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Yiiksek Lisans Tezi
OZET
RICANIA SIMULANS’IN BAKTERIYAL MUCADELE ETMENININ ARASTIRILMASI
Feyza ALEV

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Kazim SEZEN
2014, 75 Sayfa, 12 Sayfa Ek

Ricania simulans adli bocek basta ¢cay olmak lizere birgok sebze ve meyveye zarar verdigi
bilinmektedir. R. simulans, tilkemizin Dogu Karadeniz bolgesinde yayilis gosteren bir
zararhdir. Diinyada Cin, Japonya ve Tayvan’da yayilis gostermektedir. R. simulans agiz
yapisindan dolay1 bitkilerin 6z suyunu emerek kurumalarina neden olmaktadir. Her tiirlii
bitkiye yumurta birakmaktadir. Zararliya kars1 sadece mekanik miicadele yapilmaktadir.
Mekanik miicadele, R. simulans’t kontrol altina almak igin yetersiz kalmaktadir. Bu
zararliya karst onemli bir mikrobiyal kontrol ajani bulmak icin, ilk olarak zararlidan 16
adet bakteriyal izolat elde edildi ve bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler dzellikleri belirlendi. Bu zelliklere gore R. simulans’dan elde edilen izolatlarin
9 tanesi tiir seviyesinde, 7 tanesi cins seviyesinde tanimlandi. Bu sonuglara gore Rsl
Pseudomonas oleovorans, Rs2, Rs3 ve Rs6 Pseudomonas parafulva, Rs4, Rs8, Rs10 ve
Rs13 Pseudomonas sp., Rs5 ve Rs6 Pantoea sp., Rs9 Microbacterium paraoxydans, Rs11
Bacillus sp., Rs12 Bacillus safensis, Rs14 Chryseobacterium indoltheticum, Rs15 ve Rs16
ise Bacillus thuringiensis olarak tanimlandi. Bu izolatlarin insektisidal aktivitesi R.
simulans’in hem nimf hem ergin evresine karsi test edildi. Test sonuglarina gore izolatlar
arasinda nimf evresinde en yiiksek insektisidal aktivite Rs4 nolu izolat tarafindan %82 ile,
ergin evresinde ise Rs16 nolu izolat tarafindan %86 ile meydana getirildi. Bu sonuglar Rs4
ve Rs16 nolu izolatin R. simulans’in kontrolii i¢in potansiyel bir biyolojik kontrol ajani

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, Bakteriyal flora, Ricania simulans,
Mikrobiyal miicadele
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SUMMARY

DETERMINATION OF BACTERIAL CONTROL AGENTS OF RICANIA SIMULANS
Feyza ALEV

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Kazim SEZEN
2014, 75 Pages, 12 Pages Appendix

Ricania simulans damages on many vegetables and fruits, including tea. R. simulans is
widespread through China, Japan and Taiwan in the world and in East Black Sea Region of
Turkey. It damages the plants by sucking the nectar. Up to now, it has been controlled by
mechanical methods only. This method is not sufficient enough to control R. simulans. In
order to find a more effective and safer control agent against this pest, first of all, we
determined 16 bacterial isolates from R. simulans and identified these isolates based on
morphological, physiological, biochemical and molecular characteristics. Based on the
identification tests, bacterial isolates were identified at species level for nine and at genus
level for seven. According to these results, they were identified as Pseudomonas
oleovorans (Rsl1), Pseudomonas parafulva (Rs2, Rs3 and Rs6), Pseudomonas sp. (Rs4,
Rs8, Rs10 and Rs13), Pantoea sp. (Rs5 and Rs6), Microbacterium paraoxydans (Rs9),
Bacillus sp. (Rs11), Bacillus safensis (Rs12), Chryseobacterium indoltheticum (Rs14),
Bacillus thuringiensis (Rs15 and Rs16). The insecticidal activities of these isolates were
performed against both nimfs and adults of R. simulans. According to test results, the
highest insecticidal activity was 82% for Rs4 isolate on nimphal stage and 86% for Rs16
isolate on adult stage of R. simulans. These results indicate that Rs4 and Rs16 isolates may
be valuable as potential biological control agents for the control of R. simulans.

Key Words: Bacillus thuringiensis, Bacterial flora, Ricania simulans,microbial control
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Diinya niifusu hala hizla artmaktadir. 2050 yilina varildiginda diinya niifusunun 9.5
milyara varacagi hesaplanmaktadir. Bu degerler dikkate alindiginda bitkisel ve hayvansal
gida maddeleri ile su Uriinleri {iretiminin ne kadar énemli oldugu anlagilmaktadir. Bugiin
su ortamda bile onemli dl¢iide gida agligr vardir. Son 35-40 yil gibi bir donemde, gida
maddeleri iiretimi %35 dolayinda artmistir. Ayn1 dénemde, diinya niifusu icerisindeki aglik
veya yetersiz beslenme orani %35’ten ancak %?20’lere diigmiistiir. Hala yaklasik olarak
diinyanin mubhtelif yerlerinde 840 milyon insan aglik sorunu ile karsit karsiyadir. Bu
insanlarin aglik duygusundan kurtulmasi icin fazla yemeleri ve i¢meleri yerine, daha
kaliteli ve besleyici gida maddeleri kullanabilmeleri i¢in gerek iiretim ve gerekse tiiketim
sathasinda cevreye ve insana zarar vermeyecek tarimsal Uriinleri iiretmek {zerinde
durulmasi gerekli bir alternatiftir (Er, 2009).

Hic¢ siiphesiz herhangi bir toplumun reel olarak en Onemli sektorii ve faaliyet
alanlarindan biri tarim sektoriidiir. Tarimsal faaliyetler insanin hayati ile baslamis ve insan
yasadigi siirece sonsuza kadar devam edecektir. Hi¢ kusku yoktur ki, tarim sektorii insanlik
alemi ile beraber baslaylp cok degisik safhalardan gecerek, farklilasip ve geliserek
bugiinkii seviyesine ulagsmistir. Bilimin ve teknolojinin tarima uygulanmasi tarimsal
liretimin ve verimin daima artirilmasi, biiyiik insan kitlelerinin beslenmesi son derece
onemlidir. Fakat bu is yapilirken dogal kaynaklar1 ve gevreyi de en iyi sekilde korumak,
kullanmak ve degerlendirmek gereklidir. Yoksa doganin vahsice ve biran evvel
tiiketircesine istismar edilmesi, acligr onleyemedigi gibi tabii kaynaklari da tamamen yok
etmekte ve dogadaki tabii dengeyi alt iist ederek ortadan kaldirmaktadir. Tiiketimin
kalitesinin artirilmasi, daha dogrusu tretilen gida maddelerinin beslenme kalitesinin
yiikseltilerek acliga engel olmaya calisilmasi, besin saghigi ve gida giivenligine 6nem
verilmesi ¢ok daha ehemmiyetlidir (Er, 2009).

Siirdiiriilebilir tarimda, toprak ve su kaynaklar ile havay: kirletmeden toprak, bitki,
hayvan, insan ve ¢evre sagligini korumak organik tarimla miimkiindiir (Lampkin, 1994).

Toprak, tarimsal etkinliklerin temel ekonomik kaynagi olup, ciftcilerin en 6nemli

sermayesidir (Bulut, 2006;Doganay, 2007). Dogu Karadeniz Bolgesini olusturan daglik



kiitlenin kuzey yamaglar1 {izerinde yagis ve buna bagli olan asir1 yikanma nedeniyle asit
reaksiyon gosteren lateritik topraklar olusmustur. Asit reaksiyonlu topraklar, 6zellikle
findik, misir ve ¢ay bitkisinin yetismesine uygun olup, Dogu Karadeniz bdlgesinin tarimsal
tirtin deseninin olugmasina katki yapmustir (Atalay, 2006).

Bagsta iklim 6zellikleri olmak tizere kosullarin uygunlugu nedeniyle Tiirkiye, sanayi
bitkileri tarim1 igin ¢ok elverisli bir iilkedir (Doganay, 1998). Ulkemizde tarimi yapilan ¢ok
cesitli sanayi bitkileriden birisini de ¢ay bitkisi olusturur (Doganay, 2006).Cay Tiirkiye’de
dogal yetisme kosullarmi, 6zellikle Dogu Karadeniz Bolgesi kiy1 kesimlerinde bulmustur.
Cok sayida ailenin temel gecim kaynagi olan ¢ay tarimi ¢oziim bekleyen bir takim
sorunlarla kars1 karsiyadir. Cay tarimi, tiim yil boyunca bakim isteyen bir faaliyettir. Cay
fidanlarinin yetistirilmesi, bahgelere tasinmasi, bahgelerin ¢capalanmasi, giibrelenmesi, ¢ay
agaglarinin budanmasi, zararlilarla miicadele ve ¢ayin hasat edilmesi en 6nemli bakim
faaliyetleridir (Doganay, 2011). Avrupa Birligine (AB) girme hazirliginda olan Tiirkiye,
AB cografi hudutlar i¢inde cay iireten ve diinyada kimyasal miicadeleye gerek duymayan
dogal sartlarda cay yetistiriciligi yapan tek tilkedir (Torun ve Talug, 2005).

Organik tarim, yanlis uygulamalar sonucu kaybolan dogadaki dengeyi yeniden
kurmaya yéneliktir. Ornegin; tarim dis1 organik ve {iriin atiklarmin kullanilmasi, kimyasal
ilaglar yerine hastalikli, zararli, yabanci otlarin miicadelesinde ¢evre dostu biyolojik
miicadele yontemi kapsaminda dogal diismanlarin kullanilmasi, toprak-bitki-hayvan-insan-
cevre saghigmin korunmasida &nemlidir (Oztemiz, 2008). Organik tarimda da biyolojik
miicadele desteklenmeli ve dogal denge korunmalidir.

Son yillardaki niifus artisina bagli olarak gelisen besin yetersizliginden dolayi, tiim
ileri tarim tekniklerinden yararlanilarak birim alandan en yiiksek diizeyde iiriin elde etmek
ve tiikketime sunmak en Onemli hedeflerden biri olmalidir. Ancak tarimsal iiretimde
ekimden tiiketime kadar gegen siirede iiriin birtakim olumsuz faktorlerin etkisi altinda
kalmaktadir. Bunlarin baginda hastalik ve zararlilar gelmektedir (Erdogan, 2006).

Zararlilarin neden oldugu iiriin kaybin1 asgari seviyede tutmak i¢in zararl etmenlerle
miicadele yapmak gerekmektedir. Miicadele yapilmadig: takdirde verim kaybir yildan yila
ve bolgeden bolgeye degismekle birlikte ortalama 9%60-80’e kadar ulasabilmektedir
(Anonim,1995).

Zararl1 bocekler, orman, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis bitkilerinde,
koruma altmma alinmis bolgelerde yetisen bitki tiirleri {izerinde, depolanmis {iriinlerde,

veterinerlik ve tibbi alanlarda biiyiik zararlara yol acarlar (Lacey ve dig., 2001).



Biyolojik miicadele, zararli boceklerin yapmis oldugu zararlari en aza indirmek i¢in
bu boceklerin tabii diigmanlarint kullanma olarak tanimlanabilir. Biyolojik miicadele de
kullanilacak ajanlarin bir¢ogu dogadaki hastalikli boceklerden izole edilir. Boceklerde
hastaliklara neden olan mikroorganizmalar 6zellesmis dogal diismanlar olarak kabul edilir
(Burges ve Hussey, 1971).

Biyolojik miicadele, zararli, hastalik ve yabanci otlarin diger canlilarin yardimiyla
ekonomik zarar esiginin altinda tutulmasidir. Bir baska deyisle, dogada zararli olan
canlilar1 tamamen yok etmeden dogal dengeyi koruyucu, onarict ve destekleyici 6nlemler
almaktir. Biyolojik miicadelede etkili olan dogal diismanlar predatorler, parazitoidler ve
patojenler olarak {i¢ ana grupta toplanmistir. Predatorler, zararlilar {izerinde dogrudan
beslenerek etkili olan faydali boceklerdir. Parazitoidler, yumurtalarini diger bir bocegin
ergin ya da ergin Oncesi donemleri dedigimiz yumurta, larva ve pupa gibi gelisme
donemleri icerisine birakarak etkili olan genellikle ar1 grubundan faydalilardir. Patojenler
ise diger canlilarda oldugu gibi zararlilarda da hastalik yapan etmenlerdir. Hastalik yapan
patojenler funguslar, bakteriler, viriisler ve nematodlar gibi canlilardir (URL-1, 2007).

Son birka¢ yildir, ¢ay zararlist olarak bilinen Ricania simulans adli bocege karsi
biyolojik miicadele biiyiikk 6nem arz etmektedir. Ayrica R. simulans’in sadece ¢ayda degil
Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde tarimi gergeklestiren bircok bitkide de zarari mevcuttur.
Ozellikle kimyasal madde kullamlmadan zararlinin kontrol altina alinmasi gerekliligi

biyolojik miicadeleyi zorunlu kilmaktadir.

1.2. Cay Bitkisi (Camellia sinensis)

Cay bitkisinin ana vatan1 Asya kitasi 6zellikle’de Muson Asya’sidir. Sicak ve nemli
iklim bolgelerinin bir iriini olan ¢ay agaci, 1-1.5 m ile 4-5 m kadar biiylyebilir.
Kamelyagiller familyasina ait olan bu bitki, yi1l boyunca yesil kalan bodur bir agagtir
(Goney, 1986), (Sekil 1). Taze yaprak ve filizlerinin fabrikalarda islenmesiyle elde edilen
kuru ¢ay, bu bitkiye esas dnemini kazandirmistir. Cay yapraklarinda tein denilen uyarici
bir maddenin bulunmasi, ayrica yapraklarda bazi kimyasal maddelerin suya aroma katmasi,
giiniimiizde cayin en ¢ok tiiketilen iceceklerden birisi haline gelmesine zemin hazirlamistir
(Tungdilek, 1960).

Cay bitkisinin vejetasyon siiresi 12 ay kadardir. Bunda ise aylik sicaklik

ortalamalarinin 18° C ile 20° C civarinda seyretmesi ve yil boyunca bol yagis diigmesi



etkili olup, bitkinin fizyolojik etkinlikleri biitiin bir yila yayilmistir. Cay tarimi i¢in sicaklik
alt smir1 -6° C iken sicaklik st sinir1 ise 35° C civarindadir. Yagis agisindan yillik

ortalama yagis miktari en az 1200 mm kadar olmalidir (Doganay, 2007).

Sekil 1. Karadeniz’de yetisen ¢aya ait goriintii

1.2.1. Diinya’da Caymn Onemi ve Gelisimi

FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) — Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii 2006 y1l1 istatistiklerine gore; Diinya’da ¢ay tarim alanlari
2.717.398 hektara ulasmistir. Bu alanin % 87,8’1 Asya, % 9,8’u Afrika, geri kalan %
2.4’lik kismi ise Gliney Amerika, Okyanusya ve Avrupa kitalarinda bulunmaktadir. 2002-
2006 yillar1 arasinda ¢ay iiretim alanlar1 % 9 oraninda genislemistir. Ulkeler itibariyle cay
tarim alanlarinin, % 41,1°1 Cin, % 18’1 Hindistan, % 7,81 Sri Lanka, % 5,4’i Kenya, %
4,3’1 Endonezya, % 4,5’1 Vietnam, % 2,8’1 Tiirkiye ve % 1,8’1 Japonya’da bulunmaktadir
(Sekil 2).



Diinya Uzerindeki Cayhk Alanlara Gore
y
2,8%1,8% Dagim %
43%_"

&

mCIN

® HINDISTAN

= SRi LANKA

EKENYA

B VIETNAM

= ENDONEZYA
TURKIYE
JAPONYA

4,5%

5,4% _4

Sekil 2. Ulkelerin ¢aylik alanlarma gore dagilimi

Diinyada ¢ay iiretimi 2006 yilinda 3.649.490 ton’a ulagmistir. Bu {iretimin % 82’si
Asya, % 15’1 Afrika, % 3’0 ise Amerika, Okyanusya ve Avrupa kitalarinda
gerceklestirilmektedir. 2002-2006 yillar1 arasinda, bes yillik slire¢ sonunda diinya iiretimi
% 13 oraninda artmustir. Yillik artis orani ortalamasi % 2,6’dir. Diinya toplam cay
tiretiminin % 27,1’ini Cin, % 24,4 {inii Hindistan, % 8,5’ini Sri Lanka, % 8,5’ini Kenya, %
5,5’ini Tirkiye, % 4,7’sini Endonezya, % 2,5’ini Japonya ve % 18,8’ini diger {iretici
tilkeler gergeklestirmektedir (URL-2, 2009), (Sekil 3).
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Sekil 3. Diinya ¢ay iiretim miktarlarina gore tilkeler

Diinya’da cay ithalati, hem cay {ireticisi olan {ilkeler, hem de cay iireticisi olmayan
tilkeler tarafindan yapilmaktadir. FAO’nun 2004 yil1 verilerine gore, toplam c¢ay ithalati
1.404.971 ton’dur. Ithalatta en biiyiik paya sahip iilkeler, AB-25 iilke (% 23,1), Rusya



Federasyonu ve Bagimsiz devletler (% 12,2), Pakistan (% 8,2), ABD (% 7,0), Misir (%
5,2), Irak (% 4,9) ve Japonya (% 4,0) dir (URL-2, 2009).

1.2.2. Tiirkiye’de Cayin Onemi ve Gelisimi

Tiirkiye’de ¢ay tarim1 Dogu Karadeniz Bolgesinde Giircistan sinirindan baglayarak
Ordu ilinin Fatsa ilgesine kadar olan kusakta yapilmaktadir. Bu bolge igerisinde basta Rize
olmak iizere Trabzon, Ordu, Giresun ve Artvin illerinde ¢ay yetistiriciligi yapilmaktadir.
Bu bélge diinyada ¢ay yetistiriciligi yapilan alanlar igerisinde en {ist bolgeler arasinda yer
almaktadir. Giircistan sinirindan Trabzon ilinin Arakli ilgesine kadar olan alan Tiirkiye’de
cay yetistirilmesi bakimindan en elverisli ve birinci derecede verimli ¢ay iiretim alanlarini
olusturmaktadir. Cay Dogu Karadeniz Bolgesinde yasayan halkin en oOnemli gelir
kaynaklarindan birisini teskil etmektedir (URL-2, 2009).

Tiirkiye’de cay sektorli diger iiretici iilkelerle karsilagtirildiginda nispeten yeni bir
faaliyet goriiniimiinde olmasia ragmen kisa siire icerisinde biiyiik gelisme gostermistir.
1950’11 yillarda kuru ¢ay iiretimi 25 000 tonun altinda gerceklesirken son dénemlerde bazi
yillar 200 bin tona yaklasmis, 2004 yilindan itibaren de 200 bin tonun iizerine ¢ikmuistir.
Bugiin Tirkiye cay liretiminde Onemli iiretici iilkeler arasinda yer almakta ve iiretim
miktar1 agisindan Cin, Hindistan, Sri Lanka, Kenya’dan sonra besinci sirada bulunmaktadir
(URL-2, 2009). Ulkemizde cay tarim sahalarini basta Rize olmak iizere, Trabzon, Artvin,
Giresun ve Ordu illeri olusturur. Cay tarim alanlarinin %65°1 (49.963 hektar) Rize, %21°1
(15.832 hektar) Trabzon, %11°i (8.600 hektar) Artvin ve %3 kadari da Giresun- Ordu
(2.236 hektar) illerinde bulunur (Sekil 4). Tiirkiye’de gerek ¢ay dikim alanlar1 ve gerekse
de iretim miktarlar1 stirekli bir artis gostermistir. 1940 yilinda 155 hektar olan ¢ay
bahgeleri, 2004 yilinda yaklasik 76.631 hektara ulasmigtir (Doganay, 2011).
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Sekil 4. Caylik alanlara gore illerin dagilimi (%)

Dogu Karadeniz bolgesinde yetisen g¢aylar, ekolojik sartlar nedeniyle kis aylarinda
kar altinda kalmaktadir. Bu dogal 6zellik diinyada Dogu Karadeniz kiyilarindan baska
hicbir bolgede bulunmamaktadir. Cografi ve ekolojik sartlar geregi Dogu Karadeniz’deki
topraklarda ve de cay bitkisi iizerinde hicbir suretle kimyasal ilagla miicadele yapmaya
gerek duyulmamaktadir. Kimyasal zirai miicadele ilaci kullanilmadigindan bdlgede
iiretilen siyah ve yesil caylarda pestisit kalintisina da rastlanmamistir. Bu durum ise
iilkemizi saglikli siyah, yesil ve organik ¢ay iretimi icin ideal iilke durumuna
getirmektedir. Sadece bu 6zelliginden dolayr Tiirkiye cayr diinyanin en saglikli en dogal
¢ay1 olma 6zelligini tasimaktadir (URL-3, 2013).

Birgok zararli bocek ve hastalik yeni yapraklara, ince dallara, koklere ve olgun ¢aya
zarar Verir.

Giant looper (Ascotis selenaria); Bu zararli Lepidoptera ordosundan olup, yilda 3 kez
yumurtlar ve kisi pupa asamasinda gegirir. Cogunlukla Agustos ve Eyliil’de benek
seklindeki enfeksiyonlar1 goze carpar.

Kanzawa kenesi (Tetranychus kanzawai); Bu zararli Prostigmata ordosundan olup,
Haziran’da ve Eyliil’den Ekim’e kadar iki kez istilasinin zirveye ulastigi gozlenir. Bu
kenenin popiilasyonu Amblyseius cinsine ait akar predatorii tarafindan dogal olarak
baskilanir.

Kiigiik yaprak tirtili (Adoxophes honmai); Bu zararli Lepidoptera ordosundan olup,
bir yilda 4 kez yumurtlar ve kis boyunca larva olarak kalir. Ikinci ve iigiincii hasat

mevsiminde istilas1 gdze ¢arpar. Genel olarak hasattan sonra goriliir.



Dogu cay tirtili (Homona magnanima); Bu tiir Lepidoptera ordosundan olup, bir
yilda 4 kez yumurtlar ve kis boyunca larva olarak kalir. Cay iirlinii iizerinde onun meydana
getirdigi bir seyrelme ile tanimlanir. Ugiincii ve dordiincii mevsimler de istilas1 goze
carpar.

Dut Kabuklu Biti (Pseudaulacaspis pentagona); Bu zararli Hemiptera ordosundan
olup, yilda 2 veya 3 kez yumurtlarlar ve disileri kis siiresince hayatta kalir. Yumurtadan
cikanlar (tirtillar) kimyasal kontrol amaciyla kullanilan insektisitlere kars1 yiiksek derecede
duyarhdir.

Yellowish elongate chafer (Heptophylla picea); Bu zararli Coleoptera ordosundan
olup, ugamayan tek kanatli bir bocektir. Birinci siirgliniin zayif biiyiimesine neden olan

larvalar ¢ay koklerini yerler. Cogu erkekler tiirler ugma giiciine sahip degildir.

1.3. Ricania simulans’m Sistematikteki Yeri

Hemiptera takimina ait olan R. simulans, Ricaniidac familyasina ait bir c¢ay
zararlisidir. Bahgelerde, tarim alanlarinda basta cay olmak iizere birgok sebze ve meyvede
bulunabilir.

—Takim: Hemiptera

e Familya: Ricaniidae
= Cins: Ricania

o Tiir: Ricania simulans (Walker, 1851)

1.3.1. Ricania simulans’m Biyolojisi

1.3.1.1. Hayat Dongiisii

R. simulans’in hayat dongiisii 3 evreden olusmaktadir: yumurta evresi, nimf evresi ve

ergin evre.



1.3.1.1.1. Yumurta Evresi

Ergin bocekler ilk yumurtalarini Agustos basinda veya ilk iki haftasinda birakmaya
baslamaktadir. Bocegin yilda bir dol verdigi ve ortalama bir disinin bir yilda 50 adet
yumurta biraktigi bilinmektedir (URL-4, 2013). Ergin bocek konak olarak ¢ay, mandalina,
asma, kivi, fasulye gibi bir¢ok bitkiye yumurta birakabilmektedir.

Y

Sekil 5. Cay tizerinde R. simulans yumurtasi

Sekil 6. R. simulans yumurtasina ait mikroskobik goriintii

Bocek yumurtalar1 giiniin her saatinde birakabilmektedir. Ergin bdcek yumurtalar
bitkiye tek sira halinde birakmaktadir (Sekil 5, 6). Yumurtalarin rengi seffaf beyaz
renktedir. Yumurtalar bitki {lizerinde kis1 gegirerek Haziran ayinda nimfler ortaya

cikmaktadir.
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1.3.1.1.2. Nimf Evresi

Nimflerin yumurtalardan ¢ikis zamani genellikle Haziran ayr sonuna dogru
gerceklesmektedir. Nimfler yaklasik olarak 3 ay dogada bulunmaktadir.

Nimf evresinde viicudun arka kisminda beyaz renkli tiiyler mevcuttur (Sekil 7).
Bocek kendisini diismanlardan korumasi i¢in bu tiiyleri kamufle amacl kullanmaktadir. R.

simulans nimfinin yaklasik uzunlugu 4 mm civarindadir.

Sekil 7. R. simulans nimfi

1.3.1.1.3. Ergin Evresi

Erginler de Temmuz ay1 ortalarinda ¢ikmakta olup, nimfler gibi 3 ay kadar siirede
dogada bulunmaktadir. Erginler Agustos basinda c¢iftlesmeye baslamakta ve ilk iki
haftasinda yumurta birakmaya baslamaktadir. Erginlerin boyu 7 mm ile 13 mm arasinda
degismektedir (Sekil 8).
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Sekil 8. R. simulans ergininin mikroskopta boyunun 6lgiilmesi

Uggen sekilli, boyuna ve enine yogun damarcik igeren sayisiz ¢apraz damarli,

belirgin koseli kanatlara sahiptir. Ortalama kanat boyu 8 mm’dir (Sekil 9).

Sekil 9. R. simulans ergin kanatinin mikroskopta boyunun
Olcililmesi

R. simulans erkeginin kuyruk kismi disiye oranla daha kiittiir (Sekil 10,11).
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Sekil 11. R. simulans ergin erkek mikroskop goriintiisii

1.3.2. Ricania simulans’in Zarari ve Yayilisi

R. simulans’in dagilim gosterdigi alanlar Japonya, Cin, Tayvan’dir (Tsaur, 2005),
(Sekil 12a). Tirkiye’de ise yayilis gosterdigi sehirler Artvin, Rize ve Trabzon sahil
kesimidir. ilk olarak lIyidere Ilgesi’nde gozlenirken ii¢ yil icerisinde hizla cogalarak
Trabzon’un Of Ilgesi’nden Artvin’in Hopa Ilgesi’ne kadar tiim sahil seridinde etkili
olmustur (Sekil 12b).
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Sekil 12. a) R. simulans’m diinya iizerindeki yayilis alanlarmi gosteren harita, b) R.
simulans n Tirkiye lizerindeki yayilis alanlarii gosteren harita

R. simulans’in agiz yapisindan dolay:1 bitkilerin 6z suyunu emerek kurumalarina
neden oldugu, bu asamada salgiladiklar1 tatlh maddeden dolay1 bitkileri kirlettikleri,
yumurtalarini tipik olarak govde altina agtiklari yaralara biraktiklart belirtilmektedir (URL-
4,2013).

Bocek her tiirlii bitkiyi yumurta birakmak icin kullanmaktadir. Bu bitkiler arasinda
cay, asma, fasulye, mandalina, kivi sayilabilir. Ayrica beslenme i¢inde kivi, cay, fasulye,
salatalik gibi tarimsal tiriinleri tercih etmektedir.

Giircistan’da turunggillerde 6nemli hastalik etmeni olan ve iilkemizde “Gogiiren

Hastalig1” olarak bilinen “Tristeza” etmenini diger bitkilere bulastirdigi belirlenmistir
(URL-4, 2013).

1.4. Zararh Boceklerle Miicadele Yontemleri

Yeryiiziindeki tiir sayis1 1.250.000’nin iizerinde olan bocekler tiim hayvansal
canlilarin da %75’ini olusturmaktadir. Bu kadar zengin tiire sahip olan bdceklerin hepsi
zararhi degildir. Bunlarin yaklasik tigte biri zararli, licte biri yararli, {igte biri de notr
tiirlerdir. Insanlara ve hayvanlara hastalik tasiyarak saghgn tehdit edenler, kiiltiir
bitkilerinde iiriin kayiplarina neden olanlar, Orman ve Siis bitkilerine zarar verenler ile
kentsel yasamda sorun yaratanlar zararl kabul edilmektedir. Ancak bunlarin %99’a yakin
bir kism1 dogal olarak baski altinda tutulmaktadir. Geriye kalan %1 kadar1 bile ortaya
cikardigl ¢ok onemli sorunlar nedeniyle insanoglunu tarih boyunca ugrastirmaya yetmistir.
Gerek saglik, gerek sosyal ve gerekse ekonomik agidan bircok olumsuzluklari ortaya

cikaran bu tiirleri elemine etmek veya baski altina alabilmek i¢in tarihin ilk devirlerinden
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bu yana ¢esitli miicadele yontem ve teknikleri gelistirilmistir. Bunlar Kiiltiirel Miicadele,
Fiziksel-Mekaniksel Miicadele, Kimyasal Miicadele, Biyoteknik Miicadele, Entegre
Miicadele ve Biyolojik Miicadele olarak gruplandirilabilir (Uygun, 2002).

1.4.1. Kiiltiirel Miicadele

Hastalik ve =zararlilarin yasamlarin1 giliglestiren ¢ogalmalarin1 azaltan veya
engelleyen tarimsal islemleri iceren savas yontemlerine kiiltiirel miicadele denir. Kiiltiirel
miicadelede amac hastalik ve zararlinin tedavisi degil, 6nceden alinan onlemlerle kiiltiirel
bitki ve iiriinleri zarardan korumaktir. Kiiltiirel miicadele yontemleri ucuz uygulamalar

olup ¢ogunlukla bilinen ve uygulanan tarimsal yontemlerdir (URL-5, 2007).

1.4.2. Fiziksel Miicadele

Yiiksek sicakliktan yararlanma, yakma, su altinda birakma, suya daldirma, mineral
tuzlardan yaralanma, nemden faydalanma, elektrik ve radyoaktivite kullanilarak boceklerin

oldiiriilmesi veya kisirlagtirilmasini igeren miicadele yontemidir.

1.4.3. Mekanik Miicadele

Ezme, toplama, engelleme ve yapiskan, kislik, engel, 151k, renk, feromon tuzaklar

kullanarak yakalamak seklinde uygulanan miicadele yontemidir.

1.4.4. Kimyasal Miicadele

Kimyasal miicadele ¢esitli kimyasallarin toz ve sulu halde kullanilmasiyla yapilan
miicadeledir.

Kimyasallar bitkiler {izerine piiskiirtiildiikten sonra genellikle sicaklik, 151k, yagis
gibi cevresel etkiler nedeniyle zehirliliklerini zararli i¢in kaybederler. Belirli bir siire sonra
zehirli kalinti miktar1 insan saghg igin zararsiz bir seviyeye diiser. Uriinler giin olarak

verilen siire gegmeden hasat edilmemeli ve tiiketilmemelidir. Bu nedenle bekleme siiresi
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ilacin son kullanimi ile hasadi arasinda gegmesi gereken siire olarak tarif edilir. Bu siire her

ilacin etiketinde yazilidir. Ilaglarin bekleme siiresi miimkiin oldugu kadar uzun olmalidr.
Hastalik ve zararlilara kars1 kullanilacak ilaglar, daima o hastalik ve zararliya karsi

ruhsatli olmalidir. Kimyasal miicadele, miicadele yontemleri i¢inde en son bagvuracagimiz

yontem olmalidir (URL-6, 2007).

1.4.4.1. Kimyasal Miicadelenin Zararlar

Bitki ve hayvanlara zarar veren canli organizmalara karsi kullanilan kimyasal
ilaglarin tiimiine pestisit ad1 verilmektedir. Pestisitler kendi aralarinda; bocek oldiriiciiler
(insektisitler), fungus oOldiiriiciler (fungusitler), akar oldiriiciiler (akarisitler), bakteri
oldiiriictiler (bakterisitler) gibi birbirinden oldukga farkli kimyasal yap1 ve 6zelliklere sahip
yiizlerce bilesiklerden miitesekkildir (Karakaya ve Boyraz, 1992). Tarimsal ilaglarin
kullanim1 bir taraftan tarimsal iiretimi arttirirken diger taraftan bilingsiz ve hatali kullanim
sonucu dogrudan ya da dolayli yollardan insan ve c¢evre sagligi problemlerini de
beraberinde getirirler. Pestisitler tavsiye edilen dozlarin {izerinde kullanildiklarinda,
gereginden fazla sayida ilaglama yapildiginda, gerekmedigi halde birden fazla ilag
karistirllarak kullanildiginda veya son ilagclama ile hasat donemi arasinda birakilmast
gereken siireye riayet edilmedigi durumlarda gida maddelerinde fazla miktarda kalinti
birakabilirler (Karakaya ve Boyraz, 1992). Genelde bitkileri ve tarim iriinlerini
zararlilardan korumak amaciyla kullanilan pestisitler bitkilerin, insanlarin ve diger
canlilarin yasadigi cevrede uygulanmaktadir. Bu sebeple, c¢evrede yasayan canlilar
dogrudan veya dolayli olarak bu maddelerin olumsuz etkilerine maruz kalmaktadirlar.
Agiz, deri ve solunum yoluyla insan viicuduna girebilen bu maddeler insan ve diger
canlilara kars1 farkl etkiler gdstermektedirler.

Bu genel etkileri;

a) Dogrudan toksik etkiler

b) Sekonder toksik etkiler

¢) Gida tiirlerinin azalmasi

d) Yasama ortaminin bozulmasi

e) Rakip tiirlin sayisindaki degisme

f) Pestisitlere kars1 dayaniklilik meydana gelmesi olarak 6zetlemek miimkiindiir.
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Pestisitlerin uygulandigi bir alanda, miicadele edilen zararli ile birlikte aym
ekosistem icgindeki diger canlilar da zarar goriir. Bu da, bu alanda besin zincirinde
kopmalara neden olur, unutulmamalidir ki yeryiiziindeki her canli gereklidir. Av-avci
dengesinin bozulmasi bir ekosistem i¢in sonun baglangicidir.

Su (yer istii - yer alt1), toprak ve hava ile gidalarin pestisitlerden etkilenmesi bu
¢evrede yasayan insanlarin sagligini da dogal olarak tehdit etmektedir. Pestisit istenmeyen
Ozelliklerinden en 6nemlileri, ¢cevrede kaliciliklarinin uzun siireli olusu, biyo-akiimiilasyon
ile canl1 organizmalarda depolanmasi ve kendilerinin, doniisiim iirlinlerinin veya i¢erdikleri
gayri safiyetlerin canlilara onemli derecede toksikolojik etkilere sahip olmalaridir
(Anonim, 2005).

Bir kimyasalin bir kez veya kisa bir zaman diliminde birka¢ kez alinmas1 sonucunda
viicutta olusan hasar akut toksisite olarak tanimlanir (Unal, 1998).

Akut toksisite ilacin iiretimi sirasinda calisanlarin ilaglardan zehirlenmesi sonucu
ortaya ¢ikabildigi gibi bu ilacin taginmasi, depolanmasi ve kullanilmasi esnasinda giivenli
kullanim kurallarina uyulmamasi sonucu da ortaya ¢ikabilir (Ecevit, 1988).

Yiiksek dozda pestisit kalintist iceren gidalarla beslenen insanlarda ve g¢evredeki
diger canlilarda akut veya kronik zehirlenmelere neden olabildikleri gibi, 6zellikle bazi
tirlinlerde aroma ve kalite degisimleri meydana getirebilirler (Henning ve dig., 1954).

Bilingsiz ve gereksiz pestisit tiiketimin neden oldugu sorunlardan biri de zararh
organizmalar da goriilen duyarlilik azalis1 ve takiben dayaniklilik (direng) sorunudur. Bir
pestisite kars1 organizmalarin duyarlilig1 azaldikga, o pestisitin duyarliligi da diismektedir.
Ureticiler bu durumda kullandig1 pestisitin dozunu yiikselterek aym basartyr yakalamaya
calismaktadir. Bu durumda, dayaniklilik sorunu ortaya c¢ikmakta, daha fazla pestisit
tilketilmekte, bir yandan ekonomik agidan maliyet artmakta, bir yandan da etkisizlik
nedeniyle organzimalarin neden oldugu iiriin ve kalite kayiplar1 devam etmekte ve en
onemlisi de insan saghigi ve cevre kirliligi acisindan sorun daha da derinlesmektedir.
Pestisitlere duyarliligin azalisi, bir mikroorganizmanin genetik yapisinda degisiklik
olmaksizin, bir kimyasal maddeye uyum gostermesiyle kendini gosterir. Ancak
dayanikliliktan so6z edildiginde, organizmalarin duyarliligi genetik yapisindaki bir
degisiklik yani mutasyon sonucu ¢ok azalmakta ve genelde geri doniisli olmayan bir durum
ortaya ¢ikmaktadir (URL-8, 2013).

Dayanikliligin ortaya c¢ikisina en fazla etki eden faktorlerin basinda, pestisitin

dayaniklilik acisindan riski ile pestisitlerin kullanim bi¢imi gelmektedir. Bilingsiz ve
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kontrolsiiz kullanim, dayanikliligin daha hizli ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Delen ve
Tosun, 1996). Ornegin, DDT’nin kesfinden 6nceki 1940’larin basina kadar zararlilar
tarafindan iirlinde meydana gelen kaybin diinya ortalamast % 7 iken, 1980’lerin sonuna
dogru bu kayip %13’e yiikselmistir (Wilson, 1990). Bu iiriin kaybindaki iki katlik artis, ilag
devriminden sonra baslamis ve ayni donem iginde ila¢ kullaniminda ise 12 katlik bir artig

meydana gelmistir (Poppy, 1997).

1.4.5. Biyoteknik Miicadele

Zararlilarin biyoloji, fizyoloji ve davranislari iizerine etkili olan yapay ve dogal
maddeler kullanilarak zararlilarin normal 6zelliklerini bozmak suretiyle uygulanan

miicadele yontemine, biyoteknik miicadele denir (URL-5, 2007).

1.4.6. Entegre Miicadele

Entegre miicadele, zararli tiirlerin popiilasyon dinamikleri ve ¢evre ile iligkilerini
dikkate alarak, uygun olan tiim miicadele yontemlerini ve tekniklerini uyumlu bir sekilde
kullanarak, zararlilarin popiilasyon yogunluklarini ekonomik zarar seviyesinin altinda tutan

bir miicadele yontemidir.

1.4.7. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele terimi ilk kez 1919 yilinda Smith tarafindan kullanilmis olup,
biyolojik miicadeleyi basit olarak “zararli populasyonlarmi dogal diismanlar1 vasitasiyla
baski altina alma veya diizenleme” seklinde tanimlamistir. Yazar burada dogal diisman
olarak sadece parazitoit, predatér ve patojenleri kastetmistir. Van den Bosch ve dig.,
(1982), biyolojik miicadele teriminin hem “Uygulamali Biyolojik Miicadele” yani
“insanlar tarafindan dogal diigmanlarin zararlilara karst kullanilmasi” ve hem de “Dogal
Biyolojik Miicadele” yani “insanin miidahelesi olmadan dogada kendiliginden olusa gelen
baskiy1” ifade etmek iizere kullanildigini belirtmektedir. Debach (1974), biyolojik
miicadeleyi dogal miicadelenin bir pargasi olarak kabul etmekte ve ekolojik anlamda

“parazitoit, predatdr ve patojenlerle, herhangi bir zararlinin populasyon yogunlugunu, bu
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etmenlerin olmadigr zamanki yogunlugundan daha diisiik diizeyde tutulmasini saglayan
diizenlemeler” olarak tarif etmektedir. Debach (1974), dogal miicadeleyi ise “Dogada canli
populasyonlarinin belirli bir zaman periyodunda inis ve ¢ikiglarinin bir veya daha ¢ok
dogal faktorler kombinasyonu tarafindan diizenlenmesi” seklinde tarif etmekte ve bu
faktorleri biyotik ve abiyotik olarak iki gruba ayirmaktadir. Bu faktorler;

- Dogal diigmanlar,

- Besin (kalite ve kantite),

- Tiir i¢i rekabet,

- Tiirler aras1 rekabet (diger dogal diismanlar),

- Iklim ve diger fiziksel faktorler ve

- Yer ve yasam alani istekleri.

Burada da goriildiigi gibi “Dogal miicadele”de insan aktivitesi yoktur. Biyolojik
Miicadele’de ise;

- Biyolojik miicadele alanini uygulayict belirler,

- Tlim faaliyetler insanlar tarafindan yonetilir ve

- Ekonomik girdi gerektirir.

Dolayisiyla biyolojik miicadele kendiliginden gelisen bir olay olmayip, insan
aktivitesini gerektiren diizenlemelerdir.

Hagler (2000), biyolojik miicadele’yi “Zararlilarin miicadelesinde, dogal
diismanlarin insanlar tarafindan kullanilmasidir” seklinde tarif etmekte ve biyolojik
miicadeleyi dogal miicadeleden ayirmaktadir. Yazar ayrica, ABD Ulusal Bilimler
Akademisi’nde bir grubun, biyolojik miicadelenin taniminda bulunan canli organizmalara
gen ve gen lriinlerini de ekleyerek biyolojik miicadelenin ¢alisma alanini genisletmek
istediklerini vurgulamaktadir (Uygun, 2002).

Zararl bocek populasyonlarini dolayisiyla boceklerin zararlarini azaltmak igin canli
organizmalardan veya bu organizmalara ait iirlinlerden (mikroorganizmalar, predatorler,
parazitoid bocekler, omurgasizlar, omurgalilar, feromonlar, semikimyasallar, bitkisel
insektisitler, bocek biiylime diizenleyicileri) faydalanarak yapilan ekonomik, giivenilir ve

basaril1 bir miicadele yontemidir (Demirbag ve dig., 2008).
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1.4.7.1. Biyolojik Miicadelede Kullanilan Etkin Gruplar

Biyolojik miicadelede 3 grup etkin sekilde kullanilmaktadir: parazitoitler, predatorler

ve entomopatojenler.

1.4.7.1.1. Parazitoitler

Parazitoitler konukculari iizerinde beslenerek konukg¢usunu oldiirtirler, parazitler ise
yine konukcgular1 ile beslenirler fakat konuk¢usunu o6ldiirmezler. Parazitoitlerin ergin
oncesi donemleri sadece bir adet konukcu ile beslenirler, beslendigi konukc¢udan
ayrilmazlar ve o konuk¢uyu ayni zamanda yasama yeri olarak kullanirlar. Parazitoitlerin
erginleri ise hareketlidirler ve yasamlarini siirdiirmek icin genellikle balli madde, nektar ve
polene gereksinimleri vardir. Ancak bazi tiirlerin konukgulari ile de beslendigi ve bu yolla
da konukcusu iizeride etkili oldugu bilinmektedir. Parazitoitler genellikle sadece bir
konukg¢u tiire veya akraba birkag¢ tiire saldirirlar. Bu durum parazitoitlerin biyolojik
miicadelede kullanilabilecek en uygun etmen olmasini saglamistir. Gerek iiretiminin
predatorlere gore kolay olmasi ve gerekse de konukcu spektrumunun dar olmasi nedeniyle
klasik biyolojik miicadele ve ¢ogaltilarak salim yapilan biyolojik miicadele programlarinda
en ¢ok kullanilan bir etmen grubunu olustururlar (Uygun, 2002).

Dogal ve agroekosistemlerde sayillamayacak kadar ¢ok tiirii bulunan parazitoitlerin
yaklasik %78’1 sadece Hymenoptera ve bir bolimii de Diptera takiminda bulunurken,
predatorlerin ise boceklerin hemen hemen tiim takimlarinda az veya ¢ok oranda bulundugu

bildirilmektedir (Feener ve Brown, 1997).

1.4.7.1.2. Predatorler

Birgok bocek takiminda bulunan predatorler genellikle polifagdirlar. Belirli bir ava
Ozellesmis olanlar1 ¢ok azdir. Bunlarin hem ergin 6ncesi, hem de ergin doénemleri
genellikle aveidir. Cok yaygin olmamakla birlikte bazi1 predatorlerin erginleri avlar ile
degil, balli madde, nektar, polen, su vb. maddelerle beslenirler. Ergin predatorler
yumurtalarimi avlarmin bulundugu yerlere birakirlar, yumurtadan ¢ikan larvalar avlarim

aramaya baglarlar ve bulduklarim1 ya ¢igneyerek ya da sokup-emerek oburca tiiketirler.
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Bunlar genellikle kendinden daha ufak ve daha zayif avlara saldirirlar. Ancak, bazi
predator tiirleri kendinden daha iri bireylere saldirdiginda onu ilk 6nce bir zehirle
hareketsiz hale getirir ve ondan sonra yemeye baslar. Bazi gelin bocegi erginlerinin 1-2
aylik Omiirlerinde giinde 100 kadar yaprakbiti tiikettigi bilinmektedir. Predatorlerin
cogaltilarak biyolojik miicadelede kullanilmasi tam olarak uygulamaya sokulamamuistir.
Bunlarin kitle iiretimi pahali ve zordur. Yapay besi ortamlarinda iiretilenlerin de dogadaki
etkinliginin belirlenmesinde 6nemli eksiklikler vardir. Yapay besi ortami hazirlama ve
predatorlerin etkinliklerinin belirlenmesi konularindaki arastirmalar yogun bir sekilde

stirdiiriilmektedir (Uygun, 2002).

1.4.7.1.3. Entomopatojenler

Dogada boceklerin hastalanmasina neden olan ve sonra onlar1 dldiiren orijini bakteri,
viriis, mantar, nematod veya protozoa olan pek ¢ok mikroorganizma mevcuttur (Lipa,
1975; Poinar, 1978).

Bu mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandirilir. Bir¢ok entomopatojen
mikroorganizma, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis bitkilerinde, koruma altina
alinmis bolgelerde yetisen bitki tiirleri lizerinde, orman arazilerinde, depolanmus iiriinlerde,
veterinerlik ve tibbi alanlarda zararlara yol acan vektor ve zararli boceklerin biyolojik
kontroliinde kullanilir (Burges, 1981; Tanada ve Kaya, 1993; Lacey ve dig., 2001).

Entomopatojenlerin yakin gelecekte, mikrobiyal kontrol ajan1 olarak, sadece fiyat ve
etkinlik bakimindan degerlendirildiginde bile kimyasal insektisidlere gére daha kullanish
hale gelecegi disiiniilmektedir (Lacey ve dig., 2001). Birgok viriisiin bdceklerin
hastalanmasina neden olarak bocek salginlarini kontrol ettikleri bilinmektedir (Steinhaus,
1956). Cigneyici agiz yapisina sahip bocekler, oOzellikle yaprak yiyenler, viriis
enfeksiyonlara kars1 daha hassastir. Bu durumda yaprak yiyen Lepidoptera tirtillartyla,
Hymenoptera’nin yalanci tirtillari, viral ajanlardan daha fazla zarar goriirler (Weiser,
1969).

Bu viriisler genellikle 2-3 yilda bir meydana ¢ikan salginlarda c¢ogalarak bircok
larvay1 oldiirtirler ve boylece bocek afetlerini ortadan kaldirirlar (Lipa, 1975).

Viriisler bircok bdcek takimiyla iliskilidir. Bununla birlikte biiylik bir kismi
Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda bulunmaktadir
(Demirbag ve Beldiiz, 1997).
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Viriisler igerisinde en az 16 familyanin boceklerle miicadelede etkili oldugu tespit
edilmistir (Tanada ve Kaya, 1993).

Simdiye kadar smiflandirilan bocek viriislerinin biiyiik bir kismi Baculoviridae,
Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae
ve Iridoviridae familyalarina aittir. Bu bocek viriislerinden, Baculoviridae familyasi sadece
artropodlar i¢in 6zeldir (Demirbag ve Beldiiz, 1997).

Cogu bakuloviriisler sadece bir veya yakindan iliskili birkag bocek tiiriinii enfekte
edebilir (Arif ve Kurstak, 1991). Insanlar ve diger hedeflenmemis organizmalar igin
giivenli bir mikrobiyal ajan olmasi, bu viriislerin biyolojik miicadelede kullanilma
potansiyelini arttirmaktadir (Granados ve Federici, 1986; Groner, 1986).

Deacon (1983), entomopatojen funguslarin diger mikrooganizmalara gére ¢ok daha
genis konukcuya sahip oldugu, Lepidoptera, Homoptera, Coleoptera ve Diptera takimlarina
bagh tiirlerde enfeksiyon yaptiklari, bunlardan, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae ve Lecanicillium lecanii’nin tiim diinyada yaygin oldugunu kaydetmektedir.
Bazi fungus tiirleri de konukguya spesifiktirler. Ornegin, Hirsutella thompsonii ile akarlar
arasinda ve Culicinomycetes spp. ile sivrisinek tiirleri arasinda spesifik bir iliski mevcuttur
(Deacon, 1983). Entomopatojen funguslarinlarla ilgili bazi faydali genellemeler Deacon
(1983) tarafindan asagidaki sekilde belirtilmektedir. Bunlar;

1. Genelde, hemen hepsi patates dextrose agar veya malt extract agar gibi standart
mikobiyolojik ortamlarda rahatlikla gelisebilir, bu yilizden funguslar beslenme
problemi yasamazlar.

2. Entomopatojenik funguslarin genelikle optimum gelisme sicakligi 20-25°C’dir ve
37°C ve daha yiiksek sicakliklarda gelisemezler. Bunun sonucu olarak bazi
alerjiye sebep olan funguslar hari¢, insanlar ve diger sicakkanli memelileri
etkileyen ciddi zararlar gosteremezler.

3. Kat1 substratlarda tipik elongate hif olarak gelisirler. Fakat daldirilmis kiiltiirlerde
bunlarin bir ka¢1 blastospor olarak adlandirilan maya benzeri tomurcuklanan
hiicreler seklinde gelisirler.

4. Funguslar, kiiltiirde veya 1liman sartlardaki konukcularda kolay bir sekilde
asekstliel sporlar {iretmekte ve tabiatta baslica enfeksiyon kaynagi
konumundadirlar. Bunlar temel olarak bakteri endosporlardan farklidir. Ciinkii
fungal sporlar ¢ok sayida iiretilir, riizgdr ve yagmur tarafindan rahatlikla

dagitilabilirler.
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5. Bocek paraziti funguslarin en Onemli Ozelliklerinden biri de olumsuz cevre
kosullarinda dayanikli formlar1 ve saprofitlik 6zellige sahip olmalaridir. Bu
nedenle de bunlar topraktan ve organik artiklar iizerinden izole edilebilmekte ve
biyolojik miicadelede kullanilma sanslar1 artmaktadir.

Konukgularint 6ldiiren ya da kisirlastiran pek ¢ok entomopatojen nematod,
miilkemmel biyolojik miicadele ajanlaridir. Pek ¢ogu canli bocekler icinde ya da bir kismi
yapay ortamlarda kitle halinde iiretilebilmekte ve daha sonra boceklere karsi savasta su
veya toprak i¢gine uygulanabilmektedir (Kaskavalci, 1999).

Entomopatojenik nematodlar, toprak iginde konuk¢u bocegi arama yetenegine
sahiptirler. Konuk¢u bdcege ulasan entomopatojenik nematod’lar, bocegin igine girer ve
cesitli maddeler salgilayarak o bdcegin Oliimiine neden olurlar. Bocegin i¢ine giristen
Olimiine kadar gecen siire, ortam kosullarina bagli olmakla beraber, yaklasik 36 saattir.
Bocek oldiikten sonra entomopatojenik nematodlar bocek iginde iirer ve daha sonra 6lii
bocegi terk ederek yeni konukgu arayisina baslarlar. Yaklasik 3 adet entomopatojenik
nematod bir bocegin 6liimii igin yeterlidir ve bocege giris yaptiktan ortalama 15 giin sonra
olii bocek iginden on binlerce entomopatojenik nematod ¢ikar (Durmusoglu ve dig., 2013).

Entomopatojenik protozoalar bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli role
sahiptir (Maddox, 1987)

Protozoonlarin zararli bocek populasyonlarinda meydana getirdikleri salgimnlar, az
rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklari ferdi ve kiigiik gruplar halindeki
Olimler, zararli bocek populasyonlarinin zarar esiginin altinda tutulmasi bakimindan
onemlidir (Maddox, 1987). Protozoa enfeksiyonlar1 bdcek populasyonlarini dengede
tutmas1 bakimindan biiyiik bir 6neme sahiptirler (Maddox, 1987).

Entomopatojenik protozoonlar genellikle konaga spesifiktirler. Bdceklerde
olusturduklar1 hastaliklar yavas ilerler. Viriilanslar1 diisiiktiir ve ¢ogu kez boceklerde
kronik enfeksiyonlar olustururlar. Viriilanslarinin diisiik olmas1 nedeniyle protozoonlarin
enfekte ettigi boceklerin 6liimii bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993).

Cogu entomopatojenik protozoonun hayat dongiisii komplekstir. Sadece canli konak
icerisinde gelisebilirler ve ¢ogu tiiriin gelisimini tamamlayabilmesi i¢in bir ara konaga

ithtiyact vardir.



23

1.4.7.1.3.1. Entomopatojenik Bakteriler

Entomopatojenik bakteriler, boceklerde kitle halinde oliimlere neden olmaktadir
(Canakgioglu, 1989; Sezen ve dig., 2007)

Boceklerde hastalik olusturan bakterileri spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar
olmak iizere iki gruba ayirmak miimkiindiir. Spor olusturmayan bdcek patojeni bakteriler,
Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve Micrococcaceae familyalarina dahildirler.
Boceklere 6nemli zarar veren bakteriler daha ¢ok spor meydana getiren bakterilerdir. Spor
olusturan bakteriler Bacillaceae familyasindan Clostridium ve Bacillus cinsleri igerisinde
yer alirlar. Yapilan aragtirmalar sporlarin kurakliga ve yiliksek sicakliga karsi dayanikli
oldugunu gostermistir. Fakat spor olusturmayan bakteriler ekstrem fiziksel kosullara karsi
daha hassastir (Lipa, 1975).

Zararli kontroliinde en yaygin kullanilan gevre dostu mikrobiyal patojen Bacillus
thuringiensis’dir. Bt iiriinleri farkli bocek takimlarina ait tiirlerin larval donemlerinde
larvalarin orta barsaginda hasara neden olarak veya septisemiye yol acgarak kontrol saglar.
B. thuringiensis Gram pozitif, spor olusturan, insektisidal 6zellige sahip kristal yapida
toksin protein iireten, ¢cevreye ve insanlara karsi zararl bilesige sahip olmayan, topraktan,
boceklerden, depolanmis iiriinlerden, yapraklardan izole edilen aerobik toprak bakterisidir
(Raymond ve dig., 2010).

B.t.’ler insanlara, faydali boceklerin ¢oguna ve diger canlilara toksik etkisinin
olmamas1 nedeniyle, geleneksel insektisitlerin meydana getirdigi cevre ve saglik
sorunlarina neden olmamaktadir (Beegle ve Yamamato, 1992).

Genetik miihendisligindeki son gelismeler ile B.t. genlerinin pamuk, tiitiin ve
domates gibi 6nemli {riinlere ve bitkilerde yasayan ve patojenik olmayan bazi bakterilere
nakledilmesi ayrica farkli konukg¢u sprektumuna sahip yeni wrklarin gelistirilmesi bu
bakterinin énemini oldukg¢a arttirmistir (Gasser ve Fraley, 1989; Lindow ve dig., 1989).
Sporlanma sirasinda olusturduklar1 parasporal kristal proteinlerin ticari formiilasyonlari
yapilmakta ve biyolojik kontrol amaciyla kullanilmaktadir (Tamez-Guerra ve dig., 2004).
Insektisidal kristal proteinler (ICP) ¢ok sayida tarim ve orman zararhisi ile hastalik
vektoriine karsi toksisite gosterir. Bt’nin farkli suslar1 Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera
takimina ait zararlhilara kars1 siirli veya kapsamli toksik etki gosterirler. Cry toksinlerin
etki mekanizmasimna yonelik ¢alismalar daha ¢ok Lepidopter zararlhilari iizerinde

yogunlagmistir (Bravo ve dig., 2007).
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Bazi Bt suslarinin Nematod, Protozoa tiirleri ve Hymenoptera takimindaki boceklere
kars1 da etkili oldugu belirlenmistir (Bone, 1989; Lacey ve Goettel, 1995; Prieto-
Samsonov, 1997).

Biyolojik kontrol ajami olarak Bt kullaniminin g¢evresel faydasi, hem genis konak
araligi hemde boceklere karst bilinen yiiksek toksisitesiyle yeni suslar i¢in arastirmalarda
ilgi saglamistir (Swamy ve dig., 2013).

B. thuringiensis spor iiretme sirasinda kristal inkliizyonlar iiretebilme yetenegine
sahiptir. Bu inkliizyonlar cry genleri tarafindan kodlanan proteinlerdir ve c¢esitli
boceklerde, protozoa ve nematod gibi cesitli organizmalarda toksik oldugu goriilmiistiir
(Konecka ve dig., 2007).

B. thuringiensis’in irettigi bilesiklerin dogaya ve insanlara zarari yoktur. B.
thuringiensis suslart Cry ve Cyt proteinlerinin disinda vejetatif biiylime siiresince f-
ekzotoksin, fosfolipazlar, proteazlar, kitinazlar, vejetatif insektisidal proteinler (VIP) ve
antifungal bilesikler olustururlar (Porcar ve Juarez-Perez, 2003).

B-endotoksinler, aktivitelerine bakilarak bes 6nemli sinifa ayrilirlar.

1. Lepidopteralara 6zgiin,

2. Lepidoptera ve Coleopteralara 6zgiin,

3. Coleopteralara 6zgiin,

4. Dipteralara 6zgiin,

5. Nematodlara 6zgiin (Cannon, 1996).

Kristal (Cry) proteinleri kodlayan genler birka¢ sinif ve alt siniflardan olusmaktadir
(Cannon, 1996). Adang ve dig. (1993) 60°dan fazla cry geni (26 farkli ICP’leri kodlayan
cry genleri) niikleotit dizinini belirlediler.

Baum ve Malvar (1995) adli arastiricilar ise 90’dan fazla ICP genlerinin niikleotit
dizinini belirlediler ve klonladilar.

Bt suslariin cry genleri onlarin toksisiteleri ile ilgilidir ve PCR yoluyla bu genler
karakterize edilir, suslarin insektisidal aktivitesi tahmin edilir (Carozzi ve dig., 1991;
Padidam,1992; Ben-Dov, 1997; Hansen,1998).Yine de daha tam bir karakterizasyon igin
alternatif metodlar gerekir. Fenotipik analizler karsilastirmali calismalarda kullanilabilecek
bilgi saglar (Alvarez ve dig., 2009).

Ayrica, insektisidal oOzellikleri saptamak icin biyolojik faktdrlerin daha 1iyi

anlasilmasia olanak saglayacagi icin Bt izolatlarmin ¢esitliligi ve biyolojik ozellikleri
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hakkindaki bilginin gelistirilmesi gerekir. Fosfolipazlar, proteazlar ve kitinazlar Bt’nin
insektisidal aktivitesine sebep oldugu gosterilmistir (URL-7, 2001).

Kristal (cry) genleri insektisidal kristal protein (ICP)’leri kodlamaktadirlar. Bu kristal
genleri Lepidoptera (cry 1), Diptera ve Lepidoptera (cry 2), Coleoptera (cry 3), Diptera
(cry 4), veya Coleoptera ve Lepidoptera (cry 5) boceklerine karsi etkilidir (Hofte ve
Whiteley, 1989).

1980’11 yillarin baginda, ICP’leri kodlayan ¢ogu genlerin biiylik tasinabilir plazmitler
(bu plazmitlerin ¢ogu konjugasyon ile suslar arasinda kolayca degisebilen plazmitlerdir)
tizerinde bulundugu tespit edildi (Gonzalez ve Carlton, 1980; Gonzalez ve dig., 1981).

Bu ilk ¢alismalardan sonra pek cok ICP geni klonlandi, dizileri belirlendi ve yeni
insektisidal spektrumlu B. thuringiensis suslar1 yapmak i¢in kullanildi (Hofte ve Whiteley,
1989).

Dogal olarak meydana gelen ¢ogu B. thuringiensis suslar1 tek grup boceklere karsi
aktif ICP’ler igerir. Ancak, B. thuringiensis suslari ya da iliskide oldugu diger tiirler
arasinda konjugatif transfer meydana gelir, sonugta cesitli plazmit igerikli yeni suslar
olusur. Bu yiizden cry genlerinin hareketliligi ve plazmitlerin degis tokusu B. thuringiensis
de incelenen farkli ve kompleks aktivite spektrumu ile agiklanabilir (Gonzéalez ve Carlton,
1980; Gonzalez ve dig., 1981; Gonzalez ve dig., 1982; Reddy ve dig., 1987; Jarrett ve
Stephenson, 1990). Iki bocek grubuna karsi toksik olan yeni B. thuringiensis suslari

konjugasyon ile gelistirilmektedir.

1.4.7.1.3.2. Bacillus thuringiensis’in Hedef Boceklerde Etki Mekanizmasi

B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
gruplarindaki hassas boceklere kars1 cry genlerinin olusturdugu aktif ICP’ler sayesindedir.
ICP’nin etkili olabilmesi i¢in sindirilmesi gerekmektedir (Visser ve dig., 1993).

Diger bocek gruplarmma (Hymenoptera, Homoptera, Dictyoptera, Mallophaga),
nematodlara (Strongylida, Tylenchida), kenelere (Acari), yassi kurtlara (Digenea) ve
protozoalara (Diplomonadida) karsi aktivite de bulunduklari tespit edilmistir (Feitelson,
1993; Zukowski, 1995).

Cry proteinlerinin etki mekanizmas: su sekilde oOzetlenebilir: ilk ©once bdcek
bagirsaginda inaktif protoksin halinde olan kristal ¢oziinlir ve Cry protein

monomerlerindeki siilfit baglarinin yikilmasi baglar. Daha sonra bagirsak proteazlar
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tarafindan protoksinin proteolitik sindirimi gergeklesir ve aktif Cry toksini agiga cikar.
Aktif toksin duyarli boceklerin bagirsak mikrovilluslarinin  firca kenarli apikal
bolgelerindeki spesifik reseptorlere baglanir. Bir sonraki adim, toksinin apikal membrana
girmesini ve iyon kanallar1 veya porlari olusturmasini igerir. Bu kanallarin veya porlarin
olugmasi hiicre bilesiklerinin disa ¢ikmasiyla sonuglanir ve bu durumu takiben bdcegin
oliimii gerceklesir (Schnepf ve dig., 1998), (Sekil 13).

B. thuringiensis’in larvalar iizerinde sebep oldugu semptomlar; yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, s1v1 halde digki ¢ikarma, kusma ve viicut igeriklerinin kahverengiden

siyaha donlismesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994).
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Sekil 13. Kristal proteinlerin etki mekanizmasi
1.4.8. Ricania simulans’a Kars1 Yapilan Miicadele Yontemleri
R. simulans ile miicadele i¢in Oneriler daha ¢ok mekanik miicadeleye yoneliktir.

Zararlinin miicadelesinde yumurtalarini birakti§i bahge kenarlarinda bulunan ¢it bitkileri,

cali formundaki bitkiler, bogiirtlen, ¢ok yillik otsu bitkiler ve miirver gibi bitkilerin,
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zararlinin ¢ikis yapmadan once temizlenmesi ve imha edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir
(URL-4, 2013).

R. simulans’in micadelesine yonelik caligmalar arasinda, Dogu Karadeniz
Bolgesinde yeni zararli R. simulans’a karst Azadirachtin ve Spinosad etki maddeli
biyopestisitlerin etkinliklerinin belirlenmesi gelir. Bu ¢alisma Hopa (Kemalpasa) ve Rize
(Merkez)’de 2009-2011 yillar1 arasinda yapilmistir. Biyolojik etkinlik denemeleri seklinde
yiiriitiilen bu calisma 2009 yilinda Hopa, 2010-2011 yillarinda Rize’de yiiriitiilmiistiir.
Denemeler 3 tekerriirlii olarak kurulmus, ilaglarin farkli dozlar1 ve kontrol grubu
denemenin karakterini olusturmustur. Calismada 60x80 cm ebadindaki kafesler zararli ile
bulasik olmayan kivi siirglinlerine takilmis, bu kafeslerin her birine 20 adet nimf konulmus
ve icinde nimflerin bulundugu siirgiinlere farkli dozlarda uygulamalar yapilmistir.
Uygulamadan bir, iki, {i¢ ve yedi giin sonra kafeslerdeki canli ve 6lii nimfler sayilarak elde
edilen sonuglar degerlendirilmis ve uygulama yapilan dozlarin biyolojik etkinlikleri
belirlenmeye ¢alisilmistir. Denemeler sonucunda biyopestisitlerden azadirachtin’in
denenen en yiiksek dozunun dahi (400 ml/ 100 It) biyolojik etkinlik yoniinden diisiik etki
gosterdigi (%30) belirlenmistir. Spinosad’mn ise 35 m1/100 It dozunun %71,2-78,7 oraninda
etkili oldugu tespit edilmistir (Ak ve dig., 2013).

Ayrica Lecanicillum muscarium’un R. simulans iizerinde laboratuvar kosullarinda
nimf evresine ve dogal kosullarda nimf ve ergin evresine patojenitesini kontrol edilmistir.
Kivi meyvesinin ince dallar1 secilip tiilbent bezle kafes yapilmustir. ilk kafese R.
simulans’mn 10 nimfi eklenmistir. Ikinci kafes R. simulans’in 10 ergini ile olusturulmustur.
Kafeslere L. muscarium’un 1 x 10" konidia/ml iceren Lm4 siispansiyonundan standart
plastik el spreyi ile piiskiirtiilmiistiir. Kontrol dal, yanlizca su ile muamele edilmistir. 7 giin
sliresinde hasta nimf ve erginlerin sayisi kayit edilmistir. L. muscarium’un izolasyonlarinin
uygulanmasindan 7 giin sonra mortalite oraninin %50.95 - 74.76 arasinda oldugu
belirlenmistir. Hastaliin 2, 3 ve 4. gilinlerinden sonra nimflerin 6liim oran1 %15.86,
%60.95 ve %85.71°dir. Yetiskinler 2. glinde %5.55 6liim oranina sahiptir. 4., 6. ve 8.
giinde 6liim oranlar1 %16.82, %36.84 ve %56.31° dir. Nimfal evre erginlere gore daha ¢ok
duyarlidir (Ak ve dig., 2013).

R. simulans ile ilgili yapilan entomopatojen deneme g¢alismalari sonucunda umut
vadeden gelismeler saglandigini, bu baglamda L. muscarium, Conidiobolus coronatus ve
Sporoxrix sp. isimli funguslardan izole edilen ii¢ ayr1 preparatin miicadelede 6n plana

ciktigini, Sporotrix sp.’nin suni ortamda gelisimi ¢ok yavas oldugundan, kitle iiretimi i¢in
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uygun olmadigini, bu sebeple L. muscarium ve C. coronatus’un iizerinde yogunlasildigi
belirtilmistir. Ancak bu ¢alismalarin heniiz laboratuvar ortaminda denemelerinin yapildigi,

mevcut sahada uygulanmasinin zaman alacagi belirtilmistir (URL-4, 2013).

1.5. Calismanin Amaci

Calismadaki baslica amacimiz son yillarda Karadeniz Bdolgesi’nde oncelikle cay
basta olmak iizere bir¢ok sebze ve meyveye zarar veren R. simulans’in populasyonunu
azaltmaktir. Bunun icin biyolojik miicadele agisindan 6nemli olan bilgilerin edinilmesi,
zararlinin bakteriyal florasinin belirlenmesi, floradadaki mevcut bakterilerin fizyolojik,
biyokimyasal, molekiiler testleri yapilarak analiz edilmeleri ve zararliya karst
kullanilabilecek etkin bakteriyal ajanin tespit edilmesi amaglanmaktadir.

Arastirma sonucunda zararliy1 kontrol altina alabilecek bir bakterinin tespit edilmesi
tek kimyasal kullanilmadan {iretimi yapilan ve Tiirkiye’de sadece Dogu Karadeniz
Bolgesinde iiretilen ¢ayin daha verimli ve kaliteli olmasini saglayacaktir. Diger taraftan
Tiirkiye’de tretilen cay kimyasal madde kullanilmadan iiretimine devam edecektir.
Boylece kimyasal ilaglarin ¢evreye verdigi zarar azaltilmis olacaktir.Ayrica giftgilerin cay

disinda irettikleri sebze ve meyvedeki bocegin zarar da kontrol altina alinabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu ¢alismada R. simulans nimfleri Haziran, Temmuz 2012’de, R. simulans erginleri
ise Agustos 2012’de Trabzon’un Of il¢esinde araziden toplanmastir.

Ornekler ozellikle ¢ay, fasulye, asma ve misir bitkileri {izerinden yakalanip, nimfler
10’arh erginler 5’erli olarak, hava almasi i¢in delinmis plastik kaplara konulup laboratuvara
getirilip ¢alismalarda kullanilmak iizere yetistirilmistir. Boceklerin besini olarak asma yapragi

ve ¢ay yapragi kullanilmistir.

2.2. Bakteri izolasyonu ve Karakterizasyonu

Laboratuvara getirilen canli R. simulans nimflerinden 20 adet, steril petri kaplari
igerisine konularak %70’lik etil alkol ile 10 saniye yiizey sterilizasyonuna maruz birakildi.
Steril saf su bulunan petrilere nimfler alinarak alkol uzaklastirildi. Daha sonra tiipiin
tizerine 3 ml niitrient broth besiyeri ilave edildi. Steril bir homojenizator ile nimflerin iyice
ezilmesi saglandi. Elde edilen karigim bir tiilbent vasitasiyla siiziilerek, siiziintii bagka bir
tiipe alindi. Bu karisimdan 10 pl, 50 ul ve 100 pl alinarak ayri ayri niitrient agar besiyerine
ekim yapildi, petriler 30°C’lik etiive konuldu. Elde edilen bu karisimdan ayrica 1,5 ml
alinip, ependorf mikrosantrifiij tiip icerisinde 80°C’de 10 dakika bekletildi. Bundan da 10
ul, 25 ul ve 50 pl alinarak ii¢ ayr1 niitrient agar besiyerine ekim yapildi. Boylece yiiksek
sicakliga dayanikli bakterilerin izolasyonu saglandi. Hem 80°C’den alinarak, hemde direkt
ekimden kalan karigimlar ayr1 ayr1 30 ml niitrient broth bulunan erlene eklendi. 30°C’de 3
saat inkiibe edildiler. Bu inkiibasyonun amaci, karisimda ¢ok diisiik sayida olabilecek
mikroorganizmalarin ~ sayisin1  artirarak, sonraki ekimde tespit  edilmelerini
kolaylastirmaktir. 3 saat sonra alinan karisim 4 kez seyreltmeye tabi tutuldu. Her tiipten 25
pl ve 50 pl alinarak ayri ayri niitrient agar besiyerine ekim yapildi. Niitrient agar besiyerine

yapilan ekimlerin hepsi 30°C’lik etiivde 2 giin siireyle inkiibe edildi.
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2.2.1. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyondan sonra niitrient agar besiyeri iizerinde biiyiiyen bakteriyel koloniler,
binokiiler mikroskop altinda incelendi. Farkli renk ve morfolojiye sahip olanlar dikkatlice
secilerek ¢izgi ekimleri yapildi. Elde edilen kiiltiirler, isimlendirilerek, sonraki ¢aligmalarda

kullanilmak tizere — 80 °C’de stoklandi.

2.3. Bakteriyal izolatlarin Boyama ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterileri hiicre duvarlarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore
Gram pozitif ve Gram negatif olmak iizere iki biiylik gruba ayirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Gram boyama i¢in 16-24 saatlik taze kiiltlirler kullanildi. Temiz lamlar iizerine
bir damla serum fizyolojik su damlatildi. Steril 6ze yardimiyla bir koloniden alinan 6rnek,
suyla homojen bir sekilde dagitilarak smear hazirlandi, hemen ardindan fikse edildi.
Hazirlanan smear iizerine kristal viyolet boyas1 damlatilip 1 dakika bekletildi. Tyot-lugol
cozeltisi ile yikanarak kristal viyolet uzaklastirildi. Smeara tekrar iyot-lugol ¢ozeltisi
damlatilarak 1 dakika bekletilip, saf su ile yikanarak iyot-lugol ¢o6zeltisi uzaklagtirildi.
Smearin {izerine aseton-alkol ¢6zeltisi damlatilarak 20 - 30 saniye beklenip, saf su ile
yikandi. Son olarak safranin damlatild1 ve 1 dakika bekletildi. Smear saf su ile yikanarak
kendi halinde kurumaya birakildi. Kuruyan smearlar mikroskop yardimiyla incelendi. Mor
renkli bakteriler Gram pozitif, pembe-kirmizi renkli bakteriler ise Gram negatif olarak

degerlendirildi (Cappuccino ve dig., 1992).

2.3.2. Endospor Boyama

Endosporlar, bazi bakterilerin uygun olmayan sartlarda olusturduklar1 yapilardir.
Izolatlarin endospor olusturup olusturmadigini, eger olustuyorsa endosporun hiicre
icersindeki pozisyonunu belirlemek i¢in yalniz Gram pozitif izolatlar nutrient broth
besiyerine ekildi. 48-72 saat 30°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan

bakteriyal smear hazirlandi, alevden gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan smearlar lam
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tizerini kaplayacak sekilde filtre kagidiyla kapatilarak, malasit yesiliyle 5 dk boyunca su
buhar1 lizerinde boyandi. Daha sonra dH,O ile yikandi ve 30-60 saniye safranin ile
muamele edildi. Tekrar dH,O ile yikanarak agik havada kurutuldu. Mikroskop altinda
incelenerek kirmizi renkli hiicreler icersinde yesile boyanmis sporlarin varligi arastirildi

(Cappuccino ve dig., 1992).

2.4. Bakteriyal izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

2.4.1. Bakteriyal Izolatlarin Optimum Biiyiime Sicakhklarinin Belirlenmesi

Izolatlarin maksimum ve minimum biiyiime sicakliklarmin belirlenmesi amaciyla
yapilmis bir testtir. [zolatlar niitrient s1vi besiyerine ekilerek 10° C, 30° C, 40° C, 45° C,
50° C’lerde inkiibe edildi. 30° C ve iizerindeki sicakliklar i¢in 1 giin, 20° C’nin altindaki

sicakliklar i¢in 3 giin inkiibe edilerek maksimum ve minimum biiyiime sicakliklar1 ortaya

¢ikarildi (Sneath ve dig., 1968).

2.4.2. izolatlarin NaCl ihtiyaclarinin Belirlenmesi

Izolatlar, NaCl ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyla % 3, 5, 7, 9 oranlarinda NaCl
iceren 3 ml niitrient s1v1 besiyerine inokiile edildi. 30° C’de 48 saat 200 g’de inkiibasyona
birakildi. 48 saatlik inkiibasyondan sonra, hangi oranda tuz ihtiva eden besiyerinde iireme

olmus ise o orandaki tuzda izolatlarin iireyebildigi sonucuna varildi (Sneath ve dig., 1968).

2.4.3. Izolatlarin Biiyiiyebildigi pH’in Belirlenmesi

Izolatlarin biiyiiyebildigi minimum ve maksimum pH degerlerini belirleyebilmek
i¢in, izolatlar farkli pH degerlerine (4-12) sahip 3 ml niitrient s1v1 besiyerine inokiile edildi.
30° C’de 48 saat 200 g’de inkiibasyona birakildi. 48 saatlik inkiibasyondan sonra {ireme
olup olmadig1 spektrofotometrede OD600’de dlgiimler yapilarak belirlendi.
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2.4.4. Katalaz Testi

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,O,) ve bazi durumlarda
ise tamamen toksik olan siiperoksitler tiretmektedir. Boylece bu iiriinlerin zararh etkisinden
kurtulmak i¢cin bu maddeleri yikan katalaz ve peroksidaz enzimlerini iiretirler. Izolatlarin
katalaz enzimini Uretip liretmedigini belirlemek icin triptik soy agar besiyeri hazirlandi ve
ekim yapildi. 30° C’lik etiivde 48 saat inkiibasyondan sonra petrideki bakterilerin iizerine
% 3’lik H,0, c¢ozeltisi ilave edildi ve olusan gaz kabarciklar1 pozitif sonug olarak

degerlendirildi (Cappuccino ve dig., 1992).

2.4.5. Oksidaz Testi

Mikroorganizmalarda sitokrom oksidazin varliginin belirlenmesi i¢in kullanilir.
Oksidaz testi i¢in Microbiology Bactident Oxidase (Merck) stripleri kullanildi. izolatlar
triptik soy agar besiyerinde ¢izgi ekim yapildi ve 30°C’lik etiivde 48 saat inkiibe edildi.
Stripin uygulama boélgesi tek koloni iizerine dokunduruldu. 20-60 saniyede renk degisimi

gozlendi. Olusan mavi-mor renk pozitif sonug olarak kaydedildi.

2.4.6. Nisasta Hidroliz Testi

Enzim aktivitesini gérmek i¢in nigasta agar besiyerine ¢izgi ekim yapilarak 30°C’de
etiivde 2-7 giin bekletilir. Inkiibasyon sonunda nisasta agarda olusan kolonilerin iizeri liigol
ile kaplanir. Koyu kahverengi rengin olusumu nisastanin hidroliz oldugunu, mavi rengin

olusumu ise nisastanin hidroliz olmadigini gésterdi (Benson, 1985).

2.4.7. API Test Kitleri ile Bakteriyal Izolatlarin Tanimlanmasi
2.4.7.1. API 20E Panel Test Sistemi
API20E, 21 minyatir hale getirilmis biyokimyasal test ve veri tabani kullanan

Enteriobacteriaceae ve zor liremeyen Gram negatif comaklar i¢in standart hale getirilmis

tanimlama sistemidir (Tablo 1). Orneklerden bir giin &nce triptik soy agar besiyerine ¢izgi



33

ekim yapildi. 16 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra steril spatula yardimiyla
aliman koloni “API Suspension Medium” besiyerinde siispansiyon haline getirildi.
Hazirlanan tepsi kuyucuklarima nemli atmosfer saglanmasi i¢in 5 ml steril saf su koyulup,
inkiibasyon kutusunun uzun ¢ikintisina izolat numaralar1 yazildi. Steril pens ile API20E
stribi tepsiye yerlestirildi. Homojen bir karisim olan siispansiyon tiiplerde hava kabarcigi
kalmayacak sekilde strip hafif¢e 6ne egilerek kuyucuklara dagitildi. 30°C’lik 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.

Tablo 1. API 20 E panel test sisteminin igerdigi testler

Testler Substrat Belirlenen Reaksiyon Negatif Sonuglar Pozitif Sonuglar
ONPG ONPG Beta-galaktosidaz Renksiz Sar1

ADH Arginin Arginin dihidrolaz Sar1 Kirmizi / Turuncu
LDC Lisin Lisin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu
OoDC Ornitin Ornitin dekarboksilaz Sar1 Kirmizi / Turuncu
CIT Sitrat Sitrat kullanimi Acik yesil / Sar Mavi-Yesil / Mavi
H,S Na thiosulfate H,S tretimi Renksiz / Gri Siyah tortu
URE Ure Ure hidrolizi Sar1 Kirmizi / Turuncu
TDA Triptofan Deaminaz Sar1 Kahverengi / Kirmizi
IND Triptofan Indol {iretimi Sar1 Kirmizi (2 dk)
VP Na piruvat Aseton liretimi Renksiz Pembe / Kirmizi (10 dk)
GEL Komiir jelatin Jelatinaz Siyah tabaka dagilmamis Siyah tabaka dagilmig
GLU Glukoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi-Yesil Sar1

MAN Mannitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

INO Inositol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

SOR Sorbitol Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

RHA Ramnoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1

SAC Sukroz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sari

MEL Melibioz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
AMY Amigdalin Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
ARA Arabinoz Ferm. / oks. Mavi / Mavi Sar1
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2.4.7.2. API1 50 CHB Panel Test Sistemi

APl 50 CHB mikroorganizmalarin karbonhidrat metabolizmasimin caligmasini
saglayan 50 biyokimyasal testten olusan standart bir sistemdir (Tablo2). APl 50 CHB/E
medium ile Enterobacteriaceae ve Vibronaceae ilgili tiirleri ile Bacillus tiirleri i¢in API 50
kullanilir.

Bir gece dnceden triptik soy agar besiyerine drnekler ekim yapildi. Inkiibasyondan
sonra steril bir spatula ile alinan bakteriler API 50 CHB/E medium besiyerine aktarilarak
siispansiyon haline geldi. Bir inkiibasyon kutusu hazirlandi (tepsi ve kapak). Tepsinin
uzatilmis kismina sus referanst kaydedildi. Yaklasgitk 10 ml distile suyu tepsinin
kuyucuklarina nemli bir ortam olusturmak igin dagitildi. Stripleri paketten c¢ikarilip
inkiibasyon tepsisine konuldu. Bakteriyel siispansiyonlar steril pipet kullanilarak 50 tiipe
dagitildi. 30°C’de 24 ve 48 saat not alinacak sekilde inkiibasyona birakildi. 0. tiip negatif
kontrol olarak belirlendi ve diger tiiplerdeki renk degisimine gore (-) ya da (+) deger
verildi. Eger tiiplerde renk degisimi varsa (+), renk degisimi yoksa (-) sonug¢ olarak
degerlendirildi. Verilerin bilgisayar ortaminda, izolatlarin tiir seviyesinde tanimlamalarini

saglandi.

Tablo 2. AP1 50 CHB panel test sisteminin igerdigi testler

Test Adi
GLY Gliserol
ERY Erythriol
DARA D-arabinose
LARA L-arabinose
RIB D-ribose
DXYL D-ksiloz
LXYL L-ksiloz
ADO D-adonitol
MDX Metil-BD-ksilopiranosid
GAL D-galaktoz
GLU D-glukoz
FRU D-fruktoz
MNE D-mannoz
SBE L-sorboz




Tablo 2’nin devami
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RHA L-ramnoz

DUL Dulsitol

INO Inosidol

MAN D-mannitol

SOR D-sorbitol

MDM Metil-a.D-mannopiranosid
MDG Metil-aD-glukopiranosid
NAG N-asetilglukozamin
AMY Amigdalin

ARB Arbutin

ESC Eskulin-ferrik sitrat

SAL Salisin

CEL D-selibioz

MAL D-maltoz

LAC D-laktoz (bovineorgine)
MEL D-melibioz

SAC D-sakkaroz (sukroz)
TRE D-trehaloz

INU Inulin

MLZ D-melezitoz

RAF D-rafinoz

AMD Amidon (starch)

GLYG Glikojen

XLT Ksilitol

GEN Gentiobioz

TUR D-turanose

LYX D-liksoz

TAG D-tagatoz

DFUG D-fruktoz

LFUC L-fruktoz

DARL D-arabitol

LARL L-arabitol

GNT Potasyum glukonat

2KG Potasyum 2-ketoglukonat
5KG Potasyum 5-ketoglukonat
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2.5. Bakteriyal Izolatlarin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Bakteriler bir gece 6nceden 3 ml Leura-Bertani (LB) sivi besiyerine ekim yapildi.
30°C’de 16 saat siiresince inkiibasyona birakildi. Bu islem i¢in DNA izolasyon Kkiti
(Promega- Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System) kullanildi. 16 saatlik
inkiibasyonun ardindan ependorf tiiplere gece kiiltiiriinden 1 ml alnip, 14.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi. Siipernatant1 uzaklastirilan tiipler igerisine 480 pl 0.5M EDTA ilave
edilip, vortekslendi. Coziinen pelletin tizerine 120 ul 10 mg/ml lizozim ilave edildi. 37
°C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirildi. Pellet tizerine 600 pl “Nuclei Lysis Solution” eklenip karistirildi. 80 °C’de 5
dakika bekletilip sogutuldu. 3 pl “20 mg/ml RNase Solution” ilave edilip tiipler 2-5 kez alt
ist 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 atild1. Stipernatantlara 600 pl izopropanol ilave edildi ve pellet
olusuncaya kadar alt ist edildi. 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirildi. 600 pl etanol ilave edilip, alt tist edildi. 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi. Siipernatantlar uzaklastirildiktan sonra etanoliin iyice uzaklasmasi i¢in pellet agik
havada kurumaya birakildi. Son olarak pellet 100 pul “DNA Rehidration Solution”da
¢ozilildii ve 65°C’de 1 saat bekletildi. 4°C’de muhafaza edildi (Demeli, 2012).

2.5.2. 16S rDNA Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

16S rRNA genleri, herbir izolattan saflastirilan genomik DNA'dan UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3) ileri ve UNI16S-R (5'-ATGGTACCGTGTGA
CGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimiyla ¢ogaltildi. Cogaltma
islemi 200 pl’lik tiiplerde "Bio-Rad Thermal Cycler" da gergeklestirildi. Elde edilen PCR
iriinlerinin 5 pl’si 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek,
jel goriintiileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi. Enzim kosullarina gore

reaksiyon ve program Tablo 3°deki gibi olusturuldu.
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Tablo 3. PCR reaksiyonu ve programi

Asama Sicaklik Stire Dongii sayist
Bagslangi¢ denatiirasyonu 95°C 2 dakika

- 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 0.5-1 dakika
Baglanma 42°C-65°C | 0.5-1 dakika

25-35 dongii

Uzama 72°C 1dk/kb
Son uzama 72°C 5 dakika 1 dongii

2.5.3.16S rDNA Gen Bolgesinin pGEM-T Vektoriine Klonlanmasi

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

kullanmak tizere 4 °C’de saklandi.

2.5.4. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Daha o6nceden Niitrient Agar (NA) besiyerine ekilmis Escherichia coli JM101
susundan 3 ml Leura-Bertani (LB) besiyerine ekim yapildi. 37°C’de 16 saat biiyliimeye
birakildi. Hiicrelerin yogunlugu 600 nm dalga boyunda 0,1 olacak sekilde 30 ml LB
besiyerine asilandi. Hiicreler, 37°C’de en az 1 saat, 600 nm dalga boyunda 0,45-0,55
arasinda olana kadar sallamali inkiibatérde bekletildi. Istenilen yogunluk elde edildikten
sonra siispansiyonun tamamu steril falkon tiipe bosaltildi. Sogutmali santrifiijde 4°C’de
4.500 rpm’de 5 dakika santriflij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellet 10 ml
100 mM’lik soguk CaCl; ile ¢ozdiiriildii, 30 dakika buzda bekletildi. Daha sonra tekrar 4
°C’de 4.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi, siipernatant uzaklastirildi ve pellet 2 ml 100
mM’lik soguk CaCl; ile ¢ozdiiriildii. Hazirlanan kompotent hiicre 4 °C’de en az 2 saat

bekledikten sonra 2 giin siiresince kullanildi.
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2.5.5. 16S rDNA Gen Bolgesinin Kompotent E. coli JM101’e Aktarim

Steril ependorfa 200 pl kompotent hiicre ile 3-4 pl ligasyon iiriiniinden koyuldu. 30
dakika buzda bekletildi. 46 °C’de 2 dakika 1siyla muamele edildikten sonra 1 ml LB sivi
besiyeri ilave edilip, 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 6.000
g’de 3 dakika santrifiij edildi. Yaklasik 50 pl kalacak sekilde siipernatant uzaklastirildi,
pellet dikkatlice ¢ozdiiriildii. LB ™ agar besiyerine 40 pl X-Gal (40 mg/ml), 40 ul IPTG
(24 mg/ml) ve transform olmus hiicre yayma ekim yapildi. 37 "C’de 16 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra igerisine plazmid alan hiicreler beyaz koloni olusturdugu

icin klonlar kolaylikla secildi.

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

Transformasyon sonucunda petri tlizerinde olusan beyaz ve mavi renkteki
kolonilerden beyaz koloniler secildi, i¢erdikleri plazmid DNA’larini izole etmek igin
LB"™ s1v1 besiyerine ekim yapildi. 37°C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmit
DNA’larinin izolasyonu i¢in hizli miniprep methodu kullanildi. Gece kiiltiirlerinden 1,5 pl
ependorfa almip 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicrelerin
tizerindeki slipernatant ependorfta 50 pl kalacak sekilde uzaklastirildi, pellet ¢oziinlinceye
kadar vortekslendi. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10 mM Tris pH 8.0, | mM EDTA pH
8.0, 0.1 N NaOH, % 0.5 SDS) ilave edildi. 4-5 kez alt iist edilen tiipe 150 ul 3M Sodyum
Asetat pH 5.2 koyuldu. Tekrar alt iist edilen tiip 10-15 dakika buzda bekletildi. Ardindan
14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Bu asamada siipernatant bos tiipe alinarak {izerine
900 pl % 96°lik etanol ilave edilip, 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra %70’lik etanol ilave edildi ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilip siipernatant uzaklastirildi. Etanoliin iyice ug¢mast i¢in agik havada bekletildi. Son
olarak pellet 30 pul TE tamponunda ¢oziildii ve yliriitme isleminde goriintliniin daha net
goriinmesini saglamak icin 3 pul RNaz ilave edildi. Elde edilen plazmidlerin 5 pl’si 0,5
pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1 °’lik agaroz jelde yiirtitiilerek, jel goriintiileme sistemi
(Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi. izole edilen plazmid DNA’larinin 16S rRNA gen
bolgesini igerip igcermedigini tespit etmek igin plazmid DNA’lart EcoRI restriksiyon
enzimi ile muamele edildi. 10 ul DNA, 0,5 ul DNA, 0.5 ul EcoRI (promega), 2 pl enzime
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ait reaksiyon tamponu ve 7,5 ul dH,O igerecek sekilde 20 ul’lik hacimlerde reaksiyonlar
hazirlandi. 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. 65 °C’de 10 dakika enzimin inaktive olmasi igin
bekletildi. Ardindan %]1’lik jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini

i¢eren klonlar belirlendi.

2.5.7. Klonlarin I¢erdigi DNA Parcalarimin Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

Klonlanan DNA fragmentlerini iceren klonlar 5 ml LBA™

sivi besiyerine ekildi,
37°C’de 200 rpm’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra elde edilen kiiltiirler
14.000 rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra plazmit izolasyon kiti (Fermantas-
GeneJET Plasmid MiniPrep Kit) kullanilarak izole edildi. Plazmid DNA konsantrasyonlar1
ODggp’da  belirlendi. Tim DNA’lardan 20 pl’lik hacim i¢inde 20 ng/ul

konsantrasyonlarinda hazirlandi. Tiipler etiketlendikten sonra Macrogen Firmasina

(Hollanda) DNA bazlarinin analiz edilmesi i¢in gonderildi.

2.5.8. Elde Edilen Baz Dizilerinin incelenmesi

Sekans sonucunda elde edilen 16S rDNA gen bdlgesinin baz dizilimi gen bankasinda
bulunan diger dizilerle karsilastirildi ve Mega (0.05) programi ile de bu dizilerin
birbirleriyle olan benzerlikleri incelendi. Bu programda analiz i¢in Maksimum Parsimoni
metodu, filogeni testi i¢in 1.000 tekrarli Bootstrap metodu kullanilarak izolatlarin
filogenetik agaci ¢izildi, agagta 50’nin Tlizerindeki benzerlikler gosterildi. Sonuglar

degerlendirildi (Demeli, 2012).

2.5.9. Bakteriyal izolatlarin cry Gen iceriklerinin Belirlenmesi

Bakteriyal izolatlarin cry gen igeriklerinin tespiti igin PCR yapildi. Bu ¢alismada
kullanilan genel primerler: cry 1 (ileri, 5’-CAT GAT TCA TGC GGC AGA TAA AC-3’;
geri, 5’- TTG TGA CAC TTC TGC TTC CCA TT-3), cry 2 (ileri, 5°- GTT ATT CTT
AAT GCA GAT GAA TGG G-3’; geri, 5’-CGG ATA AAA TAA TCT GGG AAA TAG
T-3%), cry 3 (ileri, 5’>-CGT TAT CGC AGA GAG ATG ACA TTA AC-3’; geri, 5’-CAT
CTG TTG TTT CTG GAG GCA AT-3’) ve cry 4 (ileri, 5’GCA TAT GAT GTA GCG
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AAA CAA GCC -3’; geri, 5’- GCG TGA CAT ACC CAT TTC CAG GTC C-3°) [197].
PCR reaksiyonu Tablo 8’de gosterildigi gibi gergeklestirildi. Kullanilan primerler
sayesinde ¢ogaltilan baz uzunluklari; cry 1, 277 bp; cry 2, 689-701; cry 3, 589-604 bp ve
cry 4, 498 bp seklindedir.

2.6. Bakteriyal Izolatlarin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Bakterilerin insektisidal aktiviteleri R. simulans tizerinde belirlendi. Trabzon’un Of

ilgesinden toplanan R. simulans tn nimfleri ve erginleri iizerinde bioassay yapildi.

2.6.1. Bakteriyal Siispansiyonlarin Hazirlanmasi

Insektisidal ~etki ¢alismalarinda uygulanacak bakteriyal siispansiyonlarin
hazirlanmasi i¢in bu ¢alisma kapsaminda izole edilen bakteriyal izolatlar 1 gece 6nceden 5
ml niitrient s1v1 besiyerine ekildi ve 30°C’de 200 rpm’e ayarli sallayicida inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonucunda bakteri yogunlugu spektrofotometrede 600 nm dalga
boyunda ol¢iilerek 1,89 (1,8)(109 bakteri/ml) olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen ¢ozelti
ayr1 tiiplerde seyreltmeye (1,8x10%, 1,8x107, 1,8x10°, 1,8x10°) tabi tutuldu. Elde edilen her
bir bakteri i¢in 5 seyreltik 3.000xg’de 10 dakika santriifiij edildi ve pellet 5 ml fosfat
tampon soliisyonu (PBS)’nda ¢6ziildii (Ben-Dov, 1995).

Ayrica bioassay calismalarinda pozitif kontrol amag¢li KTU Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilen Bacillus thuringiensis tenebrionis Xd3,
Bacillus thuringiensis kurstaki MnD, Bacillus thuringiensis kurstaki BnBt ve Serratia

marcescens BnSm de kullanildi.

2.6.2. Bakteriyal izolatlarin Bocekler Uzerindeki Insektisidal Etkilerinin
Belirlenmesi

R. simulans’tan izole edilen bakteriyal izolatlarin asma yapraklarinin yiizeyine
uygulanmasiyla denemeler kuruldu. Tim izolatlarin farklt 5 dozu igin, 10’ar nimf
kullanilarak bioassayler kuruldu. Bu farkli dozlar i¢in 10 nimf steril hava alan kaplara
konuldu, bakteriyal izolatlarla muamele edilen asma yapraklari eklendi ve 26+2 °C’de %

60 nem igiren iklim dolaplarina birakildi. R. simulans nimfi asma yapraklar ile
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beslendikce, meydana gelen 6liimler 10 giin boyunca giinliik olarak kayit edildi. Kontrol
icin 10 nimf sadece su ile muamele edilmis asma yapragi ile beslenmesi saglandi. Deneyler
farkli zamanlarda (Haziran’da baslayip Temmuz’un 15’ine kadar) ii¢ tekrarli yapildi.

Her bakterinin farkli 3 dozu (1,8x10° 1,8x10% 1,8x107) i¢in 5’er tane erginle
bioassayler kuruldu. Bu farkli dozlar i¢in 5 ergin steril hava alan kaplara konuldu,
bakteriyal izolatlarla muamele edilen asma yapraklari eklendi ve 26+£2 °C’de % 60 nem
iciren iklim dolaplarina birakildi. R. simulans ergini asma yapraklar1 ile beslendikge,
meydana gelen Oliimler 10 giin boyunca giinlilk olarak kayit edildi. Deneyler farkli

zamanlarda 3 tekrarli olarak (Temmuz’un 15’inden Agustos ay1 sonuna kadar) yapildi.



3. BULGULAR

Bu ¢alismada Trabzon ilinin Of ilgesinden toplanan Ricania simulans zararlisindan
2’si Bacillus cinsine ait toplam 16 bakteri izolasyonu yapildi. Bakteriyal izolatlara Rs 1-16
seklinde kodlama yapildi. izole edilen bakterilerin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve

molekiiler tanimlamalar1 yapilarak insektisidal etkileri arastirildi.

3.1. Ricania simulans Zararhsindan Bakteri izolasyonu

Izolasyon ¢alismalar1 sonucunda Ricania simulans zararlisindan koloni sekli, rengi
ve biiyiikliigii gibi farkli morfolojik 6zelliklerinden yararlanarak 16 kiiltiire edilebilir
bakteriyal izolatlar izole edildi. 16 farkh kiiltiire edilebilir bakteriyal izolat Rs1, Rs2, Rs3,
Rs4, Rs5, Rs6, Rs7, Rs8, Rs9, Rsl10, Rsll, Rs12, Rs13, Rsl4, Rs15 ve Rsl16 olarak
kodland:.

3.2. Bakteriyal izolatlarin Boyama ve Morfolojik Ozellikleri

Bakteriyal izolatlara Gram boyama ve endospor boyama yapilmasi ile 5 bakterinin
Gr + oldugu, bunlarin 4’iiniinde spor tasidig tespit edildi. Koloni morfolojilerine gore
secilen bu bakterilerin binokiiler mikroskop altinda incelemeleri yapildi, koloni sekli ve
rengi belirlendi. Ayrica mikroskop ile bakterilerin boylar1 6l¢iildii. Bu bakterilerin boyama

ve morfolojik 6zellikleri Tablo 4’te verilmistir.



43

Tablo 4. Bakterilerin boyama ve morfolojik 6zellikleri

Kodlar Koloni Sekli Koloni Rengi Hiicre Sekli Gram Boyama Spor Boyama

Rsl Dalgali Sar1 Basil Gr(-) -

Rs2 Yuvarlak Sar1 Basil Gr(-) -

Rs3 Yuvarlak Sar1 Basil Gr(-) -

Rs4 Dalgali, oval Sar1 Basil Gr(-) -

Rs5 Yuvarlak Sar1 Basil Gr () -

Rs6 Yuvarlak Sar1 Basil Gr(-) -

Rs7 Yuvarlak Sar1 Basil Gr(-) -

Rs8 Yuvarlak Sar1 Basil Gr(-) -

Rs9 Yuvarlak Sar1 Basil Gr (+) -
Rs10 Yuvarlak, oval Sar1 Basil Gr(-) -
Rs1l Dalgali Koyu krem Basil Gr (+) Merkezi, +
Rs12 Dalgali Kremsi Basil Gr (+) Merkezi, +
Rs13 Yuvarlak Sar1 Basil Gr () -
Rs14 Yuvarlak Sar1 Basil Gr(-) -
Rs15 Dalgali Kremsi Basil Gr (+) Merkezi, +
Rs16 Dalgali Kremsi Basil Gr (+) Merkezi, +

Spor boyama sonuglari 151k mikroskobunda fotograflandi. Sekil 14°te bazi izolatlara

ait spor goriintiileri gériilmektedir.

3.3. Bakteriyal izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Mikroorganizmalarin biiylime araliklarini

Sekil 14. Rs15 ve Rs16 numarali izolatlara ait spor boyama goriintiileri

ve optimum biliylime 0Ozelliklerini

belirlemek icin pH, NaCl ve sicaklik testleri yapildi. Bu testlerin sonuglar1 Tablo 5 ve 6’da

verilmektedir. Elde edilen sonuglara gore bakteriler en iyi alkali, %3’liikk tuz ¢ozeltisinde

ve optimum 30°C’de biiyiidiikleri gdzlemlendi.
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Tablo 5. Bakteriyal izolatlarin fizyolojik 6zellikleri

NaCl Testi

Sicaklik Testi

Kodlar

3%

5%

7%

9%

30°C

40°C

45°C

50°C

Rsl

+

+

Rs2

Rs3

Rs4

Rs5

Rs6

Rs7

Rs8

Rs9

Rs10

Rsl1

Rs12

Rs13

Rs14

Rs15

Rs16

S I S N S S AR P (S Ao P (S AN I S

|+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]+]|+

Tablo 6. pH testi

Kodlar

pH4

pH5

pH7

pH8

pH9

pH10

pH11

pH12

pH13

Rs1

Rs2

Rs3

Rs4

Rs5

Rs6

Rs7

Rs8

Rs9

Rs10

|+ [+ |||+

Rs11

Rs12

+

Rs13

Rs14

Rs15

Rs16

+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+|+]+]|+

+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+|+]+]|+

+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+|+]+]|+

|+ |+ |||+ ]+ ]+
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Bazi enzimlerin varlifi veya yoklugu, bazi enzimlerin iretilip iretilmedigi ve
izolatlarin bazi organik maddeleri fermente edip edemediklerini belirlemek bakteri
sistematigi agisindan bilyilk Onem tasimaktadir. Izolatlarmm bu enzimleri iiretip
iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla katalaz, oksidaz ve nisasta hidroliz testleri yapildi.
Bu testler ve sonuglar1 Tablo 7°de verilmektedir.

Katalaz testi sonucunda Rs8’in katalaz enzimi tiretmedigi, Rs10’un katalaz enzimini
zay1f Urettigi gozlendi. Rsl, Rs2, Rs3, Rs4, Rs5, Rs6, Rs7, Rs9, Rsl1l1, Rs12, Rs13, Rs14,
Rs15 ve Rs16’nin ise katalaz enzimi {irettigi tespit edildi.

Oksidaz testi sonucunda Rsl, Rsll, Rsl13, Rsl5 ve Rsl6 izolatlarinin oksidaz
tiretmedigi, Rs7 ve Rs12’nin oksidazi zayif trettigi, Rs2, Rs3, Rs4, Rs5, Rs6, Rs8, Rs9,
Rs10 ve Rs14 izolatlarinin ise oksidazi tirettigi tespit edildi.

Nisasta hidroliz testi sonucunda ise Rsll, Rsl5 ve Rsl6’da nisastanin hidroliz
oldugu, Rsl1, Rs2, Rs3, Rs4, Rs5, Rs6, Rs7, Rs8, Rs9, Rs10, Rs12, Rs13 ve Rs14’te liigol

ilavesinden sonra siyah zon olugmasi nisastanin hidroliz olmadigini gosterdi (Sekil 15).

Sekil 15. Nisasta hidroliz testi; soldaki negatif sonuc¢ (Rs4),
sagdaki pozitif sonug (Rs15).



46

Tablo 7. Bakteriyal izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimyasal Testler
Kodlar Katalaz Oksidaz Nisasta Hidroliz
RS1 + - -
RS2 + + -
RS3 + + -
Rs4 + + -
Rs5 + Z+ -
Rs6 + + -
Rs7 + + -
Rs8 - + -
Rs9 + - -
Rs10 Z+ + -
Rs11 + - +
Rs12 + Z+ -
Rs13 + + -
Rs14 + + -
Rs15 + - +
Rs16 + - +
Z: Zayif

3.3.1. API 20 E ve API 50 CHB Panel Test Sistemiyle Tespit Edilen Ozellikler

API 20 E test panellerine izolatlar, 30°C’de 16 saat siiresince, inkiibe edildikten
sonra sistemin belirledigi renk degisimine gore sonuglar belirlenir. Baz1 kuyucuklara ise

ayirag eklenerek sonuglar incelenir (Sekil 16 ve Tablo 8).

Siow 3 0T 25y

A Devwwwvo ==
®) S 8

Sekil 16. Ekimleri yapilmis olan API testleri; a) APl 20 E test panel sistemi,
b) API 50 CHB test panel sistemi
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Tablo 8. Bakteriyal izolatlarin API 20 E sonuglari

Testler Rsl Rs2 Rs3 Rs4 Rs5 Rs6 Rs7 Rs8 Rs10 |Rs13 |Rsl4
ONPG + + - - + - + - - - -
ADH + + + - + + + - + + +
LDC - - + - - - - - - + -
obC - - - - - - - - - - -
CIT + + + + - + - + + + +
H2S - - - - - - - - - - -
URE - - - - - - - - - - -
TDA + + - + - - - + - - +
IND - - - - - - - - - - +
VP + + + + + - + - + + +
GEL - + - + + + + + + - +
GLU - - - - + + + - - - -
MAN - - - - + - + - - - -
INO - - - - - - - - - - -
SOR - - - - - - - - - - -
RHA - - - - + - + - - - -
SAC - - - - + - + - - + -
MEL - - - + + - + + + - -
AMY - - - - + - + - - - -
ARA + - - + + - + + + + -
oX - + + + + + + + + + +
NO2 - + + - + + + - + + -
N2 + - - - - - - + - - +
MOB - - + - - - - - - - -
McC + + + + + + + + + + +
OF-0 + + + + + + + + + + +
OF-F - - - - - - - - - - -

API 50 CHB test kiipiillerine yapilan inkiibasyondan sonra 0. tiip kontrol olarak
almarak renk degisikligine gore degerlendirme yapildi. Eger tliplerde renk degisimi varsa

(+), renk degisimi yoksa (-) sonug olarak degerlendirildi (Sekil 16 ve Tablo 9).
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Tablo 9. Bakteriyal izolatlarin API 50 CHB sonuglari

Testler

Rs1l

Rs12

Rs15

Rs16

GLY

ERY

DARA

LARA

RIB

DXYL

LXYL

ADO

MDX

GAL

GLU

FRU

MNE

SBE

RHA

DUL

INO

MAN

SOR

MDM

MDG

NAG

AMY

ARB

ESC

SAL

CEL

MAL

+ |+

LAC

|+ |+ || F [+ ]+ +]|+]+

MEL

SAC

TRE

+ |+

+ |+

INU

MLZ

RAF

AMD

GLYG

XLT

GEN

TUR

LYX

TAG

DFUC

LFUC

DARL

LARL

GNT

2KG

S5SKG
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3.4. Bakteriyal Izolatlarin Molekiiler Ozellikleri

3.4.1. 16S rDNA Dizi Analizi Sonuclari

Tiim bakteri izolatlarindan elde edilen genomik DNA'dan PCR yardimiyla 16S rDNA
geni ¢cogaltilmasi sonucunda 1400- 1500 bp biiytikliigiinde bantlar gézlendi. pGEM-T Easy
klonlama vektoriine kopyalanan 16S rDNA gen bdlgelerinin niikleotit siras1 Macrogen
tarafindan belirlendi (Ek 2). Sonuclar degerlendirilerek filogenetik aga¢ Mega 5 programi
kullanilarak Neighbor-Joining analizinden yararlanilarak ¢izildi. Filogenetik agag¢ verileri

ve 16S rDNA sonuglart birbirlerini desteklemektedir (Tablo 10).

Tablo 10. izolatlarin 16S rDNA sekanslariin gen bankasindaki siralarla karsilastirmalar

Izolat | Tiir ve Cinsler Benzerlik orani (%) Kayit Numarasi
Pseudomonas oryzihabitans 99 GQ250598.1
Rsl Pseudomonas oleovorans 99 AY623816.1
Pseudomonas psychrotolerans 99 KC477209.1
Pseudomonas sp. 99 HQ840775.1
Pseudomonas argentinensis 99 EU723817.1
Pseudomonas flavescens 99 EU221398.1
Pseudomonas fulva 99 AY741159.1
Rs2 Pseudomonas straminea 99 AB060135.1
Pseudomonas parafulva 98 AB060133.1
Pseudomonas putida 98 AB294558.1
Pseudomonas argentinensis 99 EU723817.1
Pseudomonas flavescens 99 EU221398.1
Rs3 Pseudomonas fulva 99 AB046997.1
Pseudomonas straminea 99 AB060135.1
Pseudomonas parafulva 98 AB060133.1
Pseudomonas putida 98 CP003738.1
Pseudomonas oryzihabitans 99 GQ250598.1
Rs4 Pseudomonas psychrotolerans 99 KC477209.1
Pseudomonas oleovorans 99 AY623816.1
Enterobacteriaceae bacterium 98 JX067680.1
RS Pantoea agglomerans 98 FJ971873.1
Pantoea vagans 98 NR_102966.1
Pantoea ananatis 97 NR_074740.1
Rs7 Pantoea vagans 98 CP002206.1
Enterobacteriaceae bacterium 98 JX067684.1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/253749229?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=4DAWSUT4015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_54126057
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54126057?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=4DAWSUT4015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_459218996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459218996?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=4DAWSUT4015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_338808853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/338808853?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DAWSUT4015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_189477298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189477298?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=4DBDPGU301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_161172591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161172591?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=4DBDPGU301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_58294218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/58294218?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=4DBDPGU301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138799?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=4DBDPGU301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138797?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=62&RID=4DBDPGU301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_126149289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126149289?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=64&RID=4DBDPGU301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_189477298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189477298?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=4DDR4NA2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_161172591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161172591?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=4DDR4NA2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_40313268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/40313268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=4DDR4NA2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138799?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=4DDWNKM5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138797?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=62&RID=4DDWNKM5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_430790723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/430790723?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=94&RID=4DDWNKM5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253749229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/253749229?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=4DE48MWJ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_459218996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459218996?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=4DE48MWJ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_54126057
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54126057?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=4DE48MWJ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399764313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/399764313?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=4DECA7KV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_239740564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/239740564?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=4DECA7KV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_507148159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507148159?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=4DECA7KV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439425?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=73&RID=4DECA7KV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_308056051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/308056051?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DEPMSYK015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399764317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/399764317?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=4DEPMSYK015

Tablo 10’un devami
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Rs7 Pantoea agglomerans 98 HQ242739.1
Pantoea ananatis 98 CP003085.1
Pseudomonas argentinensis 99 EU723817.1
Pseudomonas flavescens 99 EU221398.1

Rs8 Pseudomonas fulva 99 AY741159.1
Pseudomonas straminea 99 AB060135.1
Pseudomonas parafulva 98 AB060133.1
Pseudomonas putida 98 AB294558.1
Microbacterium testaceum 99 AP012052.1

RS9 Microbacteriaceae bacterium 99 DQ490448.1
Microbacterium paraoxydans 99 AJ581908.1
Microbacterium oxydans 99 DQ350825.1
Pseudomonas argentinensis 99 EU723817.1
Pseudomonas flavescens 99 EU221398.1

Rs10 Pseudomonas fulva 99 AY741159.1
Pseudomonas straminea 99 AB060135.1
Pseudomonas putida 98 AB294558.1
Pseudomonas parafulva 98 AB060132.1

Rs11 Bacillus megaterium 97 FJ380122.1
Bacillus horikoshii 97 KF054756.1
Bacillus pumilus 99 NR_074977.1

Rs12 Bacillus aerophilus 99 KC414715.1
Bacillus safensis 99 KC934873.1
Pseudomonas argentinensis 98 EU723817.1
Pseudomonas flavescens 98 EU221398.1

Rs13 Pseudomonas fulva 98 AY741159.1
Pseudomonas straminea 98 AB060135.1
Pseudomonas putida 98 AB294558.1
Pseudomonas parafulva 97 AB060132.1

Rs14 Chryseobacterium indoltheticum 99 NR_042926.1
Chryseobacterium ginsengisoli 98 JN852949.1
Bacillus thuringiensis 99 KC683724.1

Rs15 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki 99 EU153549.1
Bacillus cereus 99 GQ381280.1
Bacillus thuringiensis 99 KC683724.1

Rs16 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki 99 EU153549.1
Bacillus cereus 99 CP001186.1



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_325660499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325660499?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=4DEPMSYK015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_354986417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/354986417?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=4DEPMSYK015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_189477298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189477298?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=4DF2174J014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_161172591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161172591?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=4DF2174J014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_58294218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/58294218?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=4DF2174J014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138799?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=4DF2174J014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138797?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=60&RID=4DF2174J014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_126149289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126149289?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=64&RID=4DF2174J014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_323272819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323272819?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DFEFU4R015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_94995754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/94995754?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=4DFEFU4R015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_34481745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/34481745?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=4DFEFU4R015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85665903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/85665903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=4DFEFU4R015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_189477298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189477298?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=4DFR0YVR014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_161172591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161172591?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=4DFR0YVR014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_58294218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/58294218?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=4DFR0YVR014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138799?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=4DFR0YVR014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_126149289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126149289?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=64&RID=4DFR0YVR014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138796?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=4DFR0YVR014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_226859016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226859016?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DG1AYR6014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514251380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/514251380?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=4DG1AYR6014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439662
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439662?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DGU1Z50015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_449040660
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449040660?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=4DGU1Z50015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_507482070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507482070?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=4DGU1Z50015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_189477298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189477298?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=4DGC7ETC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_161172591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161172591?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=4DGC7ETC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_58294218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/58294218?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=4DGC7ETC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138799?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=4DGC7ETC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_126149289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126149289?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=64&RID=4DGC7ETC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22138796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22138796?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=4DGC7ETC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202569?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=4DH284XZ015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_379069014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/379069014?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=4DH284XZ015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_499070167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/499070167?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DH9UFUR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157696071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157696071?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=4DH9UFUR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_299780335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299780335?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=4DH9UFUR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_499070167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/499070167?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DHFHRPP015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157696071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157696071?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=4DHFHRPP015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_218540569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218540569?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=4DHFHRPP015

99

N

51

73 ﬁacr’llus pumilus strain A1
72 Bacillus safensis strain BA64
99 & Rs12
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 strain 168
—99: Bacillus amyloliquefaciens FZBA2 strain FZB42

— Bacillus megaterium strain MPF-906

99 b @ R5 71

Bacillus thuringiensis straiin 5515

= Bacillus thuringiensis strain AHBR13
¥ Rs15

Microbacterium kitamiense strain kitami C2

20

93

90 Microbacterium oxydans strain B5S
_: Microbacterium paraoxydans strain CF36
Microbacterium testaceum StLB037 strain StLB037
30 & Rs9

Candida albicans

Sekil 17. Gram pozitif izolatlarin 16S rDNA dizisine gore taksonomik
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pozisyonunu gosteren N-J agaci

& Rs2
ﬂ:’gﬁg

& Rs1o

& Bs13

& rss

& Rsé

[ Psendomonas straminea

92

78l Prendomonas argentinensis strain CHOI

P, i as alcaligenes strafn IAMI2411
P as oleovorans strain LAM 1568

@ Rs1
” 7:01@4

Enterobacter agglomerans TACL94. 1

Pantoea encalypff strafn LMG 24197

100

100

Pantoea vagans C9-1 strain C9-1

Pantoca ananalis strain CLRI2

95 ® 55
75 & 57
Chryseobacieriiam soldanellicoln strafn PSD I+
00 Chyyseobacterium indoltheticum
99 |— & Rs14
Enterobacter aerogenes

Sekil 18. Gram negatif izolatlarin 16S rDNA dizisine gore taksonomik
pozisyonunu gosteren N-J agaci

3.4.2. Bakteriyal izolatlarin cry Gen Icerikleri

Bacillus thuringiensis’e ait bakterilerin kristal proteinlerini kodlayan genleri

belirleyebilmek icin cryl, cry2, cry3 ve cry4’e ait genel primerler kullanilarak PCR
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yapildi. PCR sonucunda kilavuz suslarla karsilastirma yapilarak ayni biiyiikliikte olan
bantlar belirlendi. Rs15 ve Rs16 kodlu izolatlarda cryl geni saptandi (Sekil 17).

Rs1l5 Rsl6

Baz Cifti

2000
1500
1000

750

500
250

Sekil 19. Tespit edilen cry genlerinin agaroz jel goriintiisii
3.5. Bakteriyal izolatlarin Insektisidal Etkileri

Insektisidal aktivite ¢alismalar1 i¢in Trabzon ilinin Of ilgesinden toplanan larvalar ve
erginlerle laboratuvar ortaminda denemeler yapildi. Elde edilen 16 izolat i¢in ve de KTU
Biyoloji boliimii Mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan 4 bakteri (Bacillus thuringiensis
tenebrionis Xd3, Bacillus thuringiensis kurstaki MnD, Bacillus thuringiensis kurstaki
BnBt ve Serratia marcescens BnSm) i¢in insektisidal aktivite ¢alismasi yapildi. Zararlidan
izole edilen bakteriler 5 ayr1 dozda (1,8 x 10°, 1,8 x 10%, 1,8 x 107, 1,8 x 10°, 1,8 x 10°)
Ricania simulans’in nimfi, 3 ayr1 dozda ise (1,8 x 109, 1,8 x 108, 1,8 x 10" ergini lizerine 3
tekrarli yapildi. Diger 4 bakteri icin ise tek dozda (1,8x109) ve 3’er tekrarli olarak
calismalar tamamlandi. Her bir deneme 10 giin slirdii ve 10. giin sonunda sonuglar

kaydedildi.



53

Sekil 20. Solda enfeksiyonlu nimf, BnSm ile enfekte R. simulans nimfi, sagda ise
sagliklt nimf goriilmektedir.

Sekil 21. Solda enfeksiyonlu ergin, BnSm ile enfekte R. simulans
nimfi, sagda ise saglikli ergin goriilmektedir.

Nimf evresinde yapilan insektisidal aktivite ¢caligmalarinda en fazla etki %82 ile Rs4
nolu izolatin 1,8x10° seyreltme oraninda goriildi (Sekil 20).

1,8x10° seyreltme oraninda Rs3 %79 ile, Rs6 %79 ile, Rsl %75 ile, Rs11 %72 ile,
Rs12 %68 ile, Rs15 ise %65 ile aktivite gosterir.

1,8X108 seyreltme oraninda en fazla etki Rs11°da %77 ile goriildii. Rs3 %70 ile, Rs12
%68 ile, Rs13 %67 ile, Rs1 %65 ile, Rs10 %63 ile Rs4’ii izledi.

1,8x10’ seyreltme oraninda Rs10 %75 ile, Rs1 %71,Rs3 ve Rs13 %60 orani ile etki
gosterir.

1,8X106 seyreltme oraninda Rs9 %063, Rs3 %60 oraninda insektisidal aktivite
goriildii.

1,8x10° seyreltme oraninda Rs7 %67, Rs2 ise %65°lik 6lim oraniyla ile zararl

tizerinde etki goriildii.
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Sekil 22. Zararlidan elde edilen izolatlarin R. simulans nimfleri {izerinde insektisidal etkisi.

Ergin evresinde yapilan insektisidal aktivite ¢alismalarinda en fazla etki %86 ile
Rs16 nolu izolatin 1,8x10° seyreltme oraminda goriildii (Sekil 21).

1,8x10° seyreltme oraninda Rs7 %73 ile, Rs11 %73 ile, Rs6 %66 ile, Rs9 %66 ile,
Rs15 %66 ile, Rs1, Rs2, Rs8, Rs13 %60 ile aktivite gosterir.

1,8X108 seyreltme oraninda en fazla etki Rs5’de %80 ile goriildi. Rsl %73 ile, Rs16
%73 ile, Rs2 %60 ile, Rs6 %60 ile, Rs8 %60 ile, Rs9 %60 ile, Rs11 %60 ile Rs5’1 takip
etti.

1,8x10’ seyreltme oraninda Rs12 %80 ile, Rs1 %66 ile, Rs4 %66 ve Rs2, Rs7, Rs15

%60 orani ile etki goriildii.
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Sekil 23. Zararlidan elde edilen izolatlarin R. simulans erginleri {izerine insektisidal etkisi

Xd3 Coleoptera grubu boceklerde, MnD ve BnBt Lepidoptera ve Diptera grubu
boceklerde aktivite gostermektedir. Bunun nedeni bu gruplardaki boceklere karsi cry
genlerinin olusturdugu aktif ICP’ler sayesindedir.

Bu gruplarla yapilan ¢alismalarda R. simulans’in nimf evresinde en fazla insektisidal
aktivite Serratia marcescens’te (BnSm) %75 orani ile goriilmiistiir. Xd3’te %15 oraninda,
MnD’de %15 oraninda, BnBt’de ise %15 oraninda zararli iizerinde etki gozlenmistir

(Sekil 22).
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Xd3 BnBt BnSm MnD Kontrol
Bakteriyal izolatlar Bacillus thuringiensis tenebrionis : Xd3

Bacillus thuringiensis kurstaki : MnD
Bacillus thuringiensis kurstaki : BnBt
Serratia marcescens : BnSm

Sekil 24. B. thuringiensis suslart (Xd3, MnD, BnBt) ve S. marcescens (BnSm)
bakterilerinin R. simulans nimfleri tizerine insektisidal etkisi
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R. simulans’mn ergin evresi ilizerine yapilan calismada BnSm %93 oraniyla tim
insektisidal aktivite calismalarinda en yiiksek etkiyi gosterdigi belirlendi. MnD %40
oraninda, BnBt %20 oraninda, Xd3 ise %13 oraninda bioassaylerde etki gosterdi (Sekil

23).
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Sekil 25. B. thuringiensis suslar1 (Xd3, MnD, BnBt) ve S. marcescens (BnSm)
bakterilerinin R. simulans erginleri izerindeki denemeleri



4. TARTISMA

Hi¢ siiphesiz herhangi bir toplumun reel olarak en onemli sektorii ve faaliyet
alanlarindan biri tarim sektoriidiir. Tarimsal faaliyetler insanin hayati ile baglamis ve insan
yasadig1 siirece sonsuza kadar devam edecektir (Er, 2009). Basta iklim 6zellikleri olmak
tizere kosullarin uygunlugu nedeniyle Tiirkiye, sanayi bitkileri tarimi1 i¢in ¢ok elverisli bir
iilkedir (Doganay, 1998). Ulkemizde tarimi yapilan ¢ok ¢esitli sanayi bitkilerinden birisini
de cay bitkisi olusturur (Doganay, 2006). Cay Tiirkiye’de dogal yetisme kosullarini,
ozellikle Dogu Karadeniz Boliimii kiy1 kesimlerinde bulmustur. Cok sayida ailenin temel
gecim kaynagi olan c¢ay tarimi ¢Oziim bekleyen bir takim sorunlarla karsi karsiyadir
(Doganay, 20006).

Ayrica Avrupa lilkeleri arasinda cay bitkisinde kimyasal ilag kullanmayan tek iilke
konumunda olan Tiirkiye i¢in zararli boceklere karsi biyolojik miicadele uygun bir yoldur.
R. simulans’in sadece c¢ayda degil Dogu Karadeniz Bdlgesi’nde tarimi gergeklestiren
birgok bitkide de zarar1 mevcuttur. Ozellikle kimyasal madde kullanilmadan zararlinin
kontrol altina alinmasi gerekliligi biyolojik miicadeleyi zorunlu kilmaktadir.

R. simulans’in agiz yapisindan dolay:1 bitkilerin 6z suyunu emerek kurumalarina
neden oldugu, bu asamada salgiladiklar1 tatlh maddeden dolay1 bitkileri kirlettikleri,
yumurtalarini tipik olarak gévde altina agtiklar1 yaralara biraktiklar belirtilmektedir (URL-
4, 2013). Bocek her tiirlii bitkiyi yumurta birakmak i¢in kullanmaktadir. Bu bitkiler
arasinda ¢ay, asma, fasulye, mandalina, kivi sayilabilir. Ayrica beslenme i¢inde kivi, ¢ay,
fasulye, salatalik gibi tarimsal ftriinleri tercih etmektedir. Giircistan’da turunggillerde
onemli hastalik etmeni olan ve iilkemizde “Gogiiren Hastali1” olarak bilinen “Tristeza”
etmenini diger bitkilere bulagtirdigi belirlenmistir (URL-4, 2013).

Su ana kadar zararl iizerinde miicadele yontemleri i¢inde yalniz mekanik miicadele
yapilmis, bununla da yeterli bir sonu¢ alinamamustir. Zararli ile miicadele yapilabilmesi
icin zararlinin biyolojisinin belirlenmesi amaciyla Artvin, Rize ve Trabzon sahil kesiminde
arastirmalar yapilmistir. Yapilan ilag denemelerinde Beauveria bassiana, Lecanicillium
lecanii, Sporotrix sp., Conidiobolus coronatus isimli entomopatojenler ile Dopteril ve
Spinosad etkili maddeli LASER isimli bitki koruma tiriinleri farkli dozlarda uygulanmistir.
Yapilan bu ¢alisma ile Ozellikle Lecanicillum muscarium’un R. simulans itizerinde

laboratuvar kosullarinda nimf evresine ve dogal kosullarda nimf ve ergin evresine
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patojenitesinin kontrol edilmesi amaglanmistir. Denemeler hem ¢ay ve hem de kivi bitkisi
kullanilmistir (Guglii ve dig., 2011). Calismada laboratuvar sartlarinda ele edilen basari
arazi kosullarinda elde edilememistir.

Boceklere karsi kullanilan biyolojik kontrol ajanlari arasinda bakterilerde Bacillus
tirleri bliyllk 6nem tagimaktadir. Bunun i¢in R. simulans adli zararlidan bakteriyal
izolasyon gergeklestirilmistir.

Bu ¢alisma R. simulans tizerinde yapilan ilk bakteriyal izolasyon calismasidir.
Yapilan literatiir aragtirmalarinda zararliya ait hi¢gbir bakteri ¢calismasi belirlenmemistir.

Yapilan bakteriyal izolasyonda biiylime 6zellikleri, morfolojileri dikkate alinarak 16
bakteri izole edilmistir. Bu bakterilerin 9 tanesi tiir seviyesinde, 7 tanesi cins seviyesinde
tanimlanmustir.

Bakterilerin tiir tayin caligsmalarinda morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testler
kullanilmistir. Daha kesin ve dogru sonuglara ulasabilmek i¢in 16S rDNA dizin analizi,
API 20E ve API 50 CHB tanimlama sistemlerinden faydalanilmistir. Bu sistemler
biyokimyasal testler yapilirken zaman ve masraftan bize kazang saglamistir. Ciinkii
sistemler klasik yontemlere gore, 6rnekler i¢in esit sartlar olusturup kolaylikla analiz
edilebilmek tizere kullaniciya sunulmustur.

16S rDNA dizisi genotipik tanimlama i¢in hedef bir bolgedir. Hem tiir seviyesinde
hemde hizli tanimlama igin olduk¢a 6nemlidir (Springer, 1996).

Rsl nolu izolatin 16S rDNA sonuglarmin onerdigi bakterilerden Pseudomonas
oleovorans oldugu yapilan biyokimyasal testlerden anlagilmaktadir. Pseudomonas
psychrotolerans inositol, mannitol, sorbitol, ramnoz testinin (+) olmasi ile Pseudomonas
oleovorans’den ayrilmaktadir. Pseudomonas oryzihabitans ise sorbitol testinin (+), arjinin
testinin (-) olmas1 ile Pseudomonas oleovorans’den ayrilmaktadir (Kodama, 1985; Hauser,
2004). Insektisidal aktivite calismalarinda Rs1 kodlu izolat zararlinin nimf evresinde %75
oraninda 1,8x10° bakteri/ml dozunda, ergin evrede ise %73 ile 1,8x10° bakteri/ml oraninda
etkili oldugu goriilmistiir.

Rs2 nolu izolatin 16S rDNA sonuglarinin 6nerdigi bakterilerden Pseudomonas
parafulva olarak karar verildi. Pseudomonas straminea arjinin testi (-), mannitol testinin
(+) olmasi ile, Pseudomonas argentinensis 41°C’de biiyiiyebilmesi, mannitol testinin (+)
sonug vermesi ile, Pseudomonas fulva jelatin testi (-) olmas ile, Pseudomonas putida ise
jelatin testinin (-) sonu¢ vermesi ile, Pseudomonas flavescens arjinin (-), jelatin (-)

olmasiyla Pseudomonas parafulva’dan ayrilmaktadir (Hildebrand ve dig., 1994;
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Romanenko, 2005). Rs2 kodlu izolatin insektisidal aktivite ¢alismasinda nimf evresinde
%65 oraninda 1,8x10° bakteri/ml dozunda, ergin evrede ise her dozda %60 oraninda etkili
oldugu goriilmiistiir.

Rs3 nolu izolatin 16S rDNA sonuglarinin 6nerdigi bakterilerden Pseudomonas
parafulva olarak karar verildi. Pseudomonas straminea arjinin testi (-), mannitol testinin
(+) olmas: ile, Pseudomonas argentinensis 41°C’de biiyiiyebilmesi, mannitol testinin (+)
sonug vermesi ile, Pseudomonas fulva jelatin testi (-) olmas ile, Pseudomonas putida ise
jelatin testinin (-) sonug vermesi ile, Pseudomonas flavescens arjinin (-), jelatin (-), lizin (-)
olmasiyla Pseudomonas parafulva’dan ayrilmaktadir. Rs3 kodlu izolatin insektisidal
aktivitesi nimf evresinde %79 oraninda 1,8x10° bakteri/ml dozunda, ergin evrede ise %53
ile 1,8% 10° dozunda etkili oldugu goriilmiistiir (Hildebrand, 1994; Romanenko, 2005).

Rs4 nolu izolatin 16S rDNA sonuglarinin 6nerdigi bakterilerden tiir seviyesinde
tanimlama yapilamamistir ve cins seviyesinde Pseudomonas sp. olarak tespit edilmistir.
Pseudomonas oleovorans melibiose testi (+), sitrat testi (+) oldugu igin, Pseudomonas
psychrotolerans 4°C’de biiyiiyebilmesi, mannitol (+), sorbitol, ramnoz zayif (+), inositol
(+) sonu¢ vermesi ile Pseudomonas oryzihabitans ise sorbitol (+) sonug¢ vermesi ile
biyokimyasal testlerin yardimiyla cins seviyesinde tanimlama yapilabilmistir
(Kodama,1985; Hauser, 2004). Insektisidal aktivite galismasinda Rs4 kodlu izolat nimf
evresinde %82 oraninda 1,8x10° bakteri/ml dozunda en etkili bakteri oldugu goriilmiistiir.
Ergin evrede ise % 66 oraninda 1,8x10° bakteri/ml dozunda etki gostermistir.

Rs5 ve Rs7 kodlu bakteriler Pantoea sp. olarak cins seviyesinde belirlendi. Pantoea
agglomerans, Rs5 ve Rs7 kodlu bakteriler arjinin testine (+), inositol testine (-), melibiose
testine (+) sonug verdigi i¢in, Pantoea vagans, Rs5 ve Rs7 kodlu bakterilerde arabitol testi
(+), ornitin testi (-) oldugu i¢in, Pantoea ananatis, Rs5 ve Rs7 kodlu bakteriler indol (-),
arjinin testi (+), jelatin testi (+), inositol testi (-) sonug¢landigi igin tiir seviyesinde
tanimlama yapilamamustir. Bu iki bakteri i¢in API 20 test sonuglar1 da Pantoea sp. olarak
sonu¢ vermistir (Brady, 2009; Delétoile, 2009). Insektisidal aktivite ¢alismasinda Rs5
kodlu izolat nimf evresinde %56 oraninda 1,8x10" bakteri/ml dozunda etkili oldugu
goriilmistiir. Ergin evrede ise %80 oraninda 1,8x10°® bakteri/ml dozunda etki gostermistir.
Rs7 nolu izolat ise nimf evresinde %50 oraninda 1,8x10° bakteri/ml dozunda, ergin evrede
%73 ile 1,8x10° bakteri/ml dozunda etkili oldugu goriilmiistiir.

Rs6 nolu izolatin 16S rDNA sonuglarinin onerdigi bakterilerden Pseudomonas

parafulva olarak karar verildi. Pseudomonas straminea arjinin testi (-), jelatin testinin (-)
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olmasi ile, Pseudomonas argentinensis 41°C’de biiyiiyebilmesi, jelatin testinin (-), arjinin
testinin (-) sonug¢ vermesi ile, Pseudomonas fulva jelatin testi (-) olmasi ile, Pseudomonas
putida ise jelatin testinin (-) sonug vermesi ile, Pseudomonas flavescens arjinin (-), jelatin
(-), sukroz testinin (-), sitrat testinin (-) olmasiyla Pseudomonas parafulva’dan
ayrilmaktadir (Hildebrand, 1994; Romanenko, 2005). Rs6 kodlu izolat insektisidal aktivite
denemelerinde nimf evresinde %79 oraninda 1,8><109 bakteri/ml dozunda, ergin evrede
%66 oraninda ayn1 dozda etkili oldugu goriilmiistiir.

Rs8 nolu izolatin 16S rDNA sonuglarmin 6nerdigi bakterilerden Pseudomonas sp.
olarak yapilan fizyolojik ve biyokimyasal testlerle belirlenebilmistir. Pseudomonas
argentinensis Rs8 nolu izolat triptofan deaminaz testinde (+), glukoz testinde (-), mannitol
testinde (-), katalaz testinde (-) sonug verdigi i¢in, Pseudomonas flavescens Rs8 nolu izolat
melibiose testi (+), jelatin testi (+) sonuglandigi, Pseudomonas fulva Rs8 nolu izolat
41°C’de biiyliyebildigi, %8 NaCl’de biiyliyebildigi, lizin testi (+), jelatin testi (+), glukoz
testi (-) oldugu i¢in ve Pseudomonas straminea Rs8 nolu izolatin inositol testi (-) oldugu
icin cins seviyesinde karar verilmistir (Hildebrand, 1994; Romanenko, 2005). Rs8 kodlu
izolatin insektisidal aktivitesi nimf evresinde %57 oraninda 1,8><109 bakteri/ml dozunda,
%60 oraninda ayn1 dozda etkili oldugu goriilmiistiir.

Rs9 nolu izolatin 16S rDNA sonuglarinin onerdigi bakterilerden Microbacterium
paraoxydans olduguna API 50 CHB sisteminin yardimiyla Kkarar verilmistir.
Microbacterium testaceum’dan H,S testi (+), glukoz testi (+) olmasiyla, Microbacterium
oxydans’ dan H,S testi (+), L arabinose testi (+) olmasiyla ayrilmaktadir (Schippers ve
dig., 2005; Kim ve dig., 2008; Wu ve dig., 2008; Madhaiyan ve dig., 2010). Insektisidal
aktivitesi Rs9 kodlu izolatin nimf evresinde %63 oraninda 1,8x10° bakteri/ml dozunda,
ergin evrede %66 oraminda 1,8x10° bakteri/ml dozunda etkili oldugu griilmiistiir.

Rs10 nolu izolatin 16S rDNA sonuglarinin 6nerdigi bakterilerden yapilan fizyolojik
ve biyokimyasal testlerle cins seviyesinde tamimlama yapilabilmistir. Pseudomonas
argentinensis jelatin testi (-), glukoz testinde (+), mannitol testinde (+) sonug¢ verdigi igin,
Pseudomonas flavescens 4°C’de biiyiiyebildigi, sukroz testinde (+), melibiose testinde (+)
sonu¢ vermesi gerektigi i¢in, Pseudomonas fulva 4°C’de biiyliyebildigi, jelatin testi (-),
glukoz testi (+), lizin testi (+) sonu¢ vermesi gerektigi i¢in, Pseudomonas straminea
4°C’de biiyiiyebildigi, inositol testi (+), melibiose testi (-) sonu¢ vermesi gerektigi i¢in
Rs10 nolu izolattan ayrilirlar (Hildebrand ve dig., 1994; Romanenko, 2005). Rs10 kodlu
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izolat insektisidal aktivite denemelerinde nimf evresinde %75 oraninda 1,8X107 bakteri/ml
dozunda, ergin evrede her dozda %46 oraninda etkili oldugu gortilmiistir.

Rs11 nolu izolatin 16S rDNA sonuglarinin 6nerdigi bakterilerin ikisinden de API 50
CHB testi yardimiyla ayrildigi belirlenmistir. Rs11 Bacillus sp. olarak cins seviyesinde
birakilmistir. Bacillus megaterium inositol testine (+), mannoz testine (+), ramnoz testine
(+), riboz testine (-), laktoz testine (+), mannitol testine (-) sonu¢ verdigi i¢in, Bacillus
horikoshii koloni rengi sari, laktoz (-), melibiose (-), rafinose (-) sonug¢ verdigi i¢in
Rs11’den ayrilmaktadir (Suresh ve dig., 2004; Lee ve dig., 2008). Insektisidal aktivite
denemelerinde Rsll kodlu izolat nimf evresinde %77 oraminda 1,8x10° bakteri/ml
dozunda, ergin evrede %73 orammnda 1,8x10° bakteri/ml dozunda etkili oldugu
gOriilmiistiir.

Rs12 nolu izolatin 16S rDNA sonuglarinin 6nerdigi bakterilerden Bacillus safensis
olduguna karar verildi. Rs12 i¢cin API 20 E sisteminin verdigi tanimlama bilgilerinden ve
16S rDNA sekans analiz verilerinin sonuglar birbirini desteklemistir. Bacillus pumilus
Rs12 nolu izolatin jelatin testine (+), D riboz testine (+), D turanose testine (+), maltoz
testine (+), metilalfaglukopiranosid testine (+) sonug verdigi i¢in, Bacillus aerophilus Rs12
nolu izolat 45°C’de biiyiidiigi i¢in, N asetilglukozamin testine (+), D arabinose testine (-),
D sellobiose testine (+), inulin testine (-), rafinose testine (-) sonug¢ verdigi i¢in birbirinden
ayrilmiglardir (Satomi ve dig., 2006; Shivaji ve dig., 2006; Suresh ve dig., 2006). Rs12
kodlu izolat insektisidal aktivite ¢alismalarinda nimf evresinde %68 oraninda 1,8x10°
dozunda, ergin evrede %80 oraninda 1,8x10" bakteri/ml dozunda etkili oldugu
gorilmiistiir.

Rs13 nolu izolatin 16S rDNA sonuglart ve API 20 E testi degerlendirilerek cins
seviyesinde tanimlamast yapilmistir. 16S rDNA  sonuglarindan  Pseudomonas
argentinensis’den sukroz testi (+), glukoz testi (-), mannitol testi (-), sitrat testi (+)
sonuglandigr i¢in, Pseudomonas flavescens’den sukroz testi (+), arjinin testi (+), lisin testi
(+) sonug¢ verdigi igin, Pseudomonas fulva’dan glukoz testi (-) sonuglandigi igin,
Pseudomonas straminea’dan arjinin (+), glukoz testi (-), sukroz testi (+), mannitol testi (-),
lisin testi (+) oldugu ig¢in, Pseudomonas putida’dan glukoz testi (-) oldugu igin
ayrilmaktadir ve tiir seviyesinde tanimlamasi yapilamamistir (Hildebrand ve dig., 1994,
Romanenko, 2005; Vanparys ve dig., 2006). Insektisidal aktivite ¢alismalarinda Rs13
kodlu izolat nimf evresinde %67 oraninda 1,8x10° dozunda, ergin evrede %60 oraninda

1,8x10° bakteri/ml dozunda etkili oldugu goriilmiistiir.
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Rs14 izolatin 16S rDNA sonuglar1 ve APl 20 E testi degerlendirilerek
Chryseobacterium  indoltheticum  olduguna karar verilmistir. ~Chryseobacterium
scophthalmum iire testi (+), indol testi (+) sonu¢ verdigi icin, Chryseobacterium
soldanellicola indol testi (+) oldugu i¢in Rs14’ten ayrilmistir (Hugo ve dig., 2003; Young
ve dig., 2005; Park ve dig., 2006; Beer ve dig., 2006; Szoboszlay ve dig., 2008). Rs14
kodlu izolat nimf evresinde %52 oraninda 1,8X109 dozunda, ergin evrede %46 oraninda
1,8x10" dozunda etkili oldugu gorilmiistiir.

Rs15 ve Rsl6 kodlu izolatlarin 16S rDNA dizin analiz sonucuna gore, Bacillus
thuringiensis’e % 99 oraninda benzerlik gdsterdigi belirlendi. Bu izolatlarin yaklasik 277
bp biiyiikliigiinde cryl igermesi ve APl 50 CHB test sisteminin de bu sonucu desteklemesi
ile Rs15 ve Rs16 kodlu izolatlarin B. thuringiensis oldugunu géstermistir. Rs15 ve Rs16
kodlu izolatlarin biyokimyasal test sonuglarindaki farklilar ise bu bakterilerin farkli sus
oldugunu gostermektedir. Insektisidal aktivite denemelerinde Rsl15 kodlu izolat nimf
evresinde %65 oraninda 1,8x10° dozunda etkili oldugu, ergin evrede ise %66 oraninda ayni
dozda etkili olmustur. Rs16 nolu izolatin ise nimf evresinde %57 oraninda 1,8x108
dozunda etki goriilmiistiir. Ergin evrede ise %86 oraninda 1,8x10° dozunda bakteriler
arasinda en etkili oldugu goriilmistiir.

Nimf evresinde %82 ile Rs4 nolu Pseudomonas sp., ergin evrede ise %86 ile Rs16
nolu izolat olan Bacillus thuringiensis en yiiksek insektisidal aktivite gostermistir.

Ayni bakteri i¢in doz arttikga Oliim orani da ona bagli olarak artmamistir. Bu
zararlinin beslenme sirasinda bakteriyi besinle birlikte alip almamasina baglanmistir.

Ayrica pozitif kontrol amacli KTU Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuarindan
temin edilen Bacillus thuringiensis tenebrionis (Xd3), Bacillus thuringiensis kurstaki
(MnD), Bacillus thuringiensis kurstaki (BnBt) ve Serratia marcescens (BnSm) de
kullanildi.

Xd3 Coleoptera grubu boceklerde, MnD ve BnBt Lepidoptera ve Diptera grubu
boceklerde aktivite gostermektedir. Bunun nedeni bu gruplardaki boceklere karsi cry
genlerinin olusturdugu aktif ICP’ler sayesindedir.

Bu gruplarla yapilan ¢aligmalarda R. simulans’in nimf evresinde en fazla insektisidal
aktivite Serratia marcescens’te (BnSm) %75 orani ile goriilmiistiir. Xd3’te %15 oraninda,

MnD’de %15 oraninda, BnBt’te %15 oraninda zararl iizerinde etki gézlenmistir.
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R. simulans’in ergin evresi lizerine yapilan ¢alismada BnSm %93 oraniyla tim
insektisidal aktivite ¢alismalarinda en yiiksek etkiyi gostermistir. MnD %40 oraninda,

BnBt %20 oraninda, Xd3 %13 oraninda ¢aligmalarda etki gostermistir.



5. SONUCLAR

Bu calisma sonucunda, iilkemizde Dogu Karadeniz Bolgesi’nde basta ¢ay, misir, kivi
olmak {lizere birgok tek ve ¢ok yillik bitki tizerinde zarara sebep olan R. simulans’dan 16
bakteriyal izolat elde edildi. Elde edilen bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler 6zellikleri belirlenerek R. simulans’in nimf ve erginleri tizerinde insektisidal
etkileri tespit edildi. Calismadan elde edilen sonuglar asagidaki gibidir:

1. R. simulans’dan 16 bakteriyal izolat elde edildi. Bu izolatlarin morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler &zelliklerine gore karakterizasyonlart
yapildi ve tanimlanmalar1 gergeklestirildi.

2. Bunlardan 9 tanesi tiir seviyesinde, 7 tanesi cins seviyesinde tanimlandi. Bu
sonuglara gore Rsl Pseudomonas oleovorans, Rs2, Rs3 ve Rs6 Pseudomonas
parafulva, Rs4, Rs8, Rs10, Rs13 Pseudomonas sp., Rs5 ve Rs7 Pantoea sp., Rs9
Microbacterium paraoxydans, Rs11 Bacillus sp., Rs12 Bacillus safensis, Rs14
Chryseobacterium indoltheticum, Rs15 ve Rs16 ise Bacillus thuringiensis olarak
tanimlanda.

3. Rs15 ve Rs16 numarali bakteriyal izolatlarin Bacillus thuringiensis tiiriine ait
farkli suslar olabilecegine karar verildi.

4. Bacillus thuringiensis oldugu belirlenen Rs15 ve Rs16 numarali bakteriyal
izolatlarin ikisininde cryl genini bulundurduklar1 belirlendi.

5. izolatlar arasinda nimf evresinde en yiiksek insektisidal aktivite Rs4 nolu izolat
tarafindan %82 ile, ergin evresinde ise Rsl6 nolu izolat tarafindan %86 ile
meydana getirildi.

6. Farkli zararli boceklerden izole edilmis olan ve KTU Biyoloji Bolimi
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilen bakteriler arasindan R. simulans’in
nimfleri tlizerinde en yiiksek insektisidal aktivite Serratia marcescens (BnSm)
tarafindan %75 orani ile, ergin evresi iizerine yapilan ¢alismada ise %93 oraniyla
tiim insektisidal aktivite ¢calismalarinda belirlenen en yiiksek etkiyi gosterdi.

7. Boylelikle en yiiksek oldiiriicti etkinin S. marcescens tarafindan olusturuldugu
belirlendi.

8. Zararlidan izole edilen bakterilerden ise Rs4 ve Rs16 nolu bakterilerde en yiiksek

5liim oran1 elde edildi. Rs4 nolu bakteri %82 ile nimf evresinde 1,8x10° seyreltme
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oraninda, Rs16 nolu bakteri %86 ile ergin evresinde 1,8x10° seyreltme oraninda

insektisidal aktivite gosterdi.



6. ONERILER

Bu calismada, R. simulans ’dan 16 farkl bakteriyal izolatlar elde edildi. Bunlarin 7’si

cins 9’u tiir seviyesinde tanimlandi ve bunlarin zararli ve ayn1 zamanda konag1 olan bocek

tizerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Ayrica, farkli boceklerden izole edilen yiiksek

insektisidal etkiye sahip KTU Biyoloji Bolimii Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin

edilen Bacillus thuringiensis tenebrionis (Xd3), Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD),

Bacillus thuringiensis kurstaki (BnBt) ve Serratia marcescens’in (BnSm) R. simulans

nimfleri ve erginleri {izerindeki insektisidal etkileri belirlendi. Calismada ulasilan

sonuglardan hareketle, gelecek ¢aligmalara yonelik olarak asagidaki hususlar belirlendi.

1.

Elde edilen B. thuringiensis izolatlarinin cry toksin protein igerigi belirlenebilir.

cryl geninin alt tiirleri tespit edilebilir.

. Elde edilen B. thuringiensis izolatlarindan saflagtirilan kristal proteinlerin toksin

cesidine gore biyolojik aktivitesi farkli boceklerde test edilebilir.

Cins seviyesinde tanimlanan bakterilerin, G+C igerigi, DNA-DNA hibridizasyonu
ve yag asitleri gibi ilave yontemler kullanarak tiir seviyesinde tanimlamalari
gerceklestirilebilir.

Ayni1 bakteri tilirliniin farkli bir susu oldugu diisiiniilen izolatlarin alt tiir belirleme
caligmalar1 yapilabilir.

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

Laboratuvar kosullarinda elde edilen yiiksek oldiirme giiciine sahip bakteriler,
cevre ve insan1 tehdit edip etmeyecegi belirlenip, alan uygulamasina sunulabilir.
Yiiksek oldiirticii etkiye sahip olan izolatlarin mikrobiyal miicadele preparatina
doniistiirme caligsmalar1 yapilabilir.

R. simulans iizerinde zararliy1 kontrol altina almak i¢in entegre miicadele yontemi

denenebilir.
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8. EKLER

Ek 1. Besiyeri, Ayirag, Boyalar ve Kimyasallarin Hazirlanis

1.Besiyerlerinin Hazirlamis1

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 igin 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 ddH20’da ¢oziildiikten sonra 100 ml niitrient agarla karigtirilir
ve otoklavlanarak steril edilir.

Niitrient Agar (NA): Ticari olarak satilan hazir niitrient agar kullanildi. 1000 ml besiyeri icin 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

2. Ayrraclar ve Boyalarin Hazirlamisi

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 ayri1 soliisyon hazirlanip ardindan ikisi birbirine karigtirtlir: 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
karigtirtlir. Bu iki soliisyon daha sonra birbirine karistirilarak 1 gece bekledikten sonra kullanilir.

Malagit Yesili: 5 g malasit yesili 100 ml saf suda ¢oziiliir; slizge¢ kagidi yardimiyla siiziilerek
kullanilir.

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

Ek 3. Kimyasallarin Hazirlanisi

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

IPTG Hazirlanisi: 0,IM 10 ml hazirlamak igin 238,3 mg tartilip 10 ml’ye tamamlanir, filtre
yardimiyla steril edilir. [IPTG molekiiler agirligi; 238,3 g’dir.

Ampicilin Sulandirilmast: 1 g tuzlu ampicilin 9,5 ml saf suda ¢6ziiliir ve filtre yardimiyla steril edilir.

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

3M pH 5,2 Sodyum Asetat Hazirlanigi(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 Siralar1

Rs1:
GGCGAAATATTAATCCACGCGCTTGGGAGCTCTCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAAT
TCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACAC
ATGCAAGTCGAGCGGATGAGAGGAGCTTGCTCCTCGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC
CTAGGAATCTGCCTAGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCT
ACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATTAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTA
GTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATG
GGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCACTTTA
AGTTGGGAGGAAGGGCTCATAGCGAATACCTGTGAGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCAC
CGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGATAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGA
ACTGCATCCAAAACTGTCTGGCTAGAGTGCGGTAGAGGGTAGTGAATTTCCAGTGTAGCGTGAA
ATGCGTAGATATTGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGACTGACACTGACACTG
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
TCAACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCA
GAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATG
GTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAT
CATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCC
GCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCG
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAACGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAA
GCATGCGACGCCCGCCCCCCTC

Rs2:
GTGAACGGAGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTT
GATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTTGACGGG
AGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGG
GACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAAAACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTC
GGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAA
GGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGTGTGAAAAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATT
AATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTT
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GTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAG
AGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTG
AGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGG
AACTCAGACACAAGTGCTCCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGGAATGTTTGGGTTAAGTCC
CGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGAACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAT
AAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCGGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAA
TCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACG
GTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATAGGGAGAGCTCCCAACGC
GTGAGTGTCTGTTC

Rs3:
GTGAACGGAGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTT
GATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTTGACGGG
AGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGG
GACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAAAACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTC
GGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAA
GGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGTGTGAAAAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATT
AATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTT
GTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAG
AGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTG
AGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGG
AACTCAGACACAAGTGCTCCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGGAATGTTTGGGTTAAGTCC
CGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGAACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAT
AAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCGGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAA
TCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACG
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GTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATAGGGAGAGCTCCCAACGC
GTGAGTGTCTGTTC

Rs4:
GGGGACCGAGTCCCATGGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTT
GATCATGGCTCACACACACGGTACCATATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGG
CGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAGAGGAGCTTGCTCTTCGATTCAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTAGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTA
ATACCGCATACGCCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATTAGATGAGCCT
AGGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGA
GAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGG
GTCGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCTCATAGCGAATACCTGTGAGTTTTGACGTTAC
CAACAGAGTAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGATAAGTTGGATGTGAAATCCCCG
GGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGTCTGGCTAGAGTGCGGTAGAGGGTAGTGGAATTT
CCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGG
ACTGACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCA
TTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGAC
ATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTA
GTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTAC
AAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAG
TCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAACGTCACGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCG
GCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCCAACGCGTGGATGTCAGAGC

Rs5:
GGGGGGCGAGGCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATGGTACCGTG
TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTAC
TAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTGTGA
GGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTA
CTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCC
TTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACGGTTCCCGAAGGCA
CTAAGGCATCTCTGCCAAATTCCGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGG
CCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACC
TCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTT
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TCGCCACCTCTACTTCCTCCCCCGATCTCCTACCGCATTTCACCCGATACACCTGGAATTCCTAC
CCCCTTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTCAAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTT
CACATCTGACTTAACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCA
CCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAA
TCGATAAGGTTATTAACCCCATCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTT
CTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGG
GATCGTCGCCTAGGTGGGCCATTACCCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGT
GAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAGT
GGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACTCGTCACCCAA
GGAGCAAGCTCCTCTGTGCTACCGTCCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCT
GAGCCATGATCAAACTCTAGAATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATAT
GGAGAGCTCCCAACGCGTCTGGATGAATGCTCCC

Rs6:
GGGGTGCGGACGCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTT
TGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTTGACGG
GAGCTTGCTCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTATTAGTGGG
GGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGGAAGCGGGGGACCTT
CGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCTTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCA
AGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG
CCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGAT
TAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGAAGGTGGTT
TGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTA
GAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTT
GAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA
AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTTCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGG
GAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGAACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAT
AAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAA
TCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACG
GTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGAGAGCTCCCCAACG
CGTGGGATGCATGGTCG
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Rs7:
GGAGAGGGGGGAGCGAGGCGCAGCTCCGGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATGGT
ACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGGGGCATTCTGATCCAC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACT
TTGTGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTA
GCCCGTACTCGTAAGGGCCATGTGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGC
AGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGGAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGG
ACTTAAGCCAACATTTCGCAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGGCTCACGGTTCCC
GAAGGCACTAAGGCATCTCTGCCAAATTCCGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTT
GCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAAC
CTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCGACTCCTCAAGGG
AACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCC
CCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCC
AGATCTCTACGCATTTCACGGCTACACCTGGGGGTTCTACCCCTCTCTACAAAACTCAAACCTTC
CATTTTCAATTCCATTCCCACTTAAGCCCGGACATTCACATCTGACTTAACAGACCGCCTGCGTG
CGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGG
AGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCGACGCGGTTATTAACCGCATCGCCTTCCT
CCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGC
TTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTC
CAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGGGCCATTACCCCGC
CTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCT
TGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAGTGGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCA
GACATTACTCACCCGTCCGCCACTCGTCACCCAAGGAGCAAGCTCCTCTGTGCTACCGTCCGAC
TTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAATAATCAC
TAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGAGAGCTCCCCAATCGCGTTGAGCTAGT
TTCCCT

Rs8:
TAGTAAGGGGGCGAGATCCATGCTGCAGGTCGCCATGGCGGCCGCGGGATTCGATTATGGCAC
CCGTGTGTGACGTGAGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGA
TTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTT
ATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTTGCACGTGTGTAGC
CCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CTCCTTAGAGTTCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGAC
TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCTGAGTTCCCGA
AGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCAACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
TTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCT
TGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATT
CCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCA
CGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTA
TATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGT
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TTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCG
CGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAG
AGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCCTTCCT
CCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGC
TTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTC
CAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACC
AACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTATTAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCC
GTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCCCCCACTAATAGGCAGATTCCT
AGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATCAGGGAGCAAGCTCCCGTCAACCGCTCGACTTGCA
TGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAATAATCACTAGTG
AATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGAGAGCTCCCAACGCCGGTGGAGCATAGTCGT
Rs9:
GGGATGCGGAGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATGGTACCGTGT
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTAC
TAGCGACTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGGGACCGGCTTTTTGG
GATTCGCTCCACCTCACGGTATTGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCA
AGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTAC
CCCATGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTTTACGAGTGTCCAAAG
AGTTGACCATTTCTGGCCCGTTCTCGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCG
GCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTGCGTCACGGAAACCGTGGAATGGTCCC
CACAACTAGTTCCCAACGTTTACGGGGTGGACTACCAGGGTATCTAAGCCTGTTTGCTCCCCAC
CCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGATCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGAT
ATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTA
CCCACTGCAGGCCCGAGGTTGAGCCTCGGGATTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAG
CTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT
AGTTAGCCGGCGCTTTTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTAAAAGAGGTTTAC
AACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTC
TCAGGCCGGCTACCCGTCGACGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCG
AGCCCATCCCAGACCGAAAAATCTTTCCAAACACGACCATGCGATCACGTCTCATATCCAGTAT
TAGACACCGTTTCCAGCGCTTATCCCAGAGTCCAGGGCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCGTT
CGCCACTGATCCACCAAGCAAGCTTGGCTTCACCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCC
AGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCA
GGTCGACCATATGGAGAGCTCCCAAGCGCGTGGATGCATGTTCCT

Rs10:
GGTTGTGGAGCGAGTCCCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATGGTACC
GTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGAT
TACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTA
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TGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CTCCTTAGAGTTCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGAC
TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACTTGTGTCTGAGTTCCCGA
AGGCACCA
ATCCATCTCTGGAAAGTTCTCAGCATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGT
ACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCT
AGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGC
ACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGC
ATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGC
AGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACG
CCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCC
GGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCCTTCCTCCCAACTT
AAAGTGCTTTACAATCCGGAGAACTTCTTCAACAACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCC
ATTGGCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGA
CTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCT
AATCCGACCTAGGCTCATCTATTAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACG
TATGCGGTATTAGCGCTCCTTTCGAAGCGTTGTCCCCCACTAATAGGCAGATTCCTAGGCATTAC
TCACCCGTCCGCCGCTGAATCAGGGAGCAAGCTCCCGTCAACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGG
CCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAATAATCACTAGTGAATTCGCGG
CCGCCTGCAGGTCGACCATATGGAGAGCTCCCAACGACGTGGGATGCAGGATC

Rs11:
GGGGTAGCGAGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATGGTACCGTG
TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTAC
TAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGG
GATTGGCTTGACCTCGCGGTCTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAG
GTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACC
TTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CGACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGG
AACGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCG
ACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGC
TTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCT
CTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCC
AATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCT
TTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACGAGCAGTTACTCTCGTACTTGTTCTTCCC
TAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTT



84

CGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGGTGCCTCCCGTAAGAATCTGGGCCGTGGCTCAATCCCA
GTGTGGCCGATCACCCTCTCAGATCTGTTCCGCATCGATGCCTCGGTGAGCGAGTTACCTCACC
AACTACTTAATGCACCGCGGGCCCCTCTGTAAGTGATAGCCGAAACCTTAATTTCAATCATCTA
CCATGCAGGAGAAGACCCTTTCGCGCATTAGAATTGGCTTCCAGAAGTTGTACCTGTTTTACAG
TCTGGCTCGCCGACGTGTTATTCATCCGTCTGTTGCCCAAGTCATAGCAGCAAGCTTTTAATCCG
TTTGTTCGACATCCATGTATTAGGCACGCCGCCACCGTTCATCTTGAGCCCTGATCAAACTCTAG
AATAACCACTAGAGAATTCGCGGCCGCGTGCAGGTCGACCATAGCGAGAGCTCCCAACGCGCT
GATCATGTGTCCCCC

Rs12:
GGTGGGTAGCGAGTCGCATGCTCCGGCCGCCTGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTT
TGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAAG
GGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAG
ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAG
GATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGG
TAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC
TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAG
AACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGG
GCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGA
AAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAAATAA
GGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTT
TAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGA
GAGCTCCCAACGCGTGATTGTCAAGTGT

Rs13:
ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGA
TTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGAATCCATG
GGTTTTAAGGGTTAGCTCCACCTCGGGTTTGCGAACCCTTTGTACCGACCATTGTACAAGGTTGT
AACCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGATTGGACTTATCCCCACCTTCCTTCGGGTTGTCACCGGC
AGTTTCCTTAGAGTTCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGG
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GACTTAACCCAACATCTCAGGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCTGAGTTCC
CGAAGGCACCAATCCATTTCTGGAAAGTTCTCAGCATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGT
TGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCATCAATTCATTTGAGTTTTAA
CCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGG
ATTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCC
CCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTC
CTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCC
AGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTAC
GCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCCT
TCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATC
AGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCA
GTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCT
CACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTATTAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTC
TCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCCCCCACTAATAGGCAGATT
CCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATCAGGGAGCAAGCTCCCGTCAACCGCTCGACTT
GCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAAT

Rs14:
GGTGCGAGATCGAGGGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATGGTACCGTGTGT
GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATGCGCGATTACT
AGCGATTCCAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTCGAGA
TTCGCATCCTATCGCTAGGTAGCTGCCCTCTGTACCGGCCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGG
CGTAAGGGCCGTGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACT
AGAGTCCCCAACTGAATGATGGCAACTAGTGACAGGGGTTGCGCTCGTTGCAGGACTTAACCTA
ACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGAAAATTGTCCGAAGAAAAGTC
TATTTCTAAACCTGTCAATTCCCATTTAAGCCTTGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAA
CCACATAATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTAC
TCCCCAGGTGGCTAACTTATCACTTTCGCTTAGTCTCTGAATCCGAAAACCCAAAAACGAGTTA
GCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATC
AGCGTCAGTTAAAACATAGTGACCTGCCTTCGCAATTGGTGTTCTAAGTAATATCTATGCATTTC
ACCGCTACACTACTTATTCCAGCCACTTCTACCTTACTCAAGACCTGCAGTATCAATGGCAGTTT
CATAGTTAAGCTATGAGATTTCACCACTGACTTACAGATCCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAA
TAAATCCGGATAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCAGTGC
TTATTCGTATAGTACCTTCAGCTTTCCACACGTGGAAAGGTTTATCCCTATACAAAAGAAGTTTA
CAACCCATAGGGCCGTCGTCCTTCACGTGGGATGGCTGGATCAGGCTCTCACCCATTGTCCAAT
ATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGTGGGGGATCACCC
TCTCAGGCCCCCTAAAGATCACTGACTTGGTGGGCCGTTACCCTACCAACTATCTAATCTTGCGC
GTGCCCATCTCTATCCACCGGAGTTTTCAATAATAAGTGATGCCACTCATTATATTATGGGGTAT
TAATCTTCCTTTCGAAAGGCTATCCCCCTGATAAAGGCAGGTTGCACACGTGTTCCGCACCCGT
ACGCCGCTCTCAAAGATCCGAAGATCTTCTACCGCTCGGCTTGCATGTGTTAGGCCTCCCGCTA
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GCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAG
GTCGACCATAGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATGTG

Rs15:
GGGTGCGGAGTCGCATGCTCCCGGCCGCCTGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTATGGTACCGTGT
GTGACGGGCGGTGTGCACAAGACCTGGGAACGTATTGACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACT
AGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAG
ATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGG
TCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTACCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCT
TAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGA
AGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT
TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCC
GTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACA
CTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTA
CGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAA
TGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTT
ACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
GCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCT
AACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTC
GTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGT
GTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACT
AGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATG
CAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGT
TACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTC
GACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAATAAT
CACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGATGCA
TGTGT

Rs16:
GGGTAGCGGAGTCGCATGGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTTCTAGAGTTT
GATCATGGCTCAAGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTG
AGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAA
GACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGA
AATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCTTCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTATCGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGT
CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAA
GAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
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GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAACCCTAGAGATA
GGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAGGACCGCGAGGTG
GAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACACGGTACCATAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGG
AGAGCTCCCAACGCGTGGGATGCAGGTCT
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