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Yiksek Lisans Tezi

OZET

KURU INCIR KURDU, EPHESTIA (CADRA) CAUTELLA’NIN BAKTERIYAL
MUCADELE ETMENININ ARASTIRILMASI

Islam YILDIZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dog¢. Dr. Kazim SEZEN
2013, 86 Sayfa, 10 Sayfa Ek

Kuru incir kurdu, Ephestia cautella (Lepidoptera: Pyralidae), kurutulmus meyvelerin
ve diger depolanabilir {irlinlerin en 6nemli zararhilarindan biridir. Kuru incir kurdu,
tilkemizde ve tiim diinyada genis yayilis gosteren polifag bir zararlidir. Larvalar kuru
incirin agag, sergi ve depo donemlerinde ciddi zararlara neden olur. Zararliyla miicadelede
cesitli kiiltiirel, kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilmasina ragmen, zararlinin etkisi
halen 6nemli bir sekilde iilkemizde ve tiim diinyada devam etmektedir. Mikrobiyal
etmenlerin zararliyla miicadelede kullanilmasina yonelik yapilan bu ¢aligmada, ilk olarak
zararhidan 13 adet bakteriyal izolat elde edildi ve bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri belirlendi. Bu 6zelliklere gore Ephestia cautella’dan
belirlenen izolatlar, Serratia sp. (Ecal, Eca3 ve Ecall), Bacillus thuringiensis (Eca2,
Eca4, Eca6, Eca7, Eca8, Eca9, Ecall, Ecal2 ve Ecal3) ve B. axarquensis (Eca5) olarak
tanimlandi. Bu izolatlarin insektisidal aktivitesi depolarda ciddi zararlara sebep olan
Lepidoptera grubuna ait 3 bocek tiiriine karsi test edildi. Test sonuglarina gore 3. instar E.
cautella ve Plodia interpunctella larvalart iizerinde en yiiksek insektisidal aktivite Eca9
nolu izolat tarafindan sirasiyla % 57 ve % 100 oraniyla, 3. instar E. kuehniella larvalar
tizerinde ise en yiiksek etki Eca3 ve EcalO nolu izolatlar tarafindan % 100 oraniyla
olusturuldu. Bu sonuglara gore Eca9, Eca3 ve Ecal0 numarali izolatlarin, lepidopteran
depo zararlilarinin kontrolii igin potansiyel bir biyolojik kontrol ajani1 olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, Bakteriyal flora, Ephestia cautella,
Mikrobiyal miicadele,
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Master Thesis

SUMMARY

DETERMINATION OF BACTERIAL CONTROL AGENTS OF ALMOND MOTH,
EPHESTIA (CADRA) CAUTELLA

Islam YILDIZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Kazim SEZEN
2013, 86 Pages, 10 Pages Appendix

Almond moth, Ephestia cautella (Lepidoptera: Pyralidae) is one of the most serious
pests of dried fruits and other stored products. Almond moth is polyphagous pest which is
widespread in all over the world and our country. Larvae of almond moth cause serious
damages on tree, warehouse and threshing floor of drying fig. Although various cultural,
chemical and biological methods are being used to control this pest, its damage still
continious effectively all over the world and our country. In order to find a significant
microbial control agent against this pest, first of all, we determined 13 bacterial isolates
and identified these isolates based on morphological, physiological, biochemical and
molecular characteristics. According to these characteristics were identified as Serratia sp.
(Ecal, Eca3 and Ecall), Bacillus thuringiensis (Eca2, Eca4, Eca6, Eca7, Eca8, Eca9,
Ecal0, Ecal2, Ecal3) and Bacillus axarquensis (Eca5). The insecticidal activities of these
isolates were performed against three insect species from Lepidoptera group which cause
serious damages in warehouses. The highest insecticidal activity is 57 % for Eca9 isolate
on the 3" instar larvae of E. cautella, 100 % for Eca9 isolate on the 3" instar larvae of
Plodia interpunctella and % 100 for Ecal0 and Eca3 isolate on the 3" instar larvae of E.
kuehniella. Results indicate that Eca9, Eca3 and EcalO isolates may be valuable as

potential biological control agents for the control of warehouse pests.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Bacterial flora, Ephestia cautella,microbial control
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Tarim, diinya niifusunun yeteri kadar beslenebilmesi i¢in ¢ok 6nemli bir sektordiir.
Diinya niifusunun artmasiyla kisi bagina diisen tarim iirlinii miktar1 azalmis, bununla
birlikte tarim sektdrlii 6nemini arttirmistir. Hizla artan diinya niifusunun yeterli ve dengeli
beslenebilecegi kaynaklarin saglanmasi giinlimiiziin 6nde gelen sorunlarindan biridir.
Aclik sorunu, diinyamizda ortaya cikmasiyla, kiiresel bir felaket haline doniigmiistiir.
Dolayistyla, artan besin ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla tarimsal liretimde verimin ve
kalitenin arttirilmasi1 gerekmektedir. Bu nedenle, birim alandan elde edilen {iriin miktarinin
arttirilmasi birinci derecede onemli olmakla birlikte; {irtiniin Uretimden tiiketime kadar
uygun bir sekilde korunmasi da biiyiik 6nem tasimaktadir. Tarimsal iriinlerin hasattan
tiiketimlerine kadar en az diizeyde kayipla korunmasi bir zorunluluktur (Ferizli ve Emekgi,
2000a).

Tiirkiye, iklimi, yersekilleri, toprak yapisi, sulama imkanlar1 gibi 6zelliklerinden
dolay1 birgok tarim ¢esidinin verimli ve kaliteli olarak {iretilebilen bir iilke konumundadir.
Bundan dolay1 ekonomisinin biiyiikk bir kismin1 tarim gelirleri olusturur. Fakat gegmis
yillarda tarim alanlarinda kendi ihtiyaglarini karsilayabilen konumdayken su anda 6nemli
bir tarim ithalat¢is1 olmus durumdadir. Bunun temel sebeplerinden biri azalan tarim
alanlarinda birim alana diigen iirin miktarinin arttirilamamasidir. Birim alandaki tirtiniin
miktarinin arttirilmasi igin ise oncelikle {iriinlin zararlilara karsi korunmasi gerekmektedir.

Belli bir zamanda yetisen tarim irilinleri eski zamanlardan beri kurutularak
saklanmaktadir. Kurutularak {iriiniin suyu belli oranda uzaklastirilir ve ¢lirlimesi dnlenir.
Bunun yani sira suyu uzaklastirilan {iriiniin lezzeti de artar ve daha ¢ok tercih edilir. Fakat
iriiniin, Gretimden tliketime kadar gegen siirede iyi korunmasi gerekmektedir. Bunun i¢in
hasat sonras1 kurutularak tiiketime sunulan tarim triinlerinin tiretimden tiiketime kadar en
az diizeyde kayipla korunmasi ve depolanmasi sarttir.

Ulkemiz tahillar ve kurutulmus meyve gibi iiriinler bakimindan diinya iiretim ve
ihracatinda énemli bir yere sahiptir. Ig tiiketim ve dis satimda biiyiik 5Sneme sahip olan bu
triinler depolanabilmektedir. Hasat sonrasi depolanmis iriinlerde goriilen zararlilar
onemli diizeylerde nitel ve nicel agidan zarar yapmaktadir. Ferizli ve Emek¢i (2000a)’ye

gore, tahil lirtinlerinde meydana gelen kayip % 10 civarindadir.



Ege bolgesinde kuru incirde Ephestia cautella, Plodia interpunctella ve Ephestia
figuliella tarafindan meydana getirilen kayip % 39-68 oraninda degismektedir. Karadeniz
Bolgesinde findik iizerinde de etkili olan bu zararlilar % 20 oraninda zarar meydana
getirmektedir. Bu zarar orani bulasma diizeyine gdre daha da artabilmektedir. Ulkemiz
iklim ozellikleri ve iiretim gesitliligi nedeniyle ¢ok sayida depolanmis {iriin zararlisinin
gelismesine olanak vermektedir. Bu kapsamda depolanmis iirlin zararlilar ile savagim
ka¢inilmaz olmaktadir (Ferizli ve Emek¢i 2000a). Depolanmuis iiriin zararlis1 olan bocekler
bulastiklar1 {riinde beslenerek dogrudan ve dolayli sekilde zarar verebilmektedir.
Depolanmis liriin zararlilari, bulastiklar tirlinlerde yogun bir bi¢imde beslenmesi sonucu
agirlik, teknolojik deger ve tohumluk kayiplarina sebep olurlar. Bu kayiplarin yani sira
zararlilarin gomlek kalintilari, pislikleri ve salgiladiklar1 agims1 maddeleri nedeniyle iiriin
nitelik kayiplarina ugrar. Yogun bulagsmalarda iirlinde kiiflenme, kizisma ve kokusmalar
ortaya cikabilmektedir. Bunlara ek olarak zararlilarla bulasik iiriinlerin tiikketilmesi insan
sagligi yoniinden de sakincalar tasimaktadir (Boxall, 2001).

Bu siiregte son elli yildir, tarimda kimyasal ilaglarin kullanilmasi kesin ¢6ziim olarak
diistiniilmiigtiir. Zararlilarla miicadele islemleri c¢ogunlukla kimyasal miicadele ile
Ozdeslesmistir. Ancak kimyasal savasimla ilag kullanimi yayginlastikga ortaya bir¢ok
sorunlar ¢ikmistir. Zararlilarla miicadelede pestisitlerin yaygin olarak, asir1 dozda ve
bilingsiz kullanilisi, arzu edilmeyen yan etkilerinin olusumunu kag¢inilmaz hale getirmistir.
Bu nedenlerle de son zamanlarda kimyasal ilaclarin ¢ok az kullanildigi veya hig
kullanilmadig: alternatif yontemler iizerinde arastirmalara hiz verilmistir.

Farkli yontemler de kullanilmasina ragmen, tiim diinyada oldugu gibi giinlimiizde
tilkemizde de zararli boceklerin miicadelesinde cesitli kimyasal insektisitler hala etkin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu insektisitlerin ekolojik dengeyi bozarak dogal ¢evreye zarar
vermesi, hedef organizmalar diginda yararli bocekler tizerinde 6ldiiriicii etki gostermesi,
insan saghgint olumsuz etkilemesi gibi nedenlerle yasaklanmaya baslanmis ve hatta
bircogu da kullanimdan kaldirilmistir. Bunlardan en 6enmli depo zararlhilarma karsi
kullanilan metil bromit Montreal Protokolii uyarinca 2004 yilinda iilkemizde depolarda
kullanim1 yasaklanmigtir. Kimyasal insektisitlerin yerine diger bir¢ok zararlilarda oldugu
gibi depolanmis iirlinlerde zarar veren bdceklerin miicadelesinde de alternatif yollar

arastirilmaya baslanmistir.



Bu siirecte biyolojik miicadele biliylik 6nem kazanmis ve bu konudaki caligsmalar
yogunlagmistir. Bu, alternatif yontem arayisi igerisinde tek basina veya entegre programlari
dahilinde biyolojik miicadele 6n plana ¢ikan yontemler arasindadir.

Biyolojik miicadele, zararli, hastalik ve yabanci otlarin diger canlilarin yardimiyla
ekonomik zarar esiginin altinda tutulmasidir. Bir baska deyisle, dogada zararli olan
canlilar1 tamamen yok etmeden dogal dengeyi koruyucu, onarici ve destekleyici dnlemlerin
uygulamasidir. Biyolojik miicadelede etkili olan dogal diismanlar predatorler, parazitoidler
ve patojenler olarak {i¢ ana grupta toplanmistir. Predatorler, zararlilar lizerinde dogrudan
beslenerek etkili olan faydali boceklerdir. Parazitoidler, yumurtalarin1 diger bir bdcegin
ergin ya da ergin Oncesi donemleri dedigimiz yumurta, larva ve pupa gibi gelisme
donemleri igerisine birakarak etkili olan genellikle ar1 grubundan olan faydalilardir.
Patojenler ise diger canlilarda oldugu gibi zararlilarda da hastalik yapan etmenlerdir.
Hastalik olusturan patojenler funguslar, bakteriler, viriisler ve nematodlar gibi canlilardir
(Weeden vd., 2007). Biyolojik miicadelede {i¢ temel yaklasim vardir: (i) Mevcut dogal
diismanlarin korunmasi ve etkinliklerinin arttirtlmasi, (ii) dogal diisman populasyonunun
cogaltilmas1 ve desteklenmesi ve (ii1) dogal diigmanlarin ithal edilmesi. Bu ii¢ yontem,
birbirinden bagimsiz olarak disiiniilmemelidir. Ciinkii bu yontemler birbirinin
tamamlayicis1 durumundadir. Bunlar, ayni zamanda bir zararliya karsi uygulanacak
biyolojik miicadelenin asamalarini teskil eder.

Biyolojik miicadelede kullanilan etmenler bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar,
protozoonlar ve rekombinant tekniklerle gelistirilen organizmalardan olugsmaktadir (Peter,
1984). Belirtilen gruplara ait etmenler zararli boceklerde degisik hastaliklar olusturarak
bocek populasyonlarinin dengede tutulmasimi ve zararlilarin en az seviyeye inmesini
saglayarak zarart minimum seviyede tutmaktadir. Bunlarin biiyiik bir ¢cogunlugu konaga
0zgii oldugu i¢in yalnizca miicadele edilmek istenilen organizma iizerinde etkilidir. Bu
ozellikleriyle mikrobiyal etmenler, faydali ve predator bocekler, yiiksek organizasyonlu ve
insanlar gibi hedef dis1 organizmalar iizerinde herhangi bir risk olusturmaz. Bunlar,
tamamen dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu
ozellikleri, kimyasal insektisitlerin yerini gelecekte biyolojik etmenlerin alacagini
gostermektedir.

EDWIP (The Ecological Database of the World’s Insect Pathogens) ve VIDIL (Viral
Diseases of Insect in the Literature Database) verilerine gore, 2.285 farkli mikroorganizma

tiriiniin, 9.407 bocek tiriiyle iligkili oldugu belirlenmistir. Toplam 2.285



mikroorganizmanin 1.504‘Unl protozoonlar, 411’ini funguslar, 168’ini viriisler, 146’sim
nematodlar, 51’ini bakteriler ve 5’ini de diger organizmalar olusturmaktadir (Braxton vd.,
2003). Bu verilerin sayis1 her gecen giin yeni buluslarla artmaktadir.

Zararh bocekler, depolanmis {irtinlerde, orman, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda,
stis bitkilerinde, koruma altina alinmig bolgelerde yetisen bitki tiirleri tizerinde, veterinerlik
ve tibbi alanlarda biiyiik zararlara yol agarlar (Lacey vd., 2001).

Tarmm iirlinlerinde, iiretimin diismesindeki en Onemli nedenlerden birisi zararl
boceklerdir. Tarim triinlerinin gerek tarladaki iiriinlerde gerekse kurutma veya depolama
sirasindaki iirlinlerde birgok tarimsal zararli yasamaktadir. Bunlar, tirlinler tizerinde ¢esitli
derecelerde zararlar meydana getirerek biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Diinyada, Kkuru incir kurdu ile kimyasallar, c¢esitli parazitler, predatorler ve
mikroorganizmalar kullanilarak miicadele edilmeye ¢alisilmaktadir. Fakat yapilan tiim bu
calismalar bu bocegin populasyonunun zarar seviyesinin altinda tutmak igin yeterli
olmamis ve zararliyla miicadele halen etkin bir sorun olmaya devam etmektedir.

Kuru incir kurduna kars1 uygulanacak bir biyolojik miicadele etmeninin hangi dénem
ve kosullarda, nasil verilecegini belirlemek icin Oncelikle zararliyr ¢cok iyi tanimak ve
biyolojisini bilmek gerekir. Ikinci husus ise biyolojik miicadelede kullanilacak etmenin
tespit edilmesidir. Boyle bir etmenin tespit edilebilmesi i¢in ilk olarak mevcut biyolojik
etmenlerin zararli tizerinde test edilmesi ve zararli bocekte muhtemel hastalik olusturabilen
yeni bir patojenin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu bilgiler 15181nda, iilkemiz ekonomisinde biiyiik bir yeri olan basta incir olmak
izere, ¢ok sayida depolanabilir iriinlerde zarar olusturan Kuru incir kudu (Ephestia
cautella)’nin, uygulanmakta olan miicadele yontemleriyle uyumlu hatta onlara alternatif
olusturabilecek bir bakteriyal miicadele etmeninin tespiti ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu
sliregte, calismada E. cautella‘ya karst mikrobiyal miicadelede kullanilabilmesi amaciyla
zararlinin kiiltiire edilebilir bakteriyal florasi belirlendi. izole edilen bakterilerin zararl
tizerindeki oldiiriicii etkileri test edildi. Ayrica, farkli boceklerden izole edilmis, 6ldiiriicti
etkileri yiiksek, KTU Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvar
entomopatojen koleksiyonunda depolanan bakteriyal etmenlerden Bacillus cinsine ait 2

izolatin zararh iizerindeki oldiirticii etkileri tespit edildi.



1.2. Onemli Depolanabilir Tarim Uriinleri ve Tiirkiye Ekonomisindeki Yeri

Insanlar iiriinlerini daha sonradan tiiketme amaciyla saklarlar. Ulkemiz genis tarim
alanlar1 ve uygun iklim kosullar1 nedeniyle ¢ok sayida degisik iiriiniin biiylik kapsamda
yetistirilmesine imkan veren kosullara sahip bulunmaktadir. Ozellikle nem igerigi diisiik
tiriinler depolanabilmekte ve tiim yil boyunca piyasaya sunularak tiiketim yil boyunca
karsilanabilmektedir (Ferizli ve Emekgi, 2000a).

Ulkemiz kurutulmus meyve iiretimi acisindan diinyanin 6nde gelen iireticileri
arasinda bircok iiriinde lider konumundadir. Ulkemizde kurutulmus incir iiretimi diinya
{iretiminin %60-75’ini olusturmaktadir. Kuru incir iiretimi &zellikle Aydin ve Izmir
illerinde yapilmakta olup ihracat gelirimiz son yillarda gittikge artan bir egilim

gostermektedir (Tablo 1) (Akova, 2009a).

Tablo 1. Yillara gore iilkemiz kuru incir tiretim ve ihracat miktar1 (ton) ve
ithracat geliri (1.000 ABD dolar1)

Yil Uretim  fhracat Miktar Ihracat Geliri
2001 48.028 39.284 66.216
2002 52.462 35.935 72.375
2003 54,571 42.095 78.064
2004 55.631 49.073 85.596
2005 56.327 52.594 105.076
2006 60.393 54.237 120.697
2007 48.012 40.101 150.527

Tiirkiye, toplam tahil ve baklagil tiretimi ve tiiketimi bakimindan diinyanin 6nde
gelen iilkelerindendir. Ulkemiz hububat iiretimi 2008 yilinda tahminen 29,3 milyon ton

olarak gerceklesmistir (Tablo 2) (Akova, 2009a).

Tablo 2. Yillara gore iilkemiz tahil tiretimi (1000 Ton)

Yil Bugday Arpa  Cavdar Yulaf Misir Piring Toplam
2003  19.000 8.100 240 240 2.800 223 30.658
2004  21.000 9.000 270 275 3.000 294 34.046
2005  20.500 9.500 270 270 4200 360 36.472
2006  20.010 9551 271 209 3535 389 34.643
2007  17.234 7.307 241 189 3,535 389 29.257
2008  17.782 5923 255 207 4.274 457 29.316




Ulkemiz tarimsal iiretimi igerisinde onemli paya sahip olan bir diger iiriin ise

findiktir. Tiirkiye findik iiretimi i¢in gerekli en uygun iklim 6zelliklerine sahip az sayidaki

iilkelerden birisidir. Diinya ihracatinda ise iilkemiz en biiyiik ihracatc1 iike olup Tiirkiye'yi

Italya, Azerbaycan ve Giircistan takip etmektedir. ITC verilerine gdre 2007 yil1 itibariyle

tilkemizin diinya i¢ findik ihracatindaki pay1 yaklasik % 72’dir. Toplam findik

ihracatimizin % 43’ islenmis olarak ihrag¢ edilmektedir (Tablo 3) (Babadogan, 2009).

Tablo 3. Yillara gore iilkemiz findik iiretim ve ihracat miktari (ton) ile ihrag
geliri (1000 ABD Dolarr)

Yil Uretim Thracat Miktari [hracat Geliri
2002 600.000 247.478 572.669
2003 480.000 223.261 642.514
2004 350.000 350.000 1118.109
2005 530.000 210.013 1919.991
2006 661.000 247.381 1456.197
2007 530.000 236.104 1509.622

Tiirkiye, yas tiztim treticiligindeki gli¢lii konumuna parelel olarak, diinya ¢ekirdeksiz

kuru iiziim iiretiminde de énemli bir yere sahiptir. Ulkemiz, 2008 yil1 itibariyle 300 bin

tonluk kuru iizim iiretim miktar1 ile diinya toplam kuru {iziim tiretiminin % 36,3’linu tek

basina karsilamistir (Tablo 4) (Akova, 2009b).

Tablo 4. Yillara gore iilkemiz kuru {iziim iiretim ve ihracat miktar1 (ton) ile
thracat geliri (1.000 ABD dolar1)

Yil Uretim Thracat Miktari Thracat Geliri
2002 200.000 205.209 156.255
2003 215.000 196.020 183.959
2004 280.000 211.893 231.400
2005 250.000 226.597 239.728
2006 274.000 244.212 289.230
2007 220.000 240.599 316.827
2008 300.000 199.234 349.539

Islenmis tahil iiriinlerinin basinda un gelmektedir. Ulkemizin yillik yaklasik 36

milyon tonluk bugday isleme kapasitesi mevcuttur. Tiirkiye nin bugday unu tiretimi 2004

yil1 itibariyle 11,8 milyon tondur. 2005 ila 2008 yillar1 arasinda ihracatimiz 1 milyon tonun



tizerinde gerceklesmis ve bunun karsiliginda elde edilen ihracat geliri yaklagik 500 milyon

ABD dolarina ulagmistir (Aytag, 2009).

1.3. Ulkemizde Karsilasilan Depolanms Uriin Zararhlar

Ulkemiz uygun iklim kosullarindan dolay1 ¢ok sayida depolanmis iiriin zararlisinin
gelisimi icin miikemmel kosullar sunmaktadir. Depolanmis tahillarda goriilen zararlilar
yaklagik % 10 oraninda iiriin kayiplarina neden olmaktadir (Ferizli ve Emekgi, 2000a).

Ephestia cautella, Ephestia figuliella, Plodia interpunctella ve Carpophilus
hemipterus Ege bolgesinde kurutulmus incirde siklikla karsilasilasilan zararlilardir ve diger
kurutulmus meyvelerde de goriilebilmektedir. Tahillarda baglica zararhilar arasinda
Sitophilus spp., Trogoderma granarium, Sitotroga cerealella ve Rhyzopertha dominica
sayllmakta ve bunlar saglam danelerde zarar meydana getirmektedirler (Tablo 5). Digerleri
ise onceden zarar gormiis ya da kirikli danelerde beslenebilen baska zararlilarda mevcuttur.
Trogoderma granarium genellikle Giliney ve Gilineydogu Anadolu bolgesinde

karsilasilirken digerleri tiim bolgelerde goriilebilmektedir (Ferizli ve Emekgi, 2000a).

Tablo 5. Ulkemizde depolanmus iiriinlerde siklikla karsilasilan zararli tiirler

Uriin Tiir

Tahillar Sitophilus granarius
S. oryzae
S. zeamais

Tribolium confusum

T. castaneum

Gnathocerus cornutus
Rhyzopertha dominica
Tenebrio molitor
Trogoderma granarium
Latheticus oryzae
Tenebrioides mauritanicus
Oryzaephilus surinamensis
Laemophleus ferrugineus
Sitotraga cerealella
Ephestia kuehniella
Pyralis farinalis

Acarus siro

Glycyphagus domesticus
Lepidoglphus destructor
Tyrophagus putrescentiae




Tablo 5’in devami

Gohieria fusca
Kurutulmus meyveler ve findik Ephestia cautella

Ephestia figulielle

Plodia interpunctella

Oryzaephilus surinamensis

Paralipsa gularis

Carpophilus hemipterus.

Carpoglyphus lactis

Baklagiller Acanthoscelides obtectus
Callosobruchus chinensis
Tiitiin Ephestia elutella

Lasioderma serricorne

1.4. Zararhlarla Miicadele Yontemleri

Tarimsal {irliniin ve gidanin depolanmig {iriin zararlilarindan korunmasi iiretici,
isletme ve ihracatgilar i¢in biiylik oneme sahiptir.

Zararli boceklerin depolanabilir tarim iirlinlerine verdigi zararlar oncelikle bahcede
baslar kurutma ve depo asamasinda devam eder. Dolayisiyla depolanabilir tarim
iriinleriyle miicadele oOncelikle bahcede baslatilir. Bahgelerdeki bakim ile bahce
temizliginin yapilmasi, kuru dallarin budanmasi, hasat zamaninin dogru ayarlanmasi gibi
toprakla ilgili miicadele yapilmaktadir. Ayrica iiriiniin koyulacagi depolarin temizligi,
zararl giris ¢ikisina izin vermeyecek diizeyde olmasi gibi bulagsma olmamasi i¢in alinan bu
tedbirlerle zararlilarla kiiltiirel miicadele yapilmaktadir.

Depolanabilir iirlinlerde zararlilarla en sik, maliyetsiz ve kolay miicadele
cesitlerinden biri tuzaklar kullanarak yapilan miicadeledir. Isik, yem, yapiskan feromon
gibi tuzaklar bu tip miicadelenin en fazla kullanilanlaridir.

Depolanmis iirlinlerle miicadelede hem {ilke sinirlar1 icinde hem de iilke sinirlari
disinda {irlinlerin transferi sirasinda {iriiniin kontrol edilerek i¢ ve dis karantina, ambargo,
muayene veya sertifika uygulamalar1 seklinde miicadele yapilmaktadir.

Ulkemizde 6zellikle depolanmis organik {iriinlerde zaman zaman uygulanan bir
baska yontem ise diisiik sicaklik uygulamalardir. Depolanmis iiriin zararlilari - 10°C ile -
18°'C’de kisa siirede donarak oliirler. Bu nedenle depolanmuis iiriinlerin 1sisimn istenen
diisiik sicakliklara getirilerek bir silire tutulmasi ile zararhlar Oldiriilebilmektedir.
Depolanmis organik iiriinlerde ayrica yiiksek sicakliklardan yararlanilarak zararlilarla

miicadele yapilabilmektedir. Ancak sicaklik derecesi ve uygulama metodu iiriine zarar



vermeyerek, zararliya zarar verecek sekilde ayarlanmalidir. Yiiksek sicaklik uygulamasi,
tilkemizde 6zellikle organik {iriin isleyen isletmelerde zaman zaman uygulanan bir yontem
konumundadir (Sariyorikk ve Koseoglu, 1987; Biilbiil, 1993; Ferizli vd. 2004). Fakat
uygulama maliyeti iilkemizde enerji fiyatlariin ytliksekligi nedeniyle oldukca yiiksektir.
Dolayistyla genellikle organik iirlinlerde uygulanmaktadir.

Depolanmig {iriin zararlilar1 ile savasimda oOzellikle de organik iiriinlerde
kullanilmaya baglamis uygulama olarak CO, ve N; gazi ile olusturulan degistirilmis
atmosfer kullanilmaktadir. Degistirilmis atmosfer uygulamalar1 maliyeti nispeten ucuz ve
kalint1 birakmayan bir yontem olarak ililkemizde 6zellikle organik kurutulmus incir isleyen
isletmelerde basariyla uygulanmaktadir (Ferizli ve Emekgi, 2000b, Ferizli vd. 2004).
Uygulamada karsilagilan sikinti ise uygulama siiresinin nispeten uzun olusudur. Bu
kapsamda CO, gaz ile yiiksek basing uygulamasi 6zellikle nem igerigi diisiik iiriinlerde
kisa siirede zararlilar ile savasimda kullanilan bir yontem olarak uygulanmaktadir.

Ulkemizde yiiksek basing + CO, gazi1 uygulamasi birka¢ organik isletmede
kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemin 6nemli {istiin 6zelligi uygulama siiresinin kisa
olmasina ragmen, yatirim ve isletme maliyeti ¢ok yiiksek olup, normal atmosferik basingta
degistirilmis atmosfer uygulamasina kiyasla yaklasik 10 kati maliyetlidir. Dolayisiyla
kiymetli iirinler haricinde uygulama imkan1 bulamayan bir yontem konumundadir (Ferizli
ve Emekgei, 2000Db).

Depolanabilir iiriinlerle miicadelede farkli yontemlerde mevcuttur. Diisiik orantili
nemden yararlanma; depolanmis iiriin zararlilar1 % 50'min altindaki orantili nemde
yasayamaz ve ¢ogalamazlar. Mineral Tuzlardan Yararlanma; mineral tuzlarin veya kiillerin
akar ve yumusak viicutlu boceklerin viicudunda c¢izikler meydana getirip, viicut suyunun
kaybolmasina sebep olarak, 6liimlerine neden olmaktir. Manyetik Alandan Yararlanma;
yiiksek gerilimli bir elektrik alan1 meydana getirilerek bunun arasindan zararliyla bulagik
olan iiriin gecirilmek suretiyle {iriin i¢inde bulunan zararhilar 6ldiiriilebilmektedir (URL-1,

2013).

1.4.1. Kimyasal Miicadele

Depolanabilir iirtin zararlilariyla miicadelede en fazla yapilan miicadele gesididir.
Diinyada ve iilkemizde depolarda ve isletmelerde iirlinlerin zararlilardan korunmasinda

yaygin olarak bu pestisitler kullanilmaktadir. Kimyasal miicadele kullanilan kimyasallar
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zararlilar1 kisa siirede Oldliirmesinin yani sira ¢evreye ve insan sagligina zarar
vermektedirler. Ulkemiz 1998 yilinda hasat sonras1 uygulamalarda yaklasik olarak 297 ton
pestisit kullanildig1 kayithidir. Kullanilan kalic1  pestisitlerden yaklasik 255 ton
insektisitlerden, 20 tonu bos depo ilaglamalarinda ve 235 tonu ise direkt iiriine
uygulanmistir. Yine bu déonemde fiimigantlardan metil bromit (Mbr) kullanim1 yaklasik 40
ton olmustur (Emekgi ve Ferizli, 2000). Depolarda kullanilan birgok pestisite zararlilarin
direng gelistirdigi bilinmektedir. Depolarda kullanilmakta olan malathiona, chlorpyrifos-
methyl, fenitrothion, pirimiphos-methyl, etrimfos, ve benzeri bir ¢ok etkili maddeye karsi
bazi lilkelerde 6nemli bazi depolanmuis {irlin zararlilarinda direng gelistigi bildirilmektedir
(Arthur, 1996). Uygun olmayan sicaklik ve nem kosullarinda malathion’nun hizlh
parcalanmasi, fumigant aktivitesinin sicakliga bagli olarak degismesi; iriin tarafindan
fumigantin absorbe edilmesi ve koruyucu insektisitlerin iiriinde kalint1 birakmasi (Alaoglu,
1989) cok onemli diger sorunlardir. Hatta ¢ok yiliksek konsantrasyonlarda zararlilarin
O0lmedigi ve koruyucu narkoza girdigi bilinmektedir. Kismi bagarili fumigasyon
uygulamalarindan arta kalan canli bocekler, 6zellikle de gelismekte olan iilkelerde, fosfine
direngli popiilasyonlarin giderek artmasina neden olmustur (Teyler vd., 1983; Zettler,
1997; Bell, 2000).

Depolanmis {irlin zararhilariyla miicadele i¢in hem diinyamiz hem de tilkemizde en
fazla kullanilan yontemlerden biri fumigasyon uygulamasidir. Gerek bos gerek dolu
depolar belli kimyasallarla fumige edilerek zararlilardan koruyucu ve zararlilar1 azaltict
onlemler alinmaktadir. Giiniimiizde yaygin olarak uygulama alani bulmus iki fiimigant
bulunmaktadir, bunlar metil bromit ve fosfindir (PH3). Bu iki fimigantin da diinya
genelinde depolanmis iirlinlerdeki kullanim miktarlar1 tam olarak bilinmemekle birlikte
fosfin kullaniminin yaklagik 1900 ton, metil bromit kullanimimin ise 6700 ton oldugu
bildirilmektedir (Banks, 1994).

Metil Bromit, organik bromiir bilesiklerinin en kiiciik molekiilliisiidiir. Seri olarak
stratosferdeki ozon molekiilleri ile reaksiyona girerek ozonu oksijene indirgemekte ve bu
nedenle ozon tabakasini inceltici maddeler grubunda ele alinmaktadir. Bu zararindan
dolay1 Birlesmis Milletler Montreal protokoliine gére metil bromit, hali hazirda gelismis
iilkelerde 2005 ve gelismekte olan iilkelerde ise 2015 yilina kadar kullanimdan kaldirilmasi
planlanmistir (UNEP, 1995). Ulkemizde ise metil bromit, 2004 yil1 itibariyle (karantina ve
yiikkleme Oncesi uygulamalar hari¢) kullanimdan kaldirilmis bir flimiganttir. Bu nedenle

iilkemizde flimigant olarak sadece fosfin (PH3) bulunmaktadir. 1930°lu Yillardan bu yana
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kullanilmakta olan bu fiimigant iilkemizde metalik fosfin formiilasyonu olan aliiminyum
veya magnezyum fosfit igerikli formiilasyon olarak ruhsathidir. Metalik fosfin havanin
nemi ile reaksiyona girerek fosfin gazi (PHs) agiga cikarir. Yapilan yogun caligmalara
ragmen fosfinin etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte genel olarak
cystinin kiikiirt bagin1 zayiflattig1, dolayisiyla proteinlerdeki disiilfit baglarinin kirilmasina
neden oldugu, reaktif oksiradikallerin olugmasina neden oldugu ve mitokondri solunumunu
etkiledigi bildirilmektedir (Chaudhry, 1997). Fosfin, boceklere toksik etki icin O-
gerektiren bir bilesiktir. Ortamda O, ’nin olmamasi durumunda fosfin alimi gergeklesemez

ve dolayisiyla boceklerde 6liime neden olmaz (Rajendran, 1993).

1.4.1.1. Kimyasallarin Cevreye Olan Etkileri

Tim diinyada oldugu gibi lilkemizde de zararli boceklerin miicadelesinde cesitli
kimyasal insektisitler kullanilmaktadir. Fakat kullanilan bu insektisitler dogal ¢evre ve
hedeflenmemis organizmalar iizerinde olumsuz etkilere sahiptir (Ecevit, 1988; Unal,
1998). Ozellikle 1950’lerden sonra insektisitlerin olumsuz etkilerinin ortaya cikarilmast,
zararli boceklerin miicadelesinde yapilan c¢aligmalarin daha etkili ve giivenli miicadele
etmenleri bulmaya yonlendirmistir.

Zararli boceklerle miicadelede 1800’lii yillarin ortalarmma kadar, zararlilarin
toplanmas1 veya yakilmasi seklinde miicadele ediliyordu. Bu tarihten sonra once kiikiirt ve
arsenik, daha sonralar1 ise kursun asetat, cryolite ve borik asit gibi ¢ok az kimyasal madde
boceklere karsit kullanildi. Dikloro-difenil-trikloroetan (DDT)’nin 1938-1940 yillarinda
insektisit 6zelliginin kesfedilmesinden sonra kimyasal miicadelede yeni bir ¢ag acildi.

Diinya Saglik Orgiitine (WHO) gore insektisitlere dayamklilik, “normal bir
populasyondaki bireylerin gogunu 6ldiirdiigii tespit edilen zehirli bir maddenin bir dozuna
kars1, aym tiirtin diger bir populasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin
gelismesi” olarak tarif edilmektedir. Bagka bir tanima gore ise dayaniklilik, “ bir arthropod
tiiriiniin bir irkinin, ayni tiirtin duyarli populasyonunda saptanmis olan LD1go degerinin iki
kat1 olan ila¢ dozundan etkilenmemesi” olarak agiklanmaktadir.

Zararl boceklerle ilgili toksisite denemelerinde her zararlinin kendine has bir doz
olim egrisi vardir. Kullanilan ilag dozu arttiginda 6liim orani da artar. Iste bu durumda
eger doz arttifinda dliimdeki artis orani yavas yavas azaliyorsa, o canliya kars1 kullanilan

toksik maddeye kars1 bir mukavemet baslamis demektir.
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Arthropodlarin insektisitlere karsi dayanikliligr ilk olarak 1908 yilinda San Jose
kabuklu biti (Quadraspidiotus perniciosus)’nde gozlenmis ve her gegen yil bu sayi
artmistir. DDT’nin piyasaya siirilmesiyle dayanikli populasyonlarin gériilme orani birden
bire ve belirgin bir sekilde artis gdstermistir. Pestisitlere kars1 ilk direng olay1 Isve¢’te 1946
yilinda DDT’ye karsi karasineklerde gozlenmis, 1948’te ise Aldrin ve Dieldrin
kimyasallariin toprakta en fazla kalict insektisitler oldugu agiklanmistir (Agar vd., 1991).
Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalara gore 447 bdocek tiiriiniin insektisitlere karsi
dayanikli oldugu belirlendi. Bu saymnin her gecen yil arttigi ve giinlimiizde 1000 tiiriin
tizerinde oldugu disiiniilmektedir. Bu tiirlerin basta Diptera ve Coleoptera olmak {iizere
arthropodlarin 14 farkli takimina ait oldugu bilinmektedir.

Insektisitlere dayanikli zararhilarin olusmasiyla, doz arttirimi yapilmakta Ve
uygulamalar arasindaki siire kisaltilmaktadir. Bu yontemden de sonu¢ alinamamasi
durumunda daha etkili ve zehirli insektisit kullanimimna ihtiyag duyulmaktadir. Bunun
maddi bedeli dl¢giilemeyecek kadar yiiksek olmaktadir. Hatta yiiksek dozlarda ve daha
zehirli insektisit kullanimi yiiziinden insan zehirlenmeleri bile goriilebilmektedir.

Asirt dozda ilag kullanimi zararli lizerine etkili olmaktan daha cok, cevre kirliligi ve
diger yan etkileri ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica, insektisitlere dayanikliligin sonucu olarak
sosyal harcamalarda da artis goriilmiistiir. Zararlilarla miicadele i¢in uygulanan
kimyasallar, hedef zararli bocegin haricinde diger canlilari da olumsuz yonde
etkilemektedir. Kimyasallarin yogun bir sekilde kullanilmasi, zaman iginde zararli
boceklerde insektisitlere karst dayaniklilik mekanizmasinin gelismesine neden olmaktadir.
Gergeklesen bu dayaniklilik mekanizmasi, ilagtan kagma gibi davranigsal olabilecegi gibi
birbirine ¢ok yakin akraba tiirler arasinda dahi zararliya direng gosterebilecek irklarin
olusabilmesi seklinde de gerceklesebilir. Bazen de bdceklerin viicut yapilarindan
kaynaklanan yapisal dayamklilik s6z konusudur. Ornek vermek gerekirse, bdyle bir
durumda bocek, kalin kutikula tabakasi sayesinde uygulanan insektisite kars1 direnclidir.
Fosfin ile fiimigasyonda ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda dahi zararlilarin 6lmedigi ve
koruyucu narkoza girdigi bilinmektedir (URL-1, 2013).

Insektisitlerin etki tarz1 bakimindan zararli ve faydali bocekler arasinda bir farklilik
yoktur. Fakat, etkileri bakimindan farklilik vardir. Faydali bocekler olarak kabul edilen
predatdr ve parazitler insektisitlerden daha fazla etkilenmektedir. Ne yazik ki parazit ve

predatorlerdeki dayanikliligin olusumu, zararli boceklerdeki kadar cabuk olmamaktadir.
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Bunun sonucu olarak, zararli populasyonlar1 iizerinde dengeleyici olan predatorler ve
parazitler ortadan kalkmakta ve zararlilar daha ¢abuk yayilmaktadir (Ecevit, 1988).

Insektisitlerin kullanildig1 alanlarda dogal olarak yasayan polinatér canlilar da yok
oldugu i¢in bu alanlardaki zirai iirlinlerde tozlagsma orani azalmaktadir (Ecevit, 1988).
Bitkilerde tozlasmada onemli rol oynayan bal arilari ve yaban arilari insektisitlerden
etkilenen 6dnemli bir canli grubunu olusturmaktadir. Kimyasal insektisitler yalnizca bocek
tiirlerine degil, dogada bulunan bitki Ortiisiine de =zarar vermektedir. Kimyasal
insektisitlerin dogada toprak ve bitkilerde birikmelerinden dolay1 yok olmalar1 ¢ok uzun
stirmektedir. Olusan bu birikim topraktaki normal mikrobiyal populasyonu bozarak toprak
veriminin diigmesine neden oldugu gibi bitkiler araciligiyla besin zincirine dahil olarak
besin zincirinin en st seviyesindeki canlilara kadar ulasmaktadir. Belli bir alana
uygulansalar dahi kolayca yok olmadiklarindan dolayi, riizgar ve yagmur gibi dogal
olaylarla ¢ok daha genis alanlara yayilabilmeleri insektisitlerin zararini daha da
artirmaktadir (Unal, 1998).

Herhangi bir yolla sulara erisen kimyasal maddeler baliklar tarafindan alinir.
Baliklarin biiylime, lireme, kagma ve saklanma gibi bazi yetenekleri, insektisitlerin
biinyelerinde birikimlerine gore azalir veya tamamen yok olur. Rakipler karsisinda daha
kolay avlanmalar1 sonucu bazi tiirlerin biitiiniiyle ortadan kalkmasi s6z konusu olabilir
(Unal, 1998). Ekonomik 6neme sahip balik tiirlerinde biriken insektisitler beslenme
yoluyla insanlara gecer. Insektisitlerin baliklar1 6ldiirme etkilerinden baska sulardaki
oksijen miktarini da diigiirerek, su canlilarinin yagamini tehdit etmektedir.

Insektisitler kullanildiklar alanlardaki bitkilerin ¢imlenmesi, vejetasyonu ve iiremesi
tizerine de olumsuz etkiler yapmaktadir. Bazen bitkilerin belirli doku kisimlarinda,
ozellikle yaprak ve siirgiinlerinde yanma denilen bir takim lekeler ile renk degisimlerinin
meydana gelmesine sebep olusturmaktadir. Hatta bazen tiim bitkinin 6ldigi goriliir
(Ecevit, 1988). Bitkilere bulasan insektisitler, bitki iizerinde biraktiklar1 kalintilarla,
besinin tat ve kokusunu bozabildigi gibi, beslenme yoluyla insan viicuduna alinarak toksik

etkilere de yol agmaktadir.

1.4.1.2. insektisitlerin Insanlar Uzerine Olan Etkileri

Insektisitler dogrudan dogruya veya dolayl olarak insan saghigini etkilemektedir. Bu

etkiler akut ve kronik toksisite olarak iki grup altinda toplanabilir (Ecevit, 1988).
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Bir kimyasalin bir kez veya kisa bir zaman diliminde (Ornegin, 24 saat) birkag kez
alinmas1 sonucunda viicutta olusan hasar akut toksisite olarak tanimlanir (Unal, 1998).
Akut toksisite ilacin iiretimi sirasinda ¢alisanlarin ilaglardan zehirlenmesi sonucu ortaya
cikabildigi gibi bu ilacin tasinmasi, depolanmasi ve kullanilmasi esnasinda giivenli
kullanim kurallarina uyulmamasi sonucu da ortaya ¢ikabilir (Ecevit, 1988). Bursa’da 1963
yilinda, parathionla ilaglanmis seftaliyi yiyen 32 kisiden 7’sinin ayni giin 6lmesi akut
toksisiteye ornek verilebilir. Insektisitlerin {iretim ve kullanimlar1 sirasinda meydana gelen
is kazalari, bu ilaglarin insan sagligina karst olumsuz etkilerini ¢cok ¢abuk bir sekilde
gdstermesine sebep olmaktadir. Ornegin, Hindistan’mn Bhopal kentinde 1984 yilinda,
ABD’ye ait Union Corbide Sirketi’nin bir fabrikasindan ¢evreye yayilan yaklagik 45 ton
metil izosiyonat gazi, civardaki 2500 kisiyi uykularinda 6ldiirmiis ve fabrika c¢evresindeki
cok genis bir alan1 yasanmaz hale getirmistir. Aradan 4 yi1l gegtikten sonra bile, fabrika
cevresindeki koylillerden her yil ortalama 500 kisinin Glmesi, tehlikenin boyutlarini
gdstermesi agisindan oldukca dnemlidir (Unal, 1998).

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

Depolarda metil bromitin yasaklanmasiyla yerine siklikla fosfin kullanilmaya
baglanmistir ve gaz haldeki fosfin solundugunda akcigerdeki nemle reaksiyona girerek
fosforik asit olusturur, bu da 6liimciil olabilir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin 1985 yili raporlarina gore, her yil 1.000.000 Kkisi

pestisitlerden zehirlenmekte ve bunlarin yaklasik 20.000°1 6liimle neticelenmektedir.



15

Diinya pestisit tikketiminin 1/3’1 az gelismis iilkelerde gergeklesmesine ragmen, diinya
pestisit 6liimlerinin % 75’1 bu iilkelerde meydana gelmektedir (Unal, 1998).

Zararli boceklerle miicadelede kullanilan insektisitlerin anlatilan yan etkilerinden
dolay1, kimyasal miicadelenin giiniimiizde miimkiin oldugunca kisitlanmasi1 ve bunun
yerini cevresel acidan daha giivenli olan biyolojik miicadelenin almasi1 gerektigi
distiniilmektedir.

Son 25 yili askin bir siiredir, zararli boceklerle miicadelede yukarida bahsedilen
zararl etkileri nedeniyle kimyasal insektisit kullanmanin yerine alternatif veya destek
yontemleri arastirmaya baslanmis (Bernard ve Jack, 2003) ve bdylece biyolojik miicadele
cagl baslamistir. Biyolojik miicadele kapsaminda gelistirilen irlinlerin kimyasal
miicadeleye kiyasla gelistirme masrafinin daha az olmasi, daha az diren¢ olusturmasi, yan
etkisinin ¢ok az olmasi, zararlilarla 6zdeslesmesi ve basari oraninin ¢ok yiiksek olmasi gibi

nedenlerden dolay1 biyolojik miicadele ¢alismalari hiz kazanmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Kimyasal miicadele ile biyolojik miicadelenin karsilastiriimas: (Uygun vd., 2010)

Kimyasal Miicadele Biyolojik Miicadele
Denene Bilesik /Tiir Sayisi > 1 milyon 2000
Basar1 Oranmi 1:10000, 1:200000 1:10
Gelistirme Masrafi 100-400 milyon Euro 1 milyon Euro
Gelistirme Siiresi 10 y1l 10 y1l
Fayda/Masraf Orani 2:1 20:1
Dayaniklilik Riski Yiiksek Diisiik
Zararliya Ozellesme Cok diisiik Cok Yiiksek
Yan Etki Cok Yok/ Cok az

1.4.2. Biyolojik Miicadele

““Biyolojik miicadele’” sdzciigii ilk defa 1919 yilinda Kalifornia Universitesi’nden
Harry Smith tarafindan “zararli populasyonlarmin dogal diismanlar1 vasitasiyla kontrol
altina alinmasi1” igin kullanilmistir. Bununla birlikte, teknolojik gelismelerle bu tanim
onemli arastirmalara temel olusturmustur. Van den Bosch vd. (1982), biyolojik miicadele

teriminin hem “uygulamali biyolojik miicadele” yani “insanlar tarafindan dogal
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diismanlarin zararlilara karsi kullanilmast ve hem de “dogal biyolojik miicadele” yani
“insanin miidahalesi olmadan dogada kendiliginden olusan miicadele” ifade etmek iizere
kullanildigin1 belirtmektedir.

Debach (1974), biyolojik miicadeleyi dogal miicadelenin bir pargasi olarak kabul
etmekte ve ekolojik anlamda “parazitoit, predatdr ve patojenlerle, herhangi bir zararlinin
poplilasyon yogunlugunu, bu etmenlerin olmadig1 zamanki yogunlugundan daha diisiik
diizeyde tutulmasmi saglayan diizenlemeler” olarak tarif etmektedir. Ayni1 zamanda
Debach (1974), dogal biyolojik miicadeleyi ise “dogada canli popiilasyonlarinin belirli bir
zaman periyodunda inis ve ¢ikislarinin bir veya daha ¢ok dogal faktorler kombinasyonu
tarafindan diizenlenmesi” seklinde tarif etmektedir. Hagler (2000), biyoloji miicadeleyi
“zararlilarin miicadelesinde dogal diismanlarin insanlar tarafindan kullanilmasidir”
seklinde tarif etmekte ve ayrica ABD Ulusal Bilimler Akademisi’nde bir grubun, biyolojik
miicadele taniminda bulunan canli organizmalara gen ve gen {iriinlerini de ekleyerek
biyolojik miicadelenin ¢alisma alanini genisletmek istemektedir (Uygun vd., 2010).

Gilintimiizde biyolojik miicadele, ‘‘zararli boceklerin yapmis oldugu zarar1 en aza
indirmek icin bu boceklerin dogal diismanlarini kullanma’ olarak tanimlanabilir. Dogal
diisman terimi, predator ve parazitlerle birlikte hastalik olusturan mikroorganizmalar1 da
kapsamaktadir (Peter, 1984). Ancak, bdceklerde hastalik olusturan mikroorganizmalarin
kullanimi, genellikle mikrobiyal miicadele olarak adlandirilir.

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

Biyolojik miicadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal miicadele, zararli boceklerle
miicadelede patojen mikroorganizmalarin kullanilmasimi kapsar. Entomopatojen olarak
adlandirilan bu mikrobiyal miicadele etmenleri (bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar,
protozoonlar) zararli boceklerde hastalik olusturarak bocek populasyonlarinin dengede
tutulmasini ve zararlarinin en aza indirilmesini saglamaktadir. Bu entomopatojenlerin
biiyiikk bir cogunlugu konaga 6zel oldugu i¢in yalnizca miicadele yapilmak istenilen
organizma iizerinde etkili olur. Bu dzelligiyle, faydali ve predator bocekler, hayvanlar ve
insanlar gibi hedef dis1 organizmalar lizerinde herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen
dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu 6zellikleri,

gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagin1 gostermektedir.
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Biyolojik miicadele, diger miicadele yontemlerine gore dogal dengenin kurulmasina
yardimci olmasi, uzun vadede kalici sonuglar vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi
bakimindan en ¢ok tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir (Ogurlu, 2000).

Biyolojik miicadeleyi asil 6nemli kilan, ekosistemi bozmamasi ve zararli tiirler
tizerinde kalict ve dinamik bir etki meydana getirmesidir. Bu iki 6zellik diger miicadele
yontemlerinde bulunmaz. Biyolojik miicadele diger miicadele yoOntemlerine goére yan
etkilerinin olmayisi, baslangicta masrafli olsa da ilerleyen yillarda ilk kurulus
harcamalarini tolere ederek en az masrafla en iyi sonucun alinabilmesine imkan vermesi,
etkisini uzun siire devam ettirebilmesi, zararlilarda dayanikliliga ve bagisikliga yol
acmamasi ve zararliyr direkt olarak oOldiirmekten baska, ilireme giiclinii azaltma ve
gelisiminde dengesizlikler yaratma gibi dolayli faydalar saglamasi bakimindan bir¢ok
avantajlara sahiptir. Buna karsin esash bilgi gerektirmesi, baslangicta risk tagimasi ve
neticenin ge¢ alinmasi gibi tolere edilebilecek dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Biyolojik miicadelenin ilk uygulama donemleri ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Bilimsel anlamda bilinen ilk biyolojik miicadele, ¢inli turunggil yetistiricilerinin zararl
bocekleri kontrol altina almak amaciyla yaklasik 1700 yil 6nce predatdr karincalari
kullanmalariyla uygulanmistir. Hatta karincalarin ticari olarak {retilip satildiklar
belirtilmektedir. Bin ikiyiizlii yillarda Yemen’de palmiye agaclarindaki zararlilara karsi
karincalarin kullanildigt ve Arabistan’da her yil daglardan getirilen avecr karinca
kolonilerinin, hurma agaclarinda zarar yapan bir diger karinca tiiriine kars1 kullanildig:
kayithidir (Ogurlu, 2000).

Ingiltere’de 1770’li yillarda tarim arazileri ve seralardaki gesitli bitkilere zarar veren
afitlerle miicadelede gelin boceklerinden faydalanilmistir. Tirkiye’de incir depolarinda
Ephestia cautella, Walker  (Lep.: Pyralidae) zararmin artmasiyla 1900’14 yillarin
baglarinda Almanya’dan getirilen incir kurdunun parazitoiti olan Bracon hebetor'un Ege
Bolgesi'ndeki incir depolarinda kitle {iretim ve salimi ¢aligmalar1 yapilmistir  (URL-2,
2013). Fransa’da kavak agacglarinda zarar yapan Lymantria dispar L. (Lep: Lymantriidae)
tirtillartyla miicadelede, 1840 yilinda kosucu boceklerden faydalanildig: bilinmektedir. Bir
kurbaga tiirii olan Bufo marinus L. (Anura: Bufonidae) zararli boceklere karsi kullanilmak
tizere, 1884 yilinda Jamaika’dan Barbados’a nakledilmistir. Poecilia reticulata (Lepistes,
Guppy), lepistes baliklar1 sivrisineklerle miicadelede bataklik bolgelerde halen

kullanilmaktadir.


http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=5&ved=0CCIQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.akvaryum.com%2Fpoecilia_reticulata_%28lepistes%2C_guppy%29_tatlisur_5_194.asp&rct=j&q=lepistes&ei=0_chTJfiKcuMONXRtD8&usg=AFQjCNEKu0eQqv7tOJ_bLGD689zQwy5Okg
http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=5&ved=0CCIQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.akvaryum.com%2Fpoecilia_reticulata_%28lepistes%2C_guppy%29_tatlisur_5_194.asp&rct=j&q=lepistes&ei=0_chTJfiKcuMONXRtD8&usg=AFQjCNEKu0eQqv7tOJ_bLGD689zQwy5Okg
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Biyolojik miicadelede elde edilen bu basarilar, uygulayicilari cesaretlendirmis ve
giinimiize kadar biiylik bir gelisme gostererek ilerletilmistir. Son yillarda caligmalar
agirlikli  olarak  bdceklerde hastalik  olusturan  entomopatojenlerin  izolasyonu,

karakterizasyonu ve biyolojik miicadelede kullanimina yonelmistir.

1.4.2.1. Biyolojik Miicadelede Kullanilan Etkin Gruplar

Biyolojik miicadelede etkili bir sekilde kullanilan organizmalar predatorler, parazitler
ve mikroorganizmalar olarak 3 ana grup altinda toplamak miimkiindiir. Zararli béceklerin

dogal diismanlari olan bu canlilar, zararlilarla miicadelede biiyiik potansiyele sahiptir.

1.4.2.1.1. Predatorler

Bocek predatdrleri, bocekleri yakalayan ve besin kaynagi olarak yiyen hayvanlardir.
Bu predatorleri baliklar, amfibiler, siirlingenler, kuslar, boceklerle beslenen cesitli
omurgasiz hayvan gruplart ve karnivor bocekler olusturur. Ormanlarda zarar veren
bocekler diigtiniildiigiinde, bu gruplardan kuslar ve karnivor bdceklerin biyolojik
miicadelede kullanilma potansiyeli oldugu soylenebilir. Kuslar i¢in mutlak yararli veya
mutlak zararli denilmemekle birlikte, kuslari orman i¢in genelde faydali hayvanlar olarak
saymak miimkiindir. Zira zararli boceklerin erginlerini, pupalarini, larvalarini ve
yumurtalarini yiyen pek ¢ok kus tiirii, bu yonleriyle dogal dengenin saglanmasinda 6nemli

rol oynamaktadir (Ogurlu, 2000).

1.4.2.1.2. Parazitler

Bocek parazitleri, hayatim1 tek bir konuk¢u ferdi tizerinde tamamlayan ve
konukcusunu zayiflatan, gerileten, gelismesine mani olan veya oOldiiren organizmalara
denir. Konukgu ise paraziti tagiyan canliya verilen isimdir. Buna gore parazitin ya belirli
bir siire ya da tiim hayat dongiisii boyunca, kendisinden daha gelismis bagka bir canlinin
tizerinde veya icinde yasamasi gerekir. Bu silire zarfinda parazit, konukg¢unun viicut
1sisindan, besininden ve hatta hormonlarindan faydalanarak konuk¢u organizmanin
zararina gelismekte ve ¢ogalmaktadir. Bocek parazitleri kendi gelisimleri tamamlandiginda

her zaman bdcegi Oldiiriirler.



19

Bocek parazitizmi oldukga sik rastlanilan bir durumdur ve birgok bocek kendisiyle
baglantili bir veya cogunlukla birka¢ parazit tlire sahiptir. Biitiin parazit bocekler
baglandiklar1 konagin hayat dongiisii i¢indeki belli bir sathaya 6zellesmis durumdadir. Bu

yilizden bazilar1 pupa ve yumurta sathasi ile sinirlanmigken, bazilar1 da larval parazitlerdir.

1.4.2.1.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalardan iiretilen insektisitlerin, hedef bocek tiirleri i¢in oldukca segici
olmalari, bakteriler sayesinde ayristirilabilir olmalar1 ve zararli boceklerde bu bilesiklere
kars1 direng gelisiminin yavas olmasi bakimindan oldukga avantajlidir. Fakat, diisiik tesirli
olmalar1 ve yiiksek {iretim maliyetleri agisindan bakildiginda farkli uygulamalar i¢in
kullanimlar1 kisitlanmis olur. Ancak, rekombinant DNA teknolojisi bunun gibi bir¢ok
negatif 6zelligin iistesinden gelebilmek icin cesitli imkanlar saglar. Ozellikle Bacillus
thuringiensis’lerin insektisidal aktiviteleri ve bocek bakiiloviriis sistemleri, etkili, giivenli
ve secici olarak gelistirilmis biyolojik miicadele etmenleridir.

Dogada, boceklerin hastalanmalarina ve o6liimlerine neden olan bakteri, virds,
mantar, nematod veya protozoa gruplarindan pek ¢ok mikrorganizma mevcuttur (Lipa,
1975). Bu mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandirilir. Dogada bulunan
entomopatojenler bocek populasyonlarinin dengelenmesinde biiyiik 6neme sahiptir. Bir¢ok
entomopatojen mikroorganizma, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis bitkilerinde,
koruma altina alinmis alanlarda yetisen bitki tiirleri ilizerinde, orman arazilerinde,
depolanmis iirlinlerde, veterinerlik ve tibbi alanlarda zararlara yol agan vektor ve zararl
boceklerin biyolojik miicadelesinde kullanilir (Lacey ve Kaya, 2000; Lacey vd., 2001).

Entomopatojenlerin yakin gelecekte, mikrobiyal miicadele etmeni olarak, sadece
fiyat ve etkinlik bakimindan degerlendirildiginde bile kimyasal pestisitlere gore daha
kullanigli hale gelecegi diisiiniilmektedir. Buna ilave olarak, bu entomopatojenlerin
mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanilmalari, ekosistemdeki biyolojik cesitliligin
stirdiiriilmesi, zararl tiirlerin dogal diismanlarinin korunmasi, besinler {izerinde kalinti
birakmamasi, hedeflenmemis diger organizmalar ve insanlar agisindan giivenli olmasi gibi
bircok avantajlara sahiptir (Lacey vd., 2001).

Zararh boceklerin diger dogal diismanlar1 gibi entomopatojenler de tek bir tiir veya
gruba 6zeldir ve bazilar1 zararli boceklerin uzun zaman periyotlar1 boyunca miicadelesini

saglayabilir (Lacey vd., 2001). Entomopatojenlerin zararli boceklere karsi kullanim
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taktikleri temelde diger biyolojik etmenlerinin kullanimlariyla aynidir (Hamm, 1984;
Harger, 1987). In vitro kosullarda {iiretilip uygulanabildigi gibi uygun kosullarda saklanip
dogal ortamda tekrar aktif hale gegebilirler.

Birgok virilisiin boceklerin hastalanmasimna neden olarak bocek salginlarim
etkiledikleri bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Cigneyici agiz yapisina sahip bdcekler,
ozellikle yaprak yiyenler, viriis enfeksiyonlarina karsi daha hassastir. Bu durumda yaprak
yiyen Lepidoptera tirtillariyla, Hymenoptera’nin yalanci tirtillari, viral etmenlerden daha
fazla zarar goriirler (Weiser, 1969). Bu viriisler genellikle 2-3 yilda bir meydana ¢ikan
epidemilerde ¢ogalarak bircok larvayr dldiiriirler ve boylece boceklerin zararlarini ortadan
kaldirirlar (Lipa, 1975). Virisler bircok bocek takimiyla iligkilidir. Bununla birlikte biiyiik
bir kism1 Lepidoptera (% 83), Hymenoptera (% 10) ve Diptera (% 4) takimlarinda
bulunmaktadir. Simdiye kadar smiflandirilan bocek viriislerinin  biiylik bir kismi
Baculoviridae, Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae,
Orthomyxoviridae ve Iridoviridae familyalarima aittir. Bu bocek viriislerinden,
Baculoviridae familyasi sadece eklembacaklar i¢in segicidir (Demirbag ve Beldiiz, 1997).
Cogu baculoviriisler sadece bir veya yakindan iliskili birkag¢ bocek tiiriinii enfekte edebilir
(Arif ve Kurstak, 1991). Hastalanan larva 6nce uyusuk bir hal alir ve sonra beslenmeyi
birakir. Olmeden 6nce agacin tepesine tirmanir ve arka bacaklarindan bitkiye asili olarak
oliir. Dokular1 koyulasir, ayrisir ve viicutlar1 sivi hale gecer (Lipa, 1975). Insanlar ve diger
hedeflenmemis organizmalar i¢in giivenli bir mikrobiyal etmen olmasi, bu viriislerin
biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelini arttirmaktadir (Granados ve Federici, 1986;
Groner, 1986).

Entomopatojenik funguslar, degisik habitatlarda yasayan bir¢cok bocek tiiriinii enfekte
edebildikleri i¢in farkli c¢evresel faktorlere uyum saglamislardir. Bu nedenle,
entomopatojenik funguslarin biyolojileri biiyiik ¢esitlilik gostermektedir. Bazi1 gruplar
zorunlu hiicre i¢i parazitken, bazilar1 ortamda canli konagin olmadig1r durumlarda saprofit
olarak hayatta kalabilen firsat¢1 patojenlerdir (Hajek, 1997).

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda dliimlerine yol agan bir¢cok
nematod tliri bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda bircok nematod
familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iliskili oldugu
belirlenmistir (Poinar, 1979, 1990; Kaya ve Stock, 1997). Yapilan c¢alismalar, zararh
boceklerin  biyolojik miicadelesinde kullanilma potansiyeli tasimalari bakimindan 7

familya  iizerinde  yogunlagmistir.  Bunlar ~ Mermithidae,  Tetradonematidae,
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Allantonematidae,  Phaenopsitylenchidae,  Sphaerulariidae,  Steinernematidae  ve
Heterorhabditidae familyalaridir (Kaya ve Stock, 1997). Steinermatidae ve
Heterorhabditidae familyalar1 giinlimiizde, 06zellikle toprak boceklerinin mikrobiyal
miicadelesinde en sik kullanilan gruplardir (Glazer ve Lewis, 2000; Liu vd., 2000; Lacey
vd., 2001). Bu nematodlar, B. thuringiensis’den sonra, Amerika’da yillik 2-3 milyon
dolarlik satislariyla en fazla kullanilan mikrobiyal miicadele etmenleridir (Georgis, 1997).

Protozoonlarin zararli bécek populasyonlarinda meydana getirdikleri salginlar, az
rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklar ferdi ve kii¢iik gruplar halindeki
Olumler, zararli bocek populasyonlarinin zarar esiginin altinda tutulmasi bakimindan
onemlidir (Maddox, 1987; Brooks, 1988). Protozoa enfeksiyonlar1 bocek populasyonlarini
dengede tutmasi1 bakimindan biiyiik bir 6neme sahiptirler (Maddox, 1987; Brooks, 1988).
Entomopatojenik protozoonlar genellikle konaga 0Ozgiidiir. Boceklerde olusturduklar
hastaliklar yavas ilerler. Oldiiriicii etkileri diisiiktiir ve ¢ogu kez bdceklerde kronik
enfeksiyonlar olustururlar. Oldiiriicii etkileri diisiik olmasi nedeniyle protozoonlarin
enfekte ettigi boceklerin 6limii bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993).
Cogu entomopatojenik protozoonun hayat dongilisii komplekstir. Sadece canli konak
icersinde gelisebilirler ve ¢ogu tiiriin gelisimini tamamlayabilmesi i¢in bir ara konaga
ihtiyac1 vardir.

En yaygm sekilde kullanilan mikrobiyal miicadele etmeni Bacillus thuringiensis
Berliner bakterisidir. Birgok bocek ordosuna ait tiirlere kars1 aktif olan yeni suslarin izole
edilmesi ve yapilan genetik diizenlemeler, bu bakterinin kullanim alanlarin1 genisletmistir
(Lacey vd., 2001). Mikrobiyal insektisitlerin satiglar1 son yillarda biiyiik artis gostermistir.
Ancak, bu miktar, toplam iirlin koruma satiglarinin % 1-1,5’lik kismin1 teskil etmektedir.
Bunun ¢ok biiyikk bir kisminmi (% 95) Bacillus thuringiensis kokenli insektisitler
olusturmaktadir (Gaugler, 1997; Georgis, 1997).

B. thuringiensis kokenli insektisitlerin 6zellikle malathiona direng kazanmis giive
larvalarina etkinligi, sicakkanlilara karsi emin olmas1 ve seciciligi bir mikrobiyal insektisit
olarak ticari preparatlarmin gelistirilmesini tesvik etmistir (Subramanyam ve Cutkomp,
1985). Esasen kiiltiir bitkilerinde zararli olan bir¢ok Lepidopter tiirii ile miicadelede uzun
stireden beri ticari preparatlari kullanilmaktadir. B. thuringiensis'in depolanmis fiiriin
zararlis1 Lepidopterlere karst da kullanilmasi amaciyla yapilan ¢alismalardan ¢ok olumlu

sonuglar alinmistir.
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Mikrobiyal miicadele etmenlerinin genis spektrumlu insektisitlere alternatif olarak
kullanilma potansiyelleri vardir. Fakat daha yaygin olarak kullanilabilmeleri i¢in;
— Viriilanslarinin ve 6ldiirme hizlarinin arttirilmasi,
— Degisen c¢evre kosullarmma karsi (soguk havalar, kuraklik sartlar1 gibi
dayanikliliklarinin arttirilmast,
—  Urettikleri toksinlerin etkinliklerinin arttirilmast,
— Uygulanan diger miicadele yontemleriyle uyumlarinin daha iyi aragtirilmasi,

— Diger ¢evresel avantajlarinin belirlenmesi gerekmektedir.

1.4.2.1.3.1. Bakterilerin Mikrobiyal Miicadelede Kullanim

Entomopatojen bakteriler, giiniimiizde zararli boceklere karsi en fazla kullanilan
mikroorganizmalardir. Spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak iizere iki gruba
ayrilirlar. Boceklerle miicadelede, daha ¢ok spor olusturan bakteriler kullanilmaktadir.
Yapilan aragtirmalar, bunlarin sporlarmin kuraklik ve yiiksek sicakliga karsi dayanikli
oldugunu gostermistir. Spor olusturmayan bakteriler ise olaganiistii kosullar karsisinda
olduk¢a dayaniksiz ve hassastir. Buna gore, boceklere karsi yapilacak miicadelede, spor
olusturan ve fakiiltatif bakterilerin kristal tasiyanlarinin kullanilmasi tavsiye edilmektedir
(Ogurlu, 2000).

Son yillarda patojenik potansiyeli hayli yiiksek bir bakteri olan Bacillus thuringiensis
tizerinde durulmaktadir. Bu bakterinin biyolojik miicadelede, diger bir¢ok bakteriye
nazaran daha etkili oldugu bilinmektedir. B. thuringiensis’in ¢ok sayida varyetesi vardir.
Bunlar, basta Lepidoptera olmak tiizere Diptera ve Coleoptera takimlarmna karst da
kullanilmaktadir. Bu bakterinin spor ve kristalleri piyasaya toz, 1slanabilir toz veya sulu
karigim halinde sunulmaktadir. B. thuringiensis’den hazirlanan karigimlarin uygulandigi

bocekler, bu karisimlarin ihtiva ettigi toksin sebebiyle dliirler.

1.4.2.1.3.2. Bacillus thuringiensis’lerin Genel Ozellikleri

Bacillus thuringiensis, Bacillaceae familyasi igersinde yer almaktadir. Bacillaceae
familyasinin iiyeleri endospor tireten Gram-olumlu hareketli ya da hareketsiz ¢ubuk sekilli
bakterilerdir (Beegle ve Yamamoto, 1992) (Sekil 1). Bu familyanin Bacillus ve

Clostridium olmak iizere iki dnemli cinsi vardir. Bu cinsler birbirlerinden ¢ogunlukla
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oksijen ihtiyaglarina gore ayrilirlar. Bacillus cinsine ait tiirler acrobik, Clostridium cinsine
ait tiirler ise anaerobiktirler. Her iki cins de zincirler olusturan cubuk sekilli hiicrelere
sahiptir (Tanada ve Kaya, 1993).

B. thuringiensis, Bacillus cinsi i¢inde B. cereus grubu igersinde yer almaktadir. Bu
grup alti tiirden olusmaktadir. Bunlar, B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B.
mycoides (Turnbull vd., 1990), B. pseudomycoides (Nakamura, 1998) ve B.
weihenstephanensis (Lechner vd., 1998) bakterileridir.

B. thuringiensis ilk kez 1901 yilinda Japon bakteriologu Ishiwata (1901) tarafindan
hastalikli ipek bocegi larvalarindan izole edilmistir. Aoki ve Chigasaki (1915) adli
aragtiricilar bakteriyi tanimlamiglardir. Spor bulunan hiicrelerde inkliizyon yapilarinin
varhgmi Berliner (1911; 1915) ve Mattes (1927) rapor etmislerdir. Angus (1954), ipek
bocegi larvalarinin orta bagirsaklarinda B. thuringiensis’in spor olusmus hiicrelerinde
toksik bir maddenin olustugunu bulmustur. Daha sonra ayni arastirici (Angus, 1956) toksik
maddenin parasporal yap1 i¢inde oldugunu kesfetmistir. Hannay ve arkadaglar1 (1955) bu
yapinin protein yapida oldugunu belirlemislerdir.

Hastalikli ve saglikli boceklerden, bitkilerin yaprak yiizeylerinden ve depolanmig
tiriinlerden de izole edilmistir (Carozzi vd., 1991; Burges ve Hurst, 1977; Kaelin vd.,
1994).

Son zamanlarda yapilan arastirmalara gore B. thuringiensis’in Hymoneptera,
Homoptera, Orthoptera ve Mallophaga gibi bocek takimlarinda ve ayrica, nematodlar,
keneler ve protozoonlar gibi canlilarda aktivitesi tespit edilmistir (Feitelson vd., 1992;
Feitelson, 1993).

Sekil 1. Bacillus thuringiensis bakterisinin spor ve kristallerinin
elektron mikroskobik goriiniimii (Monro, 1959).
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1.4.2.1.3.2.1. insektisidal Kristal Proteinin Hedef Boceklerdeki Etki
Mekanizmasi

B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
gruplarindaki hassas boceklere karsi kristal protein (cry) genlerinin olusturdugu aktif
insektisidal kristal proteinler (ICP) sayesindedir. Bu proteinin etkili olabilmesi icin
sindirilmesi gerekmektedir (Visser vd., 1993).

ICP’ler, normal kosullar altinda ¢oziinmeden bulunur, bu nedenle insanlar ve diger
yiiksek organizma gruplart i¢in bir risk olusturmazlar. Buna karsilik pH 9,5’de ¢6ziinebilir
Ozellik tagimalari, kristal proteinlerine yogun bir insektisit 6zelligi kazandirmaktadir.
Endotoksinler ortabagirsakta ¢oziinerek protoksine doniisiir. Daha sonra bagirsak enzimleri
tarafindan protoksinler parcalanarak aktif toksinler elde edilir. Aktif toksinler bagirsak
epitel hiicrelerinin reseptorlerine tutunarak bocegin bagirsak duvarini felce ugratir ve
buray1 tahrip ederek goézenekler olusturur. Boylece, bagirsakta bulunan besin artiklari
bocek viicuduna ve kana karisir (Sekil 2). Zehirlenen bocek, toksin aktivitesi (toksemi)
sebebiyle hemen olebilecegi gibi 2-3 giin icerisinde kan zehirlenmesi (septisemi) sonucu da
olebilir. B. thuringiensis’in larvalar {izerinde sebep oldugu belirtiler, yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, sivi halde diski ¢ikarma, kusma ve viicut igeriklerinin kahverengiden
siyaha doniismesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994).

B. thuringiensis’in hedef bocek iizerindeki mekanizmasi Schnepf ve arkadaglari
(1998) tarafindan 6zetlenmis olup, bu mekanizma asagidaki basamaklardan olugmaktadir.

1) Spor ve ICP’lerini tasiyan, B. thuringiensis’in larva tarafindan alinmasi ve cry
toksinlerinin sindirilmesi,

2) ICP’lerin orta barsakta ¢oziinmesi,

3) ICP’lerinin proteazlar ile aktiflestirilmesi,

4) Aktif ICP’lerinin orta barsak hiicre membranlarindaki 6zgiin reseptorlere
baglanmasi,

5) Hiicre membranlarinin tahribati ve barsak hiicre membraninda kanallar ve
deliklerin olusumu ve epitel hiicrelerinin par¢alanmas1 (Liithy ve Ebersold, 1981; Smedley
ve Ellar, 1996),

6) Orta barsaktan agilan kanaldan barsak muhteviyatinin hemosoéle karigmasi,

7) Larvada fazla miktarda B. thuringiensis’in g¢ogalmasinin ve olusan kan

zehirlenmesinin 6limu artirmast.
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Sekil 2. Bacillus thuringiensis’in Cry toksininin hedef boceklerdeki mekanizmasi
(Whalon vd., 2003).

ICP’lerin 6zgiin reseptorlere baglanmasinin insektisidal spektrum ile ilgili oldugu
tespit edilmistir (Denolf vd., 1997). Van Rie ve arkadaslar1 (1989), tiitiin (Heliothis
virescens) ve domates kurtlarinin (Manduca sexta) firca seklindeki membran vesikiillerine
baglandiklarin1 gostermistir. Fakat baglanma yerlerinin sayis1 farklidir ve degisik biyolojik

aktiviteler gosterir. Baglanma yerleri i¢in biitiin boceklerde toksin ilgisi ayni degildir.

1.4.2.1.3.3. Bocek Populasyonlarmin Bacillus thuringiensis’e Direncliligi

Laboratuvar kosullarinda farkli bocek tiirlerinde B. thuringiensis’e karsi direnglilik
tespit edilmistir (Schnepf vd., 1998). Direnglilik tespit edilen boécek tiirleri Plodia
interpunctella, Ephestia cautella, Leptionatarsa decemlineata, Chrysomela scripta,
Tricholplusiani, Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Ostrinia

nubilalis ve Culex quinquefasciatus’tur (Schnepf vd., 1998). Direng olusturan B.
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thuringiensis suslari, B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp. israelensis,
B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve diger B. thuringiensis alt tiirleridir.

Bir ¢esit giive olan Plutella xylostella’nin, B. thuringiensis subsp. kurstaki ve B.
thuringiensis subsp. aizawai’ya kars1 direng gelistirdigi Hawai, Filipinler, Endonezya,
Malezya, Orta Amerika ve baz1 Amerika sehirlerinde goriilmiistiir (Schnepf vd., 1998). B.
thuringiensis’lerin direng mekanizmasi Schnepf ve arkadaslari (1998) tarafindan ayrintili

olarak incelenmistir.

1.4.2.1.3.4. Bacillus thuringiensis Suslarinin Biyoteknolojisi

B. thuringiensis suslar1 zararli kontrol ajani olarak giiniimiizde yaygin bir bigimde
kullanilmaktadir. B. thuringiensis iiriinleri biyopestisit pazarinin % 95’ini olusturmaktadir.
Bu dirlinlerin ¢ogu 33 yil 6nce izole edilen B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 izolat
kaynaklidir (Dulmage, 1970). B. thuringiensis’in olusturdugu [-ekzotoksin ve &-
endotoksinler tarim zararlilarina karsi kullanilmaktadir. En fazla kullanilan 3-endotoksin;
Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera gruplarindaki larvalara karsi etkili olmaktadir. Tarim
zararlist1 Lepidoptera grubuna karsi kullanilan B. thuringiensis subsp. kurstaki, B.
thuringiensis subsp. israelensis, B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve diger suslarindan

elde edilen ticari tirtinler Tablo 7°de gériilmektedir.

Tablo 7. Lepidopteralarin kontrolii i¢in ticari olarak kullanilan B. thuringiensis’ler

Ticari Adi Firmanin Adi B. thuringiensis suslar1
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
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Worm Wipper
Collapse

Baturad

Condor

Crymax

Cutlass

Lepinox

Raven

Ecotech Bio
Ecotech Pro
Jackpot

Rapax

Forwarbit
Bio-Worm Killer
Bactospeine Koppert
Guardjet

Maatch

M/C

M-Peril

MVP

Bactec BT 16
Bactec BT 32
Insectobiol
Bactosid K
Soilserv BT
Agrobac
Able

Agree

Costar

Delfin
Desing
Javelin

Cape Fear Chemicals
Calliope

Cequisa

Ecogen

Ecogen

Ecogen

Ecogen

Ecogen

Ecogen/ AgrEvo
Ecogen/ AgrEvo
Ecogen/ Intrachem
Ecogen/ Intrachem
Forward International
Green Light Co
Koppert

Mycogen/ Kubota
Mycogen

Mycogen
Mycogen
Mycogen

Plato Industries
Plato Industries
Samabiol

Sanex

Soil Serv Inc
Tecomag
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy

kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki EG2348
kurstaki EG7841
kurstaki EG2371
kurstaki EG7826
kurstaki EG2424
kurstaki EG2371
kurstaki EG2348
kurstaki EG2424
kurstaki EG2348
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki CrylAc
Kurstaki CrylAc
ve aizawai Cryl1C
aizawai Cryl1C
kurstaki CrylAc
kurstaki CrylAc
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
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Tablo 7’nin devami

Thuricide Thermo Trilogy kurstaki HD-1
Turex Thermo Trilogy aizawai GC-91
Vault Thermo Trilogy kurstaki SA-11
Larvo-Bt Troy Biosciences kurstaki HD-1
Troy-Bt Troy Biosciences kurstaki HD-1
Ringer BT Verdant Inc kurstaki HD-1
Safer BT Verdant Inc kurstaki HD-1
BT 320 Wilbur Ellis Inc kurstaki HD-1

Copping (1998), CDMS (1998), CEPA/DPR (1998)

1.5. Kuru incir Kurdu’nun (Ephestia (Cadra) cautella, Walker, Lep.: Pyralidae)
Sistematikteki Yeri

Lepidoptera takimina ait olan Kuru incir kurdu, Pyralidae familyasinda yer alan ¢ok
onemli polifag bir depo zararlisidir. Bahgede, sergide ve depodaki kuru meyvelerle
beslenir. E. cautella basta kuru incir olmak tizere, kurutulmus findik, fistik, ceviz, kayisi,
diger kurutulmus meyveler, tahillar, hayvan yemi, kakao, baharat, tahil iiriinleri, kahve
taneleri, baklagiller, deri iiriinleri ve kabugu yaralanmis turunggil meyvelerinde beslenerek
zarar yapmaktadir.

— Takim: Lepidoptera
o Familya: Pyralidae
= Cins: Ephestia
e Tiir: Ephestia (=Cadra) cautella Walker (1863)

1.5.1. Tamim ve Yasayisi

1.5.1.1. Ergin

Ephestia cautellla’nin erginleri 9-11 mm boyunda, kanat agikligi 14-21 mm, 6n
kanatlar gri, apikal ve kaide kisimlarina yakin zigzagli enine bant seklinde iki bant
bulunmakta, kaidedeki bant koyu renkte, kanat kenarina dik inmekte, oldukc¢a genis ve i¢

kenar1 boyunca soluklagmakta, apikaldeki bant ¢ok donuk ve bariz olarak goériilmemekte,
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arka kanatlar agik gri renktedir. Kanatlardaki bu zigzagh cizgiler Ephestia cinsini diger
birgok depo zararlisi cinslerinden ayiran bir 6zelliktir. Ust kanat boyu gri, iist kanattaki i¢
bant koyu ve kenarlara dik iner. Bu bant oldukc¢a genis ve devamli, i¢ kenar1 boyunca
soluklasir. D1s bant ise, ¢cok donuk ve belirgin degildir, alt kanat ise daha agik gri renktedir.
Ephestia tiirlerini birbirinden ayirmada alt kanat damar aralarindaki agikliklar kullanilarak
yapilir. Fakat en kesin ayirma yontemi kelebeklerin disi ve erkek organlarinin farkidir.

Ergin disiler kuyruk kisimlar1 yukar1 kalkik olmasiyla erkeklerden ayirt edilebilir.

1.5.1.2. Yumurta

Ergin disi, c¢iftlestikten kisa bir siire sonra yumurta koymaya baslamakta, yumurta
birakma siiresi 3-4 giin kadar siirmekte, yumurtalarinin ¢ogunu birinci ve ikinci giinlerde
koymaktadir. Bir disi, 134-356 adet yumurta birakmakta, yumurtalarini bahge, sergi
yerinde ve depolarda kurumakta olan kuru incirlerin boyun noktasi yakinlarindaki
girintilere veya incirin agiz noktasindaki pulcuklar arasina teker teker yerlestirmekte,
cuvala doldurulmus veya {izeri oOrtiilii incirlerde ise oOrtii materyali ile incirin temas ettigi
girinti yerlerine teker teker birakmaktadir. Yumurta ilk birakildiginda saydam beyaz,
sonradan kirli beyaz, kirli sar1 ve agilmaya yakin agik turuncu renktedir ve yaklasik olarak
0,4 mm boyundadir (Sekil 3). Yumurta birakma zamani gece veya alaca karanliktir. Ergin
bir tehlike hissedince yumurtalarini gruplar halinde de birakabilmektedir. Yumurtalar
normal sartlarda 3-4 gilinde acilmakta, ¢ikan larvalar 5-7 gomlek degistirerek pupa
olmaktadir (URL-2, 2013).

1.5.1.3. Larva

Olgun larva kirli beyaz, pembemsi krem ve agik yesile kadar degisir. Dorsali
pembemsi olup yaklasik olarak 10 mm boyundadir. Abdominal segmentlerin I. ve II. killart
dibinde pigmentler bulunur. Killarin ¢ikis yerlerindeki pigmentlesmis tabakadan dolay: ilk
bakista abdomen ¢izgili bir goriiniis arzeder (Sekil 3). Bu pigmentlesme E. cautella’y: P.

interpunctella’dan ayiran bir 6zelliktir.
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1.5.1.4. Pupa

Olgunlasan larva bulundugu yerde ag &rer. Incirlerin bulundugu yerlerde veya

depodaki yarik ve catlaklarda yerlesir ve burada ag orerek pupa evresine girer.

O M. Felke — Institut filr Schidlingskunde

Sekil 3. Ephestia cautella’nin biyolojisi A) Larva B) Pupa C) Ergin ve D) Yumurta
(URL-3, 2012).

1.5.2. Ephestia cautella’nin Hayat Evresi

E. cautella erginleri geceleri daha aktiftir. Erginler geceler 1s18a gelmekte ve yumurta
birakmaktadirlar. Daha once E. cautella’nin gelisme siiresi, yasam siiresi ve yumurta
verimiyle ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. E. cautella’nin farkli besinlerle beslenmesinin
gelisme siiresi, yasam siiresi ve yumurta veriminde onemli farkliliklara neden oldugu
sonucuna varilmistir.

Ergin bocekler, yumurtalarini, bah¢ede kurumus meyvelere, sergide kurumakta
olan meyvelere ve kurutularak depolara alinmig meyvelere birakir. Yumurta birakma, gece
veya alaca karanlikta olur ve 3-4 giin siirmektedir. Yumurtalari genellikle meyvelerin

girintilerine birakir. Erginler 1-2 hafta yasarlar. Birakilan yumurtalar uygun kosullarda 3-4
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giin igersinde agilir. Cikan larvalar kuru meyvenin igerisine girerek beslenmeye baslar.
Larvalar 5-7 gomlek degistirerek meyve iglerinde, depolarin kirik ve ¢atlaklarinda pupa
olur. Larvalarin gelisme siiresi yaklasik olarak 36 giindiir. Pupa evresi ise yaklasik olarak
7 giin siirmektedir. Yumurtadan ergin oluncaya kadar gecen siire 40-57 giin arasindadir
(Sekil 4). Karadeniz Bolgesi findik depolarinda ii¢, Ege Bolgesi incir depolarinda ise
sergilerde yumurta biraktiklari incirlerin depolara alinmasi sebebiyle dort dol vermektedir

(URL-2, 2012).

Yumurtalar
(3-4 giin)

r
=3
&

B‘ | l:)"

f'gj’ {  Pupa
(7 gim)
=7

Sekil 4. Ephestia cautella’nin hayat evresi

1.5.3. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayihisi

Ephestia cautella depolanabilir meyve iiretimi fazla olan iilkemizde (izmir, Manisa,
Aydin, Denizli, Mugla ve Malatya) yogun olup, Yunanistan, italya, Sicilya, Fransa,
Portekiz, Ispanya, Isvigre, Almanya, Ingiltere, Rusya, Cin, Japonya, Tunus, Cezayir, Yeni
Zelanda, Brezilya ve Avusturalya gibi diinyanin bir¢ok yerinde yayilis gostermektedir
(Ertiirk, 1963). Polifag bir depo zararlis1 olup basta Ege bolgesinde kurutulmus incir olmak
lizere kestane, i¢ findik, kuru kayisi, ceviz, antepfistigi, badem, susam, aycicegi,
ke¢iboynuzu, hububat ve mamiillerinde, hatta siit tozunda zarar olusturmaktadir.

Yumurtadan ¢ikan larvalar bulunduklari gida ortaminda beslenerek iiriin
kayiplarina neden olur. Buna ek olarak ¢ikardiklar pislikler ve degistirdikleri gomlek ve

bas kapsiilii kalintilar ile iirlinlin niteliginin bozulmasina neden olurlar (Sekil 5). Larvalar
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beslenirken ag drerek tahil tanelerini kiimelestirmekte, yogun bulagsmalarda iiriinde kizigma
sonucu sicaklik yiikselmekte ve kotii kokular olusmaktadir (Subramanyam ve Cutkomp,
1985).

Tim bunlarin neticesinde de iirlinlin degeri i¢ ve dis pazarda kaybolmus olur.
Zararin goriliip ilaglama yapilmadigi durumlarda, bocek kisa siirede ¢ogalir ve zarar

biiyiik boyutlara ulagir.

Sekil 5. Ephestia cautella’nin gesitli zarar sekilleri (URL-4, 2013 ve URL-5, 2012).

1.5.4. Ephestia cautella ile Miicadele Yontemleri

Giinlimiize kadar bir¢ok yontem kullanilarak hem diinyada hem Tiirkiye’de Ephestia
cautella ile miicadele edilmeye ve zarar1 en az seviyede tutulmaya calisilmaktadir. Bir
ergin E. cautella’nin 134-356 yumurta biraktig1 goz oniine alininca bulagsmay1 énlemenin
Onemi daha ¢ok fark edilmektedir.

E. cautella, zarar1 bahgede, sergi (kurutma) ve depo donemlerinde vermektedir.
Bundan dolay1 zararliyla miicadelede bu ii¢ farklt donemde miicadele etmek gerekir. Asil
ama¢ depoya zararlilardan arindirilmis iiriin koymaktir. Oncelikli olarak zararlyla
miicadele bah¢ce doneminde baslatilir, bulagmanin devam etmesi durumunda sergi ve

depolarda miicadele seklinde devam etmektedir.
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Bahgelerde zararliyla bulasik olan meyveler toplanip imha edilmel ve incir
bahgelerinde incirin doéllenmesi i¢in bahgelere koyulan ilek incirleri déllenme sonunda
toplanip imha edilmelidir. Zararli erginleri gece aktif olduklar1 i¢in kurutmaya birakilan
meyveler gece kapatilmalidir. Depolarda gece 1sik yakilmamalidir. Ayrica kurutulan
rtinler depoya alinmadan once, depolarda E. cautella son donem larvalarmin pupa
olmasina imkan saglayan depolarda kirik ve gatlak yiizeylerin olmamasina dikkat edilmeli
ve depoya iiriin gelmeden depo temizlenmelidir.

Depoya alinan {iriiniin korunmasi i¢in ¢esitli tuzaklar kullanilir. Bunlarin basinda
yapiskan feromon tuzaklar gelmektedir. Bu tuzaklar E. cautella erginleri igin
kullanilmaktadir.

Gamma 1sinlamasmin E. cautella Walker (Lepidoptera: Pyralidae) erginlerinin
tizerine etkisinin arastirildig1 bir caligmada, 1s1nlamanin ergin dmiir uzunlugunu etkiledigi,
verimliligi azalttig1 ve yliksek derecede steriliteye neden oldugu tespit edilmistir (Calderon
ve Gonen, 1971).

Ingiltere’de 1970’1i yillarm sonundan beri E. kuehniella (Zell.), Ephestia cautella
(Walk.), E. elutella (Hbn.) gibi depolanmis iiriinlerde zarar veren Lepidoptera tiirlerinin
izlenmesinde ve belirlenmesinde (9Z-12E)-9,12-tetradecadienyl acetate disi cinsiyet
feromonunun kullanilmakta oldugu bilinmektedir.

Italya’da gida fabrikalarinda zarar yapan Plodia, Ephestia ve Trogoderma spp’nin
izlenmesinde seks feromonlu tuzaklarin kullanilabilecegi, ayrica kimyasal uygulamalari
minimuma indirmek amaciyla tuzaklarin da kullanildigi Entegre Miicadele yonetiminin
uygulanmasi gerektigini vurgulamislardir (Coskuncu, 2005).

Bodwitch ve Madden (1996), bir seker fabrikasinda E. cautella erginlerini izlemek
amactyla bir feromon tuzak sistemi kurmuslar ve pyrethrin uygulanmalarinin E. cautella’
nin yayilmasina ya da erkek giivelerin yakalanma oranina ¢ok az etkili oldugunu tespit
etmigler. Basarili bir miicadele i¢in E. cautella erginlerinin feromon tuzaklarla izlenmesi
yaninda depo temizli§ine onem verilmesinin ilag uygulamasindan daha etkili olacagi
sonucuna varmiglardir.

Sifner ve arkadaglar1 (1983), bir cikolata fabrikasinda yaptiklar1 2 yillik bir kitle
halinde yakalama g¢alismasinda, E. cautella erginlerinin diisiikk populasyonlari igin kitle
halinde yakalama yonteminin kullanilabilecegini ve yiiksek populasyonlarda baglangigta
bir insektisit uygulamasi ile populasyonun disiiriilmesinin uygun olacagl sonucuna

varmiglardir.
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Hali hazirda diger depolanabilir {iriin zararlilar i¢in kullanilan kimyasal ilaglarin
biiyiik bir kismi1 E. cautella igin de kullanilmaktadir. Kimyasal ilaglama E. cautella igin
oncelikle meyvenin bahg¢ede oldugu donem baslatilir. Fakat kurutmaklik incir, bahge
doneminde dollenmesi igin ilek incirleri kullanilir ve bu déllenme ilek sinekleri araciligiyla
gerceklesir. E. cautella’ya bahgede yapilacak olan ilaglamada incirin dollenmesini
saglayan ilek sinekleri de etkilenecektir. Bundan dolayr bahge ve sergi doneminde
bulasmay1 6nlemek i¢in diger miicadele teknikleri uygulanmaktadir. Asil kimyasal
ilaglama {iriinlin depoya alinmasindan 6nce ve sonra gergeklesir. Bu ilaglama fumigasyon
seklinde gergeklesir. Aluminium phosphide, bromophos, chlorpyrifos methyl, dichlorvos,
malathion ve methyl bromide, E. cautella i¢in en ¢ok kullanilan fumigantlardir. Fakat
depolarda kullanilan birgok pestisit’e zararlilarin direng gelistirdigi bilinmektedir.
Depolarda kullanilmakta olan malathiona, chlorpyrifos-methyl, fenitrothion, pirimiphos-
methyl, etrimfos ve benzeri bir¢ok etkili maddeye karsi bazi iilkelerde 6nemli bazi
depolanmus {irlin zararlilarinda direng gelistigi bildirilmektedir (Arthur, 1996).

Metil bromitin Montreal protokoliine gore getirilen sinirlama ile E. cautella i¢in daha
cok metalik fosfin kullanilmaya baglanmistir. Uslu ve arkadaslarimin (2010) yaptigi bir
¢alismada E. cautella’nin biitiin evrelerinin (yumurta, larva, pupa ve ergin) 20 C’de diisiik
diizey fosfine maruz birakilmasiyla E. cautella’nin biitiin evrelerinde 2 giiniin sonunda %
100’1tk bir 6limiin gozlendigi bildirilmistir.

Bell (1976) E. cautella’nin farkli evrelerinin, degisik sicakliklarda PHjz’e olan
hassasiyetlerini ¢alismistir. Arastirmaci, bu tiirde gen¢ yumurtalarin yash olanlarma
kiyasla daha dayanikli oldugunu saptamistir. Calismada 25C’de 0,2 mg/l PH;
konsantrasyonunda (144 ppm), 24 saatlik uygulama sonucunda 0-1 giinliik E. cautella
yumurtalarinda 6liim oraninin % 27 oldugu saptanmustir. Ayni kosullarda 1-2 giinliik E.
cautella yumurtalarinda 6lim oraninin % 90’1 lizerinde oldugu; 2-4 giinlikk E. cautella
yumurtalarinda ise 6liim oraninin % 100 oldugu saptanmistir. Calismada uygulama siiresi
72 saate cikarildiginda ise E. cautella’nin tiim yas gruplari i¢in 6liim oranlarmin % 100
oldugu bildirilmektedir.

Donahaye ve Navarro, 2001 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada E. cautella’nin kontrol
edilebilmesi i¢in diisiik oranda metil bromide (MeBr) ve karbon dioksit (CO,) gaz karisimi
kullanmisglar ve E. cautella’nin biitiin evrelerinin (yumurta, larva, pupa ve ergin) % 10 CO,
ve MeBr karigiminda yaklagik olarak 30,8 mg.h/L’de tamamen kontrol edildigi
bildirmislerdir.
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Akan ve Ferizli (2011), yasaklanmis olan Metil bromidin yerini dolduracak 6zellikte
ve fosfine alternatif bir fiimigant olan “siilfiiril florit (SO,F;)’in Ephestia cautella’nin pupa
evresine etkisini” ¢alismiglardir. Siilfiiril florit; ahsap zararlilarima ve termitlere karsi
Amerika Birlesik Devletleri’nde 1960’larda ruhsatlandirilmis olup, en yiiksek kalint1 limiti
degerlerinin belirlenmesinin ardindan birgok tilkede oldugu gibi tilkemizde de 2009 yilinda
depolanmis tirlinlerde kullanimi1 amaciyla ruhsatlandirilmistir. Kontrol gruplarinda liim
oraninin % 4 - 5 olarak belirlendigi arastirmada, 10 g/m® dozda % 100 orana ulasildigi igin,
mutlak 6liim i¢in doz 10 g/m3 olarak belirlenmistir.

Bir¢ok zararlinin oldugu gibi E. cautella’nin da bir¢cok dogal diismani mevcuttur.
Zararhiyla yapilan bir diger miicadele sekli de bu diismanlari yani parazitoitlerini
kullanarak yapilan miicadeledir. E. cautella’nin dogal diismanlari; Cepholonomia tarsalis,
Holepyris hawaiiensis, Apentelca serula, Bracon hebetor, Phonerotoma fravitestacea,
Euchalcida nigripes, Diadegma chrysosticta, D. ohryacetieta, Hessestorun tranfuga,
Mesostenus transfuga, Nemeritis canescens, Pachyrepoideus vindemiane, Mintho
praeceps, Elattisecius mali, Melishares tarsalis, Rhinocoris punctiventris, Microbracon
hebetor ve Trichogramma evanescens’dir.

Bunlardan etkili bir parazitoit olan B. hebetor’un, ABD’deki bos fistik depolarindaki
rtin artiklarindan ¢ikan Cadra cautella larvalar iizerinde % 97 oraninda etkili oldugu
belirtiimektedir (Cline vd., 1983). Ulkemizde Aydin-Késk’de incir depolarinda zarar
meydana getiren Ephestia cautella tizerinde yapilan ¢aligsmalarda parazitoidin etkinliginin
% 94,7°ye ulastig1 tespit edilmistir (Tungyiirek, 1972). Boylece, Ege Bolgesi'nde kuru
incirlerde 6nemli zararlara sebep olan Ephestia tiirlerine karsi Bracon hebetor tiirii ile ilgili
kitle tiretim ve salim c¢alismalar1 yapilmistir. Bu parazitoit baskismin olgun larva
populasyonu iizerinde oldukca etkili oldugu, fakat zararin onlenmesi yoniinde yeterli
olmadigi sonucuna varilmistir (URL-1, 2013).

Ertiirk (1963) Ege bolgesinin Izmir ve Aydin illeri ¢evresinde incir depolarinda ¢ok
yaygin olan Microbracon hebetor’un incir zararlis1 E. cautella’nin {izerinde oldukga etkin
oldugunu bildirmektedir. Yazara gore, incir depolarinda E. cautella larvalar1 Eyliil
baslarinda goriilmekte, ancak parazit bu zararliya karsi ekim ay1 sonlarinda tam anlamiyla
etkili olabilmektedir. Bu nedenle yazar bu depolara agustos ay1r sonuna dogru parazitoit
salim1 yapilmasin1 6nermektedir.

Cline ve arkadaslarina (1984) gore, parazitoit B. hebetor satis i¢in paketlenmis kuru

iziim ve misirunu paketlerinin i¢inde ve ¢evresinde meydana gelen E. cautella bulagsmasini
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onemli Ol¢lide azaltmistir. Fakat parazitoid, olduk¢a ince yapida olan yada zararl
bulagsmasina kars1 fazla dayanikli olmayan paketlerdeki bulagmay1 engellemede yetersiz
kalmistir. Dolayisi ile, biyolojik miicadele ¢alismalar1 agisindan bocek zararina karsi
dayanikli paket kullanilmasinin parazitoidin etkinligini artirmasi agisindan énemli oldugu,
zararlinin paket icine girmesinin engellenmesinin parazitoidin konukc¢uyu bulmasini
kolaylastirdig1 kanitlanmaistir.

Biyolojik miicadele aragtirmalar1 sadece parazitoitlerle kalmamis, mikrobiyal
miicadele alt bashig altinda arastirmalar devam etmistir. E. cautella’nin kontrol altina
alinmasi asamasinda hem ¢evreye hemde insana zarar vermeyen giivenilir biyopestisitler
gelistirilmesi asamasinda 6nemli adimlar atilmistir. Bu zararl i¢in bir mikrobiyal miicadele
etmeni arastirmalari entomopatojenik bakteriler ve viriisler ilizerinde yogunlasmistir.
Ozellikle Bacillus thuringiensis ile cok fazla ¢alisma yapilmustir.

E. cautella ve P. interpunctella'nin birinci larva donemi, B. thuringiensis’in 25
mg/kg-bugdaylik dozu ile kontrol edilebilirken, bu tiirlerin besinci déonem larvalar1 ancak
150 mg/kg-bugday dozu ile tam olarak kontrol edilebilmistir (Nwanze vd., 1975). Tam
kontroliin saglanabilmesi i¢in E. kuehniella'nin besinci donemi birinci dénemden 21,67
kat, liglincii donemi ise birinci donemden 6 kat daha fazla "gram basina yasayabilir spor”a
gerek duymustur (Subramanyam ve Cutkomp, 1985). 100 mg/kg diyetlik doz ile E.
cautella'nin birinci donemdeki larvalan tamamen 6ldiikleri halde 200 mg/kg'lik dozla P.
interpunctella’'nin ayni yastaki larvalarinin ancak %85'i dlmistir (McGaughey, 1978a).
Patojenin larvalara toksik etkisi diginda larval donemlerin uzamasi ve tireme giiglerinin
azalmasina da neden olmaktadir. Gram basina 7 x 10° yasayabilir spor igeren bir besinle
beslenen E. kuehniella'nin birinci larva donemi normale goére 3 kat uzamustir
(Subramanyam ve Cutkomp, 1985). Ayrica Malathion'a dayanikli bireylerle yapilan
denemelerde, bu bireylerde B. thuringiensis'e karsi bir tolerans veya direng
kaydedilmemistir (Kinsinger ve McGaughey, 1979). ilk defa 1959'da depolanmis misir ve
bugdayda B. thuringiensis'in 12,5 x 10° spor/g-tamil dozunun 10-14 ginlik P.
interpunctella larvalarini 6ldiirdiigiinii gostermistir (Subramanyam ve Cutkomp, 1985).
Depolanmis musirda E. cautella, soyada P. interpunctella larvalari 10 mg/kg-liriin
dozundaki B. thuringiensis ile tam olarak kontrol edilebilmistir (McGaughey, 1975). Buna
karsilik 250 mg/kg’lik doz S. cerealella larvalarini tam olarak etkilemediginden bunlarin %
37'si ergin olmustur (McGaughey, 1975). Diger bir arastirmada ise bu tiire 600 mg/kg doz

uygulandig1 halde larvalarin % 30'a ergin olmus, ancak F;, ergin ¢ikisi % 86 oraninda
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azalmistir. S. cerealella larvalarinin miicadelesindeki bu zorlugun, yumurtadan g¢ikan
larvalarin kisa zamanda tane igine girmesi ve bu arada patojenle beslenme siiresinin kisa
olmas1 nedeniyle olabilecegi diistiniilmektedir (McGaughey ve Kinsinger, 1978).

Bakteri preparatinin uygulama derinligi de iriin igindeki larvalarin etkilenmesi
acisindan 6nemli olmakladir. Depolanmig misirin 10 cm kalinligindaki bir tabakasinin 125
mg/kg-tahil dozundaki preparat ilaglanmasi ile P. interpunctella zararinn % 87, E.
cautella'nin ise % 90 oraninda azaldig1 gézlenmistir (McGaughey, 1978b). Ayn1 dozdaki
uygulamalar bugdaydaki bu iki tiire ait larvalar1 2 yil siireyle etkilemis ve tanedeki zarar %
94 oraninda azalmistir (McGaughey, 1980). Rassman (1986) 500 ton cavdar1 diiz bir
zemine yaydiktan sonra 5 cm kalinligindaki bir tabakaya 100 mg/kg dozunda Thuricide
vererek 19 hafta sonra E. elutella zararinin kontrole gére % 50 oraninda azaldigini
belirlemistir. McGaughey ve Dicke (1980), burgu ile siloya aktarilan tahila, damlatma yolu
ile veya depolandiktan sonra yiizey ilaglamasi seklinde bakteri preparatini vermisler,
taneler lizerinde spor dagiliminin homojenitesi, spor sayist ve E. cautella'ya etkileri
bakimindan 6nemli bir fark gézlememislerdir. Damlatma metodunda, sulu siispansiyonun
devamli olarak calkalanarak dengeli bir dagilimin saglanmasi, ayni zamanda dogru bir
kalibrasyonun yapilmasi gerekir. McGaughey (1985), ABD'min 5 eyaletindeki ticari
silolarda B. thuringiensis'in toz ve islanabilir toz (WP) forrmulasyonlarini misir ve
bugdayda denemistir. Elevatorle siloya aktarma sirasinda verilen toz ve WP preparati
homojen bir dagilim goéstermistir. P. interpunctella'ya etkinlikleri bugdayda % 50-60,
misirda % 80 oraninda ve her iki uygulama icin esit diizeyde olmustur (McGaughey,
1985). Dolu silonun iist bosluguna piiskiirtiilmesiyle WP formiilasyonun etkinliginde bir
artis goriilmemistir. Kansas'ta ¢iftlik ve laboratuvar sartlarinda toz Dipel, depolanmis
misirin yiizeyine uygulandiktan sonra kurutma fanlart ile tahilin derinligine dogru hava
verilmis; toz Dipelin % 25'inin tahilin 2,5-12,5 cm derinligine kadar isledigi ve P.
interpunctella'ya % 93 oraninda etkili oldugu tespit edilmistir (McGaughey, 1986).

Hunter ve Hoffmann (1970) tarafindan granulosis viriisiin birinci donem Ephestia
cautella larvalarindaki patojenitesi test edilmistir. Bu ¢alismada 12x10%, 12x10%, 12x10°,
12x10* ve 12x10° (kapsiil/g) konsantrasyonlarda sirasiyla ortalama olarak % 1, 12, 36, 74

ve 100’liik oliimler gdzlenmistir.
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1.6. Calismanin Amaci

Yukarida belirtilen tiim c¢abalara ragmen, kuru incir kurdu (Ephestia cautella
Walker., Lepidoptera: Pyralidae)’nun kuru incir ve ¢esitli depolanabilir tarim {irinlerindeki
zarar1 ilkemizde ve tiim diinyada hala etkin bir sekilde devam etmektedir. Bunun
sonucunda isgiicii ve ekonomik deger kaybina sebep olmaktadir. Ozellikle bir tarim iilkesi
olan iilkemiz i¢in bu ekonomik deger kayb1 daha da 6nemli olmaktadir.

Ayrica, kuru incir kurdunun baska bakteriyal izolatlar {izerinde c¢aligma yapilmis
olmasina ragmen, kiiltiire edilebilir bakteriyal flora ve bu flora {iyelerinin zararl iizerindeki
patojenite ¢calismalar1 da heniiz yapilmamaistir.

Bu zararlinin etkinligini azaltmak veya ortadan kaldirmak elzem bir konu haline
gelmistir. Bu diisiinceler 151¢1nda yapilan bu tez ¢alismasinin amaci, iilkemiz ve diinyada
onemli depolanabilir tarim zararlilarindan biri olan Ephestia cautella’in kiiltiire edilebilir
bakteriyal florasin1 belirlemek ve bunlarin, zararliya karsi mikrobiyal miicadelede
kullanilma potansiyellerini arastirmaktir. Ayrica, degisik zararlilardan izole edilmis ve
gesitli zararlilar iizerinde yiliksek oldiirticii etkiye sahip olduklar bilinen ¢esitli Bacillus
cinsi bakteriyal izolatlarin (Mnd ve BnBt) zararli lizerindeki etkilerini tespit etmek ve bu
etkileri karsilastirarak E. cautella’ya karst yeni bir mikrobiyal miicadele etmeni belirlemek

amagclanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Ephestia cautella’nin Toplanmasi

Calismada oOncelikle bakteri izolasyonu igin Oli, hastalikli ve saglikli bireyler
toplanmasi1 gerekmektedir. Bunun i¢in Aydmn’nin Erbeyli ilgesinde bulunan Erbeyli incir
Arastirma Enstitiisii atik incir depolarindan, bakteri izolasyonu igin gerekli Ephestia
cautella (Lep.: Pyralidae) (kuru incir kurdu) larvalari, Ekim 2010 tarihinde toplandi.
Larvalar, toplandiklar1 yer ve tarih not edildikten sonra, 6zel kaplara konularak
laboratuvara getirildi. Laboratuvarda larvalarin makroskobik incelemeleri yapilarak 6li ve

hastalikl1 olanlar ayrildi.

2.2. Bakteri izolasyonu ve Karakterizasyonu
2.2.1. Bakteri izolasyonu

Laboratuvara getirilen E. cautella larvalarindan 10 adet, steril petri kaplar1 igerisine
konularak % 70’lik etil alkol ile 5 dk yiizey sterilizasyonuna maruz birakildi. Sonra
icerisinde steril saf su bulunan petrilere alinarak 2-3 kez yikanip, alkolden arindirildi. Daha
sonra homojenizator tiipiine 1 ml niitrient siv1 besiyeri ilave edildi. Steril homojenizator ile
larvalarin iyice ezilmesi saglandi. Elde edilen karisim bir tiilbent ile siiziilerek, siiziintii
baska bir tiipe alindi. Bu karigimdan 25 pl, 50 pl ve 100 pl alinarak ii¢ ayr1 niitrient agar
besiyerine ekim yapildi (Ek-1). Kalan karisim 30°C’de 5-6 saat inkiibe edildi. Bu
inkiibasyonun amaci, karisimda ¢ok diisiik sayida olabilecek mikroorganizmalarin sayisini
artirarak, sonraki ekimde tespit edilmelerini kolaylastirmaktir. Bu inkiibe edilen
karisimdan da 25 pl ve 50 pl alinarak yine niitrient agar besiyerlerine ekim yapildi. Ayrica,
bu inkiibe edilen karisim seyreltildi ve her tiipten 25 pl, 50 pl ve 100 pl alinarak ayr1 ayri
nlitrient agar besiyerine ekim yapildi (Sezen vd., 2007).

Son olarak, karisimdan 1 ml alinip, ependorf mikrosantrifiij tiip ig¢erisinde 80°C’de
10 dk. bekletildi. Bundan da 25 pl, 50 pl ve 100 pl alinarak ii¢ ayr1 niitrient agar besiyerine
ekim yapildi. Béylece, yiiksek sicakliga dayanikli bakterilerin izolasyonu da saglandi.

Niitrient agar besiyerine yapilan ekimlerin hepsi 30°C’lik etiivde 2-3 giin siireyle
inkiibe edildi.
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2.2.2. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

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

% 20’lik steril gliserol igersinde — 80 °C’ ve — 20 °C’ de stoklandh.

2.2.3. izolatlarin Boyanma Ozellikleri
2.2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarinin igerigi hakkinda bilgi veren bir boyama
yontemidir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan
tabaka, gram pozitif olarak boyanan bakterilere gore cok daha incedir. Gram boyama igin
herbir izolat niitrient siv1 besiyerine ekildi ve 30°C’ye ayarli ¢alkalamali inkiibatorde 12-16
saat inkiibasyona birakildi. Biiyliyen kiiltiirlerden bakteriyal smear hazirlandi ve alevden
gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan smear, 1 dk kristal viole ile muamele edilerek dH,O ile
yikandi. Kurumasi beklenmeden 1 dk Gram iyodu ile muamele edildi. Aseton-alkolle renk
giderilinceye kadar yikandiktan sonra renk kaybini durdurmak i¢in hemen dH,O ile
yikandi. Safranin ile 30-60 saniye muamele edildi ve smear tekrar dH,O ile yikandi. Agik
havada kurutulduktan sonra mikroskop altinda incelemeye alindi. Mor renkle boyanan
bakterilerin gram pozitif, pembe renk ile boyanan bakterilerin ise gram negatif olduguna

karar verildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.3.2. Endospor Boyama

Izolatlarin endospor olusturup olusturmadigini ve varsa endosporun hiicre icersindeki
pozisyonunu belirlemek amaciyla, yalniz Gram olumlu izolatlar nutrient sivi besiyerine
ekildi ve 48-72 saat 30°C’ye ayarli su banyosunda inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun
ardindan bakteriyal smear hazirland1 ve alevden gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan
smearlar kiigiik bir filtre kagidiyla kapatilarak, malasit yesiliyle 5 dk su buhari iizerinde
boyandi. Daha sonra dH,O ile yikandi ve 30-60 saniye safranin ile muamele edildi. Tekrar
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dH0 ile yikanarak acgik havada kurutuldu. Mikroskop altinda incelenerek kirmizi renkli
hiicreler igersinde yesile boyanmis sporlarin varligi arastirildi (Cappuccino ve Sherman,
1992).

2.2.4. Izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.2.4.1. izolatlarin Optimum Biiyiime Sicakliklarinin Belirlenmesi

Izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarmin belirlenmesi amaciyla niitrient sivi
besiyeri i¢inde yapilan 16-24 saatlik kiiltiirlerden, ODggp = 0,1 olacak sekilde yeniden
niitrient s1v1 besiyerine ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 16, 30, 37, 40, 45, 50 ve 55
°C’lerde biiylitiildi. Yapilan bu kiiltiirlerden saat basi 6rnekler alinarak spektrofotometrede
ODggo’de absorbans degerleri Olciilerek bakterilerin optimum olarak biiyiidiigli sicakliklar

orataya ¢ikarildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.2.4.2. izolatlarn Biiyiiyebildigi pH Araliklarinin Belirlenmesi

Biiyiiyebildikleri pH araliginin belirlenmesi i¢in izolatlar degisik pH degerlerine (3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11 ve 12) sahip niitrient s1v1 besiyerlerine inokiile edildi ve 30°C’ye
ayarli etiivde ii¢ giin inkiibe edildi. Inkiibasyon neticesinde iireme olup olmadigina

spektrofotometrede (ODggo’de) dlglimler yapilarak karar verildi.

2.2.4.3. izolatlarin NaCl Toleranslarimin Belirlenmesi

Izolatlarin NaCl toleranslarmin belirlenmesi amaciyla % 1, 3, 5, 7, 9, 11 oraninda
NaCl eklenmis niitrient sivi besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney
tiiplerine alinarak herbir izolattan bunlara ekim yapildi ve 2 giin boyunca 30°C’ye ayarl
etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda iireme olan ve olmayan tiipler belirlenerek,

izolatlarin hangi oranlarda tuzu tolere edebildiklerine karar verildi (Sneath, 1968).
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2.2.5. izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.2.5.1. Nisasta Hidroliz Testi

Izolatlarin nisastay1 hidroliz edip etmediklerinin belirlenmesi igin “nisasta agar
besiyerleri” hazirlandi (Ek-1). Bu besiyerini iceren petrilere herbir izolattan ¢izgi ekim
yapild1 ve petriler 3-7 giin boyunca 30°C’ye ayarli etiivde bekletildi. Inkiibasyondan sonra
petrilerin lizerine lugol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin olusumu nisastanin hidroliz

oldugunu, mavi rengin olusumu ise nisastanin hidroliz olmadigini1 gésterdi (Benson, 1985).

2.2.5.2. Katalaz Testi

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,O,) ve bazi durumlarda
ise tamamen toksik olan siiperoksitler liretmektedir. Mikroorganizmalar, olusan bu
iriinlerin olumsuz etkisinden, bu maddeleri katalaz ve peroksidaz enzimlerinin yardimiyla
yikarak kurtulmaya calisirlar. Izolatlarin katalaz enzimi iiretip iiretmediklerini ortaya
cikarilmas1 amaciyla “triptik soy agar besiyeri” hazirland1 (EK-1). Izolatlar bu besiyeriyi
igeren petrilere ekildikten sonra, 24-48 saat 30°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
petrilere % 3’liikk H,O, ¢ozeltisi ilave edildi ve olusan gaz kabarciklarina gore testin pozitif

olduguna karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.2.5.3. Oksidaz Testi

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

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

2.2.5.4. Metil Kirmmazis1 Testi

Bu test fermentasyon esnasinda glukozdan yiliksek miktarda asit iireten bakterileri,
notral aseton liretenlerden ayirmak icin yapilir. Eger bir bakteri glukozdan yiiksek miktarda

organik asit iiretirse, metil kirmizis1 ortama ilave edildiginde kirmizi olarak kalir. Bu
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pH'nin 4,4’tn altinda oldugunu gosterir. Fermentasyon sonucunda ndtral maddeler
tiretilirse, metil kirmizisi sartya doniistir. Bu pH’nin 6,0’nin iizerinde oldugunu gosterir.

Bu test i¢in “MR broth besiyeri” hazirland1 (EK-1) ve steril edilmis, kapakli deney
tiiplerine 4’er ml dokiildii. Herbir izolattan besiyeri iceren tiiplere ekim yapildi. 30°C’de,
48 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan herbir izolatin bir tiipiine, 250 pl
metil kirmizis1 ilave edildi. Kirmizi renk olusmunun MR testi i¢in pozitif, sar1 renk

olusumunun negatif sonu¢ olduguna karar verildi.

2.2.5.5. Ure Hidroliz Testi

Bazi1 bakteriler iireaz enzimi iireterek, lireyi alkalik bir son iirlin olan amonyak ve

COy’e déniistiiriirler. Izolatlarda iireaz enziminin varligmin belirlenmesi amaciyla “iire
hidroliz besiyerleri” hazirland1 (Ek-1). Herbir izolattan besiyerine ekim yapilarak, 30°C’de
48-72 saat inkiibe edildi. Eger izolatlar iireaz enzimi iretiyorlarsa, iirenin amonyaga
parcalanmasi sonucu alkali bir ortam olusur. Bu da, besiyeri icerisinde indikatér olarak
bulunan fenol kirmizisinin, besiyerinin rengini koyu pembeye doniistiirmesine yol acar.
Inkiibasyonun sonucunda besiyerinin koyu pembeye déniisiip déniismedigine bakilarak

testin sonucuna karar verildi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.2.5.6. indol Olusumu Testi

Triptofan aminoasidi baz1 bakteriler tarafindan karbon, azot ve enerji kaynagi olarak
kullanilirken, baz1 bakteriler tarafindan da maddelerin enzimatik yollarla oksidasyonlarini
arttirmak amaciyla kullanilir. Bakteriler triptofan aminoasidi igeren besiyerlerinde
biiyiidiiklerinde, triptofanaz enzimi iretip, triptofan1 parcalayarak indol, pirlivik asit ve
amonyum olusumunu saglarlar. Bakterilerin triptofan1 kullanip kullanmadiklari, ortamda
indoliin varlig1 veya yoklugu ile anlagilir.

Bu test igin “triptofan broth besiyeri” hazirland1 (Ek-1). Steril tiiplere 3’er ml
dokiildii ve herbir izolattan tiiplere ekim yapildi. 30°C’de, 48 saat inkiibe edildi. Daha
sonra tiiplere ayirag olarak 1 ml kovak kimyasali (Ek-1) ilave edildi. Tipiin tist kisminda
kirmiz1 bir halkanin olusup olugmamasina gore testin sonucunun pozitif veya negatif

olduguna karar verildi.



44

2.2.6. APl 20 E Panel Test Sistemi

APl 20 E panel testi gram negatif bakterilerin tiir seviyesinde tanimlamalarinda
kullanilmaktadir. Bu test uygulanirken Triptik Soy Agar besiyeri iizerinde biyiitiilmiis
gece kiiltiirleri bir spatulayla alinarak “API % 0.85 NaCl” soliisyonu igerisinde iyice

karigmasi saglanir. Hazirlanan bu kiiltiir daha sonra APl 20 E panelindeki tiim kuyucuklara

dolduruldu. Bu asamada kuyucuk icerisinde hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilir.

Tablo 8. API 20 E panel sisteminin i¢erdigi testler

Testler  Substrat Belirlenen Reaksiyon Negatif Sonuglar Pozitif Sonuglar

ONPG ONPG Beta-galaktosidaz Renksiz Sar1

ADH Arginin Arginin dihidrolaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

LDC Lisin Lisin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

obC Ornitin Ornitin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu

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

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

URE Ure Ure hidrolizi Sari Kirmizi / Turuncu

TDA Triptoofan Deaminaz Sar1 Kahverengi / Kirmizi

IND Triptofan Indol {iretimi Sar1 Kirmizi (2 dk)

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

GEL Komiir jelatin Jelatinaz Siyah tabaka Siyah tabaka dagilmis
dagilmamis

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

MAN Mannitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

SOR Sorbitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

RHA Ramnoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

SAC Sucrose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

MEL Melibiose Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

AMY Amigdalin Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

ARA Arabinoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

Daha sonra bu API panelleri 18-24 saat inkiibasyona tabii tutuldu. Elde edilen

sonuglar Tablo 8’de tanimlandig1 gibi renklerine bakilarak renk degisimi okuma tablosuna
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gore degerlendirildi. Sonuglar bilgisayar ortaminda API tanimla programi kullanilarak elde
edildi.

2.2.7. API 50 CH Panel Test Sistemi

API 50 CH, mikroorganizmalarin karbonhidrat metabolizmasinin ¢alisabilmesini
saglayan 49 biyokimyasal testten olusan bir tanimlama sistemidir (Tablo 9). Gram pozitif
bakterilerin tiir seviyesinde tanimlamalar1 ve biyokimyasal baz1 6zelliklerinin
belirlenmesinde ~ kullanilir.  izolatlarm bu test sisteminde degerlendirilmelerinin
yapilabilmesi i¢in bir gece dnceden bakterilerin genel bir besiyeri olan tripton soy agar
(TSA) besiyerine ¢izgi ekimleri yapildi. Inkiibasyon sonunda elde edilen tek kolonilerden
“API 50 CHB/E” besiyeri igerisinde siispansiyon haline getirildi. Hazirlanan bu bakteri
karigimi test panellerinin baslangi¢ gozenegine ilave edilip panel, dik tutularak bakteri
karigiminin tiim test kuyucuklarina ayni anda ulasmasi saglanir. Ekimi yapilmis paneller
0zel bolmelerine yerlestirildikten sonra 24 saat ile 48 saat arasinda inkiibasyona tabi
tutulur. Bu panel sistemini APl 20 E’den uygulanisindaki farki panele sonradan ayirag
ilavesi yapilmamasidir. Elde edilen sonuglar Tablo 9’de tanimlandigi gibi renklerine
bakilarak yapildi. Sifirncr tiip higbir kimyasal madde igermediginden kontrol olarak
kullanild1 ve diger kuyucuklardaki renk degisimi bu kuyucuga gore degerlendirildi. Veriler

bilgisayara aktarilarak tanimlama yapildi.

Tablo 9. API 50 CH panel sisteminin igerdigi testler

Test Adi Test Adi

GLY Glycerol SAL Salisin

ERY Erythriol CEL D-celiobiose

DARA D-arabinose MAL D-maltose

LARA L-arabinose LAC D-lactose(bovineorgine)
RIB D-ribose MEL D-melibiose

DXYL D-xylose SAC D-saccharose(sucrose)
LXYL L-xylose TRE D-trehalose

ADO D-adonitol INU Inulin

MDX Methyl-BD-xylopyranoside MLZ D-melezitoz
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Tablo 9’un devami

GAL D-galactose RAF D-raffinose

GLU D-glucose AMD  Amidon (starch)

FRU D-fructose GLYG Glycogen

MNE D-mannose XLT Xylitol

SBE L-sorbose GEN Gentiobiose

RHA L-rhamnose TUR D-turanose

DUL Dulcitol LYX D-lyxose

INO Inosidol TAG D-tagatose

MAN D-mannitol DFUG  D-fruktoz

SOR D-sorbitol LFUC  L-fruktoz

MDM Methyl-aD-mannopyranoside =~ DARL  D-arabitol

MDG Methyl-aD-glucopyranoside LARL L-arabitol

NAG N-asetylglucosamine GNT Potasyum glukonat
AMY Amygdalin 2KG Potasyum 2-ketoglukonat
ARB Arbutin 5KG Potasyum 5-ketoglukonat
ESC Esculin-ferric sitrate

2.2.8. izolatlarin MacConkey Agar (MCA)’da Biiyiitiilmesi

Izolatlarin API 20 E test sonucunun degerlendirilmesi igin gereken testlerden biri de
MCA besiyerinde biiyiiylip biiyiiyememesi testidir. MCA, hem se¢ici hem de ayirt edici bir
besiyeridir (Ek-1). Seg¢ici madde olarak bile tuzu ve kristal violet boyasi ihtiva eder.
Bunlarin ikisi de Gram pozitif bakterilerin biiylimelerini engeller. Ayirt edici madde olarak
laktozu ve indikator olarak da nétral kirmizisi igermektedir. Eger organizma laktozu
fermentlerse koloniler kirmizi renk alir.

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

sonug olarak degerlendirildi.
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2.2.9. APl of Medium Testi

API of medium, bakterilerin oksidatif veya fermantatif glikoz metabolizmasinin
belirlenmesinde kullanilan ampullerden olusmus bir testtir. Testin uygulanisi: ampullerin
kapaklar1 ¢ikartilarak sicak su banyosunda yaklasik 2 dakika bekletilerek eritildi. Dik
sekilde tutularak oda sicaklifinda sogumaya birakildi. Boylelikle kati olan besiyerinin tist
ylizeyinin piirlizsiiz olmas1 saglandi. Soguyan besiyerine igne uglu steril 6ze kullanilarak
aliman bakteri kolonilerinden ekimler yapildi. Oksidasyon ve fermentasyon testleri
oldugundan her bir bakteri izolat1 i¢in 2 ayr1 ampule ekim yapild1 ve fermentasyon testi
icin ekgsmden sonra besiyerinin {izeri 1 cm mineral yag ile kaplandi. 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi ve sonuglar kaydedildi. Sar1 renk goriinlimii pozitif asidifikasyon

olarak, yesil ve mavi renkler negatif sonug olarak kaydedildi.

2.2.10. Hareketlilik Testi

Hareket testi, bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan rutin testlerden biridir. Test
icin ampullerde “API M Medium” besiyeri kullanildi. Ampullerin kapaklari1 ¢ikartilarak
sicak su banyosunda yaklasik 2 dakika bekletilerek eritildi. Dik sekilde tutularak oda
sicakliginda sogumaya birakildi. Boylelikle kat1 olan besiyerinin iist yiizeyinin piiriizsiiz
olmasi saglandi. Soguyan besiyerine igne uglu steril 6ze kullanilarak alinan bakteri
kolonilerinden ekimler yapildi. 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi ve sonuglar
kaydedildi. Hareketli suslar inokiile edilen bolgenin ¢evresine hareket ederek besiyerini

bulanik hale getirdiginden bulanik besiyeri pozitif sonug olarak kaydedildi.

2.2.11. izolatlarin Molekiiler Karekterizasyonlari

2.2.11.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA'nin izolasyonu, Sambrook vd., (1989) gore gerceklestirildi. Bir giin
onceden 3 ml Leura-Bertani (LB)’ye (Ek-1) ekim yapilarak 30°C’de inkiibasyona birakilan
bakteriler, ependorf tiipler icerisinde 13.000 rpm’de 3-4 dk santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra siipernatant uzaklastirildi ve pellet tizerine 500 ul TE tamponu eklendi. Sonra pellet

lyice ¢Oziildii ve iizerine 10 mg lizozim ilave edilerek ve 37°C’de 1 saat bekletildi.
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Hiicrelerdeki proteinlerin par¢alanmasi i¢in 50 pl % 10’luk SDS eklenerek 37°C’de 30 dk
inkiibe edildi. Daha sonra her tiipe 3 M’lik 55 pl sodyum asetat eklendi ve 65°C’de, 30 dk
alt-iist edilerek hiicrelerin par¢alanmasi saglandi. Tiiplere 500 pl fenol-kloroform-izoamil
alkol ilave edildi. Tekrar alt-iist edilerek karigtirildi ve 14.000 rpm’de 4 dk santrifiij edildi.
Sonra tiiplerin igerisindeki karigimin {ist fazi alinarak yeni tiiplere aktarildi. Bu tiiplere 500
ul kloroform eklendi ve alt-iist edilerek 14.000 rpm’de 4-5 dk santrifiij edildi. Ust faz
aliarak yeni tiiplere aktarildi ve buna 55 pl 3 M’lik sodyum asetat ve 1.000 pl % 96’lik
etil alkol ilave edildi. Karisim -20°C’de 45 dk bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dk
santrifiij edildi ve sivi kisim uzaklastirildi. Pellet {izerine 500 ul % 70’lik alkol ilave
edilerek 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Ust kisimdaki sivilar bosaltildi ve pellet agik
havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 50-100 pl steril TE tamponunda ¢oziilerek
+4°C’de saklandu.

2.2.11.2. 16S rDNA Geninin PCR ile Cogaltilmasi

16S rDNA genleri, herbir izolattan saflagtirilan genomik DNA'dan UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3) ileri ve UNI16S-R (5'-ATGGTACCGTGTGA
CGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimiyla ¢ogaltildi. PCR
isleminde Go Taq Polimeraz enzimi (Promega) kullanildi. PCR tiipline 12 ng kalip DNA, 5
ul 10 x PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril KC1), 1,5 mM MgCls,,
0,5 mM U Taq DNA polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM
dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karisimi ilave edildi ve steril saf
su ile 50 pl'ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pl'lik tiiplerde, " Bio-Rad Thermal Cycler "
cihazinda gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklari ve siireleri ise ilk denatiirasyon basamagi
95°C de 2 dk olarak gerceklestirildikten sonra, 94°C’de | dk (denatiirasyon i¢in), 56°C’de |
dk (hibridizasyon icin) ve 72°C’de 2 dk (polimerizasyon i¢in), 36 dongii olarak
gerceklestirildi. Elde edilen PCR firtinlerinin 5 pl’si %1,1'lik agaroz jelde yiiriitildi ve
etidyum bromiir boyasi (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra "Gel Logic; Kodak" sistemiyle

goriintlilendi.
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2.2.11.3. 16S rDNA Geninin Baz Dizisinin Belirlenmesi ve Gen Bankasindaki
Siralarla Karsilastirilmasi

Yukarida agiklanan primerler kullanilarak genomik DNA'dan ¢ogaltilan 16S rDNA
genleri klonlama vektorii olan pPGEM-T easy (Promega) vektoriine klonlandi ve dogrulugu
teyit edilen klonlarin baz dizin analizi Macrogen firmasi (Kore) tarafindan gergeklestirildi
(Ek-2). Elde edilen yaklasik 1400 bp uzunlugundaki 16S rDNA dizileri Gen Bankasinda
var olan dizilerle karsilastirilarak aralarindaki benzerlik oranlari ortaya c¢ikarildi. Mega
(5.05) programi ile de bu dizilerin birbirleriyle olan benzerlikleri karsilastirildi. Bu
programda analiz i¢in Neighbor-Joining metodu, filogeni testi i¢in 1.000 tekrarli Bootstrap
metodu kullanilarak izolatlarin filogenetik agaci ¢izildi, agacta % 70’nin iizerindeki

benzerlikler gosterildi. Sonuglar degerlendirildi.

2.2.11.4. Bakteriyal izolatlarin cry Gen Iceriginin Belirlenmesi

Bakteriyal izolatlarin cry gen igeriklerinin tespit edilebilmesi icin PCR islemi yapildi.
Calismada 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”) ve 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°) (Ben-Dov vd., 1997). PCR reaksiyonu, 2.2.11.2.’de oldugu gibi
gerceklestirildi. 2.2.11.2.”den farkli olarak 16S rRNA primerleri yerine cryl ve cry2 genel
primerleri kullanild1 ve baglanma sicaklig1 cry1 i¢in 66°C, cry2 igin 61°C olarak ayarlandi.
Genel primerler ile tespit edilen cry genleri ve iiriin biiytiklikleri cryl 274-277 bp, cry2
689-701 bp seklindedir (Ben-Dov vd., 1997).

2.3. insektisidal Aktivite Testleri

2.3.1. Boceklerin Laboratuvar Kiiltirii

Izolatlarin insektisidal etkilerini belirlemek igin bakterilerin izole edildigi Ephestia
cautella Walker (kuru incir kurdu) (Lepidoptera: Pyralidae) basta olmak iizere, gerek kuru
incirde gerekse diger kurutulmus meyvelerde zarar yapan Plodia interpunctella Hubner
(kuru meyve giivesi) (Lepidoptera: Pyralidae) ve bir baska depo zararlis1 olan E. kuehniella

Zeller (un giivesi) (Lepidoptera: Pyralidae) larvalar1 kullanildi.
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E. cautella ve P. interpunctella larvalar1 Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boélimiiniin Biyolojik Miicadele laboratuvarinda yetistirilen kiiltiirlerden temin
edildi. E. kuehniella yumurtalar1 ise Iran Urmia Universitesi Ziraat Fakiiltesi Entomoloji
Boliimii’nden temin edildi. U¢ farkli bocekte 25+1°C sicaklik, % 60-70 oransal nem, 16
saat aydinlik 8 saat karanlik kosullarin saglandig iklim dolabinda yetistirildi.

Denemelerde kullanilan E. cautella ve P. interpunctella nin iiretiminde Tunca (2005)
tarafindan Onerilen besin karigimi kullanildi. Bugday kepegi, misir unu, kuru maya, bal, siit
tozu, gliserin 2: 1: 0.25: 0.50: 0.25: 0.25 oranlarinda karistirilarak hazirlandi. E. kuehniella
icin herhangi bir besin karigimi hazirlanmayip sadece bugday ununda yetistirildi.

Hazirlanan besinler kullanilmadan énce 72 saat -20°C’de tutularak steril edildi.
Yetistirmede kullanilan diger plastik kaplar, firga gibi malzemeler % 70’lik alkolle
dezenfekte edilmistir. Steril edilen plastik kaplar igerisine bir miktar besin karigimi
konularak tizerine boceklerin larvalari konuldu. Diizenli olarak kontrol edilen larvalar
kelebek ¢ikisi olunca kelebekler yumurtlama kabina alinarak yumurta birakmalari saglandi.
Daha sonra yumurtalar firca yardimiyla toplanip ependorf tiipe konularak bir kismi ileride
cikabilecek kontaminasyon problemine karsi +4°C’de saklandi, bir kismi da tekrar yeni

acilan besin karigimina konularak kiiltiiriin siirekliligi sagland.

2.3.2. Orneklerin Hazirlanisi

2.3.2.1. Bakteriyal Izolatlarin Hazirlamisi

E. cautella’dan izole edilen ve karakterizasyonlar1 yapilan kiiltiire edilebilir izolatlar
24-48 saat, 30°C’ye ayarl sallayicida 5 ml niitrient siv1 besiyeri igerisinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon neticesinde bakteri yogunlugu, spektrofotometrede dlgiilerek ODgoo’de 1,89
(1,8 x 10° bakteri/ml) olacak sekilde ayarlandi. Sonra 3.000xg’de 10 dk santrifiij edilen
hiicrelerin olusturdugu pellet, 5 ml steril fosfat tamponun (PBS)’da ¢oziildii (Ben-Dov vd.,
1995).

Ayrica insektisidal etki calismalarinda, KTU Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan temin edilen B. thuringiensis kurstaki (BnBt, MnD) suslari1 da kullanildi
(Kat1 vd., 2005, Sezen vd., 1999)
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2.3.3. Ephestia cautella’dan Elde Edilen izolatlarin insektisidal Aktivitesi

E. cautella ve P. interpunctella larvalarina uygulanmak tizere ODggo’de 1,89 (1,8 x
10° bakteri/ml) olacak sekilde hazirlanan bakteriyal siispansiyonlar, larvalara verilecek
olan kuru incirlere emdirildi. Hazirlanan incir 6rnekleri iizerlerine 2-3 saat a¢ birakilmis
10’ar adet larva birakildi ve 26°C, %60 nem oranina sahip iklim dolabinda 10 giin inkiibe
edildi. Oliiler giinliik kontrol edildi, uzaklastirildi ve kaydedildi. Denemeler iiger tekrarl
yapild.

E. kuehniella larvalarina uygulanmak tizere ODgoo’de 1,89 (1,8 x 10° bakteri/ml)
olacak sekilde hazirlanan bakteriyal siispansiyonlar, 1 gr una emdirilerek oda sicakliginda
kurutuldu. Hazirlanan un Ornekleri tlzerlerine 2-3 saat a¢ birakilmis 10’ar adet larva
birakild1 ve 26°C, % 60 nem oranma sahip iklim dolabinda 10 giin inkiibe edildi. Oliiler
giinliik kontrol edildi, uzaklastirildi ve kaydedildi. Denemeler iiger tekrarli yapildi.

Yapilan virulans testlerinin sonuclari, Abbott (1925) tarafindan gelistirilen bu

Abbott fomiiliine gore hesaplandi. Yontem su sekilde formiile edilebilir;

Toplam 6liim oran1 (%) — Kontrol grubundaki 6liim orani (%)

(%) Oliim Oranz:
(%) 100 — Kontrol grubundaki 6liim orani (%)



3. BULGULAR

Kuru incir kurdu (Ephestia cautella) ile mikrobiyal miicadelede yeni bir etmen
belirlemeye yonelik olarak yapilan galismada, zararlidan bakteri izolasyonu yapildi. Elde
edilen 13 izolat ve daha 6nceden Balanicus nucum 'dan izole edilmis Bacillus thuringiensis
(BnBt) ve Malacosoma neustria’dan izole edilmis Bacillus thuringiensis (MnD)’in zararlt
tizerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Yapilan c¢alismalardan asagidaki bulgulara

ulasildi.

3.1. Ephestia cautella Larvalarindan Bakteri izolasyonu

Izolasyon calismalar1 sonucunda E. cautella larvalarindan koloni sekli, rengi ve
buytkliigii gibi farkli morfolojik 6zelliklerinden yararlanarak 13 tane kiiltiire edilebilir
bakteriyal izolatlar elde edildi ve bunlar Ecal, Eca2, Eca3, Eca4, Eca5, Eca6, Eca7, Eca8,
Eca9, Ecal0, Ecall, Ecal2 ve Ecal3 olarak kodlandi.

Sekil 6. Farkli izolatlara ait koloni gortintiileri A: Ecal, B: Ecall, C: Eca5, D: Eca9
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3.2. lzolatlarin Karakteristik Ozelliklerinin Belirlenmesi ve Tiir Tayinlerinin
Yapilmasi

3.2.1. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Binokiiler mikroskop incelemeleri sonucunda izolatlarin koloni morfolojisine gore;
Ecal numarali izolatin krem renkli diizgiin-yuvarlak, Eca2 numarali izolatin beyaz renkli
girintili-yuvarlak, Eca3 numarali izolatin krem renkli diizgiin-yuvarlak, Eca4 numarali
izolatin krem renkli diizgiin-yuvarlak, Eca5 numarali izolatin krem renkli diizgiin-
dallanmig-mukoit (Sekil 6), Eca6 numarali izolatin agik krem renkli diizglin-yuvarlak,
Eca7 numarali izolatin agik krem renkli girintili-yuvarlak, Eca 8 numarali izolatin agik
krem renkli diizgiin-yuvarlak (Sekil 6), Eca9 numarali izolatin beyaz renkli diizgiin-
yuvarlak, Ecal0 numarali izolatin beyaz renkli girintili-yuvarlak, Ecall numarali izolatin
sart renkli diizgiin-yuvarlak, Ecal2 numarali izolatin beyaz renkli girintili-yuvarlak ve
Ecal3 numarali izolatin beyaz renkli girintili-yuvarlak koloni morfolojilerine sahip oldugu
belirlendi (Tablo 10).

Yapilan basit boyama sonucunda biitiin izolatlarin basil oldugu ancak Ecal ve Eca3
numarali izolatlarin kokkobasil seklinde kiigiik basiller olduklar: tespit edildi (Tablo 10).

Gram boyama sonucunda Eca2, Eca4, Ecab, Eca6, Eca7, Eca8, Eca9, Ecal0 ve
Ecal3 numarali izolatlarin Gram (+) oldugu ve hepsinin spor ihtiva ettigi belirlendi (Sekil
7) (Tablo 10). Ecal, Eca3 ve Ecall izolatlarinin ise Gram (-) oldugu belirlendi. Ayrica
yapilan hareket testinde, EcalO izolatinin disindaki tiim izolatlarin hareketli oldugu

belirlendi.

Sekil 7. Eca4 ve EcaS numarali izolatlara ait spor boyama
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Tablo 10. izolatlarm morfolojik 6zellikleri

Koloni Gram Spor NB’deki

izolatlar Rengi Koloni Sekli Boyama Boyama Hiicre Sekli ~ Kaynak Goriintim Hareket
Ecal Krem Diiz..-Yuv. - - Kokkobasil CL B +
Eca2 Beyaz Gir.- Yuv. + + Basil CL B +
Eca3 Krem Diiz.-Yuv. - - Kokkobasil CL B +
Eca4 Krem Diiz.-Yuv. + + Basil CL B +
Eca5 Krem Diiz.-Dal.-M. + + Basil CL B +
Eca6 Beyaz-Krem  Diiz.-Yuv. + + Basil CL B +
Eca7  Beyaz- Krem  Gir.- Yuv. + + Basil CL B +
Eca8 Beyaz- Krem  Diiz.-Yuv. + + Basil CL B +
Eca9 Beyaz Diiz.-Yuv. + + Basil CL B +
Ecal0 Beyaz Gir.- Yuv. + + Basil CL B -
Ecall Sari Diiz.-Yuv. - Basil oL B +
Ecal2 Beyaz Gir.- Yuv. + + Basil oL B +
Ecal3 Beyaz Gir.- Yuv. + + Basil OL B +

Diiz.: Diizgiin, Yuv: Yuvarlak, Dal: Dalgah, Gir: Girintili, M: Mukoit, CL: Canli larva, OL: Olii larva, B: Bulanik, C:
Cokelme

3.2.2. izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

izolatlarin biiyiimeleri iizerine NaCl, pH ve sicaklik gibi fiziksel faktdrlerin
etkilerinin arastirilmasi amaciyla cesitli testler yapildi. Fiziksel 6zellikleri kapsayan bu
testler Tablo 11°de verilmektedir.

izolatlarin pH toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler sonucunda pH 5’te
Ecal, Eca 3, Eca5 ve Ecall numarali izolatlarin, pH 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12’de ise biitiin
izolatlarin biiytidiigi tespit edildi (Tablo 11).

Izolatlarn NaCl’ye olan toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler
sonucunda tiim izolatlarin % 1, 3 ve 5 oraninda NaCl igeren besiyerlerinde biiyiidiikleri
gortldii. % 7 NaCl’li besiyerinde Ecal, Eca3, Eca5 ve Ecall nolu izolatlarin biiyiidigi,
digerlerinin ise biiylimedigi tespit edildi. % 9 NaCl’li besiyerinde Ecal ve Ecall numarali
izolatlarin zayif, Eca5 numarali izolatin ise normal oranda biiyiidiigii tespit edildi (Tablo
11).

Izolatlarin sicakliga olan toleranslarinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler
sonucunda 16-40°C arasinda tiim izolatlarin biyiidigii belirlendi. 45°C’de Eca2, Eca$,
Eca7, Eca9 ve Ecal0 numarali izolatlarin biiyiiyebildigi belirlendi. 50°C’de Eca5 ve EcalO
normal biiyliyebilirken Eca2, Eca7 ve Eca9 numarali izolatlarin zayif derecede biiyiidiigii
belirlendi. 55°C’de ise Eca2, EcaS, Eca9 ve Ecal0 numarali izolatlarin zayif derecede de
olsa biiyliyebildigi fakat diger izolatlarin hi¢ biiyiimedigi belirlendi. Ayrica, hicbir izolatin
60°C’de biiyliyemedigi tespit edildi (Tablo 11).
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Tablo 11. izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

trolat] pH Testi NaCl Testi (%) Sicaklik Testi (°C)
O 5 5890101112 1 357 9 11 16 37 40 45 50 55
Ecal - ++++ + + + + +++ 72+ - + + + - - -
Eca2 - -+ + 4+ + + + + +4+ - - - + + + + Z+ Z+
Eca3 -+ +++ + + + + +++ - - + + + - - -
Ecad - - +++ + + + + ++ - - - + + + - - -
Ecab5 - + +++ + + + + +++ + + + + + + + Z+
Ecs6 - - +++ + + + + ++ - - - + + + - - -
Eca7 - - +++ + + + + ++ - - - + + + + Z+ -
Eca8 - - +++ + + + + ++ - - - + + + - - -
Eca9 - - +++ + + + + + - - - - + + + + Z+ 7+
Ecald - - +++ + + + + ++ - - - + + + + + 7+
Ecall - + +++ + + + + +++ 72+ - + + + - - -
Ecal2 - - +++ + + + + ++ - - - + + + + - -
Ecal3 - - +++ + + + + ++ - - - + + + - - -
Z: Zayif

3.2.3. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal ve Metabolik Ozellikleri

Bazi enzimlerin varligt veya yoklugu, bazi enzimlerin firetilip Uretilmedigi ve
izolatlarin bazi organik maddeleri fermente edip edemediklerini belirlemek bakteri
sistematigi agisindan bilyilk &nem tasimaktadir. Izolatlarn bu enzimleri iiretip
tretmediklerinin belirlenmesi amaciyla bir dizi test yapildi. Bu testler ve sonuglar1 Tablo
12°de verilmektedir.

Katalaz testi sonucunda Ecal, Eca3 ve Eca5 numarali izolatlarin katalaz enzimi
tirettigi digerlerinin katalaz enzimini zayif trettigi tespit edildi. Oksidaz testi sonucunda
izolatlarin hig birinin oksidaz aktivitesi gostermedigi tespit edildi (Tablo 12).

Nisasta hidroliz testi sonucunda Eca2, Eca4, Eca5, Eca6, Eca7, Eca8, Eca9, Ecall ve
Ecal2 izolatlar1 nisastay: hidroliz ederken, Ecal3 izolatinin nigastay:1 zayif hidroliz ettigi,
Ecal, Eca3 ve Ecall izolatlarinin ise nigastay1 hidroliz edemedikleri belirlendi (Tablo 12).

Yapilan diger biyokimyasal testlerden biride iireaz testidir. Bu testin sonucuna gore
Eca7, Eca9, Ecal0 ve Ecal2 iireyi hidroliz edebilmektedir. Ecal, Eca2, Eca3, Eca5, Ecab,
Eca8 ve Ecal3 iireyi zayif oranda, Eca4 ve Ecall ise {ireyi hi¢ hidroliz edememektedir.
Ayrica Indol olusum testi sonucu hicbir izolatm indol olusturamadig: goriildii (Tablo 12).

Izolatlarin glukoz metabolizmast sonucu fiirettikleri son fiiriinlerin niteliginin

belirlenmesi amaciyla Metil Kirmizisi testi yapildi. Bu testler sonucunda Eca4, Eca6, Eca7,
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Eca9, Ecal0, Ecal2 ve Ecal3 izolatlarin glukoz metabolizmast sonucu yiiksek miktarda

organik asit olusturabildigi (MR +) belirlendi (Tablo 12).

Tablo 12. izolatlarin klasik yontemlerle belirlenen biyokimyasal dzellikleri

Biyokimyasal Ozellikler
Izolatlar Katalaz Oksidaz Nisasta Ureaz  Metil-Red  indol

Testi Testi Testi Testi Testi Testi
Ecal + - - Z+ - -
Eca2 Z+ - + Z+ - -
Eca3 + - - Z+ - -
Ecad Z+ - + - + -
Ecab + - + 7+ Z+ -
Ecab Z+ - + 7+ + -
Eca7 Z+ - + + + -
Eca8 Z+ - + Z+ - -
Eca9 Z+ - + + + -
Ecal0 Z+ - + + + -
Ecall Z+ - - - - -
Ecal?2 Z+ - + + + -
Ecal3 Z+ - Z+ Z+ + -

Z: zayif
3.2.3.1. API 20 E ve API 50 CH Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen Ozellikler

API 20 E test panellerine yapilan ekimler 1 gece 30°C’de inkiibe edildikten sonra
bazi test kuyucuklar: direk renk degisimi gézlenmesiyle, bazilar1 ise (TDA, JAMES, VP1-
VP2, NIT1-NIT2) ayirag ilave edilerek incelendi (Tablo 13). API50 CHB panel test
sisteminde yapilan ekimlerin sonunda 0. tiip kontrol olarak alind1 ve tiipteki renk
degisimine gore sonuglar degerlendirildi. Biiylimesi yavas olan izolatlar 2 gece inkiibe

edilerek sonuglar kaydedildi (Tablo 14).
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Tablo 13. Izolatlarin API 20 E panel test sistemi ile belirlenen dzellikleri

Testler Substrat Aktivite Ecal Eca3 Ecall
ONPG ONPG Beta-galaktosidaz + + +
ADH Arginin Arginin dihidrolaz - - -
LDC Lisin Lisin dekarboksilaz + + +
obDC Ornitin Ornitin dekarboksilaz + + -
CIT Sitrat Sitrat kullanimi + + +
H,S Na thiosulfate H,S iiretimi - -

URE Ure Ure hidrolizi - - -
TDA Triptoofan Deaminaz - - -
IND Triptofan Indol {iretimi - - -
VP Na piruvat Aseton {liretimi + - +
GEL Komiir jelatin Jelatinaz + + +
GLU Glukoz Fermantasyon / oksidasyon + + +
MAN Mannitol Fermantasyon / oksidasyon + + +
INO Inositol Fermantasyon / oksidasyon + + +
SOR Sorbitol Fermantasyon / oksidasyon + + +
RHA Ramnoz Fermantasyon / oksidasyon - - -
SAC Sukroz Fermantasyon / oksidasyon + + +
MEL Melibioz Fermantasyon / oksidasyon + + +
AMY Amigdalin Fermantasyon / oksidasyon + + +
ARA Arabinoz Fermantasyon / oksidasyon + + +
OX Sitokrom-Oksidaz - - -
NO2 Potasyum nitrat NO; iiretimi + + +
N2 Potasyum nitrat N, gazina indirgeme - - -
MOB Hareket + + +
McC MacCc_)nkey Ureme + + +

Medium

OF-O Glukoz Oksidasyon: havaya agik + + +
OF-F Glukoz Fermantasyon: Mineral yag + + +

altinda




Tablo 14. izolatlarin AP1 50 CH panel test sistemi ile belirlenen 6zellikleri

Testler Acik Adi Eca2 Eca4 Ecab Eca6 Eca7 Eca8 Eca9 Ecal0 Ecal2 Ecal3
GLY glycerol NA - + - NA - NA NA NA NA
ERY erythriol - - - - - - - - - -
DARA D-arabinose - - - - - - - - - -
LARA L-arabinose NA - + - - - - - - -
RIB D-ribose - - + - NA NA NA NA NA NA
DXYL D-xylose - - + - - - - - - -
LXYL L-xylose - - - - - - - - - -
ADO D-adonitol - - - - - - - - - -
MDX methyl-BD-xylopyranoside - - - - - - - - - -
GAL D-galactose + - - - - - - - - -
GLU D-glucose + + + + + + + + + +
FRU D-fructose - + + + + + + + + +
MNE D-mannose - - + - - - - - - +
SBE L-sorbose - - + - - - - - - -
RHA L-rhamnose - - + - - - - - - -
DUL dulcitol - - + - - - - - - -
INO inosidol - - + - - - - - - -
MAN D-mannitol - - - - - - - - + -
SOR D-sorbitol - - - - - - - - - -
MDM methyl-aD-mannopyranoside - - - - - - - - - -
MDG methyl-aD-glucopyranoside - - - - - - - - - -
NAG N-asetylglucosamine + + - + + + + + + +
AMY amygdalin - - NA - - - - - - -
ARB arbutin - + NA NA - + - - + +
ESC esculin-ferric sitrate + + + + + + + + + +
SAL salisin + + + + + + NA NA + +
CEL D-celiobiose NA NA + NA - NA NA - + NA

89



Tablo 14’Un devami

MAL
LAC
MEL
SAC
TRE
INU
MLZ
RAF
AMD
GLYG
XLT
GEN
TUR
LYX
TAG
DFUG
LFUC
DARL

LARL

GNT
2KG
5 KG

D-maltose
D-lactose(bovineorgine)
D-melibiose
D-saccharose(sucrose)
D-trehalose

inulin

D-melezitoz
D-raffinose
amidon(starch)
glycogen

xylitol

gentiobiose
D-turanose

D-lyxose

D-tagatose

D-fucose

L-fucose

D-arabitol

L-arabitol
potassium gluconate

potassium 2- ketogluconate

+

4+
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3.2.4. izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu
3.2.4.1. izolatlarin 16S rDNA Gen Siralari

Bakteri sistematigi c¢alismalarinda 16S rDNA genlerinin baz dizilerinin ortaya
cikarilmasi onemli genetiksel 6zelliklerin basinda gelir. Bu amagla ilk olarak morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda birbirleriyle ayni tiir olabilecek olan izolatlar
disindaki tiim bakteri izolatlarindan elde edilen genomik DNA'dan PCR yardimiyla 16S
rDNA geni ¢ogaltilmasi sonucunda 1400- 1500 bp biiyiikliigiinde bantlar gézlendi. pPGEM-
T Easy klonlama vektoriine kopyalanan 16S rDNA gen bdlgelerinin niikleotit sirasi
Macrogen (baz dizisi belirleyen sirket) tarafindan belirlendi (Ek 3). Sonuglar
degerlendirilerek filogenetik agacin Mega 5 programi kullanilarak Neighbor-Joining
analizinden yararlanilarak ¢izildi (Sekil 8 ve 9). Filogenetik agac verileri ve 16S rDNA
sonuglar1 birbirlerini desteklemektedir (Tablo 15).

Tablo 15. izolatlarin 16S rDNA sekanslarinin gen bankasindaki siralarla karsilastirmalar

Izolat Tiir ve Cinsler Benzerlik Orani (%) Kayit Numarasi
Ecal Serratia marcescens 99 AB679998.1
Serratia ficaria 98 AJ233428
Serratia ureilytica 98 AJ854062
Serratia odorifera 97 AJ233432
Serratia plymuthica 97 AJ233433
Eca?2 Bacillus thuringiensis 99 AB592540
Bacillus anthracis 99 AB190217
Bacillus weihenstephanensis 99 AB592543
Bacillus samanii 99 EF036537
Bacillus pesudomycoides 98 AF013121
Bacillus mycoides 98 AB592538
Eca3 Serratia marcescens 99 AB679998.1
Serratia ficaria 98 AJ233428
Serratia ureilytica 98 AJ854062
Serratia odorifera 97 AJ233432
Serratia plymuthica 97 AJ233433
Eca4 Bacillus thuringiensis 99 AB592540
Bacillus anthracis 99 AB190217
Bacillus weihenstephanensis 99 AB592543
Bacillus samanii 99 EF036537
Bacillus pesudomycoides 98 AF013121

Bacillus mycoides 98 AB592538
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Ecas

Ecab

Eca7

Eca8

Eca9

Ecal0

Ecall

Bacillus axarquensis
Bacillus malacitensis
Bacillus mojavensis
Bacillus amyloliqufaciens
Bacillus tequilensis

Bacillus vallismortis
Bacillus stratosphericus
Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus samanii

Bacillus mycoides

Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus samanii

Bacillus pesudomycoides
Bacillus mycoides

Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus samanii

Bacillus pesudomycoides
Bacillus mycoides

Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus samanii

Bacillus pesudomycoides
Bacillus mycoides

Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus samanii

Bacillus pesudomycoides
Bacillus mycoides

Serratia marcescens
Serratia ficaria

Serratia ureilytica

Serratia odorifera

Serratia plymuthica
Enterobacter aerogenes
Enterobacter amnigenus

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

DQ993670
Q993672
EU138460
NC_014551
HQ223107
AB021198
AJ831841
AB592540
AB190217
AB592543
EF036537
AB592538
AB592540
AB190217
AB592543
EF036537
AF013121
AB592538
AB592540
AB190217
AB592543
EF036537
AF013121
AB592538
AB592540
AB190217
AB592543
EF036537
AF013121
AB592538
AB592540
AB190217
AB592543
EF036537
AF013121
AB592538
AB679998.1
AJ233428
AJ854062
AJ233432
AJ233433
AB680425.1
AB682273.1
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Ecal2

Ecal3

Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus samanii

Bacillus pesudomycoides
Bacillus mycoides

Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis

Bacillus weihenstephanensis
Bacillus samanii

Bacillus pesudomycoides
Bacillus mycoides

99
99
99
99
98
98
99
99
99
99
98
98

AB592540
AB190217
AB592543
EF036537
AF013121
AB592538
AB592540
AB190217
AB592543
EF036537
AF013121
AB592538
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_|: Bacillus axarquiensis (DQ993670)
Bacillus malacitensis (Q993672)

4 Ecab
Bacillus mojavensis (EU138460)

85

38

Bacillus subtilis subsp. spizizenii (NR 024931)
— Bacillus tequilensis (HQ223107)

L Bacillus subtilis subsp. subtilis (AB598736)

Bacillus vallismortis (AB021198)

{ Bacillus cereus (NC 004722)
Bacillus amyloliquefaciens (NC 014551)

Bacillus nematotocita (AY820954)

—E Bacillus velezensis (EF433407)
73 Bacillus siamensis (GQ281299)

100

Bacillus atrophaeus (EU138516)
Bacillus licheniformis (CP000002)

100

_1: Bacillus sonorensis (NR 025130)
Bacillus aerius (NR 042338)

Bacillus pumilus (NR 043242)

100

—E Bacillus altitudinis (AJ831842)
99 Bacillus stratosphericus (AJ831841)

Bacillus pseudomycoides (AF013121)

100

Bacillus anthracis (AB190217)
] — Bacillus weihenstephanensis (AB592543)
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[ Bacillus mycoides (AB592538)
4 Ecad

@ Ecas

4 Ecal3

@ Eca7

_|: @ Ecab
4 Ecal0

& Eca?
& Ecad

_|: . Ecal12
Bacillus thuringiensis (AB592540)

Pseudomonas fluorescens (AJ308308)

Sekil 8.  Gram pozitif izolatlarin 16S rDNA dizisine gore taksonomik pozisyonunu

gosteren N-J agaci.
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Sermatia plymuthica (AJ233433)

M Seratia grimesii (AB680428.1)
86 L Serratia fonticola (AB681874.1)
Sermatia ficaria (AJ233428)
Serratia entomophila (NR 025338.1)
Sematia odorifera (AJ233432)
Seratia rubidaea (AB681976.1)
4 Ecat’
Seratia marcescens (AB679998.1)

g

=

83

Serratia marcescens subsp. marcescens (AB681729.1)
92 — Serratia nematodiphila (NR 044385)

p —— & Eca3

L ¢ Eca

Seratia ureilytica (AJ854062)

Sematia liquefaciens (AB004752)

Enterobacter cancerogenus (AB682281.1)
Enterobacter cloacae (AB680062.1)
Enterobacter aerogenes (AB680425.1)
Enterobacter amnigenus (AB682273.1)
Klebsiella oxytoca (NR 041749)
Paenibacillus urinalis (EF212892)

100

Sekil 9. Gram negatif izolatlarin 16S rDNA dizisine gore taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agaci.

3.2.4.1. Bakteriyal izolatlarin cry Gen icerikleri

Bacillus thuringiensis’e ait kristal proteinleri kodlayan cry genlerini belirleyebilmek
icin 2 ¢ift genel primer (cryl, cry2) kullanilarak PCR yonteminden yararlanildi. Bu
sonuclara gore Eca2, Eca4, Eca6, Eca7, Eca8, Eca9, Ecal0O, Ecal2 ve Ecal3 numaral

izolatlarda cryl ve cry2 geninin bulundugu PCR yo6ntemiyle tespit edildi (Sekil 10 ve 11).
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bp

1200
1000
900
800
700
600
500
400
300
200

00—

LTI I/

Sekil 10. Izolatlarin cryl gen primeri kullanarak elde edilen PCR iiriinleri.
M) Markir (100 bp’lik DNA Markir), 1) Eca2 numarali izolat, 2)
Eca4 numarali izolat, 3) Eca6 numaral izolat, 4) Eca7 numarali
izolat, 5) Eca8 numarali izolat, 6) Eca9 numarali izolat, 7) EcalO
numarali izolat, 8) Ecal2 numarali izolat, 9) Ecal3 numarali izolat

=
N W
o o
o o
-

Sekil 11. Izolatlarin cry2 gen primeri kullanarak elde edilen PCR iiriinleri.
M) Markir (100 bp’lik DNA Markir), 1) Eca2 numarali izolat, 2)
Eca4 numarali izolat, 3) Eca6 numarali izolat, 4) Eca7 numaral
izolat, 5) Eca8 numarali izolat, 6) Eca9 numarali izolat, 7) Ecal0
numarali izolat, 8) Ecal2 numarali izolat, 9) Ecal3 numarali izolat
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3.3. Insektisidal Aktivite Calismalar

Insektisidal aktivite ¢alismalar1 laboratuvar kiiltiirii haline doniistiiriilmiis Ephestia
cautella (kuru incir kurdu), Plodia interpunctella (kuru meyve giivesi), E. kuehniella
(degirmen giivesi) larvalari lizerinde ve laboratuvar kosullarinda gergeklestirildi.
Denemeler ticer tekrarli ve her tekrarda 10 adet 3. evre larva kullanildi. Her bir izolatin
insektisidal etkisi 10 giin boyunca arastirildi ve 10. giin sonunda sonuglar kaydedildi.

Yapilan tiim denemelerde ayni izolatin Lepidoptera takimina ait farkli depo
zararllar1 iizerinde farkli oranda etki gosterdigi goriildii. E. cautella iizerinde en yiiksek
oldiiriicti etkiyi % 57 ve % 46 oranlarinda bir etkiyle sirasiyla Eca9 ve Eca3 numarali
izolatin gosterdigi tespit edildi (Sekil 12). Daha 6nce bir lepidopterden izole edilen BnBt
bakterisi igin % 25 gibi diisiik bir oranda 6liim gozlendi (Sekil 12).
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Bakteriyal izolatlar

Sekil 12. Izolatlarin Ephestia cautella larvalari iizerindeki insektisidal etkisi

P. interpunctella iizerinde yapilan insektisidal aktivite deneyinde E. cautella’ya
oranla izolatlarin daha yiiksek 6ldiiriicii etki gosterdigi gozlendi. En yiiksek 6ldiirticii etkiyi

% 100’liik bir oranla Eca9 numarali izolat gosterdi (Sekil 13).
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Sekil 13. izolatlarin Plodia interpunctella larvalar iizerindeki insektisidal etkisi

Lepidoptera takimina ait bir baska depo zararlisi E. kuehniella {izerinde yapilan
insektisidal aktivite deneyinde, Eca3 ve Eca 10 numarali izolatlarm % 100 oraninda
yiiksek insektisidal aktivite gosterdigi tespit edildi. P. interpunctella ve E. cautella
tizerinde en yiiksek dldiiriicli etkiye sahip Eca9 izolati i¢in % 75 gibi bir 6liim gozlendi.
Ayrica bir lepidopterden izole edilen MnD bakterisi, % 50 oraninda bir 6liime neden
oldugu tespit edildi (Sekil 14).
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Sekil 14. izolatlarin Ephestia kuehniella larvalar iizerindeki insektisidal etkisi



4. TARTISMA

Ulkemiz, bircok tarim iiriiniiniin yetistirilmesine uygun sartlarin varlig1 sebebiyle
tilkemiz, tarim iriinlerinin ¢esidi ve verimi agisindan diinyada 6nemli bir konumdadir.
Bazi tarim {iriinleri yas olarak uzun siire saklanamadigi i¢in ve lezzetinin arttirmak igin
kurutularak depolanmaktadir. Bdylece uzun siire saklanabilirler. incir basta olmak iizere
kayisi, lizim, findik, ceviz gibi pek ¢ok iiriin kurutularak depolanir ve pazara bu sekilde
sunulur. Uriinler gerek Avrupa gerekse Amerika, Asya ve Afrika’da pek cok iilkeye
pazarlanip iilke ekonomisine biiylik bir gelir kaynagi olusturmaktadir. Ayrica, iilkemiz
depolanabilir tarim iiriinlerinde diinyada iist siralardadir.

Tarim {irtinleri bah¢eden pazara kadar pek ¢ok sekilde kayiplar vermektedir. Bunlarin
belki de en 6nemlilerinden biri de zararli boceklerdir. Bu kayiplart azaltmak icin diinya
capinda bir¢ok ¢alisma yapilmistir ve halen devam eden bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

Tiirkiye, depolanabilir tarim iirlinlerinden incirin anavatanidir ve diinya incir
iiretiminde birinci siradadir. Bunun yaninda yine findik {iretiminde diinyada birinci sirada
yer almaktadir. Ayrica tiziim, ceviz, kayisi gibi iiriinlerde de diinya pazarinda énemli bir
yere sahiptir.

Bunlar gibi depolanabilir tarim iiriinlerinde 6nemli dl¢lide zarara sebep olan kuru
incir kurdu (Ephestia cautella) ile daha 6nceden kiiltiirel, mekanik ve kimyasal miicadele
caligmalar1 yapilmistir. Fakat su an diinyada, insana, ¢evreye ve diger canlilara zarar
vermeyen ekonomik, kolay uygulanabilir bir miicadele i¢in ¢alismalar yapilmaktadir.

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

Bu calisma kapsaminda bu zararliya karsi biyolojik miicadele etmeni olarak
kullanilabilecek bir bakteri belirleyebilmek i¢in zararlidan bakteri izolasyonu yapildi ve
bakteriyal izolatlarin tanimlamalarinin yapilabilmesi i¢in ise fizyolojik, biyokimyasal ve

molekiiler testler uygulandi.
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Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda daha once E. cautella 'dan bakteri izolasyonu
yapilmamistir. Bu ¢alisma bugiline kadar E. cautella’dan ilk bakteriyal izolasyon
calismasidir.

Bakteri izolasyonunda biiyiime 6zellikleri ve morfolojik 6zelliklerine bakilarak elde
edilen izolat sayis1 13’tiir. Bu 13 izolatin 10’u tiir seviyesinde digerleri ise cins seviyesinde
tanimlandi.

Bu tanm1 ¢alismalarinda bakterilerin tiir tayininde rutin olarak kullanilan morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerin disinda, son yillarda bakterilerin tlir tayinlerinin
dogru bir sekilde yapilabilmesi icin gelistirilmis ii¢ yeni metot olan 16S rDNA dizin
analizi, APl 20 E ve APl 50 CH tanimlama sistemleri de kullanildi. Bakterilerin tir
tayinleri i¢in Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology kaynak kitabindan yararlanildi
ve yapilan tanilar API 20 E ve APl 50 CH analiz sonuglariyla desteklendi (Halda-Alija,
2004; Lian, 2004).

Bu sistemlerin rutin olarak gerceklestirilen klasik testlere karsi bazi avantajlari vardir.
Bu avantajlardan en 6nemlileri izolatlarin ayni ortam sartlari altinda degerlendirilmeleri ve
bu tiir test panellerinin igerdigi testlerin hepsinin klasik yontemlerle yapilmasi i¢in gereken
masraf ve zamanin ¢ok biiyiik ol¢lide geri kazanilmis olmasidir.

Bu sistemler sayesinde izolatlarimizin sahip oldugu metabolik aktiviteler ve
biyokimyasal 6zellikleri hakkinda ¢ok genis miktarda bilgi edinildi. Rutin ¢aligmalarla elde
edilen veriler tiir tayini i¢in yetmedigi durumlarda bu test sistemlerinden elde edilen veriler
sayesinde tiir tayini yapilabildi.

16S rDNA genleri oldukea iyi korunmus universal siralara sahiptir (Woese, 1990).
Bu genler bakteriler arasindaki akrabaliklari belirlemede ve bakterilerin tiir veya cins
seviyesinde tanimlamalarinin yapilmasinda son giinlerde olduk¢a 6nemli bir ara¢ haline
gelmistir (Sacchi vd., 2002).

16S rDNA alt iinitelerinin genlerine gore gergeklestirilen molekiiler tanimlama
tekniklerinin gelisimi ile karmasik yapiya sahip mikrobiyal komuniteleri anlamak daha da
kolay olmustur. 16S rDNA genlerinin analizi biitlin bakterileri tanimlamada
kullanilabilecek bir yontemdir. Bu yontem klasik mikrobiyal metotlarin aksine ¢ok 6nemli
iki avantaj saglar. Bu avantajlardan ilki olduk¢a hizli bir metot olmasi ikincisi ise

tanimlama dogrulugunun oldukg¢a gelismis olmasidir (Springer vd., 1996).



70

Yapilan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar sonucunda
Ecal, Eca3 ve Ecall numarali izolatlarun spor olusturmayan, katalaz enzimi iireten, Gram
olumsuz, oksidaz (-), hareketli, Voges-Proskauer reaksiyonu, lisin ve ornithine
dekarboksilaz pozitif, jelatini hidrolizleyebilen, arginin dehidrolaz ve H,S iiretimi negatif,
basil bakteriler oldugu i¢in Serratia cinsine dahil edildi (Zhang vd., 2009). Serratia cinsi
VP pozitif olmasi, indol iiretmemesi, jelatini hidroliz ve glikozun fermantasyonu ile
enterobakterlerden ayrilir. Bu izolatlar, metil red (-) oldugundan 16S rDNA analizinin
onerdigi S. ureilytica, S. odorifera ve S. ficaria olmadiklarina, ornitin dekarboksilaz
aktivitesi gostermediginden, S. marcescens olmadigina, lisin (-) olmasiyla S. plymuthica
olmadigina karar verildi. API 20 E sisteminin verdigi tanimlama bilgilerinden ve 16S
rDNA sekans analiz verilerinin sonuca ulasmada yetersiz olmasindan dolay1 Ecal, Eca3 ve
Ecall numarali izolatlarin Serratia sp. olarak birakilmasina karar verildi. Bu cinste yer
alan S. marcescens, S. entomophila, S. proteamaculans, S. liquefaciens, S. rubidea ve S.
fonticola daha 6nce yapilan birgok ¢aligmada boceklerden izole edilmistir (Lepesme, 1937,
Steinhaus, 1951, 1956; Steinhaus ve Marsh, 1962; McLaughlin ve Keller, 1964; Bell,
1969; Lipa ve Wiland, 1972; Sikorowski, 1985; Krieg, 1987; O’Callaghan ve Jackson,
1993; Martinez vd., 1994; Klein ve Kaya, 1995; Sezen ve Demirbag, 1999; Jackson vd.,
2001; Kuzina vd., 2001; Osborn vd., 2002; Jeyaprakash vd., 2003; Sezen vd., 2004, 2005,
2007; Bahar vd., 2007; ince vd., 2008; Sevim vd., 2010; Gokce vd., 2010).

Eca2, Eca4, Eca6, Eca7, Eca8, Eca9, Ecal0, Ecal2 ve Ecal3 kodlu izolatlarm 16S
rDNA dizin analiz sonucuna gorei, Bacillus thuringiensis’e % 99 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlendi. Bu izolatlarin yaklasik 277 bp biiytikliigiinde cryl ve yaklasik olarak
700 bp biiyiikliigiinde cry2 genlerini igermesi ve API 50 CHB test sisteminin de bu sonucu
desteklemesi ile Eca2, Eca4, Eca6, Eca7, Eca8, Eca9, Ecall, Ecal2 ve Ecal3 kodlu
izolatlarin B. thuringiensis oldugunu gostermistir. Bu izolatlarin bazi biyokimyasal test
sonuclarinin farkli olmasi, kendi aralarinda 16S rDNA dizilerinin ¢akistirilmasi sonucunda
% 99 benzerlik olmasi, insektisidal etki denemelerinde farklilik olmasindan dolay:
hepsinin B. thuringiensis’in farkli suslari olabilecegi diistiniilmektedir. Boceklerin dogal
diismanlar1 diisiiniildiigiinde biitiin mikroorganizmalar arasinda, B. thuringiensis 6nemli bir
yer tutmaktadir. B. thuringiensis Gram-olumlu, spor olusturan ve farkli habitatlarda
yasayabilen bir bakteridir (Heimpel, 1967; Goldberg ve Margalit, 1977; Martin ve Travers,
1989; Smith ve Couche, 1991; Meadows vd., 1992). Bu bakteri yakin iliski igerisinde



71

bulundugu bakterilerden spor olusumu esnasinda trettigi kristal yapilart sayesinde
ayrilmaktadir. B. thuringiensis bilinen en yaygin bdcek patojenidir ve bu bakteri biyolojik
miicadelede biiylilk 6nem tasimaktadir (Lacey vd., 2001). Diinyadaki biyopestisit
satiglarinin % 95’ini B. thuringiensis kokenli tiriinler olusturmaktadir (Gaugler, 1997).

Eca5 nolu izolatin Gram (+), basil, spor olusturan, katalaz enzimi iireten, glikozu
fermente edebilen ve arabinozu fermente edemeyen i¢in bacillaceae familyasi 6zelliklerine
sahip oldugu belirlendi. Bu izolatin oksidaz (-) olmasi dolayisiyla, 16S rDNA analizinin
onerdigi B. malacitensis, B. mojavensis ve B. subtilis, B. amyloliqufaciens ve B.
vallismortis’ten ayrilmaktadir. Nigastayr hidroliz edebilmesinden dolay1 ise B.
stratosphericus’tan ayrilir. Indol (-) olmasiyla B. tequilensis’ten ayrilir. Tiim bu
bilgilerden, APl 50 CH test sisteminden ve 16S rDNA dizin analiz sonuglarindan
yararlanilarak Eca5 numarali izolatin Bacillus axarquiensis olduguna karar verildi.

Elde edilen 13 bakteriyal izolatin insektisidal etkilerin arastirilmasi iilkemiz ve
diinyada onemli depo zararlilarindan kuru incir kurdu (E. cautella), kuru meyve giivesi (P.
interpunctella) ve degirmen giivesi (E. kuehniella)’ne kars1 gergeklestirildi.

Eca9 numarali izolatin E. cautella’ya karsi % 57 oraninda oldiiriicii etkiye sahip
oldugu tespit edildi. Ayrica bakteriyal etmen olarak tanimlanmis daha dnceki galismalarda
Balaninus nucum’dan izole ve karakterize edilen ve Lepidoptera grubu tizerindeki etkinligi
belirlenmis bir Bacillus thuringiensis susu olan BnBt izolatinin bu zararli tizerinde % 25
oraninda Oldiiriicti etkiye sahip oldugu belirlendi. P. interpunctella’ya karsi en yiiksek
oldiirticii etki yine Eca9 numarali izolat tarafindan % 100 olarak oraniyla belirlendi. BnBt
izolatinin ise bu zararli iizerinde % 22 oraninda etki gosterdigi belirtilmektedir (Demeli,
2012). Eca9 numarali izolatin hem E. cautella hem de P. interpunctella tizerinde en yiiksek
oldiiriicti etkiye sahip olmasi, cryl ve cry2 genlerini ihtiva etmesinden dolay1 bu iki zararl
icin potansiyel bir biyolojik miicadele etmeni olarak gelecekte kullanilabilecegi
distiniilmektedir.

E. kuehniella’ya kars1 ise Eca8 numarali izolatin % 100, Eca9 numarali izolatin ise
% 75 oliim gosterdigi tespit edildi. Demeli (2012), yaptig1 ¢calismada BnBt izolatinin bu tiir
tizerinde yaklasik olarak % 90 etki gosterdigini tespit etmistir.

McGaughey ve Johnson (1987), B. thuringiensis'in 51 izolatinin HD-1 izolatina
dayanikli P. interpunctella populasyonuna etkinligini denemis, bunlardan 21'inin etkili

oldugunu ortaya koymuslardir. Ayni arastirmacilar bu izolatlarin etkinliklerinin, beta
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ekzotoksin igeriklerinden kaynaklandigini  belirlemislerdir. E. cautella ve P.
interpunctella'nin farkli populasyonlar1 arasinda B. thuringiensis'in ayni preparatina
duyarlilik bakimindan genis bir varyasyon bulunmaktadir. E. kuehniella'nin Ingiltere
irkinin Misir irkina gore patojenin belli bir preparatina daha dayanikli oldugu gosterilmistir
Ozet olarak; B. thuringiensis'in E. cautella, E. kuehniella ve P. interpunctella 'ya toksisitesi
giive tiirleri ve bunlarin populasyonlanna goére degistigi gibi, larva yasina, patojenin
varyete ve izolatinin patojenite giiciine ve bir pormiilasyondaki spor ve kristallerin oransal
miktarlarina gore de degismektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda {i¢ depo zararlist iizerinde de yiiksek dldiiriicli etkiye sahip
olan ve Lepidoptera takimi lizerinde oldukca etkin olan cryl ve cry2 genlerini biinyesinde
barindiran B. thuringiensis’lerin (Eca8 ve Eca9), depo zararlilarina karsi kullanilabilme

potansiyelinin oldugu diisiiniilmektedir.



5. SONUCLAR

Bu ¢alisma sonucunda, diinyada ve iilkemizde depolanabilir tarim iriinlerinde ¢ok

ciddi zararlara sebep olan Ephestia cautella’dan 13 bakteriyal izolat elde edildi. Elde

edilen bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler Ozellikleri

belirlenerek ii¢ depo zararlisi tizerinde insektisidal etkileri tespit edildi. Calismada elde

edilen sonuglar:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

E. cautella’dan 13 bakteriyal izolat elde edildi. Bu izolatlarin morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerine gore karakterizasyonlari
yapildi ve tanimlanmalar1 gergeklestirildi.

Bunlardan 3 tanesi cins seviyesinde digerleri ise tiir seviyesinde tanimlandi. Bu
sonuglara gore Ecal, Eca3 ve Ecall Serratia sp. olarak, Eca2, Eca4, Eca6, Eca7,
Eca8, Eca9, EcalO, Ecal2 ve Ecal3 Bacillus thuringiensis olarak, Eca5 ise
Bacillus axarquensis olarak tanimlandi.

Eca2, Eca4, Eca6, Eca7,Eca8, Eca9, Ecal0, Ecal2 ve Ecal3 numarali bakteriyal
izolatlarin Bacillus thuringiensis tiirline ait farkli suslar olabilecegine karar
verildi.

Bacillus thuringiensis oldugu belirlenen Eca2, Eca4, Eca6, Eca7, Eca8, Eca9,
EcalO, Ecal2 ve Ecal3 numarali bakteriyal izolatlarin hepsinin cryl ve cry2
genini bulundurduklar belirlendi.

Eca9 nolu bakteriyal izolatin % 57 oraniyla Ephestia cautella, % 100 oraniyla
Plodia interpunctella iizerinde en yiiksek 6liim etkisine sahip oldugu belirlendi.
Farkli zararlilardan izole edilen ve Lepidoptera takimina ait zararlilar {izerinde
yiiksek oldiiriicii etkiye sahip oldugu bilinen Bacillus tiirlerinden BnBt’nin E.
cautella larvalari tizerinde % 25 6ldiiriicii etkiye sahip oldugu belirlendi.

Ephestia kuehniella iizerinde en yiiksek oldiiriicti etkiyi % 100 6lim oraniyla
Ecall nolu bakteriyal izolatin gerceklestirdigi belirlendi.

Boylelikle Eca9 ve Ecall nolu bakteriyal izolatlarin bu {i¢ depo zararlis1 lizerinde

en yiiksek oldiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edildi.



6. ONERILER

Bu calismada, Ephestia cautella’dan 3’ cins 10’u tiir seviyesinde olmak tizere

toplam 13 farkli bakteriyal izolatlar elde edildi ve bunlarin zararli {izerindeki insektisidal

etkileri arastirildi. Ayrica, farkli boceklerden izole edilen yiiksek insektisidal etkiye sahip

bir Bacillus thuringiensis tiiriiniin E. cautella tizerindeki insektisidal etkileri belirlendi.

Calismada ulasilan sonuglardan hareketle, gelecek calismalara yonelik olarak asagidaki

hususlar belirlenmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Elde edilen izolatlarin, baska depolanabilir tarim {riinleri iizerinde =zarar
olusturan Lepidoptera takimima ait bocekler iizerindeki insektisidal etkileri
arastirilabilir.

Elde edilen Bacillus thuringiensis izolatlarinin cry toksin protein igerigi
belirlenebilir. cryl ve cry2 genlerinin alt tiirleri tespit edilebilir.

Cins seviyesinde tanimlanan bakterinin, G+C igerigi, DNA-DNA hibridizasyonu,
DNA’nin GC analizi ve yag asitlerinin gibi ilave yontemler kullanarak tiir
seviyesinde tanimlamalar1 gerceklestirilebilir.

Ayni bakteri tiiriintin farkli bir susu oldugu diisiiniilen izolatlarin alt tiir belirleme
caligmalar1 yapilabilir.

Insektisidal aktivite testleri yapilirken zararli bocek larvalarina sadece tek bir
izolat uygulandi. Birden fazla izolatin etkisi ayn1 anda denenebilir.

Labaratuvar kosullarinda saglanan yiiksek oldiirme orani, alan uygulamalariyla
depo kosullarinda denenebilir.

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

Yiiksek oldiiriicli etkiye sahip olan izolatlarin mikrobiyal miicadele preparatina

dontistiirme ¢alismalari baslatilabilir.
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8. EKLER
Ek 1., Besiyeri, Ayira¢ ve Boyalarin Hazirlanisi

Ek 1. 1., Besiyerlerinin Hazirlanisi

MacConkey Agar (MCA): Toz halindeki hazir besiyerinden 1 L i¢in 40g alip,
ddH20’da ¢oziiliir ve otoklavda steril edilir.

Nisasta Agar: 1g patates nisastasi 10 ml soguk ddH»O’da ¢6ziiliip 100 ml niitrient
agarla karistirild1 ve otoklavlanarak steril edildi.

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.

Niitrient Broth (NB): Ticari olarak satilan hazir niitrient broth kullanildi. 1000 ml
besiyeri i¢in 13 g tartilip 1000 ml ye tamamlanir. pH’1 7,0’a ayarlanarak otoklavda steril
edildi.

Triptofan Broth: 15 g hazir triyptofan broth 1000 ml ddH2O’da ¢oziildi;
otoklavlanarak steril edildi.

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

Ure Hidroliz: 0,1 g yeast extract, 9,1 g potasyum fosfat monobazik, 9,5 g potasyum
fosfat dibazik, 0,2 g iire ve 0,001 g fenol kirmizisi karisgimina 117 ml ddH20O ilave edildi;
pH’1 6,8’¢ ayarlandiktan sonra 0,45 um gozenek biiylikliigiine sahip steril filtrelerden
gecirilmek suretiyle steril edildi.

Ek 1.2., Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlamsi

Aseton Alkol: 250 ml % 95’lik etanol ve 250 ml saf aseton karistirilarak hazirlandu.

Bakir Siilfat (CuSQ,4) Soliisyonu: 20 g bakir siilfat (CuSO4.5H,0) 80 ml suda
¢Oziilerek hazirlandi.

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

Gram lyodu: 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir (KI) 5 ml ddH,0’da ¢6ziildii; iizerine
250 ml ddH,0 ve 60 ml % 5’lik sodyum bikarbonat (NaHCO3) ilave edildi.

Katalaz Ayiraci: Ayirag olarak % 10’luk hidrojen peroksit (H2O7) ¢6zeltisi kullanildi.

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

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

Malasit Yesili: 5 g malasit yesili 100 ml ddH,O’da ¢oziildi; stizgeg kagidi
yardimiyla siiziilerek kullanildi.

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

Safranin: 2,5 g safranin O, 100 ml %d95’lik etanol ve 500 ml ddH,O karistirilarak
hazirlandi.
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Ek 2., Elde Edilen izolatlarin 16S rRNA Gen Siralar:

Ecal

ATGGTACACNCTCTGCAAGTCGAAGCGGTAGCACAGGGGAAGCTTGCTCCCCG
GGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGG
GGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAA
GAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA
GTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTG
TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGA
GCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCT
CAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGT
AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTG
GCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCANGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTG
GAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGLCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTA
CTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTG
AGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAAC
TCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAA
GAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCG
GATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTGTAATCGTAGAT
CAGAAT

Eca2

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
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ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCA
CTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAG
CCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAG
CACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAAC
CATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATA
AGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCA
GCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Eca3

ATGGTAGTCGAAGCGGTAGCACAGGGGAAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCG
GCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTT
CGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTA
ATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTT
CGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGTTCA
TCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTG
CATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTTCCAGGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCC
CCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTT
GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGA
GAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGC
CAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCG
CGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA
CTCGACTCCCATGAAGTTCGGAATCGCTAGTNATCGTAGATCAGAAT
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Ecad

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCA
CTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAG
CCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAG
CACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAAC
CATGAAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATA
AGAGCAAGCTCTTAATTCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAG
CGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Eca5

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGC
AGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGT
TTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACATCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGAGAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCA
CTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAG
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CCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGG
TACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACC
ATGCGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAG
GGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAG
CGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Ecab

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCA
CTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAG
CCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAG
CACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAAC
CATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATA
AGAGCAAGCTCTTAATTCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAG
CGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT
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Eca’7

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACCTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCA
CTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAG
CCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCCACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAG
CACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAAC
CATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATA
AGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCA
GCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Eca8

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACCATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCT
AACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
TGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCC
ACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGA
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GCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCC
AATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT
AGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTA
GCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTC
ACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAA
TGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAA
CCATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCC
AGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCAT
AAGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCC
AGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Eca9

ATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGGTACCGTGTGTGA
CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGC
GATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAAC
TGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTAC
CGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAAC
TTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAA
CATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCC
GAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGG
TTCTCGCGTTGCTTCGAATTTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGLCCCCC
GTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA
ATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCAT
CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTC
GCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTC
CATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCAC
TCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACAT
CAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACG
CTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCT
GGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAA
CAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGT
CAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG
GGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATC
GTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGATGCGGGTCCATC
CATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTTAATTTCGAACCATGCAGTTCAAAATG
TTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTT
ACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTTAAT
CCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCA
TGATCAAACTCTAGAAT
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Ecal0

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTG
CTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCAC
TTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGC
CGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCA
CTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACG
CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATG
CGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACC
ATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAA
GAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGC
GTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Ecall

ATGGCGGCCGCGGGAATTCGATGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGT
GCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
GCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGC
GAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAG
ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAG
AGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCT
GTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTA
ACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAC
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GCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTG
GTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTG
TGAAATGTTGGGTTAAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTGTTGCCAG
CGGTTCGGCCGGGACTCAAAGAGACCTGCCAGTGATAAACTTGGAGGGAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAA
AGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGTAGATCAGAAT

Ecal2

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC
TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTG
CTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCAC
TTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGC
CGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCA
CTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACG
CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATG
CGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACC
ATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAA
GAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGC
GTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Ecal3

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
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CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCCTTGAGTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTG
CTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCAC
TTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGC
CGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCA
CTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACG
CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATG
CGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACC
ATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCTTGA
GAGCAAGCTCTCAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAG
CGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT
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