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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

MISIR KOCAN KURDU (SESAMIA NONAGRIOIDES LEFEBVRE,
LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)’NUN BAKTERIYEL MUCADELE ETMENININ
ARASTIRILMASI

Ardahan ESKI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. ismail DEMIR
2013, 85 Sayfa, 10 Sayfa Ek

Misir kogan kurdu (Sesamia nonagrioides Lef., Lep.: Noctuidae) en onemli misir
zararlilarindan biridir. Entamopatojen bakterilerin zararli ile miicadelede kullanilmasina
yonelik yapilan bu ¢alismada S. nonagrioides larvalarindan toplam 15 bakteriyel izolat
elde edildi. Karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda zararlinin kiiltiire edilebilir bakteriyel
florasi, Achromobacter insolitus (Snl), Morganella morganii (Sn2), Klebsiella
pneumoniae (Sn3), Citrobacter freundii (Sn4), Arthrobacter protophormiae (Sn5),
Chryseobacterium indologenes (Sn6), Bacillus thuringiensis (Sn7), Bacillus safensis (Sn8),
Bacillus thuringiensis (Sn9), Bacillus thuringiensis (Sn10), Klebsiella pneumoniae (Sn11),
Staphylococcus sciuri (Sn12), Enterobacter kobei (Sn13), Serratia marcescens (Snl4),
Microbacterium arborescens (Sn15) olarak belirlendi. Bakteriyel flora tiyeleri ile yiiksek
oldiirticti etkiye sahip 3 Bacillus izolatlarinin 1.89 optik yogunlukta ve %60 nem ortaminda
15 giin siire ile zararli Gizerindeki insektisidal aktiviteleri aragtirildi. Bakteriyal flora
tiyelerinden Sn10 ve MnD kodlu (Bacillus thuringiensis var. kurstaki) izolatlar1 15 giin
icinde 3. evre S. nonagriodes larvalar tizerinde %93’lik oldiiriicii etkiye sahip oldugu
tespit edildi. Bu izolatlarin S. nonagrioides’e kars1 etkili bakteriyel miicadele etmenleri

olabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Misir kogan kurdu, Sesamia nonagrioides, Bacillus thuringiensis,
Biyolojik miicadele
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Master Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION OF BACTERIAL CONTROL AGENT OF CORN STALK BORER
(SESAMIA NONAGRIOIDES LEFEBVRE, LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Ardahan ESKI

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Ismail DEMIR
2013, 85 Pages, 10 Pages Appendix

Corn stalk borer (Sesamia nonagrioides Lef., Lep.: Noctuidae) is one of the important
pests damaging maize. In this study, use of entomopathogen bacteria against the pest was
targeted, and 15 bacteria were isolated from Sesamia nonagrioides larvae. As a result of
characterization studies, culturable bacterial flora of the pest were defined as
Achromobacter insolitus (Sn1), Morganella morganii (Sn2), Klebsiella pneumoniae (Sn3),
Citrobacter freundii (Sn4), Arthrobacter protophormiae (Sn5), Chryseobacterium
indologenes (Sn6), Bacillus thuringiensis (Sn7), Bacillus safensis (Sn8), Bacillus
thuringiensis (Sn9), Bacillus thuringiensis (Sn10), Klebsiella pneumoniae (Snill),
Staphylococcus sciuri (Sn12), Enterobacter kobei (Snl13), Serratia marcescens (Snl14),
Microbacterium arborescens (Sn15). The insecticidal activity of bacterial flora members
and Bacillus isolates with high lethal impact were researched at 1,89 optic density and %60
humidity. Sn10 from bacterial flora members and Bacillus thuringiensis var. kurstaki
isolates coded as MnD were identified to have the highest mortality of 93% on 3rd instar
Sesamia nonagrioides larvae within 15 days. Sn10 and MnD isolates can be considered as

effective bacterial control agents against Sesamia nonagrioides.

Key Words: Corn stalk borer, Sesamia nonagrioides, Bacillus thuringiensis, Biological
control
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1. GENEL BIiLGILER
1.1. Giris

Kiiresel 1sinma ve yerlesim alanlarinin giderek artmasi tarim yapilabilecek alanlari
oldukgca azaltmistir. Insanoglu bu siirli alandan en yiiksek verimi almak zorunda kalmustir.
Insan niifusunun devamli artmas: ile tarimsal iiretime olan ihtiya¢c da giderek artmus,
caprazlama deneyleri sonucu verimli irklarin iiretilmesiyle bu dengelenmeye ¢aligilmistir.
Ancak, bu caligsmalara ragmen tarimsal zararlilardan dolay:1 iiretim istenildigi kadar
arttirtlamamaistir.

Bilinen bir milyon dolayindaki bocek tiiriiniin ¢ok az bir kismi insanlar i¢in ekonomik
anlamda zararlara neden olmaktadir. Zararli boceklerin neden oldugu ekonomik kayiplar en
cok tarim tirlinlerinde meydana gelmektedir.

Muisir bitkisi insanoglunun kiiltiire aldig1 en eski tarla bitkilerinden biridir. Gerek insan
gidasi, gerek hayvan yemi ve gerekse endiistri hammaddesi olarak biiyiik 6nem tagimaktadir.
Bu nedenle misir yetistiriciligindeki sorunlarin azaltilmasi veya ortadan kaldirilmasi dnemli
bir husustur.

Misir bitkisinde iiretimin diismesindeki en o6nemli nedenlerden birisi zararh
boceklerdir. Gerek musir lirliniinde ve gerekse de misir bitkisinin gévde ve kokleri tizerinde
birgok tarimsal zararli yasamaktadir. Bunlar, misir bitkisinde ¢esitli derecelerde zararlar
meydana getirerek dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Misir tiretiminin yapildigi
tiim tlkelerde en 6nemli misir zararlilarindan biri Misir kogan kurdu (Sesamia nonagrioides
Lef., Lepidoptera: Noctuidae)’dur.

Zararl1 boceklerle miicadelede ¢ok farkli yontemler gelistirilmesine ragmen,
giinimiizde hala ¢esitli kimyasal insektisitler kullanilmaktadir. Bu kimyasal insektisitlerin
ekolojik dengeyi bozarak dogal ¢evreye zarar vermesi, hedeflenmis organizmadan basgka
yararli bocekler iizerinde oldiiriicii etki gostermesi, insan neslinin sagligini olumsuz
etkilemesi gibi nedenlerle yasaklanmaya baslanmis ve diger zararlilarda oldugu gibi misir
kocan kurduyla miicadelede de alternatif yollar aragtirillmaya baslamistir. Bdylece, biyolojik

miicadele ¢alismalar1 hiz kazanmustir.



Biyolojik miicadele, zararli boceklerin dogal diismanlarini onlara karsi kullanmak
olarak tanimlanabilir (Ogurlu, 2000). Biyolojik miicadelede kullanilan etmenler bakteriler,
virlisler, funguslar, nematodlar, protozoonlar ve rekombinant tekniklerle gelistirilen
etmenleri kapsamaktadir (Demirbag vd., 2008). Boceklerle miicadelede mikrobiyal
etmenlerin kullanim1 1800’li yillarda funguslarin kullanimiyla basglamistir (Ogurlu, 2000).
Belirtilen gruplara ait etmenler =zararli boceklerde hastalik olusturarak bdcek
populasyonunun dengede tutulmasini ve zararlarinin en az seviyeye inmesini saglamaktadir.
Bunlarin biiyiik bir ¢ogunlugu konaga 6zgii oldugu i¢in yalnizca miicadele yapilmak
istenilen organizma iizerinde etkilidir. Bu 6zelligiyle faydali ve predator bocekler, hayvanlar
ve insanlar gibi hedeflenmemis organizmalar tizerinde herhangi bir risk olusturmaz. Bunlar,
tamamen dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu
sayede gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagi
distiniilmektedir.

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 tiirliyle iligkili oldugu belirlenmistir. Toplam 2,285
mikroorganizmanin 1,504inii protozoonlar, 411’ini funguslar, 168’in virilisler, 146’sin1
nematodlar, 51’in1 bakteriler ve 5’ini de diger organizmalar olusturmaktadir (Braxton vd.,
2003). Bu verilerin sayis1 giin gegtikge yeni kesiflerle artmaktadir.

Diinyada Misir kogan kurdu ile miicadelede kimyasallar, feromon tuzaklari, genetigi
degistirilmis musir bitkileri, gesitli parazitler ve mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Fakat,
yapilan tiim bu ¢alismalar bu bécegin populasyonunun zarar seviyesinin altinda tutmak i¢in
yeterli olmamig ve zararliyla miicadele halen 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir.

Misir kogan kurduna karsi uygulanacak bir biyolojik miicadele etmeninin hangi
donemde ve nasil uygulanacagini belirlemek i¢in Oncelikle zararliyr ¢ok iyi tanimak,
biyolojisini ¢ok iyi bilmek gerekir. Ikinci olarak ise biyolojik miicadelede kullanilacak
etmenin tespit edilmesidir. Boyle bir etmenin tespit edilebilmesi i¢in mevcut biyolojik
etmenlerin test edilmesi ve zararli bocekte muhtemel hastalik olusturabilen yeni bir
patojenin aragtirilmasi gerekmektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda, iilkemiz ekonomisinde bilyiik bir yere sahip olan tarimda, misir
tirlinlerine zarar veren Misir kogan kurdu (Sesamia nonagrioides)’nun, uygulanmakta olan
miicadele yontemleri ile uyumlu calisabilecek ve hatta ona alternatif olusturabilecek bir

mikrobiyal miicadele etmeninin tespiti ¢ok biiyllk Onem tagimaktadir. Bu siiregte bu



calismada Sesamia nonagrioides‘e karsi1 mikrobiyal miicadelede kullanilabilmesi amaciyla
zararlinin kiiltiire edilebilir bakteriyal florasinin belirlenmesi amaglandi. Ayrica, izole edilen
bakterilerin zararli tizerindeki Oldiiriicii etkileri test edildi ve saglanan etkiler farkli
boceklerden izole edilmis 6ldiriicii etkileri yiiksek, ¢esitli bakteriyel etmenlerle kiyaslandi.

Oldiiriicii etkisi yiiksek boyle bir mikrobiyal etmen, biyolojik miicadele calismalarinda
S. nonagrioides’in yani sira gesitli tarim arazilerinde zararlara neden olan diger boceklere

kars1 da kullanilabilecektir.

1.2. Misir BitKisi ve Insan Hayatindaki Yeri

Bugdaygiller (Poaceae=Gramineae) familyasinin bir iiyesi olan misir (Zea mays
L.)’1n kokeni yillar boyunca tartisma konusu olmakla birlikte, yabani teosinteden (Zea mays
ssp. parviglumis) koken aldigi goriisii genis 6lgiide kabul gormektedir. Giintimiizde kiiltiir
musir ¢esitleri, Meksika’da ve Orta Amerika’da dogal olarak yetisen yillik teosinte tiirleri ile
ayni tiir ad1 altinda siniflandirilmaktadir. Yerli Amerikan halklari misir iizerinde 7000 yili
askin bir siire boyunca seleksiyon yaparak, yabani bir bitkiyi kendileri i¢in hayati 6nem
tasiyan bir kiiltiir bitkisine doniistiirmiislerdir. Amerika kitasinin kesfinden sonra misir 6nce
Ispanya’ya getirilmis, daha sonra da Afrika ve Asya’ya yayilmistir. Ulkemize ise 16. yy’da
Kuzey Afrika, Misir ve Suriye yoluyla geldigi kabul edilmektedir (Babaoglu, 2005).

Dort ay gibi kisa bir siire igerisinde 2,5-4,5 metre boya ulasabilmekte ve tek bir
bitkiden 600-1000 tohum elde edilebilmektedir (Kirtok, 1998). Bu yiiksek dane ve yesil
aksam veriminden dolayr misir bitkisinin 6nemi insan gidasi ve hayvan yemi olarak
kullaniminin yaninda biyo-yakit kaynagi olarak da dikkat ¢cekmektdir.

Misirin ¢ok sayida kullanim alan1 olup, bitkisinin her pargasi ayri bir ekonomik degere
sahiptir. Giiniimiizde misirin dogrudan veya dolayli olarak iiretimine katildigi 4.000
civarinda farkli iiriin mevcuttur. Gerek insan gidasi olmasi, gerek hayvan yemi olarak
kullanilmast ve gerekse endiistri hammaddesi olarak islenmesinden dolay1 biiylik 6nem
tasidigindan, yetistiriciligi de biiylik neme sahiptir.

Misir tanesinden, yag ve alkol, sap, yaprak ve sumaklarindan ise kagittan plastige
kadar cesitli maddeler yapilan 6nemli bir bitkidir. Nisasta, yag ve yem sanayinde (slajik
yem) istenilen Ozellikleri tagiyan misirin 6nemi giin gectikge artmaktadir (Ege, 2002;
Akdeniz vd., 2004). Ayrica, sap ve yapraklar1 hayvan yemi ve kiiciik ¢apta hasir el isleri

yapiminda da kullanilir.



Yaklagik 100 kg misir danesinden 57 kg nisasta, 60 kg tatlandirici, 42 litre etanol yakiti
veya 40 kg polimer elde edilirken bunun yaninda 24 kg yem gliiten (%20 protein), 4,8 kg
yemeklik gliiten ve 2,8 kg misir yagi elde edilmektedir (TMO, 2007). Tahmini olarak diinya
misir iiretiminin %60°1 hayvan yemi, %20’si insan gidasi (dogrudan tiiketim), %10’u

islenmis gida ve %10’u diger tiiketimler ile tohumluk olarak kullanilmaktadir (Ozcan, 2009).

1.3. Misir Bitkisinin Diinya ve Tiirkiye Ekonomisindeki Yeri

Misir, diinyanin neredeyse her iilkesinde yetistirilmekte olan bir iiriin olup, yaklasik
158 milyon hektarlik alanda iiretimi yapilmaktadir. Diinyada tahillar i¢inde ekilis alani
bakimindan ii¢iinct, tiretim agisindan ilk sirada olan 6nemli bir tahil cinsidir. Bunu bugday

ve piring takip etmektedir (Tablo 1) (IGC, 2012).

Tablo 1. Diinya 2011 yil1 hububat tiretimi

Uriin Cinsi Miktar (ton)
Misir 863.477.000
Bugday 695.516.000
Arpa 134.590.000
Yulaf 23.167.000
Cavdar 13.547.000
Piring 462.859.000
Genel Toplam 2.193.156.000

Gelismekte olan Asya lilkelerinde bugday ve ¢eltikten sonra gelirken, 6zellikle Latin
Amerika ve Afrika’da birinci sirada yer almaktadir. Diinya miSir iiretiminin %37’si ABD’de,

% 22’si Cin’de yapilmaktadir (Tablo 2) (1GC, 2012).



Tablo 2. Diinya musir {iretimi ve 6nemli tiretici tilkeler (Bin ton)

Ulkeler ~ 2003/04 2004/05 2005/06 2006/07 2007/08 2008/09 2009/10 2010/11  2011/12
A.B.D 256.278 299.917 282.263 267.503 331.177 307.142 332.600 316.165  313.920
Cin 115.830 132.190 139.400 151.600 152.300 165.900 163.970 177.300 191.750
AB(27) 32.374 53.728 50.256 55.230 48.560 63.356 57.838 55.770 65.060
Tiirkiye 3.000 4200 3811 3535 4274 4250 4310 4.200 4.600
Brezilya 42.000 35.000 42,515 51370 58.664 51.000 56.018 57.500 61.700
Meksika 21.800 22.000 19.339 21.893 24.015 24226 20374 21.130 20.500
Arjantin 15.044 20.483 14445 21.755 22.017 15.500 22.677 22.900 21.000
Hindistan 14.980 14.180 14.710 15.100 18.960 19.730 16.720 21.730 21.600
Diger 127.115 133.593 131.046 121.530 136.857 148.500 145.348 151.486 163.347
Diinya 628.421 713.391 697.785 709.516 797.034 799.604 819.855 828.181  863.477

Diinya genelinde misir iiretimi son yillarda giderek artmis ve 2012 yili itibariyle 864

milyon tona ulasmistir. Ancak dretim bu sekilde artmasina ragmen, tiiketimi
karsilamamaktadir (Tablo 3) (IGC, 2012).
Tablo 3. Diinya misir liretim, ticaret, tilketim ve stok miktarlar1 (Milyon ton)
Yillar 2003/04 2004/05 2005/06 2006/07 2007/08 2008/09 2009/10 2010/11 2011/12
Uretim 628 713 698 710 797 800 820 828 864
Tiiketim 647 686 702 726 779 784 821 843 874
Ticaret 80 76 79 87 101 84 86 93 94
Stok 108 136 132 115 134 150 148 133 122

Geligmis iilkelerde ortalama musir verimi 8-10 ton/ha iken, gelismekte olan tilkelerde

ise 0,3-0,5 ton/ha arasinda degismektedir. Ulkemiz misir birim alan verimi (7,11 ton/ha)

diinya ortalamasinin (4,74 ton/ha) ¢ok iizerinde olmakla birlikte, ABD, Kanada, Arjantin ve

baz1 AB iilkelerinin (8-10 ton/ha) gerisinde kalmaktadir.

Tiirkiye’de ortalama 55 bin ha alanda misir iiretimi yapilmaktadir. 2012 yilinda 4,6

milyon ton misir liretimi yapilmistir. Son 10 yilda misirda iki katina yakin verim artis1 géze

carpmaktadir (Tablo 4) (IGC, 2012).

Ulkemizde musir ikinci iiriin olarak ¢ok &nemli bir potansiyele sahip olup, musir

tiretiminin 6nemli bir kisminin ikinci {iriinden elde edildigi ifade edilmektedir (Arioglu,

2008). Ozellikle Cukurova ve Giineydogu Anadolu bolgesinde bugday ve arpa hasadindan



sonra bos birakilan alanlar ikinci iirtiin misir iretimiyle degerlendirilmekte ve cift¢i ile tilke

ekonomisine dnemli katki saglamaktadir.

Tablo 4. Ulkeler bazinda misir verimi (Ton/Ha)

Ulkeler 2003/04 2004/05 2005/06 2006/07 2007/08 2008/09 2009/10 2010/11 2011/12

Cin 4,81 5,12 5,29 5,62 5,43 5,56 5,26 5,46 574
ABD 8,78 10,07 9,29 9,36 9,46 9,65 10,33 9,59 9,24
Kanada 7,82 8,24 8,54 8,47 8,51 9,06 8,37 9,74 8,89
Misir 7,83 7,88 10,63 10,86 7,97 7,9 8 7,65 7,91
Arjantin 6,48 6,02 4,53 7,67 5,19 6,2 7,81 7,16 5,25
Tiirkiye 5 5,5 7 7,11 6,83 7,18 7,18 7,26 7,28
Meksika 2,83 2,82 2,93 3 2,96 3,31 3,24 3,02 3,08
Diinya 4,41 4,92 4,88 4,82 5,03 5,07 5,21 511 519

Tiirkiye’de musir tiretimi 1950°1i yillarda en fazla Karadeniz ve Marmara bolgelerinde
yapilirken, son yillarda bu iiretim biiylik oranda Akdeniz boélgesine kaymistir (Arioglu,
2008). Ulkemizde iiretilen misirin yariya yakii Akdeniz bolgesinden elde edilmektedir.
Uretim miktar1 olarak Akdeniz bolgesini, Giineydogu Anadolu, Ege ve Marmara bolgeleri
takip etmektedir. Ulkemizde yetistirilen misir alt tiirleri, tas nusir (Zea mays subsp. indurata),
at digi misir (Zea mays ssp. indentata), cin misir (Zea mays ssp. everta), tatl misir (Zea mays
ssp. saccharata), unlu misir (Zea mays ssp. amylaceae), mumlu misir (Zea mays ssp.
ceratina), kavuzlu misir (Zea mays ssp. tunicata) ve gizgili misir (Zea mays ssp. japonica) dir
(URL-1).

Tiirkiye’nin hemen her ilinde musir yetistirilmektedir. Ozellikle Adana ilimiz ekim
alany, liretim ve verim bakimindan ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Adana iilkemiz toplam misir
ekim alanlarinin  %20’sine sahipken, musir {retiminin de %26’s1 bu ilimizde
gerceklesmektedir. Cukurova bolgesinde 2002 ve 2003 yillarinda %70 oraninda ikinci iirtin
mustr diretimi yapilirken, bu giin bu oraninin misir kurdu ve kogan kurdu zararindan dolay1
%30’lara kadar geriledigi ifade edilmektedir. Birim alan verimi a¢isindan Adana Tiirkiye
ortalamasinin ¢ok iizerinde olup, ABD misir veriminden de yiiksektir. Misir iiretim miktari
yoniiyle iilkemizde Adana ilimizi Sanliurfa, Osmaniye ve Sakarya gibi illerimiz takip
etmektedir. Birim alan basina en yiiksek verim Ege Bolgesindeki illerimizde ger¢eklesirken,
bu illeri Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgesindeki illerimiz takip etmektedir. En diisiik



birim alan verimi ise Karadeniz bolgesi’ndeki illerimizde gergeklesmektedir (Tablo 5)
(TUIK, 2011).

Tablo 5. Illere gore misir ekim alani, {iretimi ve verimi

Mler Ekilen alan (dekar)  Uretim (ton)  Verim (kg/da)
Adana 860.354 748.160 870
Sanlurfa 708.981 453.006 639
Osmaniye 412.630 387.598 939
Sakarya 385.161 311.880 810
Mardin 364.831 306.564 840
Manisa 275.982 274.431 994
Aydin 182.424 182.946 1.003
Mersin 175.950 157.055 894
[zmir 143.273 153.443 1.071
Bursa 156.610 148.678 949
flk 10 il toplami 3.666.196 3.123.761

Tiirkiye toplami 5.940.000 4.310.000 726

1.4. Tiirkiye’de Misir Tariminin Genel Sorunlari

Ulkemizde diger iiriinlerde oldugu gibi musir tariminda da ©nemli sorunlar
bulunmaktadir. Sicak mevsimde yetisen ve suya fazla ihtiya¢ duyan musir bitkisi 1 kg dane
tiretimi i¢in yaklasik 750-900 kg su kullanmaktadir (Kirtok, 1998). Son yillarda iilkemizde
yasanan kuraklik nedeniyle su kaynaklarindaki azalma misir tarimini da etkiler hale
gelmistir. Bu bolgelerde yine drenaj yetersizligi de bir diger sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Misir danelerinde olgunlagma tamamlandiginda danedeki nem orani %30-35
civarindadir. Hasattan sonra uzun siireli depolama i¢in misir danesindeki nem oraninin
kurutma isleminden gegirilerek %13’e disiiriilmesi gerekmektedir. Nem oram
diistirilmeden misir uygun olmayan kosullarda depolandigi zaman mikotoksinlerin
iiretiminden dolay1 6nemli riskler ortaya ¢ikabilmektedir. Ulkemizde kurutma ve depolama

misirin maliyetini 6nemli 6l¢iide artirmakta ve bundan dolay1 da ithal misir ¢ok daha ucuza



mal olabilmektedir (Ozcan, 2009). Yukarida belirtilen sorunlar yaninda misir tarrminda
yabanci otlar ile hastalik ve zararlilar da Onemli sorunlar olusturmakta ve Onlemler

alinmadigi takdirde ¢ok biiyiik verim kayiplarina neden olabilmektedir.

1.4.1. Yabanac Otlar

Uygun miicadele yapilmadigi takdirde misir tariminda yabanci otlar, tohum ve yesil
aksam verimi ile Uriin kalitesinin diismesine ve hasadin giiclesmesine neden olmaktadir.
Yabanc1 otlarin misir tariminda dolayl zararlari da s6z konusudur. Yabanci otlar, misir dane
kalitesinin ~ diismesine, tohumluk degerinin azalmasina, teknolojik 06zelliklerinin
bozulmasina, {iriin i¢inde bulunan yabanci ot tohumlarinin una karigarak undan yapilan
maddelerin renk koku ve tadin1 bozulmasina ve bazen de zehirlenmelere yol agmaktadir.
Ayrica yabanci otlarin hasadi giiclestirmeleri, birgok misir hastalik etmeni ve zararlilari i¢in

konukguluk etmeleri yabanci otlarin diger zararlaridir.

1.4.2. Hastahklar

Tiirkiye’de hastaliklardan dolayr misirda yillik verim kaybinin %10-20 arasinda
degistigi tahmin edilmektedir. Bu hastaliklar tohumun ¢iirtimesine, fidenin hastalanip zarar
gbrmesine, dane verim ve kalitesinin diismektedir. Misir rastigi (Ustilago maydis), misir
yaprak yanikligi (Helminthosporium turcicum), musir kok ve kok bogazi ¢lirikligi

(Fusarium spp.) 6nemli misir hastaliklaridir

1.4.3. Zararh Bocekler

Zararl bocekler, orman, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis bitkilerinde, koruma
altina alinmig bolgelerde yetisen bitki tiirleri lizerinde, depolanmus iirtinlerde, veterinerlik ve
tibbi alanlarda biiylik zararlara yol acarlar (Lacey vd., 2001).

Diinyada bugday, misir, ¢eltik, pamuk, soya, gibi dnemli kiiltiir bitkilerinde hastalik,
zararli ve yabanci otlardan kaynaklanan iiriin kaybinin (%67.15) yariya yakinina (%31.62)
bocekler neden olmaktadir (Derke vd., 1994). Bugiine kadar misir bitkisinde {iriin kaybina

neden olan tespit edilmis 6nemli 22 adet misir zararlisi mevcuttur (Tablo 6) (Segil, 2010).



Tablo 6. Tespit edilmis misir zararlilar

Misir zararlilarinin

Tiirk¢e adi Latince ad1
1 Cizgili yaprak kurdu Spodoptera exigua
2 Yaprak kurdu Pseudaletia unipuncta
3 Boz kurt Agrotis ipsilon
4 Misir yaprak biti Rhopalosiphum maidis
5  Bati musir kok kurdu Diabrotica virgifera
6  Kuzey musir kok kurdu Diabrotica barber
7 Giiney musir kok kurdu Diabrotica undecimpunctata
8  Tel kurdu Agriotes spp.
9  Musir yaprak piresi Chaetocnema pulicaria
10  Musir yaprak galeri kurdu Agromyza parvicornis
11 Musir yuvarlak kurdu Heliothis zea
12 Japon bocegi Popillia japonica
13  Piknik bocekleri Carpophilus spp.
14  Tahtakurusu Blissus leucopterus
15  iki benekli driimcek kenesi Tetranychus urticae
16  Musir biti Sitophilus zeamaise
17 Kirmizi bacakli gekirge Melanoplus fermur-rubrum
18 Defransiyel ¢ekirge Melanoplus differentialis
19  Adisap kurdu Papaipema nebris
20  Misir maymuncugu Tanymecus diloticollis
21 Misir kurdu Ostrinia nubilalis
22 Misir kogan kurdu Sesamia nonagrioides

Misir zararhilari bitkinin gelisme donemleriyle ilgili olarak bes kisimda incelenebilir.
Ik gelisme déneminde fidede beslenen zararlilarin baslicalari; Tel kurtlar1 (Tenebroides ve
Agroites spp.), Bozkurt veya kesici kurtlar (Agrotis spp.) ve Misir maymuncugu (Tanymecus
dilaticollis)’dur. Yaprak ve yaprak helezonunda beslenen zararlilar igerisinde Giiz tirtillar:
(Spodoptera frugiperda), Misir kurdu (Ostrinia nubilalis) ve Misir yesil kurdu (Heliothis
armigera) yer alirken, tepe ve kogan piiskiiliinde beslenen zararlilarin baslicalari; Misir kok
kurtlar1 (Diabrotica spp), Misir yesil kurdu (Heliothis spp.) ve Misir yaprak afiti
(Rhopalospium maidis)’dir. Koganda beslenen zararlilar ise kokulu bocekler (Nezara
viridula), misir yesil kurdu, giiz tirtillar1 ve sark misir kurdudur. Sapta beslenen zararlilardan
baslicalari arasinda Sark misir kurdu, Misir kok kurtlari, Sap kurdu (Sesamia spp.) ve Giiney

bati misir kurdu (Diatreaea grandiosella) sayilabilmektedir (Kirtok, 1998).
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Diinyada musir bitkisinde az veya ¢ok zarara neden olan 400’den fazla zararli bocek
tiiri bulunmasina ragmen, tilkemizde misir tarimi ve iiretimine en fazla zarar veren iki zararl
Lepidopter bocek tiirti Misir kurdu (Ostrinia nubilalis) ve Misir kogan kurdu (Sesamia
nonagrioides)’dur. Bu iki zararli misirin kok sistemi disinda, biitiin toprak tistii aksaminda
zarar yapmaktadir (Cerit vd., 2006).

Misir kurdu ABD, Avrupa ve Tiirkiye basta olmak {izere birgok tilkede etkili olurken,
Misir kogan kurdu 6zellikle Ispanya, Fransa, italya, Yunanistan ve Tiirkiye gibi Akdeniz’e
kiyisi olan tilkelerde musir iiretimine 6nemli zararlar vermektedir (Tsitsipis, 1988; Zeren vd.,
1988; Simsek ve Giillii, 1992; Cerit vd., 2006). Bundan dolay1 Misir kogan kurdu “Akdeniz

musir kurdu” (Mediterran corn borer) olarak da bilinmektedir.

1.5. Miisir Kocan Kurdu (Sesamia nonagrioides Lef., Lepidoptera: Noctuidae)
1.5.1. Tanmui ve Yasayisi

1.5.1.1. Ergin

Kelebeklerin kanat agikligr 28.3-32.7 mm arasinda degismektedir. Viicut uzunlugu
ortalama 14.5 mm'dir. On kanatlar genel olarak agik siitlii, kahverengimsi gri renktedirler.
Arka kanatlar ise glimiisi beyaz renktedir. Arka kanatlar disa dogru hafif koyulasmaktadir
(Sekil 1). Bas, gogiis ve bacaklar toprak rengine kacan pembe sar1 tonda tiiylerle kaplidir.
Bazi bireylerde bu renkler kizilimsi kahverengiye kadar dontisebilmektedir. Erkek
kelebeklerde anten tarakli olup, diside diiz ip seklindedir. Kelebekler ilkbaharda, mart
sonundan itibaren goriilmeye baslar (Sekil 2). Erginlerin pupadan ¢ikmaya basladigi andan
itibaren giftlestikleri ve 48 saat sonra yumurta birakmaya basladiklari bildirilmistir (Teoman,
1979). Kelebeklerin émrii ortalama 6-7 giindiir. Ergin bireylerin yiiksek sicakliklarda
omriiniin kisaldigi, diisiik sicakliklarda ise ergin dmriiniin uzadig1 goriilmiistiir (Sertkaya,
1993).



11

1.5.1.2. Yumurta

Disi kelebekler yumurtalarii kiimeler halinde yaprak kininin gdévdeye bakan i¢
kismina birakir. Bu donemde zararlinin ana konukc¢usu olan misir ve sorgumun ekimi
yaptlmadigindan yumurtalarint yabani bugdaygillere, bugday bitkisine veya kanal
boylarindaki sukamislarina birakirlar. Bir disi bir ka¢ kez olmak {izere ortalama 200'{iin
iistiinde yumurta birakir. Cayrol (1972), erginlerin 700-800 yumurta biraktigini, Teoman
(1979) ise bu miktarin 200-300 arasinda degistigini bildirmistir.

Yumurtanin ¢ap1 ortalama 10 mikron kadardir. Yumurtalar alttan ve {istten ice dogru
basik, yassi silindir seklindedir. Disiler yumurtalarini genellikle kiimeler halinde
birakmaktadir. Yumurtalar ilk birakildiklarinda krem renginde olup, daha sonra renk
koyulasir (Sekil 1).

Sekil 1. S. nonagrioides’in biyolojisi a) Ergin, b) Yumurta, ¢) Larva, d) Pupa
(URL-2, 3, 4, 5)
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15.1.3. Larva

Yumurtadan c¢ikan larvalar bir iki giin toplu halde bulunduklari ortam iizerinde
beslendikten sonra, yine bulunduklar ortam iizerinden gévde veya kocan igine gegerler.
Larvalar 6-7 gomlek degistirerek olgun larva olurlar. Sicaklik ve neme gore Sesamia
nonagrioides’in larva donemleri ve larval gelisim siireleri farklilik géstermektedir (Tablo 7)
(Sertkaya, 1993). Olgun larvanin boyu ortalama 33 mm'dir. Bu donemlerde larvalarin iist
kismu tipik pembe renkte ve tiiysiizdiir. Ayn1 zamanda bu renk alta dogru donuk sar1 bir renk
alir. Bu donemde bas koyu kahverengi, ense levhasi koyu sar1 ve kahverengi lekelidir
(Sekil 1). Zararli kis1 genellikle olgun larva halinde ana konukgularin gévdesi veya koganlar

icinde gecirmektedir (Sekil 2).

Tablo 7. Sesamia nonagrioides’in larva donemleri ve larva gelisme siiresi

Larva Donemi Ortalama Geligme Siireleri (giin)
1. 3.0-35

15-25
20-35
3.0-50
3.0-55
6.5-9.0

o 0o~ w N

1.5.1.4. Pupa

Yedinci doneme gelen larvalar genellikle beslenmeden kesilir ve bulunduklari sap ve
kogan i¢inde meydana getirdikleri odaciklarda pupa donemine girer. Pupalarin boylar
ortalama 20,9 mm'dir. Kizilimsi kahverengindedir (Sekil 1). Pupa siiresi sicakliga bagli olarak

7-10 giin arasinda degismektedir.
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Sekil 2. Sesamia nonagrioides’in hayat dongiisii

1.5.2. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayilis1

Misir kogan kurdu diinyada 1940°dan itibaren 6nemli bir musir zararlisi haline
gelmistir. Zararlinin ilk d6l erginlerinin yumurtalarindan ¢ikan larvalar 25-40 cm boyundaki
misir fidelerinde zararli olmakta, musirlar biliyliyememekte, boylar1 bodur kalmakta
cogunlukla da kogan verememektedir (Sekil 3). Kogan verenler ise tane tutmamaktadir.
Ikinci dol kelebeklerin yumurtalarindan meydana gelen larvalar ise erkek piiskiillerde ve
piiskiil sapinda zarar yaparak dollenmeye mani olmakta daha sonra koganlara gegerek siit
olusumundaki taneleri yemekte ve ¢ikardiklari atiklarla bakteri faaliyetlerini artirarak kocan
igerisindeki tanelerin tiimiiniin zarar gormesine neden olmaktadir (Sekil 3). Ayrica,
cikardiklart diski maddelerinde fungal etmenler geliserek, kocan igindeki tanelerin
tamaminin da zarar gérmesine sebep olurlar (Oztemiz vd., 2004). Larvalarin bir kismi ise
musir ana sapinda galeriler agarak beslenmekte ve bitkinin zayiflamasina neden olmaktadir

(Sekil 3).
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Sekil 3. Sesamia nonagrioides’in zarar sekilleri a ve b) Olgun larvanin sapta
meydana getirdigi zarar ¢) Yumurtadan ¢ikan 1. donem larvalarin
yapraklarda meydana getirdigi zarar d) Olgun larvanin misir koganinda
meydana getirdigi zarar (URL-6, 7, 8, 9)

S. nonagrioides’in Akdeniz iilkelerinde basta misir olmak {izere siipiirge darisi,
celtik, seker kamis1 ve kiiltiirii yapilan ve yapmayan bugdaygillerde zararl oldugu kayithidir
(Teoman, 1979; Galichet, 1982; Kavut, 1985). Muzlarda zararli oldugu ilk kez Kibris’ta
belirtilmektedir (Krambies vd., 1973). Daha sonra yapilan ¢alismalarda, iilkemizde Giiney
Anadolu Bolgesindeki muz yetistirilen bolgelerde tespit edilmistir (Uygun ve Kayapinar,
1993) Yaklasik 10 yil énce ise Giiney Italya’da kavunda zararli oldugu kaydedilmistir
(Sannino vd., 2004).

1.6. Zararhlar ile Miicadele Yontemleri

Bitki koruma alaninda kullanilan yontemler insan ve ¢evre sagligi acisindan 6zel bir
Oneme sahiptir. Bitki hastalik ve zararlilariyla zamaninda ve dogru miicadele
yapilmadiginda, iiriin kaybinin %30-35 civarinda oldugu kabul edilmektedir. Bu kaybi

onlemek icin giinlimiizde ¢esitli miicadele yontemleri ve preparatlar kullanilmasina ragmen
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daha etkili, ¢gevreye zarar1 olmayan veya daha az zararli olan ve daha ekonomik miicadele
yontemleri arastiritlmaya devam etmektedir. Cogu zaman bir ekosistemdeki zararlilari
tamamen yok etmek yerine ekonomik zarar esiginin altinda tutma prensibine dayanan ve
birden fazla miicadele yonteminin bir arada kullanildig1 entegre miicadele zararlilara karsi
basariyla kullanilabilir sekilde gelistirilmistir.

Zararli boceklerle miicadele, kitle liremesi yapan veya yapma yeteneginde olan bocek
populasyonlarinin sayisinin artmasini engellemek i¢in gergeklestirilen miicadele olarak
bilinir. Tarim ve ormancilikta zararli boceklerle miicadelede uygulanan 7 yontem vardir.
Bunlar insanin herhangi bir yardimi1 olmadan dogal kuvvetlerle bocek populasyonlarinin
kontrol altinda tutulmasi seklinde olan dogal miicadele, karantina, ambargo, muayene ve
sertifika uygulamak seklinde olan yasal miicadele, bocekleri feromonlar, odun tuzaklari,
yem tuzaklar ve 151k tuzaklar1 gibi yontemlerle toplamak seklinde olan mekanik miicadele,
sicak ve nemden yararlanarak boceklerin dldiiriilmesi, elektrik ve radyoaktivite kullanarak
boceklerin kisirlagtirilmasi seklinde olan fiziksel miicadele, topragin bakimi, islenmesi ve
giibrelenmesi, yabanci ot ve atiklarin temizlenmesi ve bitki ndbetlesmesi seklinde
gerceklestirilen kiiltiirel miicadele, kimyasal pestisitler kullanilarak gerceklestirilen
kimyasal miicadele ve boceklerin neden oldugu zararlar1 en aza indirmek amaciyla bu
boceklerin parazit, predatdér ve patojen mikroorganizmalarini onlara karsi kullanmak

seklinde gerceklestirilen biyolojik miicadeledir.

1.6.1. Kimyasal Miicadele ve Cevreye ve Insanlara Olan Etkileri

Tarim {riinlerinin yetistirilmesinde ve depolanmasinda bdceklerin neden oldugu
zararlar Ureticiler ve iilke ekonomisi i¢in 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Bu sorunu
c¢ozmede kullanilan kimyasal insektisitler zararli populasyonlarinin  %95’ini  yok
edebilmektedir (Vural, 1996).

Ozellikle 1945 yilinda DDT’nin bulunmasiyla sentetik kimyasal insektisitlere ilgi
artmistir. Fakat, kimyasal insektisitlerin kullanimi1 beraberinde birgok problemi de getirmistir.
Insektisitlerin bilingsiz ve asir1 kullanimi yeralt1 sularmin kirlenmesine, flora ve faunada
hedef dis1 organizmalarin yok olmasina ve besin zincirinin olumsuz etkilenmesine neden
olmaktadir. Bu sebeplerden dolayi, daha 6nce problem olmayan bazi zararlilar ortaya
cikmakta, bu durumda sekonder zararlilara karsi ilaglama yapma zorunlulugu meydana

gelmektedir. Ornegin, Cukurova’da beyaz sinegin, dogal diismanlarinin insektisitlerden
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zarar gdrmesi nedeniyle sorun haline geldigi bilinmektedir (Unal, 1998). Ayrica, herhangi
bir yolla sulara karisan kimyasal maddeler baliklar tarafindan alindiginda, baliklarin
biliyiime, lireme, kagma ve saklanma gibi baz1 yetenekleri, insektisitlerin biinyelerinde
birikimlerine gore azalmakta veya tamamen yok olmaktadir. Rakipler karsisinda daha kolay
avlanmalar1 sonucu bazi tiirlerin biitiinliyle ortadan kalkmasi s6z konusu olabilmektedir
(Unal, 1998).

Insektisitlerin kullanildig1 alanlarda dogal olarak yasayan polinatdr canlilar da yok
oldugu i¢in bu alanlardaki zirai iiriinlerde tozlagsma orani azalmaktadir (Ecevit, 1988).
Bitkilerde tozlagsmada onemli rol oynayan bal arilar1 ve yaban arilari insektisitlerden
etkilenen &nemli bir canli grubunu olusturmaktadirlar. Ornegin, ABD’nin Kaliforniya
eyaletinde yogun insektisit kullanimi sonucunda mevcut ar1 populasyonlar1 azalmis ve
bunun etkisi olarak tarimsal iriinlerde yeterli tozlasma olmamustir. Benzer durumlar
Isparta’nin Kovada Vadisi’ndeki meyve bahgelerinde ve 1988 yilinda Trakya’da yiiriitiilen
siine miicadelesi sirasinda da tespit edilmistir (Unal, 1998).

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

Kimyasallarin yogun bir sekilde kullanilmasi zaman ic¢inde zararli bdceklerde
insektisitlere kars1 dayaniklilik mekanizmasinin gelismesine neden olmaktadir. Insektisitlere
dayaniklilik sonucu, doz artimma gidilmekte ve wuygulamalar arasindaki siire
kisaltilmaktadir. Bu gabalar da sonugsuz kaldiginda daha etkili ve zehirli bir insektisit
kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun maddi bedeli Olglilemeyecek kadar cok
olmaktadir. Bocek direnci ilk olarak 1946’da karasineklerde (Musca domestica), DDT
direnci ile giindeme gelmistir ve o zamandan beri zararli boceklerin kontroliinde biiyiik
sorunlar goriillmektedir.

Boceklere karst kullanilan insektisitlerin hemen hemen hepsi norotoksiktir. Yani
viicuda bir sekilde girdiklerinde mutlaka sinir sistemi tizerine etki ederek canlinin 6lmesine

neden olmaktadir (Oztiirk, 2001). Ornegin, Giineydogu Anadolu bédlgesinde
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hekzaklorobenzenli (HCB) insektisitle ilaglanmis tohumluk bugdayr yiyen 3000 kiside
Porfiria (Karayara) hastaliginin goriilmesi ve %11 oraninda 6liim meydana gelmesi, diinya
capinda ilgi uyandiran bir zehirlenme olayidir (Unal, 1998).

Zararli boceklerle miicadelede kullanilan insektisitlerin bilinen yan etkilerinden
dolay1, kimyasal miicadelenin giinlimiizde miimkiin oldugunca kisitlanmasi ve bunun yerini
daha giivenli olan biyolojik miicadelenin almasi gerektigi diisiiniilmektedir. Ayrica, Tarim
Bakanligi’'nin 2006 yilinda tarimsal iiriinlerde ucakla ilaglamay1 yasaklanmasi nedeniyle
kimyasal miicadeleye alternatif yontemlerin kullanilmasi zorunlu hale gelmistir. Bunlarin

basinda da biyolojik miicadele gelmektedir (Oztemiz vd., 2008).

1.6.2. Biyolojik Miicadele

““Biyolojik miicadele’’sdzciigii ilk defa 1919 yilinda Kalifornia Universitesi’nden
Harry Smith tarafindan bocek populasyonlarinin dogal yollarla veya gesitli uygulamalarla
kontrol altina alinmasi i¢in kullanilmistir.

Biyolojik miicadele ¢calismalari temelde ii¢ ana baslikta toplanmaktadir bunlar;

1. Klasik biyolojik miicadele: Ortama, zararli boceklerin dogal diismanlari
uygulanarak, boceklerin zarar olusturma potansiyelleri ortadan kaldirilir.

2. Cogaltma (Augmentasyon): Ortama var olan zararli boceklerin dogal diisman
populasyonlarinin artirilmasiyla zararlilarla miicadele edilir.

3. Koruma (Konzervasyon): Dogada mevcut faydali organizmanin zarar
gormeyecek sekilde korunmasi ile dogal diismanlarin etkili bir sekilde uzun
stireli ortamda kalmalar1 ve zararli bocek sayilarini zarar esiginin altinda
tutmalar1 saglanir (Demirbag vd., 2008).

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

Biyolojik miicadelenin ilk uygulama doénemleri ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Asya’da aver karincalardan bu hususta yararlanildigi ve bu karincalarin M.S. 900-1200
yillar1 arasinda narenciye zararlilarina karsi kullanildig: bilinmektedir. Daha sonra 1200’1i
yillarda Yemen’de palmiye agaclarindaki zararlillara karsi karincalarin kullanildigi ve
Arabistan’da her y1l daglardan getirilen aver karinca kolonilerinin, hurma agacglarinda zarar

yapan bir diger karinca tiirline kars1 kullan1ldig1 kayithidir (Ogurlu, 2000).
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Biyolojik miicadele uygulamalarinda zararli boceklere karsi parazitoid, predator ve
patojenlerlerden yararlanilmaktadir. Biyolojik miicadele kapsaminda kullanilan patojen
mikroorganizmalar ise bakteriler, funguslar, viriisler, protozoonlar ve nematodlardir. Bu
mikroorganizmalar kullanilarak yapilan miicadeleye ise ‘Mikrobiyal Miicadele”’
denilmektedir.

Mikrobiyal miicadelede kullanilan entomopatojenlerin biiyiik bir ¢ogunlugu konaga
spesifik oldugu i¢in sadece miicadelesi yapilmak istenilen organizma iizerinde etkili olur.
Bu ozelligi ile faydali ve predatdr bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedef dis1
organizmalar {izerinde herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle
ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu ozellikleri, gelecekte kimyasal

insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagin1 géstermektedir.

1.6.3. Mikrobiyal Miicadelede Kullanilan Etkin Gruplar

1.6.3.1. Virusler

Birgok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak bocek salginlarini meydana
getirdigi bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Cigneyici agiz yapisina sahip bocekler, 6zellikle
yaprak yiyenler, viriis enfeksiyonlarina karsi daha hassastir. Bu durumda yaprak yiyen
Lepidoptera tirtillartyla, Hymenoptera’nin yalanci tirtillar1 viral etmenlerden daha fazla
zarar gorirler (Weiser, 1969). Bu virlisler genellikle 2-3 yilda bir meydana ¢ikan
epidemilerde gogalarak birgok larvay: 6ldiiriir ve boylece afetlerini ortadan kaldirir (Lipa,
1975). Virisler birgok bocek takimiyla iligkilidir. Bununla birlikte biiylik bir kismi
Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda bulunmaktadir.

Simdiye kadar smiflandirilan bocek viriislerinin biiyiik bir kismi Baculoviridae,
Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae ve
Iridoviridae familyalarma aittir. Bu bocek viriislerinden, Baculoviridae familyas: sadece
artropodlar i¢in spesifiktir (Demirbag ve Beldiiz, 1997).

Cogu bakiiloviriisler sadece bir veya yakindan iliskili birka¢ bocek tiirlinii enfekte
edebilir (Arif ve Kurstak, 1991). Hastalanan larva once uyusuk bir hal alir ve sonra
beslenmeyi birakir. Olmeden 6nce agacin tepesine tirmanir ve arka bacaklarindan asili
olarak oliir. Dokular1 koyulasir, ayrisir ve viicutlari sivi hale gecer (Lipa, 1975; Demir,
2004).
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1.6.3.2. Funguslar

Funguslarin biyolojik miicadelede kullanilmalar1 1726 yilinda Fransa’da Noctuidae
larvalarindan Cordyceps cinsi funguslarin izole edilmesiyle baglamistir (Ogurlu, 2000). Daha
sonra 1879 yilinda Rusya’da yesil bugday bocegi, Anisoplia austriaca Herbst. (Coleoptera:
Scarabaeidae)’ya kars1 Metarhizium anisopliae Metch fungusunun denemeleri yapilmis ve
basarili sonuclar elde edilmistir (Steinhaus, 1949). Simdiye kadar tanimlanan 700’iin
lizerinde entomopatojenik fungus bilinmekte ve bunlardan bazilar1 biyolojik miicadele
etmeni olarak {iretilmekte ve kullanilmaktadir (Strasser vd., 2000). Entomopatojenik fungus
orjinli yaklagik 150 ticari preparat 2007 yilindan itibaren iiretilmekte ve zararllar ile
miicadelede kullanilmaktadir (Faria ve Wraight, 2007).

Bocek patojeni olan funguslar genellikle Deuteromycota ve Entomophthorales
gruplarima dahildir (Hajek, 1997). Entomopatojenik funguslar ¢ok genis bir konak
spektrumuna sahiptirler. Bir¢ok bocek ordosuna ait tiirleri enfekte edebilirler. Bir
entomopatojenik fungus birden fazla bdcek tiirlinii enfekte edebilir. Son yillarda yapilan
calismalarda, entomopatojenik funguslarin insektisidal aktivitelerinin arttirilmasi i¢in diger
biyolojik miicadele etmenleri ve ¢evresel uygulamalarla kombine edilerek kullanilmasi

gerektigi gosterilmistir (Kocagevik, 2012).

1.6.3.3. Nematodlar

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda 6liimlerine yol agan birgok
nematod tirii bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda bir¢ok nematod
familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iliskili oldugu
belirlenmigtir (Poinar, 1979, 1990; Kaya ve Stock, 1997). Yapilan ¢aligmalar, zararh
bdceklerin biyolojik miicadelesinde kullanilma potansiyeli tasimalari bakimindan 7 familya
tizerinde yogunlagsmistir. Bunlar Mermithidae, Tetradonematidae, Allantonematidae,
Phaenopsitylenchidae,  Sphaerulariidae,  Steinernematidae =~ ve  Heterorhabditidae
familyalaridir (Glazer ve Lewis, 2000). Steinermatidae ve Heterorhabditidae familyalar
giiniimiizde, ozellikle toprak bdceklerinin mikrobiyal miicadelesinde en sik kullanilan

gruplardir (Liu vd., 2000; Lacey vd., 2001; Erbas, 2012).
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1.6.3.4. Protozoonlar

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

Entomopatojenik  protozoonlar  genellikle konaga  spesifiktir.  Boceklerde
olusturduklar1 hastaliklar yavas ilerler. Virulanslar1 diisiiktiir ve bdceklerde kronik
enfeksiyonlar olustururlar. Virulanslarinin diisiik olmasi nedeniyle protozoonlarin enfekte
ettigi boceklerin 6liimii bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993).

Protozoonlar ¢ogu boceklere agiz ve sindirim sistemiyle girer. Sporozonlar ve
Ozellike mikroporlar tarafindan olusturulan enfeksiyonun en muhtemel olusma durumu
bocek yiyeceklerinin sporla kirlenmis olmasidir (Demirbag vd., 2008). Protozoonlar
tarafindan enfekte edilen boceklerin hareketleri yavaslar ve tembellesir. Beslenme ve tireme
faliyetlerinde azalma goriiliir. Oliimiin gerceklesebilmesi i¢in enfeksiyon seviyesinin ¢ok
yiiksek olmasi gerekir. Simdiye kadar belirlenen birgok protozoa tiiriiniin, arthopodlarla
iliskili  oldugu belirlenmistir. Protozoa smifi igerisinde yer alan Ciliphora,
Sarcomastigophora, Apicomplexa ve Microspora gruplarina ait tiirler bocekleri enfekte

edebilirler (Maddox, 1987).

1.6.3.5. Bakteriler

Ozellikle son 50 yilda yapilan calismalarda, birgok entomopatojenik bakteri
boceklerden izole edilmis ve bazilarinin izole edildikleri bocekler tizerinde hastalik etmeni
oldugu belirlenmistir. Boceklerde patojen olan bu bakterileri spor olusturanlar ve spor
olusturmayanlar olmak tizere iki kisma ayirmak miimkiindiir. Spor olusturmayan bdcek
patojeni bakteriler, Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve Micrococcaceae familyalarina
dahildir. Boceklerde Onemli zararlar olusturan bakteriler daha ¢ok spor olusturan
bakterilerdir. Bunlar arasinda toprak grubu bakterilerden olan Bacillus tiirleri 6ne
¢ikmaktadir. Bu bakterilerden en 6nemlisi ise Bacillus thrungiensis (Bt)’tir.

B. thuringiensis ilk kez Japon bakteriyolog S. Ishiwata (1901) tarafindan hastalikli
ipek bocegi larvalarindan izole edilmistir. E. Berliner (1911) tarafindan tanimlamasi

yapilmistir. Aoki ve Chigasaki (1916) tarafindan spor kiiltiirlerindeki proteinin toksik
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aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Beegle ve Yamamoto, 1992). Hannay (1953) B.
thuringiensis’in spor morfolojisini ve parasporal yapi olarak adlandirilan inkliizyon
yapilarim1 agiklamistir. Ayrica parasporal yapinin bocek toksitesi ile ilgili oldugunu
gostermistir.

B. thuringiensis 'te bulunan kristal (cry) genleri insektisidal kristal proteinleri (ICP)
kodlar. Bu kristal (cry) genleri Lepidoptera (cryl), Diptera ve Lepidoptera (cry2),
Coleoptera (cry3), Diptera (cry4) ve Coleoptera ve Lepidoptera (cry5) grubundaki boceklere
kars1 etkilidir (Demirbag vd., 2008) (Tablo 8).

Tablo 8. B. thuringiensis cry genleri ve Cry proteinlerinin etkili oldugu bocek takimlari

Gen Protein Alttiir Etkili Oldugu Takim
cryl Cryl kurstaki (HD-1), aizawali, sotto Lepidoptera

cry2 Cry2 kurstaki (HD-1), kurstaki (HD-263) Lepidoptera, Diptera
cry3A  Cry3A tenebrionis, morrisoni Coleoptera

cry3B  Cry3B japonensis Coleoptera

cry4 Cry4 israelensis Diptera

cry5 Cry5 kurstaki (DSIR732) Coleoptera, Lepidoptera

ICP’ler; normal kosullar altinda ¢6ziinmeden bulunurlar, bu nedenle insanlar ve diger
yiiksek organizma gruplari icin bir risk olusturmazlar. Buna karsilik pH 9,5’de ¢6ziinebilir
ozellik tagimalari, kristal proteinlerine yogun bir insektisit 6zelligi kazandirmaktadir. -
endotoksinler bagirsakta ¢ozilinerek protoksine doniisiirler. Daha sonra bagirsak enzimleri
tarafindan protoksinler parcalanarak aktif toksinler elde edilir. Aktif toksinler bagirsak epitel
hiicrelerinin reseptorlerine tutunarak bocegin bagirsak duvarini felce ugratir ve burayi tahrip
ederek gozenekler olustururlar. Boylece bagirsakta bulunan besin artiklar1 bocek viicuduna
ve kana karigir (Sekil 4) (URL-10). Zehirlenen bocek, toksin aktivitesi sebebiyle hemen
Olebilecegi gibi 2-3 giin icerisinde kan zehirlenmesi sonucu da 6lebilir (Schnepf vd., 1998)
B. thuringiensis’in larvalar iizerinde sebep oldugu semptomlar, yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, sivi halde diski ¢ikarma, kusma ve viicut igeriklerinin kahverengiden

siyaha doniismesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994).
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Sekil 4. Kristal proteinlerin etki mekanizmasi

B. thuringiensis (Bt) 1920 yilinda giftciler tarafindan pestisit olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Daha sonra 1938 yilinda Fransa Sporin adi verilen ticari spor formiilasyonlarini
yapmaya baslamigtir (URL-11).

Gilinimiizde kullanilmakta olan biyo-insektisitlerin =~ %90’ 11 olusturan Bt
formiilasyonlari, toplam insektisit pazarinin da %5’ini olusturmaktadir. Modern bitki
biyoteknolojisinin kullanim1 sonucunda Bacillus thuringiensis bakterisinden kopyalanarak
verimli kiiltiir ¢esitlerine aktarilan tek bir gen (cry) sayesinde zararli boceklere karsi
dayanikli genetigi degistirilmis (GD) bitkiler liretilebilmistir. Yapilan bilimsel aragtirmalar
sonucunda da bu bitkilerin insan ve hayvan sagligi ilizerine olumsuz bir etkisine de
rastlanmamistir. Boceklere dayanikli GD misir ve pamugun ABD, Cin, Hindistan, Brezilya,
Arjantin ve Gliney Afrika Cumhuriyeti gibi iilkelerde yaygin olarak iiretimi sonucunda
verimde %30’lara varan verim artis1 saglanirken insektisit kullaniminda da ¢ok 6nemli
diistisler gozlenmistir. Ciftciler dayanikli cesitler sayesinde insektisit ve ilaglama ig¢in
harcadiklar1 yakit maliyetini en aza indirmislerdir. GD bitkilerin kullanim1 verim artigtyla

birlikte {irtin kalitesini de artirmistir.
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1.6.4. Sesamia nonagrioides ile Miicadelesi

Diinyada ve iilkemizde misir tarimi ve {iretimine en fazla zarar veren iki zararl
Lepidopterden biri misir kogan kurdu (Sesamia nonagrioides Lefebvre)’dur. Bu zararl
ozellikle Ispanya, Fransa, italya, Yunanistan ve Tiirkiye gibi Akdeniz’e kiyis1 olan iilkelerde
misir tretimine ¢ok 6nemli zararlar vermektedir (Cerit vd., 2006). Misir kogan kurdu ve
onunla benzer zarar sekli olan misir kurdu ile kimyasal miicadele yapilmadig: takdirde
%100’e varan larva bulasikliklar1 gézlenebilmekte olup, iiriin kayiplar1 birinci lirtin misirda
%10’a, ge¢ ekilen ve ikinci iirlin misirda ise %100’e ¢ikabilmektedir (Tsitsipis, 1988;
Simsek,1988; Cerit vd., 2006). U¢ kez koruma amacl ilagh miicadele yapilmasina ragmen
ikinci tiriinde bulasiklik %90’lara ulasabilmekte ve ilaghh miicadeleye ragmen %30’lara
varan dane kaybi yasanabilmektedir (Cerit vd., 2006). Adana bolgesinde %65 oraninda
ikinci Urtin misir ekimi yapildig: dikkate alindiginda bu bélgedeki zararin ekonomik boyutu
da oldukga yiiksek olmaktadir (TKB, 2005).

Zararlilara kars1 asil ve en etkili miicadele yontemi insektisit kullanimidir. Glinlimiizde
musir kurtlart ile miicadelede kullanilan 20 farkli etken maddeye sahip cok sayida ruhsath
insektisitin bulundugu belirtilmektedir. Akdeniz bdlgesinde ikinci iiriin misir iiretiminde
misir kocan kurduna kars1 en az 2-3 defa koruyucu ilag uygulamasi 6nerilmektedir (Simsek
ve Giillii, 1992). Ilaglama yapilmadig1 durumda larvalar bitki igerisine girmekte ve daha
sonra kimyasal miicadele de imkansiz hale gelmektedir.

Sesamia nonagrioides’e karsi miicadelede kolay uygulanabilirligi ve sonucun hemen
aliabilmesi gibi nedenlerle liretici tarafindan en fazla tercih edilen yontem kimyasal
miicadele olmustur. Misir bitkisi 20-30 cm boya geldiginde ve yapilan kontrollerde %5
bulagma tespit edildiginde ilagclamalara gecilmelidir. Haftada en az bir kez kontrol edilmek
suretiyle bulasik bitki (yumurta paketi, yumurtadan ¢ikmis larva, larva yenigi veya larva
pislikleri) tespiti yapilmalidir. Bu amagla kullanilan kimyasal insektisitleren bazilari;
Azinphos Methyl 193 g/l, Beta Cyfluthrin 25 g/l, Cyfluthrin 50 g/I, Cypermethrin 250 g/I,
Esfenvalerate 200 g/l, Profenofos 500 g/, Thiodicarb %80, Triazophos 420 g/l, Tralomethrin
36 g/l, Zetacypermethrin 100 g/I, Parathion Methyl 360 g/l, Endosulfan %32,9, Carbaryl %5,
Deltamethrin 25 g/1.”dir. Ancak, misir tarlalarinda zararli ile miicadelede bilingsizce yapilan
ilaglamalar, dogal diismanlar1 olumsuz yonde etkilemekte ve dogal dengenin bozulmasina
yol agmaktadir. Bu da zararlilarin zarar oranini artirmaktadir. Artan zararli sorunlarinin

¢ozlimil i¢in, asir1 dozda ve sayida ilag kullanimi1 yoluna gidilmekte, bu sebeple gidalarda
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kalintt sorununu ve gida giivenligini giindeme tasimaktadir. Yapilan bir arastirmada,
ilaclama yapilan alanlarda tane 6rneklerinin %80’inde Tiirk Gida Kodeksinde belirtilen limit
degerinin ¢ok iizerinde kalint1 belirlenmistir (Oztemiz vd., 2007).

Kiiltiirel miicadele kapsaminda, kis1 tarlada kalan sap artiklar1 veya hasat edilen saplar
iginde gegiren S. nonagrioides larvalari, kelebek ¢ikisi baglamadan, nisan ve mayis ayimdan
once tarladan toplanip, yakilarak veya derin siirim yapilip topraga gomiilerek Onlem
alinmaya calisilmistir. Ayrica, hasat edilen saplar kis aylarinda hayvanlara yedirilerek ve 2.
iiriin erken ekilerek de zararl ile miicadelede edilmis olur (Ozcan, 2009).

Isik tuzaklariyla pusuya disiirmek, yem tuzaklari kullanmak, feromon tuzaklari
kullanmak gibi yontemlerle zararlinin mekanik miicadelesi gergeklestirilebilir. Robinson ve
Pensilvanya tipi 151k tuzaklar ile feromon tuzaklari kullanarak misir kogan kurdu
miicadelesinde tahmin ve erken uyari1 olanaklar: iizerinde arastirmalar yapilmistir (Simsek
ve Giilld, 1992).

S. nonagrioides ile biyolojik miicadelede kullanilan faydali bocek, Trichogramma ile
yapilan ilk salim calismalar1 diinyada 1910’lu yillarda baslamistir. Ulkemizde ise ilk
caligmalar 1980’li yillarda baslamis ve kiiciik ¢apta salim ¢alismalar1 uygulanmistir. Kitle
tiretim ve salim ¢aligmalar1 1990’11 yillarda hiz kazanmis ve Akdeniz Bolgesinde aragtirma
sonuglart uygulamaya aktarilarak 2000’1i yillardan giiniimiize uygulamada pratik olarak
kullanilmaktadir (Coskuntuncel ve Kornosor, 1996; Oztemiz ve Kornosor, 1999).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda Misir kocan kurdu’nun bazi dogal diismanlari tespit
edilmistir (Tablo 9). Bunlardan Scelionidae familyasina bagli Telenomus busseolae Gahan

cok etkin bir yumurta parazitoidi olarak belirlenmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Yumurta parazitoiti Telenomus busseolae Gahan (Hymenoptera:
Scelionidae)
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Ege bolgesinde S. nonagrioides’in misir ve sorgumda onemli zararlar meydana
getirdigi belirlenmis ve zararlinin larva parazitoiti olarak Bracon hebetor saptanmis, pupa
parazitoiti olarak ise Ichneumon sarcitorius, Pimpla turionella, ve Cymbium patulum
saptanmistir (Kavut, 1985).

1986-1987 yillar1 arasinda Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada S. nonagrioides’in
dogal diismanlari olarak Lydella thompsoni, Bracon hebetor ve Campoplex sp. tespit edilmis
ve zararlinin yumurta parazitoiti Platytelenomus busseolae’nin etkinligi {izerinde
calisilmistir (Alexandri ve Tsitsipis, 1990). S. nonagrioides yumurtalarinin P. busseolae
tarafindan parazitlendigi iilkemizde ilk kez 1986 yilinda yapilan bir ¢alismada tespit
edilmistir (Kayapinar ve Kornosor, 1990).

O. nubulalis’in yumurta parazitoiti Trichogramma evanescens’in ayni zamanda S.
nonagrioides’in yumurtalarini da parazitledigi bildirilmistir (Kayapinar ve Kornosor, 1990).
S. nonagrioides’in yumurta parazitoiti olan P. busseolae’nin tiim Akdeniz seridinde yaygin
oldugunu ve dogadan toplanan S. nonagrioides yumurtalarin1 yaklasik %50 oraninda
parazitledigini ve mevsim basinda diisiik, mevsim sonunda yiiksek bir dogal parazitlenme
meydana geldigini ve bu zararlinin biyolojik miicedelesinde bu parazitoitlerden etkili bir
sekilde yararlanilabilecegi bildirilmistir (Kornosor vd., 1994).

S. nonagrioides ile miicedelede Bt misir ve degisik Bt toksinleri kullanilarak da
miicadele denenmektedir. Tarim ve Koyisleri Bakanligi Cukurova Tarimsal Arastirma
Enstitiisii ve Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisli’nce yiiriitiilen ikinci {irtin Bt misir
alan denemelerinde GD musir ¢esitleri misir kurdu ve misir kogan kurduna karsi ¢cok yiiksek
oranda dayamklilik sergilemistir (Giillii, 2002; Giillii vd., 2004). Ilaglama yapilmadan
tiretilen Bt misir 3 defa ilaglama yapilan geleneksel ¢esitten %30 daha fazla verim vermistir.

Laboratuvar ortaminda ve arazi denemelerinde S. nanogrioides larvalarinin Cryl Ab
toksinine kars1 duyarhiliklar1 arastirilmis ve toksininin larvalarin %50’sini 6ldiiren dozunun
laboratuvar ortaminda 7 ng protein/cm? diyet, arazi denemelerinde ise dozu 20 ng
protein/cm? diyet olarak belirlenmistir (Farinos vd., 2004).

S. nonagrioides larvalarinin CrylAb, CrylAc, CrylCa, CrylFa toksinlerine karsi
duyarhiliklar arastirilmig ve Cryl Ab protoksininin larvalarin %50’sini dldiiren dozunu 23
ng protein/cm? diyet, %9011 o6ldiiren dozunu ise 119 ng protein/cm? diyet olarak
belirlenmistir. CrylAc toksininin ise larvalarin %50’sini ldiiren dozunu 105 ng protein/cm?
diyet, %90’1n1 6ldiiren dozunu ise 999 ng protein/cm? diyet olarak belirlenmistir (Gonzalez-
Cabrera vd., 2006).
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Tablo 9. Misir kogan kurdu’nun dogal diigsmanlari

Yumurta Parazitoitleri

Telenomus (=Platytelenomus) busseolae (Gahan) (Hym.: Scelionidae)

Trichogramma evanescens Westw. (Hym.: Trichogrammatidae)

Larva ve Larva-Pupa Parazitoitleri

Habrobracon (=Bracon) hebetor Say.
Cotesia ruficrus (Haliday) (Hym.: Braconidae)
Apanteles spp.

Ichneumon sarcitorius L.

Pimpla spuria Grav.

Coccygomimus (=Pimpla) turionella Bogenschiitz (Hym.: Ichneumonidae)
Barichneumon sp.

Syspasis rufinus Grav.

Conomorium patulum (Walk.) (Hym.: Pteromalidae)

Sarcophila latifrons (Fallen) (Dip.: Sarcophagidae)

Predatorleri

Adonia variegata Goeze

Coccinella septempunctata L.

Nephus nigricans Weise

Scymnus quadriguttatus Fiirsch.

S. levaillanti Muls.

S. pallipediformis Giinther, (Col.: Coccinellidae)
S. rubromaculatus (Goeze)

S. subvillosus (Goeze)

Serangium parcesetosum Sicard.

Stethorus gilvifrons (Muls.)

Synharmonia conglobata (L.)

Chrysoperla carnea (Steph.) (Neu.: Chrysopidae)
Orius niger (W.), O. minutus (L.) (Hem.: Anthocoridae)
Deraecoris pallens Reut. (Hem.: Miridae)
Nabis punctatus Costa (Hem.: Nabidae)
Piocoris erytrocephalus (P.S.) (Hem.: Lygaeidae)

Hastahk Etmenleri

Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Bacillaceae)

Fusarium sp. (Moniliales: Tuberculariaceae)




27

1.7. Calismanin Amaci

Yukarida belirtilen tiim ¢abalara ragmen, Misir kogan kurdu (Sesamia nonagrioides
Lefebvre, Lepidoptera: Noctuidae)’nun misir gévde, kogan ve daneleri tizerindeki zarari,
tartmimin yapildig1 iilkelerde hala etkin bir sekilde devam etmektedir. Bu zararlinin
etkinligini azaltmak veya ortadan kaldirmak 6nemli bir konu haline gelmistir. Bu bilgiler
1s181nda yapilan bu tez ¢alismasinin amaci, iilkemiz ve diinya musir tarlalarinda ¢ok biiyiik
zararlara yol agmaya devam eden Sesamia nonagrioides’in kiiltiire edilebilir bakteriyel
florasin1 belirlemek ve bunlarin, zararliya karsi mikrobiyal miicadelede kullanilma
potansiyellerini aragtirmaktir. Ayrica, degisik zararlilardan izole edilmis ve ¢esitli zararlilar
tizerinde yliksek oldiriicli etkiye sahip olduklari bilinen bazi bakteriyal izolatlarin S.
nonagrioides tizerindeki etkilerini tespit etmek ve bu etkileri karsilastirarak S. nonagrioides’e

kars1 yeni bir mikrobiyal miicadele etmeni tespit etmek de amaglanmustir



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Sesamia nonagrioides’in Toplanmasi

Calisma i¢in gerekli olan Sesamia nonagrioides (Misir kogan kurdu) larvalar1 2010-
2012 yillart Temmuz-Eyliil aylar arasinda Adana Biyolojik Miicadele Arastirma Istasyonu
Midiirliigl arazilerinden toplandi. Larvalar, toplandiklari yer ve tarih not edildikten sonra,
0zel kaplara konularak laboratuvara getirildi. Larvalarin makroskobik incelemeleri
yapilarak olii ve saghkli larvalar ayrildi. Olii larvalar steril kaplara konularak +4°C’de
sakland1. Saglikli larvalar ise steril kaplara konularak taze misir govdeleri ve koganlari ile

beslenmeye devam edildi.

2.2. Sesamia nonagrioides’den Kiiltiire Edilebilir Bakterilerin izolasyonu

Laboratuvara getirilen saglikli S. nanogrioides larvalarindan 20 adet, steril petri
kaplar1 igerisine konularak 9%70’lik etil alkol ile 5 dakika yiizey sterilizasyonu
gerceklestirildi. Sonra igerisinde steril saf su bulunan petrilere alinarak 2-3 kez yikanip,
alkolden armdirildi. Daha sonra tiipiin {izerine 1 ml niitrient siv1 besiyeri ilave edildi. Steril
bir homojenizator ile larvalarin iyice ezilmesi saglandi. Elde edilen karigim bir tiilbent
vasitastyla siiziildi. Bu karisgimdan 10 pl, 50 pl ve 100 pl alinarak ii¢ ayr1 niitrient agar
besiyerine ekim yapildi. Ekimler 30°C’lik etiivde 2-3 giin siire ile inkiibe edildi. Kalan
karisim 30°C’de 5-6 saat inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun amaci, karisimda ¢ok diisiik
saylda olabilecek mikroorganizmalarin sayisini artirarak, sonraki ekimde tespit
edilmelerini kolaylastirmaktir. Bu inkiibe edilen karisimdan da 10 pl ve 50 pl alinarak yine
niitrient agar besiyerlerine ekim yapildi. Ayrica, bu inkiibe edilen karisim seyreltildi ve her
tiipten 10 pl, 25 pl ve 50 pl alinarak ayr1 ayri niitrient agar besiyerine ekim yapildi. Son
olarak, karisimdan 1 ml alinip, ependorf mikrosantrifiij tiip i¢erisinde 80°C’de 10 dakika
bekletildi. Bundan da 10 pl, 25 pl ve 50 ul alinarak {i¢ ayr1 niitrient agar besiyerine ekim
yapildi. Boylece yiiksek sicakliga dayanikli bakterilerin izolasyonu saglandi. Niitrient agar

besiyerine yapilan ekimlerin hepsi 30°C’lik etiivde 2-3 giin siireyle inkiibe edildi.
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2.3. 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
ozeyle dikkatlice segilerek cizgi ekimleri yapildi ve saf kiiltiirler elde edildi. Elde edilen
kiiltiirler, numaralandirilarak, sonraki c¢alismalarda kullanilmak iizere %20’lik steril

gliserol igersinde — 80 °C’de stoklandi.

2.4. Izolatlarin Morfolojik ve Boyama Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.4.1. 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 s1v1 besiyerine ekildi ve 30°C’ye ayarli su banyosunda 16-24 saat
inkiibasyona birakildi. Biiyliyen kiiltiirlerden bakteriyal smear hazirlandi ve alevden
gecirilerek tespit edildi. Hazirlanan smear, 1 dakika kristal viole ile muamele edilerek
dH20 ile yikandi. Kurumasi beklenmeden 1 dakika lugol ile muamele edildi. Aseton-
alkolle renk giderilinceye kadar yikandiktan sonra, renk kaybini durdurmak i¢in hemen
dH20 ile yikandi. Safranin ile 30-60 saniye muamele edildi ve smear tekrar dH20 ile
yikandi. Kurutulduktan sonra preperat 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).

2.4.2. Endospor Boyama

Izolatlarin endospor olusturup olusturmadigini ve olusturuyor ise endosporun hiicre
icersindeki pozisyonunu belirlemek amaciyla, yalniz gram pozitif izolatlar nutrient broth
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 dakika
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boyunca su buhari iizerinde boyandi. Daha sonra dH20 ile yikandi ve 30-60 saniye safranin
ile muamele edildi. Tekrar dH20 ile yikanarak acik havada kurutuldu. Mikroskop altinda
incelenerek kirmizi renkli hiicreler igerisinde yesile boyanmis sporlarin varligi arastirild

(Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.5. izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.5.1. izolatlarin Optimum Biiyiime Sicakliklarinin Belirlenmesi

izolatlarin maksimum ve minimum biiyiime sicakliklarmin belirlenmesi amaciyla
bakteriler niitrient sivi besiyerine ekildi ve 30-50°C arasindaki sicakliklar i¢in 5 giin, 20-
30°C arasindaki sicakliklar i¢in 14 giin inkiibe edilerek maksimum ve minimum biiyiime
sicakliklari ortaya ¢ikarildi (Sneath, 1968).

Izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla niitrient broth
besiyeri i¢inde yapilan 16-24 saatlik kiiltiirlerden, ODeoo = 0,1 olacak sekilde yeniden
niitrient s1v1 besiyerine ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 20, 30, 37, 45 ve 50°C’lerde
biiyiitiildii. Yapilan bu kiiltiirlerden saat basi Ornekler alinarak spektrofotometrede
ODeoo’de absorbans degerleri Olciilerek bakterilerin optimum olarak biiylidiigli sicakliklar

orataya ¢ikarildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.5.2. izolatlarin pH Araliklarinin Belirlenmesi

[zolatlarin biiyiiyebildigi pH araliginin belirlenmesi igin izolatlar degisik pH
degerlerine (3, 4, 6, 8, 10 ve 11) sahip niitrient broth besiyerlerine inokiile edildi ve
30°C’ye ayarli etiivde ii¢ giin inkiibe edildi. Inkiibasyon neticesinde iireme olup
olmadigina spektrofotometrede (ODeoo’de) Olgiimler yapilarak karar verildi. Ayrica,
bakterilerin 5,7 pH’l1 “sabouraud dextroz agar ve broth” besiyerinde lireme 6zelligi ve ayni
zamanda pH’1 6’dan diisiik ve 7’den yiiksek olan Voges-Proskover sivi besiyerindeki

biiylime 6zellikleri incelendi (Cappucino ve Sherman, 1992).
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2.5.3. izolatlarin NaCl Toleranslarimin Belirlenmesi

Izolatlarin NaCl ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyla %3, 5, 7 ve 20 oraninda NaCl
eklenmis niitrient sivi besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney tiiplerine
alinarak her izolattan ekim yapildi ve 14 giin boyunca 30°C’ye ayarli etiivde inkiibe edildi.
Ureme olan ve olmayan tiipler belirlenerek, izolatlarn hangi oranlarda tuzu tolere

edebildiklerine karar verildi (Sneath, 1968).

2.6. Izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.6.1. Nisasta Hidroliz Testleri

Izolatlarin nisastayr hidroliz edip etmediklerinin belirlenmesi icin “nisasta agar
besiyerleri” hazirlandi1 (Ek-2). Bu besiyerini iceren petrilere herbir izolattan ¢izgi ekim
yapildi ve 3 ve 7 giin boyunca 30°C’ye ayarh etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
petrilerin {izerine lugol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin olusumu nisastanin hidroliz

oldugunu, mavi rengin olusumu ise nisastanin hidroliz olmadiginm gosterdi (Benson, 1985).

2.6.2. Katalaz Testleri

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H2O2) ve bazi durumlarda
ise tamamen toksik olan siiperoksitler liretmektedir. Mikroorganizmalar, olusan bu {iriinleri
etkisiz hale getirmek igin katalaz ve peroksidaz enzimlerini iiretir. Izolatlarin katalaz
enzimi iretip iiretmediklerini ortaya ¢ikarilmasi amaciyla “triptik soy agar besiyeri”
hazirlandi. Izolatlar bu besiyeriyi igeren petrilere ekildikten sonra, 24-48 saat 30°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan petrilere %3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave
edildi ve olusan gaz kabarciklarina gore testin pozitif olduguna karar verildi (Cappucino ve
Sherman, 1992).
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2.6.3. Oksidaz Testleri

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

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

2.6.4. API Test Kitleri ile Bakteriyel izolatlarin Tanimlanmasi

API Test Kitleri, minyatiir hale getirilmis biyokimyasal testlerden olusan ve veri
tabant kullanilarak degerlendirilen bir sistemdir. Gram pozitif ¢ubuk sekilli olan
bakterilerin tiir seviyesinde tanimlanmalar1 i¢cin API20E ve APISOCHB (bioM¢érieux,

France) test kitleri kullanildi.

2.6.4.1. API50CHB Test Kiti

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

Ornekler triptik soy agar besiyerine ekildi ve 1 gece inkiibasyona birakild1.
Inkiibasyondan sonra steril bir spatula yardimiyla alinan koloni “API 50CHB/E Medium”
besiyerine aktarilarak siispansiyon haline getirildi. Inkiibasyon kutulari (tepsi ve kapak)
hazirlandi. Tepsi kuyucuklarina nemli ortam yaratmak amaciyla 10 ml steril saf su koyuldu
ve tepsi kenarina izolat numarasi yazildi. APISO CHB stripleri steril pens yardimiyla
tepsiye alindi ve hazirlanan siispansiyon pipetdr yardimiyla hava kabarcigi olmayacak ve
tasmayacak sekilde tiiplere dagitildi. Diizenekler 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Sifir numaral tiip negatif kontrol olarak alind1 ve tiiplerde olusan renk degisimi
pozitif sonu¢ olarak okuma kagidina kaydedildi. Veriler bilgisayar ortamina aktarilarak

izolatlarin tiir seviyesinde tanimlamalar1 yapildi.
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2.6.4.2. API20E Test Kiti

API20E, 21 minyatiir hale getirilmis biyokimyasal test ve veri tabani kullanan
Enterobacteriaceae ve zor iiremeyen Gram negatif ¢omaklar i¢in standart hale getirilmis
tanimlama sistemidir.

Ornekler bir giin énceden triptik soy agar besiyerine ¢izgi ekim yapildi, 16 saat
inkiibasyondan sonra steril spatula yardimiyla alinan koloni “API Suspension Medium” ya
da “API NaCl % 0.85” besiyerinde siispansiyon haline getirildi ve homojen bir karigim
olmasi saglandi. Hazirlanan tepsi kuyucuklarina nemli atmosfer saglanmasi i¢in 5 ml steril
saf su koyulup, tepsi kenarina izolat numarasi yazildi. Steril pens ile API20E stribi tepsiye
yerlestirildi. Hazirlanan bakteri siispansiyonu tiiplerde hava kabarcigi kalmayacak sekilde
dagitildi. Diizenekler 30°C etiivde 18-24 saat inkiibasyona birakildi.

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

bilgisayar ortaminda tanimlama programi kullanilarak elde edildi.

2.6.4.3. API of Medium Testi

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

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

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

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

2.6.5. VITEK-2 Test Kitleri ile Bakteriyel izolatlarin Tanmimlanmasi

VITEK-2, bakterilerin asidifikasyon, alkalinizasyon, enzim hidrolizi gibi cesitli
metabolik aktiviteleri belirleyen ve genis bir veritabani {izerinde tanimlanmalarini saglayan
sistemdir. Bu sistemde spor olusturan gram pozitif basiller i¢in BCL, gram pozitif koklar
ve spor olusturmayan gram pozitif basiller icin GP, gram negatif fermentatif ve non-
fermantatif basiller iginse GN kartlar1 kullanilir.

Ornekler triptik soy agar besiyerine ekildi ve 1 gece inkiibasyona birakild.
Inkiibasyondan sonra steril bir swap yardimiyla alman bakteri steril tuz solusyonuna
aktarilarak siispansiyon haline getirildi. McFarland bulaniklik araligit BCL i¢in 1.80-2.20,
GN ve GP Kkartlar iginse 0.50-0.63 olacak sekilde ayarlandi ve siispansiyonlar kasetlere
yerlestirildi. Kartlar da siispansiyonlara yerlestirilerek barkodlar1 bilgisayar sistemine
tanitildi ve cihazin otomatik tasiyict sistemine yiiklendi. Yaklasik 14-15 saat sonra

sonuglar alindi.
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2.7. Bakteriyel Izolatlarin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.7.1. Genomik DNA izolasyonu

Bakteriler bir gece 6nceden 3 ml Leura-Bertani (LB) s1v1 besiyerine ekim yapilarak
30°C’de inkiibasyona birakildi. Izolasyon igin DNA izolasyon kiti (Promega- Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System) kullanildi. Inkiibasyondan sonra ependorf igine
alian kiltiirler 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Stipernatant1 uzaklastirilan tiipler
icerisine 480 ul 0.5M EDTA ilave edilip, vortekslendi. C6ziinen pelletin tizerine 120 ul 10
mg/ml lizozim ilave edildi ve 37°C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pellet {izerine 600 pl “Nuclei Lysis
Solution” eklenip karistirildi ve 80°C’de 5 dakika bekletilip sogutuldu. Karisima 3 ul “20
mg/ml RNase Solution” ilave edilip tiipler 2-5 kez alt iist edildikten sonra 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. Oda sicakligina geldiginde tiiplere 200 pl “Protein Precipitation
Solution” ilave edildi, 20 saniye vortekslendikten sonra 30 dakika buzda bekletilip 14.000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant bos ependorflara alinip, pellet atildi.
Siipernatantlara 600 pl izopropanol ilave edildi, pellet olusuncaya kadar alt st edildi ve
14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pellete 600 pl etanol
ilave edilip, 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Stipernatantlar uzaklastirildiktan sonra
etanoliin iyice uzaklasmasi i¢in pellet acik havada kurumaya birakildi. Son olarak pellet
100 pl “DNA Rehidration Solution”da ¢oziildii ve 65 °C’de 1 saat bekletildi ve 4 °C’de

muhafaza edildi.

2.7.2.16S rDNA Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Genomik DNA’lar1 izole edilen bakteriyal izolatlarin 16S rDNA dizileri, 5'- ATT
CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA-3’(geri) ve 5' - ATG GTA CCG TGT GTG ACG
GGC GGT GTG TA-3' (ileri) primer dizileri kullanilarak PCR yo6ntemi ile ¢ogaltildi. PCR
isleminde GoTaq DNA Polymerase (Promega) enzimi kullanildi. Enzim kosullarina gore
reaksiyon ve program Tablo 10’daki gibi olusturuldu. Cogaltma islemi 200 pl’lik tiiplerde
"Bio-Rad Thermal Cycler" da gerceklestirildi. Elde edilen PCR iiriinlerinin 5 pl’si 0,5
pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %]1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek, jel goriintiileme sistemi

(Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi.
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Tablo 10. PCR reaksiyonu ve programi

PCR Dongiisii Sicaklik Stire Dongii sayisi
Baslangi¢c Denaturasyonu 95°C 2 dk. 1
Denaturasyon 95°C 0,5-1 dk.

Baglanma 42-65°C 0,5-1 dk. 25-35
Uzama 72°C 1 dk.

Son Uzama 72°C 5 dk. 1

2.7.3. Bacillus Cinsine Ait Izolatlarimin cry Gen I¢eriklerinin Belirlenmesi

Sn7, Sn8, Sn9, Sn10 kodlu izolatlarin cry gen igeriklerinin tespit edilebilmesi igin
PCR yapildi. Bu 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") , cry2
(ileri, 5°- GTT ATT CTT AAT GCA GAT GAA TGG G-3’; geri, 5’-CGG ATA AAA
TAA TCT GGG AAA TAG T-3), cry3 (ileri, 5’-CGT TAT CGC AGA GAG ATG ACA
TTA AC-3’; geri, 5’-CAT CTG TTG TTT CTG GAG GCA AT-3’) ve cry4 (ileri, 5’GCA
TAT GAT GTA GCG AAA CAA GCC -3’; geri, 5’- GCG TGA CAT ACC CAT TTC
CAG GTC C-3°) (Ben-Dov vd., 1997). Ayrica PCR fiiriinlerini dogrulamak igin cryl ve
cry2 genlerini igeren Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (4D1), cry3 genini igeren
Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis (BTS1) ve cry4 genini igeren Bacillus
thuringiensis subsp. israilensis (5724) suslar1 kullanildi. PCR reaksiyonu Tablo 10°da
gosterildigi gibi gerceklestirildi. Elde edilen PCR iirtinlerinin 5 pl’si 0,5 pg/ml etidyum
bromiir ihtiva eden %]1’°lik agaroz jelde yiiriitiilerek, jel goriintiileme sistemi (Gel Logic;

Kodak) ile goriintiilendi.

2.7.4. 16S rDNA Gen Bolgelerinin pGEM-T Vektoriine Klonlanmasi

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

kullanmak tizere 4 °C’de sakland.
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2.7.5. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Bir giin 6nceden petriye ekilmis Escherichia coli JM101 susundan 3 ml Leura-
Bertani (LB) besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de gece boyunca biiylimeye birakildi.
Hiicrelerin yogunlugu 600 nm dalga boyunda 0,1 olacak sekilde 30 ml LB besiyerine
asiland1. Hiicreler, 37°C’de en az 1 saat, 600 nm dalga boyunda 0,45-0,55 arasinda olana
kadar inkiibasyona devam edildi. istenilen yogunluk elde edildiginde siispansiyonun
tamamu steril falkon tiipe bosaltild1 ve sogutmali santrifiijde 4°C’de 4.500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellet 10 ml 100 mM’lik soguk CaClz
ile ¢ozdirildiikten sonra 30 dakika buzda bekletildi. Daha sonra tekrar 4°C’de 4.500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi ve pellet 2 ml 100
mM’lik soguk CaCl; ile ¢ozdiiriildi. Hazirlanan kompotent hiicre 4°C’de en az 2 saat

bekledikten sonra kullanildi.

2.7.6. 16S rDNA Gen Bolgelerinin Kompotent E. coli JM101’e Aktarim

Steril ependorfa 200 pl kompotent hiicre ve 3-4 ul ligasyon iiriiniinden koyulup 30
dakika buzda bekletildi. Daha sonra 46 °C’de 2 dakika 1siyla muamele edildikten sonra 1
ml LB sivi besiyeri ilave edilip, 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
siiresinden sonra 6.000 g’de 3 dakika santrifiij edildi. Yaklasik 50 pl kalacak sekilde
siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet dikkatli bir sekilde ¢ozdiiriildii. LBA™ agar
besiyerine 40 pul X-Gal (40 mg/ml), 40 pl IPTG (24 mg/ml) ve transform olmus hiicre
yayma ekim yapildi. Petriler 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
igerisine plazmid alan hiicrelerin beyaz koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar

secildi.

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

Transformasyon sonucunda petri iizerinde olusan mavi/beyaz koloni rengine gore
secilen beyaz kolonilerden, igerdikleri plazmid DNA’larin1 izole etmek i¢in LBA™ sivi
besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmid

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

izole edilen plazmid DNA’larmin 16S rDNA gen bdlgesini igerip icermedigini tespit
etmek icin plazmid DNA’lar1 EcoRI restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 10 pl DNA,
0,5 ul EcoRI (promega), 2 ul enzime ait 10x reaksiyon tamponu ve 7,5 pul H2O olacak
sekilde 20 pl’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 2-5 pl yiiriitme boyasi ilave edildi ve 65°C’de 10 dakika enzimin
inaktive olmasi igin bekletildi. Ardindan %1°lik jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA

fragmentlerini igeren klonlar belirlendi.

2.7.8. Klonlarim I¢erdigi DNA Par¢alarimin Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

Dogrulanan klonlar 5 ml LBA™ s1v1 besiyerine ekildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece
boyu inkiibe edildi. Kiiltirler 16 saatlik inkiibasyon sonunda 14.000 rpm’de 2 dakika
coktiiriildiikten sonra plazmit izolasyon kiti (Fermantas-GeneJET Plasmid MiniPrep Kit)
kullanilarak izole edildi. Plazmid DNA konsantrasyonlar1 OD2s0’da belirlendi. Tiim
DNA’lardan 20 pI’lik hacim iginde 20 ng/pl konsantrasyonlarinda hazirlandi. Tiipler
etiketlendikten sonra Macrogen Firmasina (Hollanda) DNA bazlarinin otomatik analiz

edilmesi i¢in génderildi.
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2.7.9. Elde Edilen Baz Dizilimlerinin incelenmesi

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

degerlendirildi.

2.7.10. Bacillus Cinsi Izolatlarin Protein icerikleri

2.7.10.1. Bacillus Cinsi Izolatlarin Spor ve Kristal Siispansiyonlarmin
Hazirlanmasi

B. thuringiensis izolatlar1 “niitrient agar” besiyerlerinde bes giin biyiitildi.
Besiyerlerinden toplanan spor-kristal karisimlar1 soguk 1 M’lik NaCl’de siispanse edildi.
Daha sonra bu karisim 13000xg’ de 4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pelte
steril ddH20 ile iki kez yikandi. Pelte steril ddH20’da ¢oziildii. Elde edilen proteinin
konsantrasyonu Bradford yontemi (1976) ile tayin edildi. Kullanilincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.

2.7.10.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

B. thuringiensis izolatlarindaki kristal proteinleri tespit etmek igin spor-kristal
karisimlari sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) analiz
edildi.

Miktarlar1 tayin edilmis olan protein numunelerinden uygun miktarlarda (10 ul)
alindi. Bu numunelere muamele tamponu (60 mM Tris-HCI (pH 6,8), %25 Gliserol, %2
SDS, %5 2-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra numuneler
kaynayan su igerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970) tarafindan
tanimlanan %10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 30 mA akim uygulanarak ayrilma islemi
gergeklestirildi.
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Ayirma islemini sonrast boyamadan once, yiiriitiilen proteinlein jelde bulunduklar
yerde kalmasini saglamak ve istenmeyen kimyasallari (lire, tampon ¢6zelti) uzaklastirmak
i¢cin etanol ve asetik asit ¢ozeltisi icerisinde sabitleme yapildi. Boyama islemi i¢in glimiis
nitrat jele emdirildi. Jel, goriintii olusumu i¢in sodyum hidroksit ve formaldehit ¢ozeltisi
icerisine alindi. Goriintii olusumu saglandiktan sonra jel goriintiisii tarayict yardimiyla

bilgisayar ortamina aktarildu.

2.8. Bakteriyel Izolatlarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

2.8.1. S. nonagrioides’ten izole Edilen Bakterilerin insektisidal Aktivite Testleri

S. nonagrioides’ten izole edilen ve karakterizasyonlar1 yapilan kiiltire edilebilir
izolatlardan spor olugturmayanlar 24-48 saat, spor olusturanlar ise 96 saat 30°C’ye ayarli
sallayicida 5 ml niitrient siv1 besiyeri i¢erisinde inkiibe edildi. Sonra 3000xg’de 10 dakika
santrifiij edildi. Hicrelerin olusturdugu pellet 5 ml steril PBS’de ¢ozildi. Bakteri
yogunlugu, spektrofotometrede dlgiilerek ODgoo’de 1,89 (1,8 x 10° bakteri/ml) olacak
sekilde ayarlandi (Ben-Dov vd., 1995).

Uygun konsantrasyonlarda hazirlanan izolatlar, dairesel pargalara ayrilan misir
kocanlar1 ile muamele edildi ve 15 cm capindaki plastik kutulara yerlestirildi. Sonra bu
kutulara, 3-4 saat a¢ birakilmig, saglikli 3. evre S. nonagrioides larvalarindan 10’ar adet
yerlestirildi. Deney diizenekleri 28°C’de 12:12 151k peryodunda ve %60 nem ortaminda
gerceklestirildi ve 15 giin boyunca giinliik takip edildi. Kontrol grubunda ise steril PBS
kullanildi. Tiim denemeler {i¢ defa tekrar edildi ve 15 giin sonunda 6liim oranlari Abbott

formiiliine gore hesaplandi (Abbott, 1925).

2.8.2. Yiiksek Oldiiriicii Etkili Bacillus Cinsi Bakterilerin insektisidal Aktivite
Testleri

Farkli zararlilardan izole edilmis ve zararlilar iizerinde yliksek oranda oldiiriicii
etkiye sahip 3 Bacillus izolati kullanildi (Tablo 11). Bu izolatlar, Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari Kkiiltiir

koleksiyonundan saglandi. Bakteri silispansiyonlarinin hazirlanmasi ve biyotest
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diizeneginin kurulmasi 2.8.1°de belirtildigi gibi gerceklestirildi. Sonuglar 15 giin sonunda

degerlendirildi.

Tablo 11. Yiksek oldiirticu etkisi bilinen Bacillus izolatlari

Kaynak Bakteri Kodu Bakteri

Lymantria dispar Lyd4 Bacillus thuringiensis

Malacosoma neustria MnD Bacillus thuringiensis var. kurstakii
Balaninus nucum BnBt Bacillus thuringiensis var. kurstakii

2.8.3. Farkli Doz Denemeleri

2.8.1 ve 2.8.2 numarali testler sonucunda Sesamia nonagrioides iizerinde yiiksek
oldiiriicti etkiye sahip olduklari belirlenen 6 izolatin (Sn8, Sn10, Snl4, BnBt ve MnD)
zararli iizerinde doz denemeleri yapildi. Belirlenen izolatlar 2.8.1’de belirtildigi gibi
hazirlandi.

Hazirlanan karisimin konsantrasyonlar1 1,8x10°x% ve 1,8x10°x2 bakteri olacak
sekilde ayarlandi. Uygun konsantrasyonlarda hazirlanan izolatlar, larvalara verilecek misir
koganlarina iyice bulastirildi. Hazirlanan koganlara 10’ar adet saglikli larva birakildi ve
deney diizenekleri 28°C’de 12:12 151k peryodunda ve %60 nem ortaminda 15 giin boyunca
giinliik takip edildi. Kontrol grubunda ise steril PBS kullanildi. Deneyler {icer tekrarli

olarak gergeklestirildi ve 15 giin sonunda 6liim oranlar1 Abbott formiiliine gore hesaplandi
(Abbott, 1925).



3. BULGULAR

3.1. Sesamia nonagrioides Larvalarindan Bakteri izolasyonu

Bu c¢alismada, Adana ve g¢evresindeki misir alanlarindan toplanan Sesamia
nonagrioides (Misir kogan kurdu) larvalarindan 4 tanesi Olii larvalardan olmak tizere
toplam 15 bakteriyel izolat elde edildi. izolasyonu gerceklestirilen bakterilerin daha sonra
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tanimlamalar1 yapilarak insektisidal
etkileri arastirildi.

Izolasyon calismalar1 sonucunda S. nonagrioides larvalarindan farkli morfolojik
ozelliklerde 15 Kkiiltiire edilebilir bakteri izole edildi. izolatlarin 4 tanesinin yiiksek
sicakliklara (80°C) dayanikli oldugu belirlendi.

Saflastirilan 15 izolat Snl, Sn2, Sn3, Sn4, Sn5, Sn6, Sn7, Sn8, Sn9, Snl10, Snll,
Sn12, Sn13, Sn14 ve Snl15 olarak numaralandirildi.

3.2. Bakteriyel izolatlarin Morfolojik ve Boyama Ozellikleri

[zolatlarin koloni rengi ve sekli gibi morfolojik ozellikleri makroskobik olarak ve
binokiiler mikroskop altinda incelenerek belirlendi. Bu inceleme sonuglarina gore; Snl
numarali izolatin krem renkli diiz-yuvarlak oldugu, Sn2 numarali izolatin agik krem renkli
diiz-yuvarlak, Sn3 numarali izolatin krem renkli diiz-yuvarlak, Sn4 numarali izolatin krem
renkli diiz-yuvarlak, Sn5 ve Sn6 numarali izolatlarin sar1 renkli diiz-yuvarlak, Sn7
numarali izolatin krem renkli dalgali-yuvarlak, Sn8 numarali izolatin agik krem renkli diiz-
yuvarlak, Sn9 ve Sn10 numarali izolatlarin krem renkli dalgali-yuvarlak, Sn11 numarali
izolatin krem renkli diiz-yuvarlak, Sn12 ve Sn13 numarali izolatlarinin koyu krem renkli
diiz-yuvarlak ve Sn14 numarali izolatin krem renkli diiz-yuvarlak, Sn15 numarali izolatin
ise turuncu renkli diiz-yuvarlak koloni morfolojilerine sahip oldugu belirlendi (Tablo 12).

Yapilan gram boyama ve endospor boyama sonucunda bakterilerin hiicre seklinin
Sn12 hari¢ basil, Sn12’nin ise kok oldugu belirlendi. Sn5, Sn7, Sn8, Sn9, Sn10, Snl2,
Sn15 numarali izolatlarin gram pozitif, Snl, Sn2, Sn3, Sn4, Sn6, Snll, Sn13 ve Snl4
numarali izolatlarin ise gram negatif oldugu belirlendi. Gram pozitif bakterilerden Sn7,

Sn8, Sn9 ve Sn10’un endospor ihtiva ettigi belirlendi.
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Sn3, Sn5, Sn12 numarali bakterilerin hareketsiz, Snl, Sn2, Sn4, Sn6, Sn7, Sn8, Sn9,
Snl10, Snll, Sn13, Sn14 ve Sn15 numarali bakterilerin ise hareketli oldugu tespit edildi.

Tablo 12. Bakteriyel izolatlarin morfolojik ve boyama o6zellikleri

. Koloni  Koloni NB'de Hiicre Gram Spor
[zolatlar — Kaynak Rengi Sekli Hareket Goriinim  Sekli  Boyama Boyama
Oli Diiz ;
+ - -
Snil (Larva) Krem Yuvarlak Bulanik Basil
Olii Acik Diiz .
+ - -
Sn2 (Larva) Krem  Yuvarlak Bulanik Basil
Olii Diiz )
n Krem - Bulanik Basil - -
Sn3 (Kelebek) ¢ Yuvarlak ulant asl
Olii Acik Diiz .
+ - -
Sn4 (Pupa) Krem  Yuvarlak Bulanik Basil
Sn5 Canli Sar1 Diiz - Bulanik Basil + -
Yuvarlak
Sn6 Canli Sar1 Diiz + Bulanik Basil - -
Yuvarlak
Dalgali .
Sn7 Canli Krem + Bulanik Basil + +
Yuvarlak
Acik Diiz . .
+ + +
Sn8 Canli Krem  Yuvarlak Cokelme Basil
Sn9 Cani  Krem gl + Bulank  Basil + +
Yuvarlak
Dalgali .
Sn10 Canli Krem + Bulanik Basil + +
Yuvarlak
Snll Canli Krem Dz + Bulanik Basil - -
Yuvarlak
Koyu Diiz
- + -
Snl12 Canli Krem  Yuvarlak Bulanik Kok
Koyu Diiz .
+ - -
Snl3 Canli Krem  Yuvarlak Bulanik Basil
Di )
Snl4  Canli  Krem uz + Bulanik  Basil ; ;
Yuvarlak
Snl5 Canli Turuncu Dz + Bulanik Basil + -

Yuvarlak
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3.3. Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Mikroorganizmalarin biiylimelerinde etkili olan pH, NaCl ve sicaklik faktorlerinin
optimum araliklarmin belirlenmeleri igin ¢esitli araliklarda testler yapildi. Bu testlerin
sonuglar1 Tablo 13’da verilmektedir. Elde edilen bu sonuglara gore tiim izolatlarin pH 8’de
biiyiiyebildigi, buna karsilik pH 3’de sadece Sn9 ve Snl1 kodlu bakterilerin, pH 4’te ise
Sn3, Sn4, Sn9, Snl1, Snl13 ve Snl4 kodlu bakterilerin biiyiiyebildigi goriildii. Ayrica, pH
11°de sadece Sn6’nin biiyliyemedigi tespit edildi.

Tiim bakterilerin 20 ve 30°C’de rahatlikla biiyiiyebildigi, 37°C’de Sn6 ve Sn9 kodlu
bakterilerin biiyliyemedigi gorildi. Sn2, Sn7, Sn8, Snl13 kodlu bakterilerin 50°C’de
biiyiliyebildigi digerlerinin biiyliyemedigi goriildii.

Tablo 13. Bakteriyal izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

iolatlar pH Testi Tuz Testi (%) Sicaklik Testi (°C)

3 4 5 6 8 1 3% 5% 7% 20 30 37 45 50
Snl - -+ + 4+ + + - - + + o+ o+ -
Sn2 - -+ o+ 0+ + + + o+ + + + o+ o+
Sn3 -+ o+ o+ o+ + + + o+ + o+ o+ o+ -
Sn4 -+ + o+ o+ + + + o+ + + o+ o+ -
Sn5 - -+ o+ o+ + + o+ 4+ + + o+ o+ -
Sn6 - - -+ 4+ - + - - + + - - -
Sn7 - -+ o+ o+ + + + - + + + o+ o+
Sn8 - -+ + o+ + + + o+ + o+ o+ o+ o+
Sn9 + + + + + + + - - + O+ o+ o+ o+
Snl0 N + + - - + + + + o+
Snll + + + + o+ + + o+ o+ + + o+ o+ -
Snl2 - -+ o+ o+ + + o+ o+ + + o+ o+ -
Snl3 -+ + o+ o+ + + + + + + o+ o+ o+
Snl4 -+ + o+ o+ + + + + + o+ o+ o+ -

Snl - - - - 4+ 4+ + + + 4+ + - - -
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Bakterilerin tiir tayininde kullanilan kriterlerden birisi de bazi enzimleri {iretip
tiretmediklerinin, bazi1 organik maddeleri sentezleyip sentezleyemediklerinin ve bazi
organik maddeleri pargalayip pargalayamadiklarinin belirlenmesidir. Bu amagla nisasta
hidrolizi, oksidaz ve katalaz testleri yapildi. Test sonuglar1 Tablo 14°de verilmektedir.
Katalaz testi sonucunda izolatlarin hepsinin katalaz enzimini irettigi gozlendi. Oksidaz
testinde ise Snl, Sn2, Sn3, Sn5, Sn6, Snll ve Snl4 numarali izolatlarin oksidaz enzimi
trettigi Sn4, Sn7, Sn8, Sn9, Sn10, Sn12, Sn13 ve Sn15 numarali izolatlarin ise oksidaz
enzimi tretmedigi belirlendi. Nisasta hidrolizi testinde ise Sn6, Sn7, Sn9, Sn10 ve Snll

numarali izolatlarin nisastay1 hidroliz ettigi sonucuna varildi.

Tablo 14. Bakteriyal izolatlarin baz1 biyokimyasal 6zellikleri

Izolatlar Katalaz Testi Oksidaz Testi Nisasta Testi
Snl + + -
Sn2 + + -
Sn3 Z+ + -
Sn4 Z+ - -
Sn5 Z+ - +
Sn6 Z+ + +
Sn7 + - +
Sn8 + - -
Sn9 + - +
Sn10 Z+ - +
Snll Z+ + +
Sn12 + - -
Snl3 + - -
Snl4 + + -
Snl5 Z+ - -

Z: Zayif
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API 50CHB test kiipiillerine yapilan ekimlerin sonunda sifir numarali tiip kontrol
olarak alind1 ve renk degisimi olan tiipler pozitif sonug olarak degerlendirildi. Ayni sekilde
API 20E test kiipiillerine yapilan ekimlerin bir kism1 ayira¢ (TDA, JAMES, VP1-VP2,
NIT1-NIT2) ilave edilerek diger kismi ise direk renk degisimi gbzlenmesiyle izolatlarin
metabolik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi. AP 20E ve API 50CHB test panellerinin
pozitif ve negatif sonuglar1 ise Sekil 6 ve 7°de gosterildigi gibidir.

alals |

. - ‘ — v \./ h

oneG ADH  LOC Aopc @iy wzs Ause oA i A GEL GLUAMAN  INO  SORA A sAG MeL A Ay
~ L N o]
8 e N Do - \M = |
I . :
(S NS o W\ Y\ N &

ONPGADHTLDC A ODC TCITT 12 AuRe TOA IND uau GEL LU AMAN INO  SORA RNA  BAG MEL I\MV

Sekil 6. API 20E test sisteminin pozitif (iistte) ve negatif (altta) sonuglari

fopi socH

Jopi o

fopi socH

Sekil 7. API S0CHB test sisteminin pozitif (solda) ve negatif (sagda) sonuglari
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Tablo 15’de izole edilen gram pozitif SnS, Sn7, Sn8, Sn9, Sn10, Sn12 ve Sn15 kodlu
bakterilerin APl 50 CHB panel test sistemindeki biyokimyasal test sonuglar
goriilmektedir. Tablo 16’de ise gram pozitif ve gram negatif bakterilerin API 20E panel

test sistemindeki biyokimyasal test sonuglar1 goriillmektedir..

Tablo 15. Gram pozitif izolatlarin API 50 CHB test sonuglar1

Testler Acik Adi Sn5 Sn7 Sn8 Sn9 Snl0 Snl2 Snil5
GLY  Glycerol + + - + + + -
ERY Erythriol + + + + + + +
DARA D-Arabinose + - - + + - )
LARA L-Arabinose + - - + + + -
RIB D-Ribose + + + - + + -
DXYL D-Xylose - + + + + + +
LXYL L-Xylose + + + + + + +
ADO  D-Adonitol + + + - + - +
MDX  Methyl-B-D-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  Mygdalin - - + + + + +
ARB  Arbutin + + + - + - +
ESC Esculin-ferric sitrate + + - + + + +
SAL Salisin - + + + + + -
CEL D-Celibiose - + + + + + +
MAL  D-Maltose - + + - - + +
LAC D-Lactose (bovineorgine) + - + - + + +
MEL  D-Melibiose + + - + + + +
SAC  D-Saccharose (sucrose) + - - + + - -
TRE D-Trehalose + + + + + + +




Tablo 15°in devami
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INU
MLZ
RAF
AMD
GLYG
XLT
GEN
TUR
LYX
TAG
DFUG
LFUC
DARL

LARL

GNT
2KG
5 KG

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
Potassium 5- ketogluconate

+ + + + + + + + + + + +

+ + +

+ + +

+ + + + + + + 4+

+ + + + + + + +

+ + + +

+ + +

+ + + +

+ +

+ + +

+ +




Tablo 16. izolatlarin API 20E test sonuglari

Testler  Substrat Aktivite Sln 82n 83n S4n 85n 86n S7n 88n Sgn ?8 ?Q ?g fg ?2 ?2
ONPG ONPG B-galaktosidaz + + + + - - + + + - + - +
ADH  Arginin Arginin dihidrolaz - - + - - - + + + + + + + - +
LDC Lisin Lisin dekarboksilaz - + - + + + - + + + + + + + +
ODC  Ornitin Ornitin dekarboksilaz - - + + - + - + + - + + + + -
CIT Sitrat Sitrat kullanimi - + + + + + + + + - - + + + +
H2S Na thiosulfate HaS tiretimi - - - + - + - - + - - + + + +
URE  Ure Ure hidrolizi - + + - - - - - + + - + . + +
TDA  Triptofan Deaminaz - - - - - + - + - + + - + - +
IND Indol Indol iiretimi + - - - - + - + - + + + + + +
VP Na piruvat Aseton iiretimi - + + + + + - + + - + + + + -
GEL Komiir jelatin  Jelatinaz + - - - - + + + + - - + - + -
GLU  Glukoz Fermantasyon / oksidasyon - + + + - + - + + - + - - - +
MAN  Mannitol Fermantasyon / oksidasyon - + + + + Z+ - + + + + - + + +
INO Inositol Fermantasyon / oksidasyon - + - Z+ o+ Z+ - - Z+ o+ - + 7+ - -
SOR Sorbitol Fermantasyon / oksidasyon - + - Z+ + Z+ - + + + Z+ +  Z+ o+ +
RHA  Ramnoz Fermantasyon / oksidasyon - + + + + - - +  Z+ o+ + + + + +
SAC Sucrose Fermantasyon / oksidasyon - + 7+ + + Z+ - + - + - + + + +

1%
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API test kitlerinden elde edilen sonuglar API Software programinda degerlendirilerek
izolatlarm tamimlamasi yapildi. izolatlarm benzerlik gdsterdigi bakteriler ve benzerlik
oranlar1 Tablo 17°de verildi. Buna gore Snl ve Sn5 kodlu izolatlarin tanimlamasi

gergeklestirilemedi. Diger izolatlar ise tiir seviyesinde tanimlandi.

Tablo 17. API sonuglari ile tanimlanan bakteriyel izolatlar

Izolatlar Bakteri Tiiri Benzerlik (%)
Snl Tanimlanamadi -
Sn2 Morganella morganii 99.9
Sn3 Klebsiella pneumoniae 97.7
Sn4 Citrobacter freundii 98.3
Sn5 Tanimlanamadi -
Sn6 Chryseobacterium indologenes 99.7
Sn7 Bacillus thuringiensis 95.8
Sn8 Bacillus pumilus 99.9
Sn9 Bacillus thuringiensis 94.8
Sn10 Bacillus weihenstephanensis 90.8
Snll Klebsiella pneumoniae 97.7
Sn12 Staphylococcus sciuri 98.7
Sn13 Enterobacter cloacae 95.0
Sni4 Serratia marcescens 96.9
Sni5 Microbacterium arborescens 99.9

VITEK-2 panel test sistemi ile tam otomatik olarak bakterilerin asidifikasyon,
alkalinizasyon, enzim hidrolizi gibi cesitli metabolik aktiviteleri belirlendi ve kendi
veritabani iizerinde sonuglar degerlendirildi.

Gram pozitif sporsuz kok ve basil bakteriler igin VITEK-2 GP karti, gram pozitif
sporlu bakteriler i¢cin VITEK-2 BCL karti, gram negatif kok ve basil bakteriler icinse
VITEK-2 GN kart1 kullanilarak biyokimyasal bazi 6zellikler test edildi ve sonuglart Tablo
18, 19, 20°de gosterilmistir.
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Tablo 18. Gram pozitif sporsuz izolatlarin VITEK-2 test sonuglari

Test Acik Adi Sn5 Snl2 Snlb
AMY D-Amygdalin - + +
PIPLC Phosphatidylinositol Phospholipase C + + -
dXYL D-Xylose - - -
ADH1 Arginine Dihydrolase 1 + + +
BGAL Beta-Galactosidase - - +
AGLU Alpha-Glukosidase + + +
APPA Ala-Phe-Pro Arylamidase + - +
CDEX Cyclodextrin - - +
AspA L-Aspartate Arylamidase - - +
BGAR Beta-Galactopyranosidase - - +
AMAN Alpha-Mannosidase + - +
PHOS Phosphatase - + -
LeuA Leusine Arylamidase + - +
ProA L-Proline Arylamidase + - +
BGURr Beta Glucuronidase - - +
AGAL Alpha-Galactosidase - - -
PyrA L-Pyrrolidonyl-Arylamidase + -

BGUR Beta Glucuronidase - - -
AlaA Alanine Arylamidase + - +
TyrA Tyrosine Arylamidase + - -
dSOR D-Sorbitol - + +
URE Urease - - -
POLYB Polymixin B Resistance - - -
dGAL D-Galactose - + -
dRIB D-Ribose - + +
ILATK L-Lactate Alkanization + + +
LAC Lactose - - +
NAG N-Acetyl-D-Glucosamine - - -
dMAL D-Maltose + + -
BACI Bacitrasin Resistance - + -
NOVO Novobiosin Resistance - + +
NC6.5 Growth in 6.5% NaCl - + +
dMAN D-Mannitol - + +
dMNe D-Mannose - + +
MBdG Methyl-B-D-Glucopyranosidase - + -
PUL Pullulan - - -
dRAF D-Raffinose - - -
0O129R 0/129 Resiitance - + -
SAL Salicin - + -
SAC Saccharose + + -
dTRE D-Trehalose - + -
ADH2s Arginine Dihydrolase 2 + - +

OPTO Optochin Resistance + + +
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Tablo 19. Bacillus cinsi izolatlarin VITEK-2 test sonuglari

Testler Acik Adi Sn7 Sn8 Sn9 Snl0
BXYL Beta-Xylosidase + + - +
LysA L-Lysine Arylamidase + + + +
AspA L-Aspartate Arylamidase - + - +
LeuA Leusine Arylamidase + - + +
PheA Phenylalanine Arylamidase + + + -
ProA L-Proline Arylamidase - + - +
BGAL Beta-Galactosidase + - + +
PyrA L-Pyrrolidonyl-Arylamidase + + + +
AGAL Alpha-Galactosidase + + - -
AlaA Alanine Arylamidase + + + +
TyrA Tyrosine Arylamidase + + + +
BNAG Beta-N-Acetyl-Glucosamine + + - +
APPA Ala-Phe-Pro Arylamidase - - +
CDEX Cyclodextrin - - - -
dGAL D-Galactose + - + +
GLYG Glycogen + - - +
INO Myo-inositol + - - +
MdG Methyl-A-D-Glucopyranoside Asidification + + - -
ELLM Ellman + - + +
MdX Methyl-D-Xyloside - - - +
AMAN Alpha-Mannosidase - + - +
MTE Maltotriose + + + -
GlyA Glycine Arylamidase + - + -
dMAN D-Mannitol + - - +
dMNE D-Mannoose + + + -
dMLZ D-Melezitose - - - -
NAG N-Acetyl-D-Glucosamine + + + -
PLE Palatinose + + + +
IRHA L-Rhamnose + + + +
BGLU Beta-Glucosidase + + + +
BMAN Beta-Mannosidae + - - +
PHC Phosphoryl Choline - + -
PVATE Pyruvate + + + +
AGLU Alpha-Glucosidase + + - -
dTAG D-Tagatose + + - +
dTRE D-Trehalose + - + -
INU Inulin + - +
dGLU D-Glucose - - + +
drRIB D-Ribose + - + +
PSCNa Putrecine Assimilation + - - -
NaCl 6.5%  Growth in 6.5% Nacl + + + +
KAN Kanamycin resistance + + - +
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Tablo 19’un devami

OLD Oleandomycin resistance + + - +

ESC Esculin hydrolisis + + + +

TTZ Tetrazolium red - + + +

POLYB_R Polymixin_B resistance + - + -
Tablo 20. Gram negatif izolatlarin VITEK-2 sonuglari

Sn Sn Sn Sn Sn Sn Sn Sn

Testler  Acik Adi 1 ) 3 4 5 11 13 14
APPA  Ala-Phe-Pro Arylamidase - - - -+ - - -
ADO Adonitol - - + - - + + O+
PyrA L-Pyrrolidonyl-Arylamidase + - + o+ o+ o+ o+ O+
IARL L-Arabitol - - + - - - - +
dCEL D-Cellobiose - - + - - + + -
BGAL  Beta-Galactosidase - - + o+ - + O+ -
H2S H2S Production - + o+ O+ - - - -
BNAG  Beta-N-Acetyl-Glucosamine - - - - - + - +
AGTp  Glutamyl Arylamidase pNA + -+ -+ - - -
dGLU D-Glukoz - + - + - + o+ 4+
GGT Gamma-Glutamyl-Transferase - + + + + + + -
OFF Fermantation/Glucose - + o+ o+ - + o+ o+
BGLU  Beta-glucosidase - - + - + o+ o+ o+
dMAL  D-Maltose - - + o+ - + o+ 4+
dMAN  D-Mannitol - - + o+ - + o+ o+
dMNE  D-Mannoose - + + + - + + +
BXYL  Beta-Xylosidase - - + - - + - -
Balap Beta-Alanine Arylamidase pNA - - - - - - - -
ProA L-Proline Arylamidase + + + + + + - +
LIP Lipase - - - - + - . .
PLE Palatinose - - + - - + + -
TyrA Tyrosine Arylamidase + o+ + o+ o+ o+ + o+
URE Urease - + + - - + - -
dSOR D-Sorbitol - - -+ -+ 4+ 4
SAC Saccharose - - + o+ - + - +
dTAG D-Tagatose - - - - - - - -
dTRE D-Trehalose - - + O+ - + o+ o+
CIT Citrate + - + + - + - +
MNT Malonate - - + - - + + -
5KG 5-Keto-D-Gloconate - - - + - - - +
ILATk  L-Laktate Alkalinisation + + + + - + + +
AGLU  Alpha-Glucosidase - - - - + - - -
SuUC Succinate Alkalinisation + + + + - + + +
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Tablo 20’nin devami

NAGA  Beta-N-Acetyl-Galactosaminidase - - - - - - - -

AGAL  Alpha-Galactosidase - - + O+ - + - -
PHOS Phosphatase - + o+ - + o+ o+ -
GlyA Glycine Arylamidase - - + - + o+ - -
OoDC Ornithine Decarboxylase -+ - - - - -+
LDC Lysine Decarboxylase - -+ - - - -+
ODEC  Decarboxylase Base - - + - - + - -
IHISa L-Histidine assimilation - - + - - + - -
CMT Coumarate - + - - + - + +
BGURr Beta Glucuronidase - - - - - - - -
0O129R  0/129 Resistance - + + + - + + +
GGAA  Glu-Gly-Arg-Arylamidase - - - - + - - +
IMLTa L-Malate Assimilation + - - - - - - -
ELLM  Ellman + + - + - - -

ILATa L-Laktate Assimilation + - - - - - + -

VITEK-2 panel test sistemi ile bakterilere ait bazi biyokimyasal testler bilgisayar
tarafindan otomatik olarak degerlendirilerek izolatlarin tanimlamasi saglandi ve sonuglar
Tablo 21’de verildi. Buna gore Snl ve Snl5 kodlu izolatlar tanimlanamazken diger

izolatlar tiir seviyesinde tanimlandi.

Tablo 21. VITEK-2 sonuglari ile tanimlanan bakteriyel izolatlar

Izolatlar Bakteri Tiirii Benzerlik (%)
Snl Tanimlanamadi -
Sn2 Morganella morganii 95
Sn3 Klebsiella pneumoniae spp. pneumooniae 89
Sn4 Citrobacter freundii 98
Sn5 Kocuria kristinae 85
Sn6 Chryseobacterium indologenes 98
Sn7 Bacillus thuringiensis/cereuc/mycoides 94
Sn8 Bacillus pumilus 91
Sn9 Bacillus thuringiensis/cereuc/mycoides 88
Snl0 Bacillus thuringiensis/cereuc/mycoides 89
Snll Klebsiella pneumoniae spp. pneumooniae 98
Snl2 Staphylococcus sciuri 95
Snl3 Klebsiella pneumoniae spp. ozaenae 86
Snl4 Serratia marcescens 99

Sni15 Tanimlanamadi -
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3.4. Bakteriyal Izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu

3.4.1. 16S rDNA Dizileri ve Filogenetik Analizi

Bakteri sistematiginin belirlenmesi ve filogenetik aga¢ olusumunda 16S rDNA gen
dizilerinin kullanilmasi gilinlimiizde oldukc¢a yaygin bir sekilde uygulanmaktadir.. Bu
sebeple izolatlardan kromozomal DNA’lar izole edildi. Elde edilen kromozomal

DNA’larin 16S rRNA bolgeleri PCR ile gogaltildi ve yaklasik 1.500 bp biiyiikliigiinde
bantlar gézlendi (Sekil 8).

Snl Sn2 Sn3 Sn4 Sn5 Sn6é Sn7 Sn8 Sn9 Snl0 Snll Snl12 Sni3 Snl4 Snl5

1500 bp

_—————-—-——————

M
N E

Sekil 8. izolatlarin PCR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA bolgelerinin %1°lik agaroz jel
goriintlisii (M: Markir (Fermentas, GeneRuler 1kb))

PGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlanan 16S rDNA gen bdlgelerinin niikleotid
sirasinin belirlenmesi ig¢in genin her iki tarafindan dizin analizi yapildi ve sonuglar
degerlendirildi (Tablo 22). Filogenetik agacin olusturulmasinda dizin analizi sonuglari ile
Mega 5 programi yardimiyla maksimum parsimoni analizinden yararlanildi (Sekil 9).

Filogenetik agag verileri ve 16S rDNA sonuglar1 birbirlerini desteklemektedir.



Tablo 22. Izolatlarin 16S rDNA dizin analizi sonuglari
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. . Benzerlik Kayit
Izolatlar Tiirler (%) Numarasi
Snl  Achromobacter insolitus 99 NR_025685.1
Achromobacter spanius 99 NR_025686.1
Achromobacter denitrificans 99 NR_042021.1
Achromobacter xylosoxidans 99 NR_044925.1
Sn2  Morganella morganii 99 NR_043751.1
Morganella psychrotolerans 99 NR_028938.1
Sn3  Kilebsiella variicola 99 NR_025635.1
Klebsiella pneumoniae 99 NR_036794.1
Sn4  Citrobacter freundii 99 NR_028894.1
Citrobacter murliniae 99 NR_028688.1
Citrobacter braakii 99 NR_028687.1
Citrobacter werkmanii 99 NR_024862.1
Sn5  Arthrobacter mysorens 98 NR_025613.1
Arthrobacter uratoxydans 98 NR_026238.1
Arthrobacter protophormiae 98 NR_026195.1
Arthrobacter nicotianae 98 NR_026190.1
Sn6  Chryseobacterium jejuense 98 NR_044300.1
Chryseobacterium aquifrigidense 98 NR_044334.1
Chryseobacterium indologenes 98 NR_042507.1
Sn7  Bacillus thuringiensis 99 NR_043403.1
Bacillus cereus 99 NR_074540.1
Bacillus anthracis 99 NR_041248.1
Bacillus weihenstephanensis 99 NR_024697.1
Bacillus mycoides 99 NR_036880.1
Sn8  Bacillus pumilus 99 NR_043242.1
Bacillus safensis 99 NR_041794.1
Bacillus altitudinis 99 NR_042337.1
Bacillus stratosphericus 99 NR_042336.1
Bacillus aerophilus 99 NR_042339.1
Sn9  Bacillus cereus 99 NR_074540.1
Bacillus anthracis 99 NR_041248.1
Bacillus thuringiensis 99 NR_043403.1
Bacillus mycoides 99 NR_036880.1
Bacillus weihenstephanensis 99 NR_024697.1
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Tablo 22’nin devami

Sn10

Snll

Snl2

Sni3

Sni4

Snis

Bacillus cereus

Bacillus anthracis

Bacillus thuringiensis
Bacillus mycoides

Bacillus weihenstephanensis

Klebsiella variicola
Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus sciuri subsp.sciuri
Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus
Staphylococcus sciuri subsp. rodentium

Enterobacter kobei
Citrobacter gillenii
Citrobacter freundii
Citrobacter murliniae
Citrobacter werkmanii

Serratia nematodiphila
Serratia marcescens subsp. sakuensis
Serratia marcescens subsp. marcescens

Microbacterium arborescens
Microbacterium imperiale

99
99
99
99
99

99
99

100
99
99

98
98
98
98
98

99
99
99

99
99

NR_074540.1
NR_041248.1
NR_043403.1
NR_036880.1
NR_024697.1

NR_025635.1
NR_036794.1

NR_025520.1
NR_041327.1
NR_041328.1

NR_028993.1
NR_041697.1
NR_028894.1
NR_028688.1
NR_024862.1

NR_044385.1
NR_036886.1
NR_041980.1

NR_029265.1
NR_026161.1
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Sekil 9. 16S rDNA bolgesinin Neighbor-Joining analizi ile filogenetik agaci
(Bootstrap metodu ile 1000 tekrarli olarak gerceklestirildi.)
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3.4.2. Bacillus Cinsi Izolatlarin cry Gen Icerikleri

Bacillus thuringiensis’e ait kristal proteinleri kodlayan cry genlerini belirleyebilmek
icin 4 ¢ift genel primer (cryl, cry2, cry3, cry4) kullanilarak PCR yonteminden yararlanildi.
PCR sonucunda kilavuz suslarla karsilastirma yapilarak ayni bityiikliikte belirlenen bantlar
kaydedildi. Sonugta Sn7, Sn9, Sn10 numarali izolatlarda yaklasik 300 bp (cryl) ve 700 bp
(cry2) uzunlugunda bantlar tespit edildi (Sekil 10, 11).

Sn7 Sn9 Snlo0

10000 —

2500 —
2000 —

1500 —

1000 —
750 —

500 — ~300 bp

| 00T -
|
l
I
I
f

250 —

Sekil 10. izolatlarin PCR ile ¢ogaltilmis cryl gen bolgelerinin %1°lik agaroz jel
goriintiisii (M: Marker (Promega 100 bp DNA Ladder), 4D1: Bacillus
thuringiensis 4D1, Sn7, Sn8 ve Sn9: Bacillus thuringiensis)
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10000 —
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Sekil 11. Izolatlarin PCR ile ¢cogaltilmis cry2 gen bolgelerinin %1°lik agaroz jel
goriintiisii (M: Marker (Promega 100 bp DNA Ladder), 4D1: Bacillus
thuringiensis 4D1, Sn7, Sn9 ve Sn10: Bacillus thuringiensis)

3.4.3. Bacillus cinsi izolatlarin Kristal Protein Profilleri

B. thuringiensis izolatlarinin kristal proteinlerini tespit etmek icin hazirlanan
kristal-spor karigimlart %10’luk SDS-PAGE’de analiz edildi (Sekil 12). Bacillus
thutingiensis 4D1’de yaklasik 65 ile 130 kDa’lik iki protein bandi tespit edildi. Sn7, Sn9,
Snl0 izolatlarinda da Bacillus thuringiensis 4D1’de oldugu gibi yaklasik 65 ile 130
kDa’lik iki protein band: tespit edildi.
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kDa M Sn7 Sn9 Sn10 4D1
260 \

160 ~130 kDa

110
80

60 -

50
40

10

Sekil 12. Izolatlarm giimiis nitrat ile boyanmus protein profilleri (M: Marker
(Novex pre-stained protein marker), 4D1: B. thuringiensis 4D1,
Sn7, Sn9 ve Sn10: B. thuringiensis)

3.5. Insektisidal Aktivite Calismalar

3.5.1. Flora Uyelerinin Sesamia nonagrioides Uzerindeki Insektisidal Etkileri

Izolatlarin insektisidal etkilerinin belirlenebilmesi i¢in laboratuvar ortaminda
kiiltiirleri olusturulmus misir kogan kurdu (Sesamia nanogrioides)’nun 3. donem larvalari
kullamldi. Denemelerde 1,8x10° bakteri/ml olacak sekilde hazirlanan siispansiyonlar
dairesel parcalara ayrilmis koganlara bulastirilarak a¢ birakilmis saglikli larvalara verildi.
Deney diizenekleri 28°C’de 12:12 1s1k periyodunda ve %60 nem ortaminda
gergeklestirildi. Denemeler 3 tekrarli olarak yapildi ve 15 giin boyunca giinliik takip

edilerek 6liim oranlar1 kayit edildi.
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Sekil 13’de gorildigii gibi Bacillus thuringiensis (Sn10) izolati %93 ile en yiiksek
oldiirticti etki gosterdi. Bunu %80 ile Bacillus safensis (Sn8) ve %75 ile Serratia
marcescens (Snl4) izolatlar1 takip etti. En diisiik etki ise %25 ile Achromobacter insolitus
(Snl)’da goriildii. Geri kalan izolatlardan Bacillus thuringiensis (Sn9) %70, Klebsiella
pneumoniae (Snll) %66, Citrobacter freundii (Sn4) %63, Bacillus thuringiensis (Sn7)
%60, Klebsiella pneumoniae (Sn3) %60, Staphylococcus sciuri (Sn12) %55, Enterobacter
kobei (Sn13) %50, Microbacterium arborescens (Sn15) %45, Chryseobacterium jejuense
(Sn6) %45, Morganella morganii (Sn2) %40 ve Arthrobacter protophormiae (Sn5) ise

%30 6liim oranlar1 ortaya koydu.

100

Oliim Oram (%)
3 3 3

N
o

Bakteriyel Izolatlar

Sekil 13. S. nonagrioides’ten izole edilen bakterilerin zararl iizerindeki insektisidal
aktiviteleri (1,8x10° bakteri/ml)

3.5.2. Farkh Zararhlarindan izole Edilen Bacillus Cinsi izolatlarin Sesamia
nonagrioides Uzerindeki insektisidal Etkileri

Farkli zararlilardan izole edilmis olan Bacillus tiirlerinin S. nonagrioides larvalari
tizerine farkli 6lim oranlarina sahip olduklar tespit edildi. Lymantria dispar’dan izole
edilmis Bacillus thuringiensis (Lyd7) ve Malacosoma neustria ile Balaninus nucum’dan
izole edilmis Bacillus thuringiensis var. kurstaki izolatlarinin (MnD ve BnBt) zararli
tizerinde sirasiyla %66, % 93 ve % 85 oliim etkisine sahip olduklari belirlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Yiiksek oldiiriicii etkisi bilinen Bacillus izolatlarinin zararl tizerindeki
insektisidal aktiviteleri (1,8x10° bakteri/ml)

3.5.3. Farkh doz denemeleri

Doz denemelerinde 1,8x10° dozda vyiiksek oldiiriicii etkisi belirlenen flora
tiyelerinden Sn8, Sn10, Sn14 ile farkli boceklerden izole edilmis MnD ve BnBt izolatlar
kullanildi. Bakteriyel konsantrasyonun 3,78x10° olarak hazirlandig: biyotestlerde, Sn10
izolatinin S. nonagrioides larvalarini 6. giinde tamamen 6ldiirdiigii, MnD izolatinin ise 15

giin sonunda larvalarin %95’ini 6ldirdigi gorildi (Sekil 15).
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Sekil 15. Yiiksek oldiiriicii etkisi belirlenen bakterilerin zararl tizerindeki doz
denemeleri



4. TARTISMA

Ikinci diinya savasindan sonra, diinyada yasanan goreceli huzur ve ekonomik
gelismeye paralel diinya niifusu da hizla artmistir. 1900 yilinda yaklasik 1,5 milyar olan
diinya niifusu 1950 yilinda 3 milyar, 2000 yilinda ise yiizyilin basindaki niifusun dort kati
olacak sekilde 6 milyar olmustur. Hizla artan diinya niifusu 2011 yilinda ise 7 milyar1
gecmistir. Bu hizli niifus artisina paralel olarak gida arzinin da artmasi mecburiyeti ve bu
nedenle bitkisel iiretimde en biiyiik ekonomik kayba yol acan zararlilarla en kisa siirede ve
en etkili sekilde miicadele edilmesi geregi ortadadir.

Gida arzinin artis1 ve siirdiiriilebilirligi, bitkisel tiretimin artmasi ve siirdiiriilebilir
kilinmas1 ile miimkiindiir. Bu durumda bitkisel iiretimde hastalik ve =zararlilardan
kaynaklanan %30-35 oranindaki kaybin azaltilmasi hayati bir deger tasimaktadir. ifade
edilen tiim nedenlerden dolay1 bitkisel {iretimde siirdiiriilebilir bitki koruma faaliyetlerinin
yapilmas1 mecburidir. Siirdiiriilebilir bir tarim i¢in ise en uygun miicadele sekli tiim bitki
koruma yontemlerinin bilimsel veriler 1s1ginda beraber kullanildigi entegre miicadeledir.
Entegre miicadelenin en siirdiiriilebilir unsuru ise canli olmasi sebebiyle soyunu devam
ettirmesi ve dogaya uyum sagladiginda siirekli bir denge unsuru olmasi nedeniyle biyolojik
miicadele iirtinleridir.

Bu calismada modern diinyanin vazgecilmez bitkisi olan misirin  6nemli
zararhilarindan biri olan, misir kogan kurduna kars1 kullanilabilecek insektisidal aktivitesi
yiiksek, giivenilir ve lilkemize ait mikrobiyal miicadele etmenlerinin gelistirilmesi yolunda
yeni adimlar atilmis oldu.

Mikrobiyal etmen gelistirmenin temelinde zararl bocekleri hastalandiran, zayiflatan
veya Oldiiren mikroorganizmalarin kesfedilmesi yatar. Bu ama¢ dogrultusunda yapilmasi
gereken ilk is, zararlilarin bakteriyel floralarmin taranmasi ve oldiiriicii etkisi yiiksek
izolatlarin belirlenmesidir. Birgok bdcek tiirli bireysel ya da populasyon seviyesinde
bakterilerle cok yakindan iligki i¢indedir (Bour saux-Eude ve Gross, 2000). Baz1 bakteriler
bocekler igin patojendir. Zararli bdceklerin patojenleri calisilirken, bakteriler arasindaki
zorunlu simbiyotik iligkiler biiyiikk énem tasimaktadir (Sezen vd., 2004; Ince vd., 2008;
Sevim vd., 2010; Gokge vd., 2010). Zararli boceklerin biyolojik miicadelesinde bu
organizmalarin kullanilmasi1 birgok bilimsel arastirmaya temel olusturmustur (Haiwen vd.,

2005).
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Calismada S. nonagrioides’ten kiiltiire edilebilir 15 adet bakteri izole edildi.
Izolatlarn tiir tayininde rutin olarak kullanilan konvansiyonel ydntemlerin (morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal) yani sira, son yillarda tiir tayinlerinin daha etkin ve dogru bir
sekilde yapilabilmesi i¢in gelistirilmis 16S rDNA dizi analizi gergeklestirildi. 16S rDNA
genleri oldukea iyi korunmus universal siralara sahiptir (Woese, 1987). Bu genler bakteriler
arasindaki akrabaliklar1 belirlemede ve bakterilerin tiir veya cins seviyesinde
tanimlamalarinin yapilmasinda son giinlerde olduk¢a 6nemli bir ara¢ haline gelmistir
(Sacchi vd., 2002). Ayrica 16S rRNA dizi analizi ¢alismalarini desteklemesi amaciyla
API20E, APIS0CH ve VITEK-2 identifikasyon sistemleri de kullanildi. Bu sistemler
sayesinde izolatlarin sahip oldugu metabolik aktiviteler ve biyokimyasal 06zellikleri
hakkinda genis bilgi edinildi. Rutin ¢aligmalarla elde edilen veriler tiir tayini i¢in yetmedigi
durumlarda bu test sistemlerinden elde edilen veriler sayesinde tiir tayinleri yapilabildi.

Bakterilerin tiir tayinleri i¢in Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
kitabindan kaynak olarak yararlanildi.

Snl numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi ve biyokimyasal testlerin sonucuna gore
Achromobacter insolitus, Achromobacter spanius, Achromobacter denitrificans,
Achromobacter xylosoxidans tiirlerine %99 benzerlik gosterdigi belirlendi. API ve VITEK-
2 testleri ile sonug¢ alinamadi. Ancak glukoz asimilasyonunun negatif olmasi ve mesakonat
asimilasyonunun pozitif olmasi ile diger tiirlerden ayrilarak Achromobacter insolitus
olduguna karar verildi. Achromobacter insolitus’un ilk izolasyonu klinik 6rneklerden
gerceklestirilmistir (Coenye vd., 2003) ve bugiline kadar boceklerden izolasyona
rastlanmamistir. Achromobacter insolitus bu ¢alisma ile ilk kez boceklerden izole edilmistir
ve misir kogan kurdu larvalar tizerinde %25 oldiiriicti etki géstermistir.

Sn2 izolatimin 16S rDNA dizi analizi Morganella morganii ve Morganella
psychrotolerans ile %99 benzerlik oldugunu gosterdi. APl ve VITEK-2 test sonuglarina gére
%95 Morganella morganii oldugu tesit edildi. Ayrica 37°C’de biiyiiyebilmesi ve %5-8 tuz
igeren ortamda da biiyliyebilmesinden olay1 Morganella morganii olduguna karar verildi.
Morganella morganii’nin literatiir taramas1 yapildiginda daha 6nce Nishiwaki vd. (2007)
tarafindan Myrmeleon bore (Neuroptera: Myrmeleontidae)’den izole edildigi ve Myrmeleon
bore iizerindeki insektisidal etkisinin %80 oldugu tespit edilmistir. Enterik bakterilerden
olan Morganella morganii’nin misir kogan kurdu larvalari tizerinde %40 oldiiriicti etki

gosterdigi tespit edildi.
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Sn3 ve Snll izolatlar1 16S rDNA dizi analizi Klebsiella variicola ve Klebsiella
pneumoniae tiirlerine % 99 benzerlik gosterdi. Adonilat fermantasyon testi bu iki bakterinin
ayrimini saglayan tek biyokimyasal testtir (Alves vd., 2006). Sn3 ve Snll kodlu izolatlar
adonilat fermantasyonu gergeklestirdigi i¢in izolatlarin Klebsiella pneumoniae olduguna
karar verildi. Onemli enterik bakterilerden olan Klebsiella pneumoniae daha énce de birgok
bocek takimindan izole edilmistir (Stevenson, 1966; Kuzina vd., 2001; Sakthivel vd., 2012).
Ozkan (2011), tarafindan yapilan biyotest ¢alismalarinda Spodoptera littoralis larvalar
tizerinde % 77 oldiiriicii etkisi tespit edildi. Bu ¢alismada izole edilen Sn3 ve Snll
(Klebsiella pneumoniae) izolatlarinin misir kogan kurdu larvalari {izerinde %60 ve %66
oldiiriicti etki gosterdigi tespit edildi. Bu biyotest sonuglarina gore, simbiyotik ve patojenik
bakterilerin farkli bocekler lizerinde farkl: viriilanslar gosterebilecegi goriilmiistiir.

Sn4 izolatinin 16S rDNA dizi analizi sonucu Citrobacter freundii, Citrobacter
murliniae, Citrobacter braakii, Citrobacter werkmanii tiirlerine %99 benzerlik gosterdigi
belirlendi. APl ve VITEK-2 test sonuglarinin yardimiyla izolatin Citrobacter freundii
olduguna karar verildi. Citrobacter freundii bircok bdcek takimindan izole edilmistir
(Charpentier vd., 1978; Line, 1990; Sukontason vd., 2000; Czajka vd., 2003; Pai vd., 2005;
Zarchi ve Vatani, 2009; Huang vd., 2012). Sn4 (Citrobacter freundii) izolatinin misir kogan
kurdunun larvalart iizerindeki biyotestleri sonucunda insektisidal etkisi %63 olarak
belirlendi.

Sn5 izolatinin 16S rDNA dizi analizi Arthrobacter mysorens, Arthrobacter
uratoxydans, Arthrobacter protophormiae, Arthrobacter nicotianae ile %99 benzerlik
oldugunu gosterdi. APl ve VITEK-2 panel sistemleri ile izolat giivenilir bir sekilde
tanimlanamadi. Ancak, iireaz enzimi lretmemesi Ve enerji kaynagi olarak D-ksiloz’u
kullanmamasindan dolay1, izolatin Arthrobacter protophormiae olduguna karar verildi.
Arthrobacter  protophormiae  Lysenko (1954) tarafindan Dipter takimindan
Protophormia terraenovae’den izole edilmistir. SnS5 izolatt S. nonagrioides larvalari
tizerinde %30 insektisidal etki gostermistir.

Sn6 izolatinin 16S rDNA dizi analizi Chryseobacterium jejuense, Chryseobacterium
aquifrigidense ve Chryseobacterium indologenes ile %98 benzerlik oldugunu gosterdi. APl
ve VITEK-2 testlerinden alinan sonuglarin yardimiyla izolatin Chryseobacterium
indologenes olduguna karar verildi. Daha onceden Flavobacterium indologenes olarak
tanimlanan bu tiir bugiine kadar topraktan, gida maddelerinden, bitkilerden, su

kaynaklarindan, hastanelerden ve bazi omurgasizlardan izole edilmistir. Dugas vd. (2001)
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tarafindan Amerikan hamam boceginden, Buresova vd. (2006) tarafindan akar tiirlerinden
Ornithodoros moubata ve Ixodes ricinus’den izole edilmis ve yapilan biyotest
caligmalarinda C. indologenes, O. moubata iizerinde 3. giinde %100 oldiiriicii etki
gosterirken I. ricinus tizerinde etkili olmamistir. Bizim gergeklestirdigimiz ¢alismalarda ise
Sn6 (C. indologenes) izolati misir kogan kurdunun larvalari {izerinde %45 oldiiriicti etki
gosterdi.

Sn7, Sn9 ve Sn10 izolatlarinin 16S rDNA dizi analizi Bacillus thuringiensis, Bacillus
cereus, Bacillus anthracis, Bacillus weihenstephanensis ve Bacillus mycoides ile %99
benzerlik gosterdi. Bacillus thuringiensis yakin iliski icerisinde bulundugu bakterilerden
spor olusumu esnasinda iirettigi kristal yapilar1 sayesinde ayrilmaktadir. izolatlarin PCR ile
cry gen igeriginin arastirilmasi sonucu yaklasik 277 bp biiyikligiindeki cryl genini ve
yaklasik 700 bp biyiikligiindeki cry2 genini igerdigi tespit edildi. Sonugta izolatlarin
Bacillus thuringiensis olduguna karar verildi. Biyokimyasal testlerindeki bazi farkliliklardan
dolay1 izolatlarin Bacillus thuringiensis’in farkli alttiirleri olabilecegi diigiiniilmektedir.
B. thuringiensis suslarinin izolasyonu i¢in ana kaynak toprak olmasina ragmen bugiin yaprak
yiizeylerinden, sucul ortamlardan, hayvan diskilarindan, hububat depolarindan, canli ve 6lii
boceklerden izolasyonu gerceklestirilmis ve insektisidal aktiviteleri arastirilmistir
(Vilas-Boas, 2007). Sezen vd. (2007) yaptiklari caligmada Melolontha melolontha
(Coleoptera: Scarabaeidac)’dan B. thuringiensis (Mm2) izolasyonu gergeklestirmis ve M.
melolontha iizerinde %80 insektisidal etki gosterdigini tespit etmistir. Ince vd. (2008)
yaptiklar1 ¢aligmada Thaumetopoea pityocampa (Lep., Thaumetopoeidae)’dan Bacillus
thuringiensis ssp. morrisoni susu (Tp6) izole edilmistir. Danismazoglu vd. (2012) ise benzer
bir ¢alismada Agriotes lineatus (Coleoptera: Elateridae)’dan B. thuringiensis (Agl8)
izolasyonu gergeklestirerek insektisidal etkisini aragtirmigtir. Agl8, A. lineatus tizerinde
%100 oldiiriict etki gostermistir. Yaptigimiz ¢aligmada, izole edilen ve B. thuringiensis
olarak tanimlanan Sn7, Sn9 ve Sn10 bakterileri S. nonagrioides larvalari tizerinde sirasiyla
%60, %70, %93 oldirici etki gosterdi. Ayn1 bolgeden farkli zararlilardan izole edilen,
yiksek oldiiriicii etkiye sahip olan Bacillus cinsleri bakteriler, Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii kiiltiir koleksiyonundan alind1 ve bunlarm S.
nonagrioides iizerindeki insektisidal etkileri belirlendi. Malacosoma neustria’dan izole
edilen MnD (Bacillus thuringiensis var. kurstaki), Balaninus nucum’dan izole edilmis BnBt

(Bacillus thuringiensis var. kurstaki) ve Lymantria dispar’dan izole edilmis Lyd7 (Bacillus
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thuringiensis) izolatlar1 S. nonagrioides tizerinde sirasiyla %93, %385, %66 oldiiriicti etki
gosterdi.

Daha once yapilan ¢alismalarda, S. nonagrioides’e karsi Bacillus toksinleriyle
denemeler yapilmis ve CrylAb, CrylAc, CrylCa ve CrylFa toksinlerinin S. nonagrioides
larvalar1 {lizerinde toksik oldugu goriilmistir. Gonzalez-Cabrera vd. (2006) yaptigi
calismada CrylAb, CrylAc, CrylCa ve CrylFa toksinlerinin S. nonagrioides larvalarinin
%90’m1 oldiiren konsantrasyonunu sirasiyla 119, 999, 567, 1271 ng protein olarak
belirlemistir.

B. thuringiensis’in iirettigi toksinler modern biyoteknolojik yontemlerle misir bitkisine
aktarilarak verim arttirma ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu yontemle %30’lara varan verim artisi
gozlenmistir (Ozcan, 2009). Ancak, genetigi degistirilmis (GD) bitkiler énemli riskleri
beraberinde getirmektedir. GD bitkilerin kullanilmasiyla duyulan endiselerden biri bu
bitkilerin biyolojik ¢esitliligine ve dogal dengeye verebilecegi zararlardir (Glare vd., 2001).
Aktarilan genlerin dogal bitki tiirlerine atlayarak bulunduklar1 ¢evrenin dogal tiirlerindeki
genetik cesitliligin kaybina ve yabani tiirlerin dogal yapisinda sapmaya yol agabilecegi
diistiniilmektedir (Kaynar, 2010). Diger bir endise ise saglik agisindan alerjik etkilerinin
olmasidir (Nordlee vd., 1996). Duyulan bu endiselerden dolayr GD bitkilere sicak
bakilmamaktadir.

Sn8 izolatlarinin 16S rDNA dizi analizi Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus
altitudinis, Bacillus stratosphericus ve Bacillus aerophilus ile %99 benzerlik gosterdigi
goriildii. Enerji kaynagi olarak inositol ve maltozu kullanarak asit iiretimi gerceklestirmesi
nedeniyle izolatin Bacillus safensis olduguna karar verildi. Bu tiir ilk defa uzaya gonderilen
uzay aracindan izole edilmistir (Satomi vd., 2006). Daha sonralari Tomova vd. (2013)
tarafindan Bulgaristan’da bir magaradan izole edilmistir. Bocekler iizerinde insektisidal
etkisi ilk defa S. nonagrioides larvalari tizerinde arastiritlmig olup %80 &liim orani
gostermistir.

Sn12 izolatinin 16S rDNA dizi analizi Staphylococcus sciuri ile %100 benzerlik
gosterdi. Izolatin Staphylococcus sciuri oldugu API ve VITEK-2 test sistemleriyle de
dogrulandi. Genellikle hastane orneklerinden izole edilen S. sciuri Grenier vd. (1994)
tarafindan yaprak bitlerinden, Osborn vd. (2002) tarafindan sarikuyruk kelebeginden, Butler
vd. (2010) tarafindan kara sinekten izole edilmistir. Sn12 (Staphylococcus sciuri) izolatinin
musir kogan kurdunun larvalari tizerindeki biyotestleri sonucunda insektisidal etkisi %55

olarak belirlendi.
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Sn13 izolatinin 16S rDNA dizi analizi Enterobacter kobei, Citrobacter gillenii,
Citrobacter freundii, Citrobacter murliniae ve Citrobacter werkmanii ile %98 benzerlik
gosterdigi goriildii. Voges-Proskauer testi Enterobacter ve Citrobacter cinslerinin ayrimini
saglayan bir testtir. Testin pozitif olusu izolatin Enterobacter kobei oldugunu
desteklemektedir. E. kobei Tang vd. (2012) tarafindan bir karasinek tiiriinden izole edilmis
ancak insektisidal etkisi arastirilmamistir. Sn13 (E. kobei)’{in misir kogan kurdunun larvalari
tizerindeki biyotestleri sonucunda insektisidal etkisi %50 olarak belirlendi.

Snl4 izolatinin 16S rDNA dizi analizi Serratia nematodiphila ve Serratia marcescens
ile %99 benzerlik gosterdigi goriildii. Karbonhidrat kaynagi olarak D-laktoz, D-arabinoz ve
D-ksilozu kullanmadig: i¢in izolatin Serratia marcescens oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica,
APl ve VITEK-2 panel sistemlerinin sonuglari izolatin Serratia marcescens oldugunu
desteklemektedir. S. marcescens insektisidal aktivite ile ilgili niikleaz, kitinaz, proteinaz,
fosfolipaz, hemolizin ve siderofor gibi ekstraselliiler enzimler tiretir (Aucken ve Pitt, 1998).
Bu enzimlerden bazilart B. thuringiensis’e klonlanarak cry proteinlerinin insektisidal
aktiviteleri artirilmaya ¢aligilmistir (Susuki vd., 2002; Arora vd., 2003; Barboza-Corona vd.,
2003; Zhong vd., 2003; Lin ve Xiong, 2004; Driss vd., 2005). S. marcescens Bahar ve
Demirbag (2007) tarafindan yapilan ¢aligmada Oberea linearis’den izole edilmis ve S.
marcescens Oberea linearis tizerinde %65 oldiiriicii etki gostermistir. Benzer bir ¢alismada
Sezen ve Demirbag (1999) Balaninus nucum’dan izole ettikleri S. marcescens’in Agelastica
alni tizerindeki oldiiriicti etkisini %50 olarak bulmustur. McNeill vd. (2010) tarafindan
Sitona lepidus (Coleoptera: Curculionidae)’a karst S. marcescens ile enfekte parazit
Microctonus aethiopoides denenmis ve %50 oldiiriicii etki tespit edilmis. Bunlarin yan1 sira
daha birgok bocekten izolasyonu gergeklestirilmis ve insektisidal etkisi arastirilmistir (Klein
ve Kaya, 1995; Sikorowski vd., 2001; Inglis ve Lawrence, 2001; Jackson vd., 2001; Osborn
vd., 2002; Jeyaprakash vd., 2003; Azambuja vd., 2004; Bahar ve Demirbag, 2007; Gokge
vd., 2010; Sevim vd., 2012). Calismamizda izole edilen Sn14 (S. marcescens) misir kogan
kurdunun larvalann iizerinde %75 oldiiriicii etki gosterdi. Insektisidal aktivite
caligmalarindaki bu farkliliklar S. marcescens’in alttiirlerinin bocekler tizerinde farkli
insektisidal etki gdsterebilecegini, baz1 boceklerin S. marcescens’e direngli bazilarinin ise
duyarl olabilecegini ortaya koymustur.

Snl5 izolatmin 16S rDNA dizi analizi Microbacterium arborescens ve
Microbacterium imperiale ile %99 benzerlik gosterdigi goriildii. Koloni renginin turuncu

olmasi, hareketli olmasi, jelatin hidrolizinin pozitif olmasi ve 37°C’de biiyliyememesi
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nedeniyle Microbacterium arborescens olduguna karar verildi. Yapilan c¢aligmalarda
M. arborscens toprak, atik su ve gesitli gida maddelerinden izole edilmistir. Ayrica klinik
orneklerden ve 6lii bocek larvalarindan da izolasyonu gergeklestirilmistir. Ping vd. (2007)
tarafindan yapilan calismada Spodoptera exigua’dan izole edilmistir. Yapilan literatiir
taramalarinda bakterinin insektisidal aktivitesi ilgili c¢alismaya rastlanmamistir.
Calismamizda izole edilen Sn15 (M. arborscens) misir kogan kurdunun larvalar {izerinde
%45 oldiiriicii etki gosterdi.

Yapilan insektisidal aktivite ¢alismalarinda izole edilen enterik bakterilerin (Sn2, Sn3,
Sn4, Snll, Sn13, Snl4) genellikle diisiik aktivite gosterdikleri goriildii. Enterik
bakterilerden sadece Snl14 (S. marcescens) %75 oldiiriicii etki gosterdi. Diger izolatlardan,
Alcaligenaceae familyasindan olan Snl (Achromobacter insolitus) %25, Micrococcaceae
familyasindan olan Sn5 (Arthrobacter protophormiae) %30, Flavobacterium familyasindan
olan Sn6 (Chryseobacterium indologenes) %45, Bacillaceae familyasindan olan Sn7
(Bacillus thuringiensis) %60, Staphylococcaceae familyasindan olan Sn12 (Staphylococcus
sciuri) %55, Microbacteriaceaec familyasindan olan Snl15 (Microbacterium arborescens)
%45 oldiriicti etki gosterdi. Bacillaceae familyasindan olan Sn8 (Bacillus safensis), Sn9
(Bacillus thuringiensis) ve Sn10 (Bacillus thuringiensis) sirasiyla %80, %70 ve %93
insektisidal etki gosterdi.

Tiim flora iiyelerinin ve 3 Bacillus tiiriiniin S. nonagrioides {izerinde 1,8x10° bakteri
yogunlugunda insektisidal aktiviteleri arastirildiktan sonra etkili oldugu belirlenen Sn8,
Sn10, Sn14, BnBt, MnD izolatlariyla doz denemeleri (3,78x10° ve 0,945x10°) yapilarak
oliim oranlarindaki degisiklikler arastirildi. Uygulanan doz iki katina ¢ikarildiginda Sn8’in
insektisidal aktivitesinin %23 artarak 6lim oranin %90’a ¢iktigi, Sn10’un insektisidal
aktivitesinin %30 artarak 6liim oranin %100’e ¢iktigi, MnD’nin insektisidal aktivitesinin %2
artarak Olim oranin %95’e ¢iktigi, BnBt’nin insektisidal aktivitesinin %4 artarak 6lim
oranin %88’e ¢iktig1 goriildii. Doz yariya indirildiginde ise Sn8’in insektisidal aktivitesinin
%3 artarak 6liim oranin %75’e ¢iktig1, Sn10’un insektisidal aktivitesinin %3 azalarak 6liim
oranin %75’e diistiigii, Sn14’iin insektisidal aktivitesinin %3 azalarak 6liim oranin %73’e
diistiigli, MnD’nin insektisidal aktivitesinin %14 azalarak 6lim oranin %80’e diistiigii,
BnBt’nin insektisidal aktivitesinin %6 azalarak 6liim oranin %80’e diistiigii gortildi. Bakteri
konsantrasyonundaki artisin, 6zellikle Sn8 ve Sn10 izolatlarinin insektisidal etkisini artirdigt

goriildil.
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Bakteri konsantrasyonu 1,8x10° iken Sn8, Snl0, MnD ve BnBt izolatlarinin
kullanildig1 biyotestlerde ilk oliimler ortalama 3. giinde baslarken, doz iki katina
cikarildiginda 1. giinde Olimler goériilmeye basladi. Ayrica bakteri konsantrasyonunun
1,8x10%iken Sn8 izolatmin larvalarin %50’sini 8. giinde, Sn10 izolatmin larvalarin %50’sini
9 glinde, MnD ve BnBt izolatlarinin larvalarin %50’sini 11 giinde oldiirdiikleri goriildii.
Bakteri konsantrasyonu iki katina c¢ikarildiginda Sn8 ve Snl0 izolatlarinin larvalarin
%50’sini 4 giinde, BnBt izolatinin larvalarin %50’sini 7 giinde, MnD izolatinin larvalarin
%50’sin1 8 gilinde oldiirdiikleri goriildii. Yani bakterilerin konsantrasyonundaki artigin etki
stiresini kisalttig1 gortildii.

Calisma sonucunda, bocek orjinli yerel bir izolat olan Sn10 (B. thuringiensis) 6nemli
bir musir zararlis1 olan Sesamia nonagrioides iizerinde oldukga etkili oldugu tespit edildi.
Sonraki c¢alismalarda bu etmenin basta Sesamia nonagrioides olmak iizere Ostrinia
nubulalis ve diger misir zararlilarina karsi bir mikrobiyal miicadele etmenine doniistiirme

caligilmalar1 yapilacaktir.



5. SONUCLAR

Bu c¢alisma sonucunda 15 bakteriyel izolat elde edildi. Bu izolatlarin morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri belirlenerek 6nemli misir zararlis1 olan

S. nonagrioides tizerindeki insektisidal etkileri belirlendi. Bu ¢alismalara gore;

1. Elde edilen 15 bakteriyal izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler  Ozelliklerine  goére  karakterizasyonlar1  yapildi.  Bdylece
S. nonagrioides’in kiiltiirii edilebilir bakteriyel florasi; Achromobacter insolitus
(Sn1), Morganella morganii (Sn2), Klebsiella pneumoniae (Sn3), Citrobacter
freundii (Sn4), Arthrobacter mysorens (Sn5), Chryseobacterium indologenes
(Sn6), Bacillus thuringiensis (Sn7), Bacillus safensis (Sn8), Bacillus
thuringiensis (Sn9), Bacillus thuringiensis (Sn10), Klebsiella pneumoniae
(Sn11), Staphylococcus sciuri (Snl12), Enterobacter kobei (Sn13), Serratia
marcescens (Sn14) ve Microbacterium arborescens (Sn15) olarak belirlendi.

2. Achromobacter insolitus (Snl)’un ilk defa bocekten izolasyonu gerceklestirilmis
oldu.

3. Bacillus thuringiensis olarak belirlenen Sn7, Sn9 ve Snl10 numarali izolatlarin
hem cryl hem de cry2 genlerini igerdigi belirlendi.

4. Sn7, Sn9 ve Sn10 numarali izolatlarin insektisidal aktivite ¢alismalarinda farkl
sonuglar gosterdikleri igin, izolatlarin B. thuringiensis tiiriine ait farkli suslar
olabilecegine karar verildi.

5. Sn7, Sn9 ve Snl10 numarali izolatlarin S. nonagrioides tizerindeki insektisidal
etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde Sn10 numarali izolatin 6. giinde
%93’liikk oranda 6liim meydana getirdigi belirlendi.

6. Farkli zararlilardan izole edilen ve yiiksek oldiiriicii etkiye sahip olan Bacillus
cinsi izolatlardan MnD (Bacillus thuringiensis var. kurstaki), 15. giinde % 93’lik
oranda 6liim meydana getirdigi belirlendi.

7. Yapilan ¢alismalarla izole edilen bakterilerle, farkli zararlilardan izole edilmis
yiiksek oOldiiriici etkiye sahip olan bakteriler kiyaslandi ve sonu¢ olarak
zararlidan izole edilen bakterin daha yiiksek oOldiiriicii etkiye sahip oldugu

belirlendi.



6. ONERILER

Bu calismada, Adana ve ¢evresindeki misir arazilerinden toplanan
S. nonagrioides’ten 10 farki cinse ait 15 bakteriyel izolat elde edildi ve bunlarin
S. nonagrioides larvalar1 lizerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Calisma sonuglarindan

hareketle, gelecek calismalara yonelik olarak asagidaki hususlar belirlenmistir.

1. Spesifik cry primerleri kullanilarak, cryl ve cry2 genleri igeren izolatlarin alt
smiflarimin belirlenmesi ve yeni cry genlerinin arastirilmasi gercgeklestirilebilir.

2. Bacillus thuringiensis olarak tanimlanan izolatlarin H-serotiplendirilmesi yapilarak
alt tiir belirleme ¢aligmalar1 yapilabilir.

3. Labaratuvar kosullarinda yiiksek 6ldiirme orani olan izolatlarin arazi uygulamalari
gerceklestirilebilir.

4. Oldiiriici aktivitesi yiiksek izolatin virulansin1 etkileyen biyolojik faktdrler
arastirilabilir.

5. Yiiksek oldiriicti etkiye sahip olan izolatlarin mikrobiyal miicadele preparatina

doniistiirme ¢alismalar1 baslatilabilir.
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8. EKLER
Ek 1. Besiyeri, Ayirag, Boyalar ve Kimyasallarin Hazirlanisi
Ek 1. 1. Besiyerlerinin Hazirlanisi

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

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

Nisasta Agar: 1g nisasta 10 ml soguk ddH>0O’da ¢oziildiikten sonra 100 ml niitrient
agarla karistirilir ve otoklavlanarak steril edilir.

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

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

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

Spor Zorlayici Besiyeri: 50 mg mangan siilfat (MnSOg4), 100 mg kalsiyum kloriir
(CaCl2), 500 mg magnezyum siilfat (MgSO4), 28 g niitrient agar tartilip saf su ile 2000 ml
ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir.

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

Ek 1.2. Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlamsi

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Snl:

TCACACGGATACCATNTTCTAGAGTTTGAGCGGACGTTACTTCGGTCTGGTGAG
CAGAGTGGCGAACGGATGAGTAATGTATCGGAACGTGCCCAGTAGCGGGGGA
TAACTACGCGAAAGCGTAGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAG
GGGATCGTAAGACCTTGCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACGAC
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGTGCGAT
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGGCAGGAAAGAAACGTCGTGGGTTA
ATACCCCGCGAAACTGACGGTACCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGGAAAGAAAGATGTGAAATCCCAGAGCTTAAC
TTTGGAACTGCATTTTTAACTACCGAGCTAGAGTGTGTCAGAGGGAGGTGGAA
TTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAA
GGCAGCCTCCTGGGATAACACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGCTGTT
GGGGCCTTCGGGCCTTGGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGG
AGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC
GGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTG
ACATGTCTGGAATTCTGAAGAGATTTGGAAGTGCTCGCAAGAGAACCGGAACA
CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAATGAGA
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCC
TTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGGACAGAGGGTCGCCAAC
CCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAGAAACCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTG
CAACTCGAATGCTATATTAGAGAGTGAGCTACAGCTCTCACACACGGTACC

Sn2:

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGGGCGGTAACAGGGAGAAGCTTGCTTCTCTGCTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCTGATGGCGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCGGGGGACCTTCGGGC
CTCGCGCCATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTTGTAGGTGAGGTAACGGC
TCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGCAAGCCTGATGCAG CCATGCCGCG TGTATGAAGG AGGCCTTCGG
GTTGTAAAGTACTTTCAGTCGGGAGGAAGGTGGTAAGGTTAATAACCTTATCA
ATTGACGTTACCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCA
GGCGGTTGATTGAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCCGGGAATTGCAT
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CTGATACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTG
GACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGG
CGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTAAAACTCAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATCCTTTGTTGCCAGCGCGTGATGGCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGG
TGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAG
TAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGGGAAGCGACCCCGCGA
GGGCAAGCGGAACTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTC
GACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATA

Sn3:

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGC
TCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGCAAGCCTGATGCGGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTCATCGA
TTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCA
GGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT
TCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTG
GACAAAGACTGACGCTCAGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT

ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG
GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGA
ACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCA
GTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGA
CCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCG

AGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACT
CGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACAC GGTACCAT
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Sn4:

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACAGTGGCGGA
CGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTGGGC
CTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGC
TCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAACATTGCAC
AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAA
TTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCA
GGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGACTGCATC
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGLCCCLCLCTGG
ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTCGAGG
CGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAA
CTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAG
TGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAG
TAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGA
GAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTC
GACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCAT

Sn5:

AGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCA
GACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTAGGGATTAGCTCCACCTCACAGTA
TCGCAACCCATTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCT
CCCATGAGTCCCCACCACTACGTGCTGGCAACATGGAACGAGGGTTGCGCTCG
TTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACC
ACCTGTGAACCAGCCCCGAAGGGAAGGACTATCTCTAGCCCGGTCTGGAACAT
GTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTC
CCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGTCC
CCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAAATGCCCAGAGACCTGCC
TTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAAT
TCCAGTCTCCCCTACATCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGATCCGAGGT
TGAGCCTCGGACTTTCACGGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACG
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CCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTCTCGCTTCTTCCCTACT
GAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATC
AGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGG
GCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCG
TCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGTCCATC
CCCAACCGATAAATCTTTCCACCACAGAACATGCGTTCCGCAGTCATATCCGG
TATTAGACCCAGTTTCCCAGGCTTATCCCAGAGTCAGGGGCAGGTTACTCACGT
GTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCACCAAAGCAAGCTTCGGCTTCATCGTTC
GACTGCT

Sn6:

ATGCTAGCCGAGCGGTAGAGTCTCTTCGGGGACTTGAAGAGCGGCGCACGGGT
GCGGAACACGTGTGCAACCTGCCTTTATCTGGGGGATAGCCTTTCGAAAGGAA
GATTAATACCCCATAATATACTGGATGGCATCATCTGGTATTGAAAACTCCGGT
GGATAGAGATGGGCACGCGCAAGATTAGATAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC
CAAGTCAGCGATCTTTAGGGGGCCTGAGAGGGTGATCCCCCACACTGGTACTG
AGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATG
GGTGAGAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGAAGGACGACGGCCCTATGGGTTG
TAAACTTCTTTTGTATAGGGATAAACCTAGATACGTGTATCTAGCTGAAGGTAC
TATACGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGATCTGT
AAGTCAGTGGTGAAATCTCACAGCTTAACTGTGAAACTGCCATTGATACTGCA
GGTCTTGAGTGTTGTTGAAGTAGCTGGAATAAGTAGTGTAGCGGTGAAATGCA
TAGATATTACTTAGAACACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTAAGCAACAACTGA
CGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGCTAACTCGTTTTTGGGTTTTCGGATTCAGAGACCTAAG
CGAAAGTGATAAGTTAGCCACCTGGGGAGTACGAACGCAAGTTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTATGTGGTTTAATTCGATGA
TACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGGGAAATGACAGGTTTAGAAATAG
ACTTTTCTTCGGACATTTTTCAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCG
TGAGGTGTTAGGTTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTGTCACTAGTTGCCA
TCATTAAGTTGGGGACTCTAGTGAGACTGCCTACGCAAGTAGAGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCACGGCCCTTACGCCTTGGGCCACACACGTAATAC
AATGGCCGGTACAGAGGGCAGCTACACAGTGATGTGATGCAAATCTCGAAAG
CCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCTATGATAGCTGGAATCG
CTAGTAATCGCGCATCAGCGCAAG

Sn7:

TGCCGCTGATTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAG
CTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTT
GTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA
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CAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGG
GTTTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCT
TGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAG
GGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGAC
CAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGC
TACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATG
ACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGC
GCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGC
GGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCC
AGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAA
AGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAG
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTG
GCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCT
CACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGC
CTTTCAATTTCGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTT
CCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCTCCG
CCGCTAACTTATTAAGAGCAGTGTATGAATCCAGTTGAAACTCTAGA

Sn8:

TCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTG
ATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCG
GACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACC
GGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCA
CTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCA
AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGAC
GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACT
GGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCT
AGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
ATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAG
CCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGT
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GAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACCCGGTACCAT

Sn9:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAC
CTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTGTTGC
GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCT
GTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGTC
AAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC
TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTG
CTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCA
CTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCAGGTTGAGC
GTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAAT
AATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCA
CTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACG
CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATG
CGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACC
ATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAA
GAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGC
GTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Snl10:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
CAGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGT
CTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
CCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCGAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
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ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTT
GCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCA
CTTTCCTCTTCTGCACTCAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGC
CGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTAACTAGCAC
TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGC
GGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTCTGCCTCC
CGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGG
CCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCG
ACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCAT
GGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCT
TATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTATAAGAGC
AAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTCA
TCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Snll:

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGGTAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGC
TCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTATCGAT
TGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCGCCGCGGTA
ATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAG
GCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCLCCTGG
ACAAAGACTG ACGCTCAGGT GCGAAAGCGT GGGGAGCAAA CAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG
GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGGGAGCATGT
GGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAA
CTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAG
TGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTCGACC
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAG
AGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCG
ACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCAT
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Snl2:

CGAACAGATGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTCGGCTG
TCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTA
CCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAAC
TGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGTTAGTAACTGAACAAGTCTT
GACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCG
GTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCC
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCA
AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAC
CGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAT
TTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAATACAAAGGGCAGCGAATCCGCGAG
GCCAAGCAAATCCCATAAAATTATTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGA
CTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGC

Snl3:

AAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGA
AACTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATA
ACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCC
CAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGA
GGAGGAAGGTGCTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACTCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAG
TCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT
GGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTA
AACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACG
CGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCG
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AAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACGGAATTTGGCAGAGATGCCTTAGTG
CCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTG
AAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCG
GTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAG
TATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGTAGATCAGAATGCT

Snl4:

CTCTGCAAGTCGAAGCGGTAGCACAGGGGAAGCTTGCTCCCCGGGTGACGAGC
GGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTA
CTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGG
TAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGC
CTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGC
TCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
CACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
CTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGC
CCCCTGGACGAAGACTGACGCTCANGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCC
TTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCA
GAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACT
GCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
ACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCT
CGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGC
AACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTGTAATCGTAGATCAGAATGCG

Snl5:

CTAGAGTTTGATCATGGCTCATACACACCGCCCGTATTCTAGAGTTTGATCATG

GCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGAAG
CAGAGCTTGCTCTGTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAATC
TGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACCGGATACGAG

CTGCGACCGCATGGTCAGTAGCTGGAAAGAATTTCGGTCAGGGATGAGCTCGC

GGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGC

CGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
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TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGACGCAG
CAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGG
AAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACCCGAGGCTCAACCT
CGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGCGAAG
GCAGATCTCTGGGCCGTATCTGACGCTGAGGAGCGAAGGGTGGGGAGCAAAC
AGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGG
GTCCATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG
CGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTCCAAGGCTT
GACATATAGAGGAAACGTCTGGAAACAGTCGCCCCGCAAGGTCTCTATACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTATGGTGGGAACTCATGGGA
TACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAA
TACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGTTGAGGTCT
GCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCT
GCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCA
TA
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