega- Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System) kullanildi. inkiibasyondan sonra ependorf igine
alinan kiiltiirler 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant1 uzaklastirilan tiipler
icerisine 480 pl 0.5M EDTA ilave edilip, vortekslendi. Coziinen pelletin tizerine 120 pl 10
mg/ml lizozim ilave edildi. 37 °C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pellet iizerine 600 pl “Nuclei Lysis Solution”
eklenip karistirildi. 80 °C’de 5 dakika bekletilip sogutuldu. 3 pl “20 mg/ml RNase
Solution” ilave edilip tiipler 2-5 kez alt iist edildikten sonra 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Oda sicakligina geldiginde tiiplere 200 pl “Protein Precipitation Solution” ilave
edildi. 20 saniye vortekslendikten sonra 30 dakika buzda bekletilip 14.000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant bos ependorflara alinip, pellet atildi. Siipernatantlara 600 pl
izopropanol ilave edildi ve pellet olusuncaya kadar alt {ist edildi. 14.000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. 600 pl etanol ilave edilip, alt iist edildi. 14.000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar uzaklastirildiktan sonra etanoliin iyice
uzaklasmasi i¢in pellet acik havada kurumaya birakildi. Son olarak pellet 100 pl “DNA
Rehidration Solutionda ¢6ziildii ve 65 °C’de 1 saat bekletildi. 4 °C’de muhafaza edildi.
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2.5.2. 16S rDNA Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Genomik DNA’lar izole edilen bakteriyal izolatlarin 16S rDNA dizileri, 5- ATT
CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA-3’(geri) ve 5' - ATG GTA CCG TGT GTG ACG
GGC GGT GTG TA-3' (ileri) primer dizileri kullanilarak PCR yo6ntemi ile ¢ogaltildi. PCR
isleminde i-Taq DNA Polymerase (intron) enzimi kullanildi. Enzim kosullarina gore
reaksiyon ve program Tablo 8’deki gibi olusturuldu. Cogaltma islemi 200 ul’lik tiiplerde
"Bio-Rad Thermal Cycler" da gerceklestirildi. Elde edilen PCR fiirlinlerinin 5 ul’si 0,5
pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek, jel goriintiileme sistemi

(Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi.

Tablo 8. PCR reaksiyonu ve programi

PCR fiiriiniiniin biiyiikliigii

PCR Déngiisii Sicaklik 100-500bp 500-1000bp 1Kb-5Kb

Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 2 dakika 2 dakika 2 dakika

Denatiirasyon 94 °C 20 saniye 20 saniye 20 saniye

30-40 Baglanma 50-65 °C 10 saniye 10 saniye 20 saniye
Dongui

Uzama 65-72 °c  20-30 saniye 40-50 saniye 1 dakika/Kb
Son Uzama 72 °C 2-5 dakika

2.5.3. 16S rDNA Gen Boélgesinin pGEM-T Vektoriine Klonlanmasi

PCR yontemi ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgeleri pGEM-T Easy Vector System
(Promega)‘i kullanilarak pGEM-T vektoriine klonlandi. Reaksiyon, 10 pul 2X Rapid
Ligation Buffer, 8 ul Insert DNA, 1 pl pGEM-T Easy Vector ve 1ul T4 DNA Ligase
olacak sekilde olusturuldu ve 16 °C’de en az 16 saat bekletildi. Daha sonraki islemlerde

kullanmak tizere 4 °C’de saklandi.
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2.5.4. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Bir giin onceden petriye ekilmis Escherichia coli JM101 susundan 3 ml Leura-
Bertani (LB) besiyerine ekim yapildi. 37°C’de gece boyunca biiyiimeye birakildi.
Hiicrelerin yogunlugu 600 nm dalga boyunda 0,1 olacak sekilde 30 ml LB besiyerine
asilandi. Hiicreler, 37 °C’de en az 1 saat, 600 nm dalga boyunda 0,45-0,55 arasinda olana
kadar inkiibasyona birakildi. Istenilen yogunluk elde edildiginde siispansiyonun tamami
steril falkon tiipe bosaltildi ve sogutmali santrifiijde 4 °C’de 4.500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellet 10 ml 100 mM’lik soguk CaCl,
ile ¢ozdiiriildiikten sonra 30 dakika buzda bekletildi. Daha sonra tekrar 4 °C’de 4.500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra slipernatant uzaklastirildi ve pellet 2 ml 100
mM’lik soguk CaCl; ile ¢ozdiiriildii. Hazirlanan kompotent hiicre 4 °C’de en az 2 saat

bekledikten sonra kullanildi.

2.5.5. 16S rDNA Gen Bolgesinin Kompotent E. coli JM101’e Aktarim

Steril ependorfa 200 ul kompotent hiicre ve 3-4 ul ligasyon iriiniinden koyulup 30
dakika buzda bekletildi. Daha sonra 46 °C’de 2 dakika 1siyla muamele edildikten sonra 1
ml LB sivi besiyeri ilave edilip, 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresinden sonra 6.000 g’de 3 dakika santrifiij edildi. Yaklagik 50 pl kalacak sekilde
siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet dikkatlice ¢ozdiiriildii. LB*™ agar besiyerine 40
ul X-Gal (40 mg/ml), 40 pul IPTG (24 mg/ml) ve transform olmus hiicre yayma ekim
yapildi. 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra icerisine plazmid

alan hiicrelerin beyaz koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar se¢ildi.

2.5.6. Rekombinant Plazmidlerin izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleaz
(EcoRl) ile Muamelesi

Transformasyon sonucunda petri {izerinde olusan mavi/beyaz koloni rengine goére
secilen beyaz kolonilerden, igerdikleri plazmid DNA’larim1 izole etmek igin LB ™ sivi
besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmid

DNA’larinin izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece kiiltiirleri 14.000
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rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicrelerin iizerindeki siipernatant geride 50
ul kalacak sekilde uzaklastirildi ve pellet ¢dziiniinceye kadar vortekslendi. Uzerine 300 ul
TENS tamponu (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.1 N NaOH, % 0.5 SDS) ilave
edildi. 4-5 kez alt iist edilen tiipe 150 ul 3M Sodyum Asetat pH 5.2 koyuldu. Tekrar alt st
edilen tiip 10-15 dakika buzda bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi. Bu asamada siipernatant bos ependorfa alinarak tizerine 900 pl % 96°lik etanol ilave
edilip, 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra %
70’lik etanol ilave edildi ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilip siipernatant
uzaklagtirildi. Etanoliin iyice u¢masi i¢in agik havada bekletildi. Son olarak pellet 30 pul TE
tamponuyla ¢6ziildii ve yiiriitme isleminde goriintiinlin daha net gériinmesini saglamak igin
3 pul RNaz ilave edildi. Elde edilen plazmidlerin 5 pl’si 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva
eden %]1’lik agaroz jelde yiiriitiillerek, jel goriintiileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile
goriintlilendi.

izole edilen plazmid DNA’larinin 16S rRNA gen bdlgesini igerip icermedigini tespit
etmek i¢in plazmid DNA’lar1 EcoRI restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 10 pl DNA,
0,5 ul EcoRI (promega), 2 ul enzime ait 10x reaksiyon tamponu ve 7,5 pl H,O olacak
sekilde 20 pl’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirland1 ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 2-5 pl yiiriitme boyasi ilave edildi ve 65 °C’de 10 dakika enzimin
inaktive olmasi icin bekletildi. Ardindan %1°lik jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA

fragmentlerini igeren Klonlar belirlendi.

2.5.7. Klonlarin I¢erdigi DNA Parcalarimin Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

Dogrulanan klonlar 5 ml LBA™ siv1 besiyerine ekildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece
boyu inkiibe edildi. 16 saatlik biiylime sonucunda elde edilen kiiltiirler 14.000 rpm’de 2
dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra plazmit izolasyon kiti (Fermantas-GeneJET Plasmid
MiniPrep Kit) kullanilarak izole edildi. Plazmid DNA konsantrasyonlart OD,g’da
belirlendi. Tiim DNA’lardan 20 pl’lik hacim icinde 20 ng/pl konsantrasyonlarinda
hazirlandi. Tiipler etiketlendikten sonra Macrogen Firmasima (Hollanda) DNA bazlarinin

otomatik analiz edilmesi i¢cin gonderildi.
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2.5.8. Elde Edilen Baz Dizilimlerinin incelenmesi

Sekans sonucunda elde edilen 16S rDNA gen bolgesinin baz dizilimi gen bankasinda
bulunan diger dizilerle karsilastirildi ve Mega (5.05) programi ile de bu dizilerin
birbirleriyle olan benzerlikleri karsilastirildi. Bu programda analiz i¢in Maksimum
Parsimoni metodu, filogeni testi igin 1.000 tekrarli Bootstrap metodu kullanilarak
izolatlarin filogenetik agaci c¢izildi, agacta 50°nin iizerindeki benzerlikler gosterildi.

Sonuglar degerlendirildi.

2.5.9. Bakteriyal izolatlarin cry Gen Iceriklerinin Belirlenmesi

Bakteriyal izolatlarin cry gen iceriklerinin tespit edilebilmesi i¢in PCR yapildi. Bu
caligmada kullanilan genel primerler: cryl (ileri, 5>-CAT GAT TCA TGC GGC AGA
TAA AC-3’; geri, 5’- TTG TGA CAC TTC TGC TTC CCA TT-3"), cry2 (ileri, 5°- GTT
ATT CTT AAT GCA GAT GAA TGG G-3’; geri, 5’-CGG ATA AAA TAA TCT GGG
AAA TAG T-3), cry3 (ileri, 5>-CGT TAT CGC AGA GAG ATG ACA TTA AC-3’; geri,
5-CAT CTG TTG TTT CTG GAG GCA AT-3") ve cry 4 (ileri, 5’GCA TAT GAT GTA
GCG AAA CAA GCC -3’; geri, 5’- GCG TGA CAT ACC CAT TTC CAG GTC C-37)
[197]. Ayrica PCR diiriinlerini dogrulamak i¢in cryl ve cry2 genlerini iceren Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki (4D1), cry3 genini igeren Bacillus thuringiensis subsp.
tenebrionis (BTS1) ve cry4 genini iceren Bacillus thuringiensis subsp. israilensis (5724)
suslart kullanildi. PCR reaksiyonu Tablo 8’de gosterildigi gibi gerceklestirildi. Kullanilan
primerler sayesinde ¢ogaltilan baz uzunluklari; cryl 277 bp, cry2 689-701, cry3 589-604
bp ve cry4 498 bp seklindedir.

2.6. Bakteriyal izolatlarin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Bakteriyal izolatlarin bocekler {izerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi igin
Ephestia kuehniella ZELLER (un giivesi) (Lepidoptera: Pyralidae), Plodia interpunctella
HUBNER (kuru meyve giivesi) (Lepidoptera: Pyralidae)’nin ii¢iincii donem larvalar ve
Sitophilus granarius HUSTACHE (bugday biti) (Coleoptera: Curculionidae)’un erginleri
kullanildi.
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Ephestia kuehniella’nin yumurtalart iran Urmia Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Entomoloji Béliimii'nden, Plodia interpunctella’nin larvalari Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’'nden ve Sitophilus granarius erginleri Gaziosmanpasa

Universitesi Ziraat Boliimii’nden temin edilerek laboratuvar kiiltiirleri olusturuldu.

2.6.1. Bakteriyal Siispansiyonlarin Hazirlanmasi

Insektisidal etki calismalarmda uygulanacak bakteriyal siispansiyonlarin
hazirlanmasi i¢in bu ¢alisma kapsaminda izole edilen bakteriyal izolatlar 1 gece 6nceden
30 °C’de 200 rpm’de 5 ml niitrient s1v1 besiyerine ekildi. Inkiibasyon sonucunda bakteri
yogunlugu spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda dlgiilerek 1,89 (1,8x10° bakteri/ml)
olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra 3.000xg’de 10 dakika santriifiij edildi ve pellet 5 ml
fosfat tampon soliisyonu (PBS)’nda ¢6ziildii [131]. Ayrica bioassay ¢alismalarinda pozitif
kontrol amag¢li KTU Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilen B.
thuringiensis tenebrionis, MmBt ve B. thuringiensis tenebrionis, Xd3 ve B. thuringiensis

kurstaki, BnBt suslar1 da kullanildi.

2.6.2. Bakteriyal Izolatlarin Bécekler Uzerindeki insektisidal Etkilerinin
Belirlenmesi

Ephestia kuehniella larvalarma uygulanmak iizere hazirlanan Dbakteriyal
sispansiyonlar, 6 gozlii deney kaplarina 3 tekrar halinde 1 gr una emdirilerek oda
sicakliginda kurutuldu. Daha sonra 10’ar adet larva ilave edilerek 28 °C % 60 nemdeki
iklim dolabinda 16:8 151k periyodunda birakildi. 10 giin boyunca O6len larva sayisi
kaydedildi.

Plodia interpunctella larvalart i¢cin ayni sekilde hazirlanan siispansiyonlar plastik
kaplara 3 tekrar halinde % oraninda kuru incire emdirilerek oda sicakliginda kurutuldu.
10’ar adet larva ilave edilerek iklim dolabina birakildi. 10 giin boyunca 6len larva sayisi
kaydedildi.

Sitophilus granarius erginleri tizerindeki insektisidal etki ¢aligmasi igin bakteriyal
stispansiyonlar 3 tekrar halinde 1 gr kabuklu bugdaya emdirilerek kurumasi i¢in bekletildi.

20’ser adet larva ilave edilerek iklim dolabina birakildi. 10 giin boyunca dlen larva sayisi
kaydedildi.



3. BULGULAR

Bu c¢alismada Trabzon ve yoresindeki bugday, bezelye, mercimek, piring, nohut ve
findik ambarlarindan toplanan 6giintii 6rneklerinden Bacillus cinsine ait toplam 26 bakteri
izolasyonu yapildi. Bu bakteriyal izolatlar i¢in Bg (Bugday), B (Bezelye), N (Nohut) ve F
(Findik) seklinde kodlamalar yapildi. Orneklemeler yapilan mercimek ve piring
ambarlarindan Bacillus cinsine ait bakteri izolasyonu gergeklestirilemedi. Izolasyonu
gerceklestirilen bakterilerin ise daha sonra morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve

molekiiler tantmlamalar1 yapilarak insektisidal etkileri arastirildi.

3.1. Bacillus Cinsine Ait Bakterilerin izolasyonu

Trabzon ve yoresindeki ambarlardan elde edilen 6rneklerinden Bacillus cinsine ait
bakterilerin izolasyonu Traver ve arkadaslarinin 6nerdigi yontemlerden yararlanilarak
yapildi. Elde edilen bu izolatlar farkli koloni yapilarina goére segildi (Sekil 5). Secilen bu
bakteriyal izolatlar izole edildikleri iiriin tiirtine gore Bgl, Bg2, Bg3, Bg4, Bg5, Bl, B2,
B3, B4, B5, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9, N10, F1, F2, F3, F4, F5 ve F6 seklinde
kodlandi.
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Sekil 5. Farkli izolatlara ait koloni goriintiileri a. Bg4; b. F5; ¢. N5

3.2 Bakteriyal izolatlarin Boyama ve Morfolojik Ozellikleri

Yapilan Gram boyama ve endospor boyama sonucunda tiim izolatlarin Gram + basil
olduklar1 ve endospor ihtiva ettikleri belirlendi. Koloni morfolojilerine gore secilen
izolatlarin binokiiler mikroskop altinda incelemeleri yapilarak koloni rengi ve sekli

belirlendi. Bu izolatlarin boyama ve morfolojik 6zellikleri Tablo 9’da verilmistir.
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Tablo 9. Bakteriyal izolatlarin boyama ve morfolojik 6zellikleri

Izolatlar Koloni  Koloni Sekli Hiicre @ Gram  Spor NB’deki

Rengi Sekli Boyama Boyama Goriiniim
Bgl Seffaf Dalgali- Basil + + Bulanik
Mukuslu
Bg2 Seffaf Sacakli Basil + + Cokelti
Bg3 Beyaz Dalgali Basil + + Bulanik
Bg4 Krem Yuvarlak Basil + + Bulanik
Bg5 Seffaf Sacakli Basil + + Bulanik
B1 Krem Sacakli Basil + + Bulanmik
B2 Seffaf Yuvarlak Basil + + Bulanik
B3 Krem Yuvarlak Basil + + Cokelti
B4 Krem Yuvarlak Basil + + Bulanik
B5 Seffaf Dalgali- Basil + + Bulanik
mukuslu
N1 Krem Yuvarlak Basil + + Bulanik
N2 Seffaf Dalgali Basil + + Cokelti
N3 Krem Yuvarlak Basil + + Bulanik
N4 Seffaf Dalgali Basil + + Bulanik
N5 Krem Dalgali Basil + + Bulanik
N6 Krem Sacgakl Basil + + Cokelti
N7 Krem Sacgakl Basil + + Bulanik
N8 Seffaf Sacakli Basil + + Bulanik
N9 Krem Sagakli Basil + + Cokelti
N10 Seffaf Dalgali- Basil + + Bulanik
mukuslu
F1 Acik sar1  Dalgali Basil + + Bulanik
damarh
F2 Krem Dalgali Basil + + Bulanik
F3 Krem Yuvarlak Basil + + Bulanik
Fa Acik sar1  Dalgali Basil + + Cokelti
F5 Krem Dalgali- Basil + + Bulanik
damarl

F6 Krem Dalgali Basil + + Bulanik
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3.3. Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Mikroorganizmalarin biliyiimelerinde etkili olan pH, NaCl ve sicaklik etmenlerinin

optimum olarak belirlenmeleri igin ¢esitli araliklarla testler yapildi. Bu testlerin sonuglar

Tablo 10°da verilmektedir. Elde edilen bu sonuglara gore izolatlarin alkali, tuz ihtiva eden

ortamlarda ve optimum 30 °C’de kolaylikla biiyiiyebildikleri gézlendi.

Tablo 10. Bakteriyal izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

pH NaCl (%0) Sicaklik (°C)
Izolatlar 5 9 11 12 9 11 13 15 20 30 37 45
Bgl + + - - - - - -+ o+ o+ o+
Bg2 + + + o+ - - - - + + + -
Bg3 + + + o+ + + + + 4+ o+ o+ o+
Bg4 + + + o+ . T -
Bg5 + + + o+ - - - - Z+ + o+ -
Bl - + + - + - - - -+ o+ o+
B2 - + + - - - - - 4+ 4+ o+ -
B3 - + + 4+ - - - - - + + 4+
B4 - + + - - - - - - + o+ o+
B5 - + + - - - - - Z+ + + 4+
N1 - + + + + - - - - + + o+
N2 - + + - - - - - - + + 4+
N3 - + + - + + - - Z+ + + +
N4 - + + + - - - - 2+ + + 4+
N5 + + o+ - + - - - -+ o+ o+
N6 - + + o+ - - - - Z+ + o+ -
N7 + + + o+ + + - - -+ o+ o+
N8 - + + - - - - - - + + o+
N9 - + + - - - - - + o+ o+ -
N10 - + + - + - - - Z+ + o+ o+
F1 - + + - + + + - Z+ 4+ o+ -
F2 - + o+ o+ + + - - -+ 4+ o+
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Tablo 10’un devami

F3 -+ 4+ o+ -+ 4+ - - -7+ + o+ 4

F4 -+ 4+ o+ -+ o+ - - - -+ o+t

F5 + 4+ 4+ 4+ -+ 4+ 4+ - - -4+ o+ o+

F6 -+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ - - - -+ o+ 4
Z: Zayif

Bakterilerin tiir tayininde kullanilan kriterlerden birisi de bazi enzimlerin iiretilip
tretilemedigini, bazi  organik  maddeleri  sentezleyip  sentezleyemediklerini
belirleyebilmektir. Bu amagcla nisasta hidrolizi, oksidaz ve katalaz testleri yapildi. Test
sonuglar1 Tablo 11°de verilmektedir. Bgl, Bg2, Bg5, B1, B4, N2, N4, N5, N6, N8 ve N9
numarali izolatlarin nisastayr hidroliz ettigi sonucuna varildi. Katalaz testi sonucunda
izolatlarin hepsinin katalaz enzimini trettigi gozlendi. Oksidaz testinde ise Bg2, N2, N6,
F3, F4 numaral1 izolatlarin oksidaz iiretemedigi Bgl, Bg3, Bg5, B1, N1, N3, N5, N9 ve
N10 numarali izolatlarin oksidazi zayif trettigi ve diger izolatlarin ise oksidazi tirettigi

belirlendi.
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Tablo 11. Bakteriyal izolatlarin baz1 biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimyasal Testler

izolatlar Nisasta Katalaz Oksidaz
Hidrolizi
Bgl + + Z+
Bg2 + + -
Bg3 . + Z+
Bg4 - + +
Bg5 + + Z+
B1 + + Z+
B2 - ¥ +
B3 - + +
B4 + + +
B5 - + +
N1 . + Z+
N2 ¥ ¥ -
N3 - + Z+
N4 + + +
N5 + + Z+
N6 - ¥ -
N7 . ¥ ¥
N8 + + +
N9 + + Z+
N10 . ¥ Z+
F1 - + +
F2 - + +
F3 . - -
F4 - + -
F5 - + +
F6 - + +

Z: Zayif
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API 50CHB test kiipiillerine yapilan ekimlerin sonunda 0. tiip kontrol olarak alindi
ve renk degisimi olan tiipler pozitif sonug olarak degerlendirildi. Ayn1 sekilde API 20E test
kiipiillerine yapilan ekimlerin bir kismi1 ayirag (TDA, JAMES, VP1-VP2, NIT1-NIT2)
ilave edilerek diger kismi ise direk renk degisimi gozlenmesiyle izolatlarin metabolik ve
biyokimyasal 0Ozellikleri belirlendi. Renk degisimi Sekil 6’da gosterildigi gibi

incelenmistir.

API50 CH Panel Sistemi

Sekil 6. Ekim yapilmis API kiipiilleri

API test kitlerinden elde edilen sonuglar API Software programinda degerlendirilerek
izolatlarin tanimlamasi yapildi. Tanimlanan izolatlarin isimleri, kod numaralar1 ve API

sonuclar1 Tablo 12°de verildi.



Tablo 12. Bakteriyal izolatlarin API sonuglari
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Izolatlar Bakteri Ismi API Sonuglari
(%)
Bgl Belirlenemedi -
Bg2 Bacillus cereus 58.0
Bg3 Bacillus pumilus 99.9
Bg4 Belirlenemedi -
Bg5 Belirlenemedi -
Bl Bacillus licheniformis 99.9
B2 Bacillus laterosporus 46.1
B3 Bacillus pumilus 99.9
B4 Bacillus licheniformis 94.8
B5 Belirlenemedi -
N1 Bacillus pumilus 99.9
N2 Belirlenemedi -
N3 Bacillus pumilus 99.9
N4 Belirlenemedi -
N5 Bacillus amyloliquefaciens 99.6
N6 Bacillus mycoides 79.4
N7 Bacillus pumilus 99.9
N8 Bacillus licheniformis 99.9
N9 Bacillus mycoides 79.4
N10 Belirlenemedi -
F1 Bacillus pumilus 99.6
F2 Bacillus licheniformis 90.9
F3 Bacillus licheniformis 99.2
F4 Bacillus megaterium 94.7
F5 Bacillus pumilus 99.9
F6 Bacillus pumilus 99.9
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3.4. Bakteriyal izolatlarin Molekiiler Ozellikleri

3.4.1. 16S rDNA Dizi Analizi Sonuclar:

Bakteri sistematiginin belirlenmesi ve filogenetik aga¢ olusumunda 16S rDNA gen
dizilerinin kullanilmasi giiniimiizde oldukga rutin hale gelmistir. Bu sebeple izolatlardan
kromozomal DNA’lar izole edildi. Elde edilen kromozomal DNA’larin PCR yardimiyla
cogaltilmasi sonucu yaklagik 1.500 bp biiyiikliiglinde bantlar gézlendi. pGEM-T Easy
klonlama vektoriine klonlanan 16S rDNA gen bolgelerinin niikleotit sirasinin belirlenmesi
icin genin her iki tarafindan dizin analizi yapildi ve sonuglar degerlendirildi (Tablo 13).
Filogenetik agacin olusturulmasinda dizin analizi ger¢eklestirilmis bu sonuglarin mega 5
programi yardimiyla maksimum parsimoni analizinden yararlanildi (Sekil 7). Filogenetik

agag verileri ve 16S rDNA sonuglari birbirlerini desteklemektedir.

Tablo 13. izolatlarin 16S rDNA dizin analizi sonuglar1

Izolatlar Tiirler Benzerlik Oram1  Kayit Numarasi
(%)

Bgl Bacillus amyloliquefaciens 99 NC_014551
Bacillus subtilis subsp. subtilis 99 AJ831841
Bacillus subtilis subsp. 99 NR_024931
spizizenii 99 EF433407
Bacillus velezensis 99 EU194897
Bacillus methylotropicus 99 HQ223107
Bacillus tequilensis 99 AB021198
Bacillus vallismortis 99 EU138460
Bacillus mojavensis 99 DQ993670
Bacillus axarquiensis 99 Q993672
Bacillus malacitensis 99 EU138516
Bacillus atrophaeus 97 CP000002
Bacillus licheniformis 97 NR_042338
Bacillus aerius 97 AJ831842
Bacillus altitudinis 97 NR_025130
Bacillus sonorensis

Bg2 Bacillus thuringiensis 99 AB592540
Bacillus anthracis 99 AB190217
Bacillus weihenstephanensis 98 AB592543
Bacillus mycoides 97 AB592538

Bacillus pseudomycoides 97 AF013121
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Tablo 13’iin devami

Bg3

Bg4

Bg5

Bl

B2

B3

Bacillus pumilus

Bacillus safensis

Bacillus altitudinis

Bacillus aerophilus

Bacillus stratosphericus
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus vallismortis

Bacillus tequilensis

Bacillus velezensis

Bacillus vireti

Bacillus novalis

Bacillus drentensis

Bacillus bataviensis

Bacillus soli

Bacillus niacini

Bacillus pseudomegaterium
Bacillus djibelorensis

Bacillus thuringiensis

Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus mycoides

Bacillus pseudomycoides
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus vallismortis

Bacillus aerius

Bacillus sonorensis

Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Lysinibacillus sphaericus
Lysinibacillus fusiformis
Lysinibacillus xylanilyticus
Lysinibacillus boronitolerans
Bacillus pumilus

Bacillus safensis

Bacillus altitudinis

Bacillus aerophilus

Bacillus stratosphericus
Bacillus vallismortis

Bacillus tequilensis

Bacillus atrophaeus

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus methylotropicus

99
99
99
99
99
97
97
97
97
97
98
98
98
98
98
97
97
97
99
99
99
98
98
99
98
98
97
97
97
99
99
98
97
99
99
99
99
99
97
97
97
97
97
97
97

NR_043242
AF234854
AJ831842
AJ831844
AJ831841
AB598736
NC_014551
AB021198
HQ223107
EF433407
NBRC102452T
AJ542512
AJ542506.1
AJ542508.1
AJ542513.1
AB021194.1
X77791.1
AF519467.1
AB592540
AB190217
AB592543
AB592538
AF013121
NC_014551
EU138463
NR_042338
NR_025130
AJ831841
NR_024931
AB271742
AB271743
FJ477040
AB199591
NR_043242
AF234854
AJ831842
AJ831844
AJ831841
AB021198
HQ223107
EU138516
NC_014551
AJ831841
NR_024931
EU194897
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Tablo 13’iin devami

B4

B5

N1

N2

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus aerius

Bacillus sonorensis

Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus licheniformis
Bacillus sonorensis

Bacillus mojavensis

Bacillus aerius

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus velezensis

Bacillus tequilensis

Bacillus vallismortis

Bacillus axarquiensis

Bacillus malacitensis

Bacillus atrophaeus

Bacillus methylotropicus
Bacillus pumilus

Bacillus safensis

Bacillus altitudinis

Bacillus aerophilus

Bacillus stratosphericus
Bacillus vallismortis

Bacillus methylotropicus
Bacillus velezensis

Bacillus axarquensis

Bacillus tequilensis

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus licheniformis
Bacillus sonorensis

Bacillus aerius

Bacillus mojavensis

Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus cereus

Bacillus atrophaeus

Bacillus methylotropicus
Bacillus tequilensis

Bacillus vallismortis

Bacillus axarquiensis

Bacillus malacitensis

Bacillus siamensis

99
98
97
97
97
99
99
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
97
99
99
99
99
99
97
97
97
97
97
97
97
97
99
99
99
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
97

NC_014551
NR_042338
NR_025130
AJ831841
NR_024931
CP000002
NR_025130
EU138460
NR_042338
NC_014551
AJ831841
NR_024931
EF433407
HQ223107
AB021198
DQ993670
Q993672
EU138516
EU194897
NR_043242
AF234854
AJ831842
AJ831844
AJ831841
AB021198
EU194897
EF433407
DQ993670
HQ223107
NC_014551
AJ831841
NR_024931
CP000002
NR_025130
NR_042338
EU138460
AB598736
NC_014551
NC_004722
EU138516
EU194897
HQ223107
AB021198
DQ993670
Q993672
GQ281299



53

Tablo 13’in devami

N3
N4

N5

NG

N7

Klonlanamadi

Bacillus licheniformis
Bacillus sonorensis

Bacillus aerius

Bacillus mojavensis

Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus cereus

Bacillus atrophaeus

Bacillus methylotropicus
Bacillus tequilensis

Bacillus vallismortis

Bacillus axarquiensis

Bacillus malacitensis

Bacillus velezensis

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus atrophaeus

Bacillus methylotropicus
Bacillus tequilensis

Bacillus vallismortis

Bacillus axarquiensis

Bacillus malacitensis

Bacillus velezensis

Bacillus mojavensis

Bacillus cereus

Bacillus licheniformis
Bacillus sonorensis

Bacillus pumilus

Bacillus safensis

Bacillus altitudinis

Bacillus aerophilus

Bacillus thuringiensis

Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus mycoides

Bacillus pumilus

Bacillus safensis

Bacillus altitudinis

Bacillus aerophilus

Bacillus stratosphericus
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus atrophaeus

Bacillus methylotropicus
Bacillus tequilensis

99
99
99
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
98
98
97
97
97
97
99
99
99
97
99
99
99
99
99
97
97
97
97
97
97

CP000002
NR_025130
NR_042338
EU138460
AB598736
NC_014551
NC_004722
EU138516
EU194897
HQ223107
AB021198
DQ993670
Q993672
EF433407
NC_014551
AJ831841
NR_024931
EU138516
EU194897
HQ223107
AB021198
DQ993670
Q993672
EF433407
EU138460
NC_004722
CP000002
NR_025130
NR_043242
AF234854
AJ831842
AJ831844
AB592540
AB190217
AB592543
AB592538
NR_043242
AF234854
AJ831842
AJ831844
AJ831841
NC_014551
AJ831841
NR_024931
EU138516
EU194897
HQ223107
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Tablo 13’1in devami

N8
N9

N10

F1

F2

F3

F4

Bacillus vallismortis
Bacillus velezensis
Klonlanamadi

Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus mycoides

Bacillus pseudomycoides
Bacillus vallismortis
Bacillus atrophaeus
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus methylotropicus
Bacillus tequilensis

Bacillus velezensis

Bacillus axarquiensis
Bacillus malacitensis
Bacillus mojavensis
Bacillus siamensis

Bacillus nematotocita
Bacillus licheniformis
Bacillus pumilus

Bacillus safensis

Bacillus altitudinis

Bacillus aerophilus

Bacillus stratosphericus
Bacillus vallismortis
Bacillus methylotropicus
Bacillus velezensis

Bacillus axarquensis
Bacillus tequilensis

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus nematotocita
Bacillus pumilus

Bacillus safensis

Bacillus altitudinis

Bacillus aerophilus

Bacillus stratosphericus
Bacillus megaterium
Bacillus aryabhattai
Bacillus megaterium
Bacillus aryabhattai

97
97

99
99
99
97
97
99
99
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
97
99
99
99
99
99
97
97
97
97
97
97
97
97
97
98
98
98
98
98
99
99
99
99

AB021198
EF433407

AB592540
AB190217
AB592543
AB592538
AF013121
AB021198
EU138516
NC 014551
AJ831841
NR_024931
EU194897
HQ223107
EF433407
DQ993670
Q993672
EU138460
GQ281299
AY820954
CP000002
NR_043242
AF234854
AJ831842
AJ831844
AJ831841
AB021198
FU194897
EF433407
DQ993670
HQ223107
NC_014551
AJ831841
NR_024931
AY820954
NR_043242
AF234854
AJ831842
AJ831844
AJ831841
AB271751
EF114313
AB271751
EF114313
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Tablo 13’in devami

F5

F6

Bacillus pumilus

Bacillus safensis

Bacillus altitudinis

Bacillus aerophilus

Bacillus stratosphericus
Bacillus vallismortis

Bacillus methylotropicus
Bacillus velezensis

Bacillus tequilensis

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus atrophaeus

Bacillus pumilus

Bacillus safensis

Bacillus altitudinis

Bacillus aerophilus

Bacillus stratosphericus
Bacillus vallismortis

Bacillus methylotropicus
Bacillus velezensis

Bacillus tequilensis

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus subtilis subsp. spizizenii
Bacillus atrophaeus

Bacillus axarquensis

99
99
99
99
99
97
97
97
97
97
97
97
97
99
99
99
99
99
97
97
97
97
97
97
97
97
97

NR_043242
AF234854
AJ831842
AJ831844
AJ831841
AB021198
EU194897
EF433407
HQ223107
NC_014551
AJ831841
NR_024931
EU138516
NR_043242
AF234854
AJ831842
AJ831844
AJ831841
AB021198
EU194897
EF433407
HQ223107
NC_014551
AJ831841
NR_024931
EU138516
DQ993670
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Bacilius
Bacilius
Bog4

Bacilius
Bacilius
Bacilius

Bacilius

Bacilius

Bacilius

Bacilius
¥4
F3

l—E Bacilius

——

Ff_?
a1

Bacilus

93

B2

Bacilius

|

Bacilius
Bgs

Bacilius

5 Bacilius

NG

BgZ

N&
Bacilius
F2

F&
Bacilius

W
o]

Bacilius
Bacilus
F1

N1

83

Bg3

F5
Bacilius
N7
Bacilius
BS

Bacilius

95

Bacilius
B1
N2
N4

a8
]
Bacilius

g (- N10
L Bacibus

Bg1
Bacilius

|

&0

Bacilus

vireti (NBRC102452T)

novalis (AJ542512)

soli (AJ542513.1)

drentensis {AJS425086.1)
bataviensis {AJ542508.1)
diibelorensis (AF519467.1)
pseudomegaterium {(X77761.1)
niacini (ABO21194.1)

simplex (AJG2B743)

megaterium (AB271751)
aryabhattai (EF114313)

Lysinibacilius boronitolerans (AR 199591)
Lysinibacilius xylanityticus {FJ477040)
Lysinibacilius sphaericus (AB271742)

Lysinibacilius fusiformis (ABZ71743)

anthracis (AB190217)
pseudomycoides {(AF013121)

weihenstephanensis (AB532543)
mycoides (GTC 01994)

thuringiensis (AB592540)

altitudinis (AJB31842}
aerophiius (AJ831844)
stralosphericus (AJB31841)

pumitus (NRO43242)

safensis (AF234854)

sonorensis (NRO25130)
aerius (NRD4AZ338)

licheniformis (CPGOCOG2)

atrophaeus {(EL1138516)

methyiotropicus (EU194897)

Bacilus

Bacilius
Bacilius
Bacilius
Bacilkus
NG

Bacilius
B4

Bacilius

Bacilius
Bacilus
Bacilius
o Bacilius
Bacilius

nsis (GQZ281299)
wlezensis {EF433407)
nematotocita (AYB820854)
waltismortis (ABO21198)
amyleliquefaciens (NCO14551)
cereus (NCOCB4722)

tequilensis (HG22310}

subtilis subsp. spizizenii (NRG24931)
subtilis subsp. subtilis (AB598736)
inaquosus (EU138487)

mojavensis (EL1138460)
axarguiensis (DQYIZSTO)
malacitensis ((X983672)

Streptococcus mitis (ABBB2354)

Sekil 7. 16S rDNA bolgesinin maksimum parsimoni analizi
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3.4.2. Bakteriyal Izolatlarin cry Gen Icerikleri

Bacillus thuringiensis’e ait kristal proteinleri kodlayan cry genlerini belirleyebilmek
icin 4 ¢ift genel primer (cryl, cry2, cry3, cry4) kullanilarak PCR yonteminden yararlanildi.
PCR sonucunda kilavuz suslarla karsilastirma yapilarak ayni biiyiikliikte belirlenen bantlar
kaydedildi. Bunun sonucunda Bg5 numarali izolatta cryl, B2, B3 ve N6 numarali

izolatlarda ise cry3 geninin bulundugu tespit edildi (Sekil 7).

Baz Cifti
10000
8000
6000
4000
3000
2500
2000
1500
1000
750
500
250

T —
-
- —
L=
- e
- .
-

Sekil 8. Tespit edilen cry genlerinin agaroz jel goriintiisii

3.5. Bakteriyal izolatlarin insektisidal Etkileri

Izolatlarin insektisidal etkilerinin belirlenebilmesi icin laboratuar ortaminda
kiiltirleri olusturulmus kuru meyve giivesi (Plodia interpunctella), un giivesi (Ephestia
kuehniella) 3. donem larvalari ve bugday biti (Sitophilus granarius) erginleri kullanildu.

Denemeler 3’er tekrarli olacak bicimde yapildi. 10 giin boyunca 6liim oranlari takip
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edilerek kayit edildi. Bakteriyal izolatlarin, kullanilan ajanlar {izerindeki etkileri Sekil 9, 10
ve 11°de gosterilmektedir.

Yapilan tiim denemelerde elde edilen bakteriyal izolatlarin ¢ok yiiksek derecede
Oliim oranina sahip olmadiklar1 gézlendi. Sadece cryl genine sahip Bg5 numarali izolatin,
Plodia interpunctella larvalar iizerinde 2. giinde %100 6lim gerceklestirdigi belirlendi.
Ayni deneyde pozitif kontrol olarak kullanilan BnBt izolati ise diisiik seviyede etki
meydana getirdi (% 22). Bioassay testleri i¢indeki diger en yiiksek aktivite ise Sitophilus
granarius erginlerinde B4 numarali izolatta gozlendi. B4 nolu izolatin coleopteran grubu
tizerinde etkili olan cry3 genine sahip MmBt ve Xd3 kontrol izolatlarindan yaklasik % 100
oraninda fazla etki gosterdigi belirlendi. Ayrica kontrollerde de 10 giin boyunca hi¢ 6liim

olmadigi belirlendi.

100
90 A
80 -
70 -

3= —-C

- 3> o = 0

()

Bakteriyal izolatlar

Sekil 9. Izolatlarin Sitophilus granarius erginleri iizerindeki insektisidal etkisi
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100
90
80
70
60
50
40
30
20

o 10

S e -0

- 3 o = 0O

Bakteriyal izolatlar

Sekil 10. Izolatlarin Plodia interpunctella larvalar iizerindeki insektisidal etkisi

100 ~

S s -0

- 5 o = 0

(R)

Bakteriyal izolatlar

Sekil 11. izolatlarin Ephestia kuehniella larvalar {izerindeki insektisidal etkisi



4. TARTISMA

Diinya genelinde en 6nemli ortak sorunlardan biri hizla artan diinya niifusu i¢in besin
kaynaklarinin artiginin da ayni hizla saglanmasidir. Ayrica, kullanilabilir tarim alanlar1 da
giin gectikge azalmaktadir. Dolayisiyla, birim alandan elde edilen iiriin miktarinin
arttirllmasi ve liretimden tiiketime kadar gecen siiregte iiriiniin uygun bir sekilde korunmasi
bliyiik 6nem tasimaktadir. Tarimsal iirlinlerin hasattan tiiketimlerine kadar en az diizeyde
kayipla korunmalar1 gerekir [1].

Giiniimiizde artik boceklerle miicadelede kimyasallar yerine biyolojik ajanlar tercih
edilmeye baslanmistir. Bu bdceklere karsi kullanilan bakterilerden en fazla tercih edileni
Bacillus tiirleridir. Etkili ve giivenilir biyolojik kontrol i¢in mevcut ve cinse ait yeni izole
edilen bu bakterilerin 6zelliklerinin belirlenmesi gerekir.

Bacillus cinsine ait izolatlar1 belirlemek i¢in yapilan bu g¢alismada Trabzon’daki
findik ve tahil ambarlarindan alinan 6giintii 6rneklerinden 26 kiiltiire edilebilir bakteriyal
izolat elde edildi. Bu izolatlarin 16S rDNA dizi analizine gore elde edilen sonuglar ile
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testleri, gen bankasindaki benzerleriyle
karsilastirilarak bazilarinin cins bazilarinin ise tiir seviyesinde tanimlamalar1 yapildi.
Ayrica bu sonuglar API20E ve APISOCHB test sistemleri kullanilarak da desteklendi.

Genellikle 16S rDNA dizileri son yillarda diger bakteriyal tiirlerde oldugu gibi
Bacillus tiirlerini de smiflandirmak igin kullanilir [132]. Bu yontem klasik mikrobiyal
metotlarin aksine ¢ok onemli iki avantaj saglar. Bu avantajlardan ilki oldukg¢a hizli bir
metot olmasi ikincisi ise tanimlama dogrulugunun oldukg¢a gelismis olmasidir [133].

API test sistemleri sayesinde izolatlarin metabolik aktiviteleri ve biyokimyasal
ozellikleri hakkinda kisa zamanda daha kolay bilgi edinilmektedir. Tanimlamanin
yetmedigi durumlarda “GenBank”ta kayith olan diger tiirlerle de yapilan kiyaslama ile

gergeklestirilen tiir tayini desteklenmistir.
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Bgl numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi ve biyokimyasal testlerin sonucuna
gore Bacillus amyloliquefaciens, B. vallismortis, B. methylotropicus, B. tequilensis, B.
mojavensis tiirlerine benzerlik gosterdigi belirlendi. API testi ile sonu¢ alinamayan bu
izolat i¢in 16S rDNA benzerlik oranlarinin hepsinin %99 olmasi dolayisiyla tiir
seviyesinde karar verilemedigi i¢in bu bakteriyal izolatin tanimlanmasinin Bacillus sp.
olarak cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.

Bg2 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gére Bacillus thuringiensis ve
B. anthracis’e %99, B. weihenstephanensis’e %98 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi.
Ayni sekilde N9 numarali izolatin da 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore %99 oraninda
B. thuringiensis, B. anthracis, B. weihenstephanensis’e ve %97 oraninda B. mycoides’e
benzerligi belirlendi. Bg2 ve N9 numarali izolatlar hareketli olduklar i¢in bu iki izolatin
B. anthracis olmadiklarina karar verildi. B. weihenstephanensis, 16S rDNA bolgesindeki
Y TCTAGAGATAG sirasmin varligiyla B. thuringiensis’den ayrilir [134]. B2 ve N9
numarali izolatlarda bu siranin olmamasi ve API50CHB sisteminin verdigi sonugtan
yararlanarak Bg2 ve N9 numarali izolatlarin B. thuringiensis olduguna karar verildi.

Bg3, N1, N3, N7, F1, F5 ve F6 numaral1 izolatlarin 16S rDNA dizi analizi sonucuna
gore B. pumilus’a %99 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi ve APISOCHB sistemine
gore de bu sonuglar desteklendi. Bu izolatlarin 16S rDNA dizileri birbirleriyle
cakistirildiginda %100 benzerlik gosterdigi belirlendi, sadece F1 numarali izolatin %80
benzerlik gosterdigi kaydedildi. Sonuglar géz 6niine alindiginda Bg3, B3, N1, N3, N7, F1,
F5 ve F6 numarali izolatlarin B. pumilus olduguna karar verildi. Ayrica APISOCHB
sisteminde yer alan biyokimyasal testleri karsilastirildiginda Bg3 ve N1 numarali izolatin
ayni sus, N3, N7, F1, F5 ve F6 numarali izolatlarin ise B. pumilus’a ait farkli suslar

olabilecegine karar verildi (Tablo 14). Bu yiizden bu 8 izolat aynu tiir olarak kaydedildi.
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Tablo 14. B. pumilus izolatlarinin APISOCHB sonuglariin karsilastiriimasi

Testler N3 N7 F1 F5 F6
Arbutin - + + i ¥
D-Glukoz + + + + +
D-Tagatoz + + + - +
D-Laktoz - - - + -
D-Ksiloz + + + + -
D-Galaktoz - + + + .
D-Maltoz - + + + .
D-Turanoz - + + + -
N-asetilglukoz amin - + - + +
VP - - + - .
Amigdalin - + + + +

Bg4 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore %98 oraninda B.
bataviensis, B. drentensis, B. soli, B. novalis ve B. djibelorensis’e benzedigi kaydedildi.
API20E panel sistemiyle sonu¢ alinamayan bu izolatlar igin tiir seviyesinde karar
verilemediginden Bacillus sp. olarak cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.

Bg5 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore B. thuringiensis’e %99
oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi [135] ve yaklasik 277 bp biiyilikligiindeki cryl
genini [136, 137] icermesiyle bu sonu¢ desteklenmis olup Bg5 numarali izolatin B.
thuringiensis olduguna karar verildi.

Bl, B4 ve N5 numarali izolatlarin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore B.
amyloliquefaciens’e %99 ve B. subtilis’e %97 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi. B.
subtilis ile yakin akraba olan B. amyloliquefaciens, iniilinden asit iretememesi, ¢cogu susun
DNA ve pektin hidrolizini gergeklestirememesi nedeniyle B. subtilis ve B. subtilis
grubundan (B. licheniformis ve B. pumilus) ayrilir [138]. Bu bilgilerden yararlanarak B1,
B4 ve N5 numarali izolatlarin iniilinden asit iiretebilmesi yetenegi ile bu bakteriler i¢in
APIS0CHB sisteminin verdigi sonugla ayni sekilde B. subtilis olduguna karar verildi.
Ancak biyokimyasal testlerindeki bazi farkliliklar, bu izolatlarin farkli suslar oldugunu
gosterdi (Tablo 15).
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Tablo 15. B. subtilis izolatlarinin APISOCHB sonuglarinin

karsilastirilmast
Testler Bl B4 N5
D-Tagatoz + - -
D-Melibioz - + +
L-Sorboz + - -
L-Ramnoz + - -
Dulsitol + - -
D-Galaktoz + - -
L-Arabinoz + - -
L-Ksiloz - + -
Eritrol - + -
D-Turanoz + - +
L-Arjinin + + -
VP + - -
H,S + - -

B2 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore %99 oraninda
Lysinibacillus sphaericus ve L. fusiformis’e benzerlik gosterdigi belirlendi. B. sphaericus,
Bacillus tiirlerinin aksine lizin, aspartik asit, alanin ve glutamik asit iceren peptidoglukan
yaptya sahip olduklarindan Bacillus cinsinden ayrilarak L. sphaericus adini almigtir [139].

Yapilan literatiir ¢aligmalarina gore, biyolojik kontrolde L. sphaericus sivrisinek
larvalarma kars1 yaklasik 50 yildir ticari olarak kullanilmaktadir [140]. L. sphaericus’un
biiylimeyi yavaslatici ve tiremeyi arttirict ilave toksik etkilerinin, sivrisinek larvalarmin
predatorii olan hemipteran Laccotrephes griseus’a (su akrebi) karsi da etki gosterdigi
kaydedilmistir [141]. L. sphaericus’un bal arilar1 [142] gibi yararli diger boceklere [143]
ve Okaryotik mikroorganizmalara [144] olumsuz bir etkisi gézlenmemistir. Ayrica B.
sphaericus’un Cry toksini tlrettigi bilinmektedir [145]. Literatiirde L. sphaericus’un Cry3
proteini iirettigine dair verilere rastlanamamistir ancak B2 numarali izolat universal Cry3
primeri ile yapilan PCR sonucunda yaklasik 600 bp uzunlugunda bant olusturmustur. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak B2 numarali izolatin yeni bir L. sphaericus susu olabilecegi

diistinilmektedir.
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B3 numarali izolatin cry3 geni primerleriyle yapilan PCR neticesinde yaklasik 600
bp biiyiikliigiinde bir bant igermesi [146, 147] nedeniyle bu izolatin B. thuringiensis
olduguna karar verildi.

B5 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore B. licheniformis, B.
mojavensis ve B. atrophaeus’a %98 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi. Yapilan
biyokimyasal ve fizyolojik testlerin sonuglarmma bakilarak tiir seviyesinde karar
verilemedigi i¢in tanimlamanin Bacillus sp. olarak cins seviyesinde birakilmasina karar
verildi.

N2 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gére B. axarquensis ve B.
sonorensis’e %99 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi. Yapilan biyokimyasal ve
fizyolojik testlerin sonuglarina bakilarak tiir seviyesinde karar verilemedigi i¢in Bacillus
sp. olarak cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.

N4 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore B. licheniformis’e %99,
B. subtilis ve B. amyloliquefaciens’e %98 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi.
Iniilinden asit olusumu 6nemli bir ayirt edici kriter olarak degerlendirildiginde N4
numarali izolatin B. amyloliquefaciens gibi intlini indirgeyememesi bu bakterinin B.
amyloliquefaciens oldugunu gosterdi [138].

N6 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna goére B. thuringiensis’e %99
oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi [135] ve cry3 geni primerleriyle yapilan PCR
neticesinde yaklasik 600 bp biiyiikliigiinde bir bant icermesiyle [146, 147] bu sonug
desteklenmis olup N6 numarali izolatin B. thuringiensis olduguna karar verildi.

N8 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizinden sonug¢ ¢ikarilamamis olup
API50CHB sistemine gore %99,9 oraninda B. licheniformis e benzedigi belirlendi.

N10 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore %99 oraninda B.
atrophaeus ve B. vallismortis’e, %98 oraninda ise B. velezensis, B. tequilensis, B.
mojavensis, B. malacitensis, B. axarquensis’e benzerlik gosterdigi belirlendi. B. subtilis
grubundan olan bu bakteriler arasindan B. atrophaeus koyu pigment iretmesiyle
digerlerinden ayrilir [148]. N10 numarali izolatin koyu pigment iirettigi bilindiginden bu
bakterinin B. atrophaeus oldugu diistiniilmektedir.

F2 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore %98 oraninda B. safensis
ve B. pumilus’a, APISOCHB sonucuna gore ise %90,9 oraninda B. licheniformis’e
benzerlik gosterdigi belirlendi. Tiir seviyesinde tanimlama yapilamadig: ig¢in Bacillus sp.

olarak cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.
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F3 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore B. megaterium ve B.
aryabhattai’ye %99, APISOCHB sonucuna goére B. licheniformis’e %99,2 oraninda
benzerlik gosterdigi belirlendi. Tiir seviyesinde karar verilemedigi i¢in Bacillus sp. olarak
cins seviyesinde birakilmasina karar verildi.

F4 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore Bacillus megaterium’a
%99 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi ve APISOCHB sistemine gore bu sonucun
desteklenmesi her iki analiz sonucunun ortak degerlendirilmesi F4 numarali izolatin B.
megaterium oldugunu gosterdi. Yapilan literatiir arastirmasinda B. megaterium’un daha
once topraktan izole edildigi belirlendi [149].

Calismanin ikinci kisminda ise bu izole ve karakterize edilen 26 bakteriyal izolatin
insektisidal etkilerin arastirilmasinda 6nemli depo zararlilar1 olan Ephestia kuehniella ve
Plodia interpunctella larvalar1 ve Sitophilus granarius erginleri tizerinde denemeler
gerceklestirildi.

Elde edilen izolatlardan B. megaterium olarak belirlenen F4 numarali izolatin, E.
kuehniella’ya karst %43,3, pozitif kontrol olarak kullanilan BnBt susunun ise %90
oldiiriicii etkiye sahip oldugu belirlendi. Literatirde B. megaterium ile herhangi bir
insektisidal aktivite ¢aligsmasi yapilmamuistir.

B. thuringiensis olarak belirlenen Bg5 numarali izolatin P. interpunctella’ya karsi 2.
ginde %100 oldiriicii etkiye sahip oldugu belirlendi ve boylece P. interpunctella gibi
onemli bir depo =zararlisina  karst biyolojik kontrol ajani olarak kullanilabilme
potansiyeline sahip bir bakteriyal izolat tespit edilmis oldu.cryl genine sahip bir B.
thuringiensis olarak tanimlanan bu izolat belki gelecekte depolarda kullanilan
kimyasallarin yerini alabilecektir.

S. granarius erginleri tizerinde ise en yiiksek insektisidal etkinin B4 numarali izolat
tarafindan %63,3’lilkk oranla meydana geldigi belirlendi. B4’iin bu g¢alisma kapsaminda
izole ve karakterize edilen ve Cry3’e sahip oldugu belirlenen izolatlar ile pozitif kontrol
olarak kullanilan suslardan (MmBt ve Xd3) ¢ok daha yiiksek bir oranda aktivite gdstermesi
ilging bir sonug olarak yorumlandi. Bilindigi gibi larvalara kiyasla erginler {izerinde elde
edilen insektisidal degerler cok daha diistiktiir.

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen bakteriyal izolatlarin %0’dan %100’e kadar
degisen oranlarda test edilen bocekler lizerinde farkli insektisidal aktivite gosterdikleri
belirlendi. Ambarlardan elde edilen ¢ogu bakteriyal izolatin Lepidoptera takimina ait

zararlilar lizerinde 6nemli derecede dldiiriicii etkiye sahipken Coleoptera takimi zararlilart
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icin ise diisiik derecede Oldiiriicii etkiye sahip olduklari bilinmektedir. Bu yilizden
ambarlardaki en zararli bocek grubu da Coleopteranlardir [150]. Bu sonuglar izolatlarin

yaygiligiin direkt olarak duyarli boceklerin ¢ogunluguyla iliskili olmadigin1 gosterdi.



5. SONUCLAR

Bu c¢alisma sonucunda 26 bakteriyal izolat elde edildi. Bu izolatlarin morfolojik,

fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler Ozellikleri belirlenerek bazi ambar zararlilar

tizerindeki insektisidal etkileri belirlendi. Bu ¢aligmalara gore;

1.

Elde edilen 26 bakteriyal izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler 06zelliklerine gore karakterizasyonlar1 yapildi ve tanimlamalar
gerceklestirildi. Bunlardan 6 tanesi cins seviyesinde Bacillus sp. olarak (Bgl,
Bg4, B5, N2, F2, F3), 20 tanesi ise tiir seviyesinde tanimlandi. Tiir seviyesinde
tanimlanan bakteriler; B. thuringiensis (Bg2, Bg5, B3, N6, N9), B. pumilus (Bg3,
N1, N3, N7, F1, F5 ve F6), B. subtilis (B1, B4, N5), B. amyloliquefaciens (N4),
B. licheniformis (N8), B. atrophaeus (N10), B. megaterium (F4) ve Lysinibacillus
sphaericus (B2). Bu izolatlar 8 farkl: tiirle temsil edilmektedirler.

Bg3 ve NI numarali izolatlarin B. pumilus’un ayni susu, N3, N7, F1, F5 ve F6
numarali izolatlarin ise bu tiire ait farkli suslar olabilecegine karar verildi.

Bg5 numarali izolatin cryl ve B2, B3, N6 numarali izolatlarin ise cry3 genini
ihtiva ettikleri belirlendi.

N2 ve N9 numarali izolatlarin cry geni icermedigi ancak B. thuringiensis oldugu
belirlendi.

Izole edilen bu bakterilerin farkli ambar zararlilari {izerideki insektisidal
etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde Bg5 numarali izolatin P.
interpunctella larvalari {izerinde 2. giinde % 100’liik oranda bir 6liim meydana
getirdigi belirlendi.

F4 numaral izolatin E. kuehniella larvalar tizerinde % 43,3 oraninda 6ldiriicii
bir etkiye sahip oldugu belirlendi.

Pozitif kontrol olarak kullanilan ve cryl’e sahip oldugu bilinen BnBt susunun ise
E. kuehniella larvalari iizerinde % 90 oraninda bir 6ldiiriicii etkiye sahip oldugu
belirlendi.

S. granarius erginleri tizerinde ise en yiiksek insektisidal etkinin B4 numarali
izolat tarafindan % 63,3’liik oranla meydana geldigi belirlendi.

Bg5 nolu izolatin P. interpunctella’ya, BnBt’nin E. kuehniella’ya ve B4 nolu

izolatin ise S. granarius’a kars1 oldukga etkili olduklar1 tespit edildi.



6. ONERILER

Bu calismada, Trabzon’daki findik ve tahil depolarindan 6’s1 cins 8’1 ise farkh

tiirlerde olmak iizere toplam 26 farkli kiiltiire edilebilir bakteri izole edildi ve bunlarin bazi

depo zararlilar {izerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Caligmada ulagilan sonuglardan

hareketle, gelecek caligmalara yonelik olarak asagidaki hususlar belirlenmistir.

1.

Elde edilen Bacillus thuringiensis izolatlarindan saflastirilan kristal proteinlerin
toksin ¢esidine gore biyolojik aktivitesi farkli boceklerde test edilebilir.

Yiiksek toksik aktiviteli suslar i¢in protein profil ¢calismalari yapilabilir.

B. thuringiensis izolatlarinin serolojik testleri bilinen serotiplere gore tanimlamak
icin uygulanabilir ve izolatlarimizda eger mevcut ise yeni ve bilinmeyen serotipler
arastirilabilir.

Yiksek insektisidal aktiviteli B. thuringiensis izolatinin kiiltiir kosullarindaki
caligmalarla biiyiik miktarda kristal protein iiretimi i¢in uygulanabilir. Ayrica hedef
proteinleri daha hizli ve ekonomik bir sekilde liretmek i¢in toksin protein iireten cry
genleri plazmidler yardimiyla E. coli’ye uygun bir vektorle klonlanabilir.

Cins seviyesinde tanimlanan tiirlerin G+C igerigi, DNA-DNA hibridizasyonu ve
yag asitlerinin GC analizi gibi ilave yontemler kullanilarak tiir seviyesinde
tanimlanmalar1 gergeklestirilebilir.

Lysinibacillus  sphaericus  oldugu  disiinilen B2  numarali  izolatin
Cry gen igerigi arastirilabilir.

B. pumilus ve B. subtilis’e ait farkli alt suslart oldugu diisiiniilen izolatlarin alt tiir

belirleme ¢alismalar1 yapilabilir.
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8. EKLER
Ek 1. Besiyeri, Ayirag, Boyalar ve Kimyasallarin Hazirlanisi

Ek 1. 1. Besiyerlerinin Hazirlanisi

Leura-Bertani Agar (LB Agar): 500 ml besiyeri igin 5 g tripton, 2,5 g yeast extract,
2,5 g sodyum kloriir (NaCl) ve 6 g agar-agar tartilarak saf su ile 500 ml ye tamamlanir,
otoklavlanarak steril edilir.

Leura-Bertani Broth (LB Broth): 500 ml besiyeri i¢in 5 g tripton, 2,5 g yeast extract
ve 2,5 g sodyum kloriir (NaCl) tartilarak saf su ile 500 ml ye tamamlanir, otoklavlanarak
steril edilir.

Nisasta Agar: 1g nisasta 10 ml soguk ddH,O’da ¢oziildiikten sonra 100 ml niitrient
agarla karigtirtlir ve otoklavlanarak steril edilir.

Niitrient Agar (NA): Ticari olarak satilan hazir niitrient agar kullanildi. 1000 ml
besiyeri i¢in 28 g tartilip 1000 ml ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir. Kullanilan
marka: Fluka, Katalog no: 70148

Niitrient Broth (NB): Ticari olarak satilan hazir niitrient broth kullanildi. 1000 ml
besiyeri i¢in 13 g tartilip 1000 ml ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir. Kullanilan
marka: LAB M, Katalog No: 061915

Tryptic Soy Agar (TSA): Ticari olarak satilan hazir besiyeri kullanildi. 1000 ml
besiyeri i¢in 40 g tartilip 1000 ml ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir. Kullanilan
marka: Merck, Katalog no: 1,05458,0500

Spor Zorlayici Besiyeri: 50 mg mangan siilfat (MnSO4), 100 mg kalsiyum kloriir
(CaCly), 500 mg magnezyum siilfat (MgSO4), 28 g niitrient agar tartilip saf su ile 2000 ml
ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir.

MacConkey Agar (MCA): Ticari olarak satilan hazir besiyeri kullanildi. Kullanilan
marka: Merck, Katalog no: 1,05465,0500

Ek 1.2. Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlamsi

Aseton Alkol: 250 ml % 95’lik etanol ve 250 ml saf aseton karistirtlarak hazirlanir.

Gram lyodu: 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir (KI) 5 ml saf suda ¢oziiliip; {izerine
250 ml saf su ve 60 ml % 5’lik sodyum bikarbonat (NaHCO3) ilave edilir.

Kristal Violet Boyasi: Bu boya igin iki ayri soliisyon hazirlanip ardindan ikisi
birbirine karistirilir: 1) 1 g Kkristal violet, 10 ml %95’lik etanol, 90 ml saf su ile karistirilir.
2) 4 g amonyum oksalat ve 400 ml saf su ile karigtirilir. Bu iki soliisyon daha sonra
birbirine karistirilarak 1 gece bekledikten sonra kullanilir.

Malasit Yesili: 5 g malasit yesili 100 ml saf suda ¢oziiliir; siizge¢ kagidi yardimiyla
stiziilerek kullanilir.

Safranin: 2,5 g safranin O, 100 ml etanol ve 500 ml saf su karistirilarak hazirlanir.
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Ek 1.3. Kimyasallarin Hazirlanisi

X-Gal Hazirlanisi: 0,1M 10 ml hazirlamak i¢in 400 mg tartilip 10 ml ye tamamlanur,
filtre yardimiyla steril edilir. X-Gal molekiiler agirligt; 408,61 g’dir.

IPTG Hazirlanisi: 0,1M 10 ml hazirlamak i¢in 238,3 mg tartilip 10 ml’ye
tamamlanir, filtre yardimiyla steril edilir. IPTG molekiiler agirligi; 238,3 g’dir.

Ampicilin Sulandirilmasi: 1 g tuzlu ampicilin 9,5 ml saf suda ¢oziiliir ve filtre
yardimiyla steril edilir.

TENS(Tris-EDTA-NaOH-SDS) Hazirlanisi: 10 mM pH 8,0 Tris, ImM pH 8,0
EDTA, 0,1 N NaOH ve %0,5 SDS ile hazirlanir.

3M pH 5.2 Sodyum Asetat Hazirlanisi(100ml): 40,824 g sodyum asetat 50 ml saf
suda ¢oziindiikten sonra asetik asit yardimiyla pH’1 5,2’ye ayarlanir ve daha sonra 100
ml’ye tamamlanir. Otoklavlanarak kullanilir.
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Ek 2., Elde Edilen izolatlarin 16S rRNA Gen Siralar:

B1:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAGCCTCGCGGC
TTCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCC
ACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGA
GCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCC
AATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT
AGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACG
GTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTC
ACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTA
ATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCTAAAAGCCACCTTTTATGATTG
AACCATGCGGTTCAATCAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATC
CCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGACCTA
AGGGAGCAAGCTCCCATCGGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCC
AGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

B2:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCTGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGACTTTATCGGATTAGCTCCCTCTCGCGAG
TTGGCAACCGTTTGTATCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACCGTTGCCCCCGAAGGGGAAACTATATCTCTACAGTGGTCAACGGGA
TGTCAAGACCTGGTAAGNTCTTCGCGTTGCTTCGAAATAAACCACATGCTCCNC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCC
CCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCC
TAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGT
TTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGATAGTCGCTTT
CGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTC
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CACTATCCTCTTCTGCACTCAAGCCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTG
AGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCC
CAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACG
TAGTTAGCCGTGGCTTTCTAATAAGGTACCGTCAAGGTACAGCCAGTTACTACT
GTACTTGTTCTTCCCTTACAACAGAGTTTTACGAACCGAAATCCTTCTTCACTC
ACGCGGCGTTGCTCCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTA
ATGCGCCGCGGGCCCATCCTATAGCGACAGCCGAAACCGTCTTTCAGTATTTC
ACCATGAGATGAAATAAATTATTCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCC
CAAACTATAGGGTAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTC
AAAGGAGCAAGCTCCTTCTCTGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGC
CAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

B3:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGT
CTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCGACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCG
CTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCAC
TCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGC
CGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCAC
TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGC
GGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG
GTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATG
CGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACC
ATGCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGG
AGCAAGCCCCCTTCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT
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B4:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGT
TTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTGTCACCAGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGGTCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAATTAAACCACATGCTCCCAC
CGCTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCT
AACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
CGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCC
ACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGA
GCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCC
AATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT
AGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACG
GTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTC
ACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAA
TGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAAC
CATGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAG
GGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAG
CGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

B5:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAGCCTCGCGGC
TTCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGATTCTTCGCGTGCTTCGAAATAAACACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGAACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
CGCTCCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTT
CGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTC
CACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTG
AGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCC
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CAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACG
TAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAAC
GGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACT
CACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCT
GCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTC
TCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTA
ATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCTGAAAGCCACCTTTTATAATTG
AACCATGCGGTTCAATCAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATC
CCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGACATC
AGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCC
AGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Bgl:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGT
TTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGNTCTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCNGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCA
CTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAG
CCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTCACGCCCA
ATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGG
CACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGCCGCGGGTCCATCTGCAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAAC
CATGCGGTTCAGACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAG
GGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAG
CGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT
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Bg2:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCC
GCTTGTGCGGGCCCCTGTCAATTCCTTTGAGTTTCAAGCCTTGCGGCCCGTACT
CCCCCAGGCGGAGGTGCTTAAATGCGTTAACTTCAGGCACTAAAGGGGCGGGA
AACCCTCTAACACTTAGCACTAATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAG
TCGCCTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATG
GAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTT
TACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTG
GCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATT
CAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCA
TCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTA
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCA
CCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACT
AACTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCACCTTTCAAT
TTCGAACCATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGT
TATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAA
CTTCATAAGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACG
CCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Bg3:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGT
CTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCT
AACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
CGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCC
ACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGA
GCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCC
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CATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAAGGTACCGTTCAAGTGTGAGCAGTTACTCTCG
CACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAA
TGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAAC
CATGCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGG
GAGCAAGCTCCCTTCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGC
GTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Bg4:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGC
AGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTGGCTAGACCTTGCGGC
TTTGCGACCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAACGTCCTATCTCTAGGAGTGTCAGAGGA
TGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCAC
CGGCTGTGCGGGCCCCAGTCAATTCCTATGAGTTCCAGCATGGCGGCCGTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAAACCC
CCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAAGCCG
CCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGA
ATTCCGCTTTCCTCCTCTGCACTCAAGTCCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACG
GTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAGGACCGCCTGCGCGCGCTTTA
CGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGG
CACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGGCAGTTAC
TCCGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGACCCGAAGGCCTTCATC
GCTCACGCGGCGTCGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACT
GCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCAC
CCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTA
GCTAATGCGCCGCGGGCCCATCTGTAAGTGTCAGCCGAAACCGACTTTCAGTT
TTCCAACATGAGTTGAAAAAGATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTT
ATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAAC
CATTGGGAGCAAGCTCCCAACGATTCGCTCGACTTGCATATATTAGGCACGCC
GCCAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT
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Bg5:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACATATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCA
CTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAG
CCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAG
CACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCTAAC
CATGCAGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATA
AGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCA
GCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

N1:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGT
CTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCT
AACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
CGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCC
ACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGA
GCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCCTTACGCCC



90

AATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT
AGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCG
CACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAA
TGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAAC
CATGCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGG
GAGCAAGCTCCCTTCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGC
GTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

N2:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAGCCTCGCGGC
TTCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCNNGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCC
ACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGA
GCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCC
AATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT
AGTTAGCCGTGGCCTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTCGAACG
GTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTC
ACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTA
ATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCTAAAAGCCACCTTTTATGATTG
AACCATGCGGTTCAATCAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATC
CCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGACCTA
AGGGAGCAAGCTCCCGTCGGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCC
AGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT
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N4:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTAGCCTCGCGGCT
TCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAC
CTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTG
CGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACC
TGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAACTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCC
ACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGA
GCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCC
AATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT
AGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTCGAACG
GTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTC
ACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTA
ATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCTAAAAGCCACCTTTTATGATTG
GAACCATGCGGTTCAATCAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTAT
CCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGACCT
AAGGGAGCAAGCTCCCGTCGGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGC
CAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

N5:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGT
TTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCTAAC
ACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGC
TCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCC
ACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACT
CTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCC
GGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAAT
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AATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGCA
CTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACG
CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATG
CGCCGCGGGTCCATCTGCAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACC
ATGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGG
GAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGC
GTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

N6:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCACCGC
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAG
GCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACA
CTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCT
CCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCA
ACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACT
TTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCC
GTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAAT
AATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCAC
TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGGAAGCCTTCATCACTCACGC
GGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG
GTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGC
GACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCA
TGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGT
CTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCTTGAG
AGCAAGCTCTCAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGC
GTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT
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N7:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGT
CTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGGTCTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGCGCGGGCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCG
CTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCAC
TCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGC
CGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCAC
TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGC
GGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG
GTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATG
CGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACC
ATGCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGG
AGCAAGCTCCCTTCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

N9:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC
TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTGAGTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAG
GCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACA
CTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCT
CCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCC
ACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACT
TTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCC
GTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAAT
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AATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGATGGCACGTAGTT
AGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCAC
TTGTTCTTCCCTAACAACAGGGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGC
GGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG
GTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGC
GACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCA
TGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGT
CTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCTTGAG
AGCAAGCTCTCAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGC
GTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

N10:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGT
CTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGAATCCCTATCTCTAGGGGTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGTTTGAATTAACCACATGTTCCTCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAG
GCGGAGTGCTTAATGCGTTAGGTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACA
CTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCT
CCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGGCCAGAGAGTCGCNTTCGCC
ACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACT
CTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCC
GGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAAT
AATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCAC
TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGC
GGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG
GTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATGC
GCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCAT
GCGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTC
TTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGA
GCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTT
CGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

F1:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
GGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGT
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CTTGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCGTCAATTCCTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCG
CTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCAC
TCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGC
CGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCAC
TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGC
GGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG
GTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATG
CGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACC
ATGCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGG
AGCAAGCTCCCTTCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

F2:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTAAACCTTGCGGT
CTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GNTTNGCGGNCCCGTCANNCTTTGAGTTCAGTNTGCNNCGTACTCCCCAGGCG
GAGTGCTTATGCGTNAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTACACTTAG
CACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCA
CGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGT
GTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTC
TTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGC
TTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCG
GACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGT
GGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCAAGCAGTTACTCTTGCACTTGTTCT
TCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTT
GCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAG
GAATCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCT
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ACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCG
GGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAGCCGTCTTTCATCCTTGAACCATGCGGTT
CAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAG
GCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGGAGCAAGC
TCCCTTCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCT
GAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

F3:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTGGCTTGACCTCGCGGT
CTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGAGGAT
GTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGGCTTGTGGCGGGCCCCGGTCAATTCCTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGGAAACCC
TCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAAAAAGCCGC
CTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAA
TTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGT
TGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACG
CCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACGAGCAGTTACTC
TCGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCAC
TCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCT
CTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCT
AATGCACCGCGGGCCCATCTGTAAGTGATAGCCGAAACCATCTTTCAATCATC
TCCCATGAAGGAGAAGATCCTATCCGGTATTAGCTTCGGTTTCCCGAAGTTATC
CCAGTCTTACAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTC
ATAGAAGCAAGCTTCTAATCAGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCG
CCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

F4:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTGGCTTGACCTCGCGGT
CTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGAGGAT
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GTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACCATGCTCCC
ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTCTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTAC
TCCCCAGGCGGAGTGCCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACC
CTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCC
TGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAAAAAGCCGC
CTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAA
TTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTCTCCAATGACCCTCCACGGT
TGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACG
CCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACGAGCAGTTACTC
TCATACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCAC
TCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCT
CTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCT
AATGCACCGCGGGCCCATCTGTAAGTGATAGCCGAAACCATCTTTCAATCATC
CCCCATGAAGGAGAAGATCCTATCCGGTATTAGCTTCGGTTTCCCGAAGTTATC
CCAGTCTTACAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTC
ATAGAAGCAAGCTTCTAATCAGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCG
CCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

F5:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAG
CGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAG
ATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTG
TAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCC
ACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTG
GCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACATAACCCAACATCTCACG
ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAA
GCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGNTCTCGCGTT
GCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTAGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTT
TGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCT
GCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCG
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCG
TCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTAC
GCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCC
CAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAG
AAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCT
ACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTAC
CGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTT
TACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTC
CATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA
GTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTG
AGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACA
GCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACCATGCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATT
AGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTA
CTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGGAGCAAGCTCCCTTCTGTTCGCTCGACT
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TGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTA
GAAT

F6:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGACCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTAAACCTTGCGGT
CTCGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCG
CTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCAC
TCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGC
CGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCAAGCAGTTACTCTTGCAC
TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGC
GGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG
GTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGC
GCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGATAGCCGAAACCGTCTCTCATCCTTGAACCAT
GCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTC
TTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGGA
GCAAGCTCCCTTCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTT
CGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT
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