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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

CAPNODIS TENEBRIONIS’TEN BAKTERI iZOLASYONU VE BU BAKTERILERIN
INSEKTiSIDAL ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Ebru GUNEY

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. Kazim SEZEN
2016, 83 sayfa, 16 sayfa ek

Capnodis tenebrionis Coleoptera takimindan bircok meyve agacinda ciddi zararlar
meydana getiren onemli bir tarim zararlisidir. Bu sebeple hem iilkemizde hem de bir¢ok
Asya ve Avrupa iilkesinde bu zararl ile miicadele biiylik 6nem tasimaktadir. C. tenebrionis
ile miicadele kimyasal insektisitlerle yapilmaktadir. Ancak kimyasal insektisitlerin hem
dogaya hem de canlilara zararlilarinda dolay: alternatif yontemler dnem kazanmistir. Bu
nedenle bu zararli ile miicadelede bakterilerin kullanilmasina yonelik yapilan bu ¢alismada
C. tenebrionis larva ve erginlerinden 21 adet bakteriyel izolat elde edildi ve bu izolatlarin
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler 0&zellikleri belirlendi. Yapilan
karakterizasyon ¢aligmalarina gore C. fenebrionis’in bakteriyel florasi, Bacillus cereus (E-
1, E-4, E-5, E-6, OL-4, L-2, L-5, L-6) Bacillus mycoides (OL-1), Bacillus pumilus (L-7),
Paenibacillus xylanilyticus (L-8), Bacillus flexus (L-9), Bacillus simplex (L-10, OL-5),
Raoultella terrigena (L-1), Enterobacter cloacae (L-3), Klebsiella oxytoca (E-2), Bacillus
anthracis (L-4), Bacillus safensis (E-3), Bacillus amyloliquefaciens (OL-2), Bacillus
aryabhattai (OL-3) seklinde belirlendi. Bakteriyel izolatlarin karaaga¢ yaprak bdcegi
(Pyrrhalta luteola), un kurdu (Tenebrio molitor) ve petek giivesi (Galleria mellonella)
larvalar iizerinde insektisidal aktiviteleri arastirildi. OL-4, E-4 ve E-5 numarali izolatlarin
bu larvalar iizerinde en yiiksek oldiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edildi. Bu izolatlarin C.

tenebrionis’e kars etkili bir bakteriyel miicadele etmenleri olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Biyolojik miicadele, Bakteriyel flora, Capnodis tenebrionis,
Coleoptera

VIII



Master Thesis
SUMMARY

BACTERIAL ISOLATION FROM CAPNODIS TENEBRIONIS AND
DETERMINATION OF THE INSECTICIDAL EFFECTS OF THESE BACTERIA

Ebru GUNEY

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Kazim SEZEN
2016, 83 Pages, 16 Pages Appendix

Capnodis tenebrionis is one of the pests which create critical harm on the most of
fruit trees from Coleoptera order. Therefore, struggle with these harmful pests is very
crucial in both in our country and in the countries of Asia and Europe. The struggle with C.
tenebrionis is done by insecticides. However, the alternative methods have gained
importance because of insecticides's the damage of both nature and all creatures. Because
of this reason, in this studying which aimed to strugle with this pest, 21 bacterial isolate
from larvae and adults of C. tenebrionis's have been obtained and the morphological,
physiological, biochemical and molecular properties have been defined. Due to this
characterization studies, the bacterial flora of C. tenebrionis was defined as, Bacillus
cereus (E-1, E-4, E-5, E-6, OL-4, L-2, L-5, L-6) Bacillus mycoides (OL-1), Bacillus
pumilus (L-7), Paenibacillus xylanilyticus, (L-8), Bacillus flexus (L-9), Bacillus simplex
(L-10, OL-5), Raoultella terrigena (L-1), Enterobacter cloacae (L-3), Bacillus anthracis
(L-4), Klebsiella oxytoca (E-2), Bacillus safensis (E-3), Bacillus amyloliquefaciens (OL-2),
Bacillus aryabhattai (OL-3). The insecticidal activities of the bacterial isolates on the
larvae of the elm leaf beetle (Pyrrhalta luteola), the mealworm (Tenebrio molitor) and the
honeycomb moth (Galleria mellonella) were investigated. It is detected that isolates with a
number of OL-4, E-4 and E-5 have the highest lethal effect on these harmful larvae. These

isolates are considered as an effective pest control factor.

Key Words : Bacterial flora, Biological control, Capnodis tenebrionis, Coleoptera
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Tarim, artan diinya niifusunun yeteri kadar beslenebilmesi agisindan en O6nemli
sektordlr. Diinyamizda, hizli niifus artisinin beraberinde getirmis oldugu kentlesmeyle
birlikte, her gecen giin tarim alanlar1 azalmakta ve kisi basma diisen tarim {irini
miktarinda diisiis olmaktadir. Ge¢gmiste, tarimsal {iriin Ve meyve yetistiriciligi bakimindan
kendi kendine yeten iilke konumunda olan Tiirkiye, simdi bir¢ok iilkeden tarimsal iirlin
ithal etmektedir. Bunun en 6nemli sebeplerinden biri ekonomik olarak 6énemli bitkilerde
zararli boceklerle miicadelenin bilingli ve yeterli sekilde yapilmamasidir (URL-1).
Dolayisiyla, artan besin ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla mevcut tarimsal (retimde
yuksek verim ve kalitenin hedeflenmesi gerekmektedir. Bu nedenle drunlerimize ortak
cikan ve biiylik kayiplara neden olan zararli boceklerle etkili bir miicadele stratejisi
gelistirmek ¢cok dnemli bir durum haline gelmistir.

Ulkemizde ve dinyada tarm iiretimi dikkate alindiginda tlkemiz meyve retim
alanlar1 bakimindan ilk siralarda yer almaktadir. Meyve Uretimi, gerek insan gidasi gerek
endiistriyel bakimdan bliyiik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle meyve agaclarindaki verimi
artirmak ve sorunlar1 ortadan kaldirmak 6nemli bir husus haline gelmistir.

Meyve iiretimindeki azalista en 6nemli etkenlerden biri de zararli boceklerdir.
Meyve agaclarinin hem yapraklarinda hem de kok ve govde kisimlarinda cesitli zararlilar
yasamaktadirlar. Bu zararlilarin en 6nemlilerinden biri Kiraz dip kurdu (Capnodis
tenebrionis)’dur.

Yaklasik 1 milyon tanimlanmig bocek tiirli bulunmaktadir. Bu boceklerden yalnizca
cok az bir kismi ekonomik zararlara yol agmaktadir. Zararli boceklerin neden oldugu
ekonomik kayiplar en ¢ok tarim 0rtinlerinde meydana gelmesine ragmen ormanlarda,
seralarda ve sus bitkilerinde de yadsinamayacak kadar zarara yol agmaktadir (Lacey vd.,
2001).

Zararli boceklerle micadelede ginumiizde cok farkli yontemler gelistirilmis
olmasina ragmen hala c¢esitli kimyasal insektisitlerin agirlikta kullanildigi bilinmektedir.
Bu kimyasal insektisitlerin ekolojik dengeyi bozarak dogal cevreye zarar vermesi,

hedeflenmis organizmadan basgka yararli bocekler tizerinde de



oldiirticti etki gostermesi, insan sagligini olumsuz etkilemesi ve bilingsiz kullanimlari
dolayis1 ile boceklerde direnglilik kazanilmasina sebep olmalart gibi nedenlerden Otird
yasaklanmaya baslanilmistir. Bu nedenle uzun yillardan beri alternatif yollar arastirilmaya
baslanmis ve bdylece, biyolojik micadele ¢alismalari hiz kazanmustir.

Biyolojik miicadele, zararli boceklerin yapmig oldugu zararlar en aza indirmek i¢in
bu boceklerin dogal diismanlarini 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 miicadelede kullanilan etmenler bakteriler, virtsler,
funguslar, nematodlar, protozoonlar ve rekombinant tekniklerle gelistirilen etmenlerdir
(Peter, 1984). Boceklerle micadelede mikrobiyal etmenlerin biyolojik mucadele olarak
kullanim1 1800°1i yillarda funguslarin kullanimiyla baslamistir (Ogurlu, 2000).

Bu gruplara ait etmenler zararli boceklerde hastalik olusturarak bdcek
populasyonunun dengede tutulmasini ve zararlarinin en az seviyeye inmesini saglar ve
boylece dogal dengeyi korur. Bu etmenlerin biiyiik bir ¢cogunlugu konaga 6zgiidiir ve bu
Ozelligi sayesinde yalnizca mucadele yapilmak istenilen organizma Uzerinde etkili olur.
Boylece faydali ve predator bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedeflenmemis
organizmalar (zerinde herhangi bir risk olusturmaz. Bunlar, tamamen dogal olmalari
sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Dolayisi ile gelecekte kimyasal
insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagi distiniilmektedir.

EDWIP (The Ecological Database of the World’s Insect Pathogens) ve VIDIL
(Viral Diseases of Insect in the Literature Database) verilerine gore 2,285 farkli
mikroorganizma turiindn, 9,407 bocek tlrlyle iliskili oldugu saptanmistir. Toplam 2,285
mikroorganizma tirinin 1,504'0 protozoonlar, 411°1 funguslar, 168’1 viriisler, 146’sin1
nematodlar, 51°i bakteriler ve 5’i de diger organizmalardan olugsmaktadir (Braxton vd.,
2003). Bu verilerin sayisi giin gegtikge yeni aragtirmalarla artmaktadir.

Onemli bir meyve zararlis1 olan Capnodis tenebrionis’le miicadele kimyasallarla
mucadele, kiltirel micadele ve mekanik micadele seklinde yapilmaktadir. Ancak uzun
zamandir bu zararliyla yapilan miicadeleler zararli popiilasyonunu azaltmada etkili
olamamaktadir ve bu yiizden giiniimiizde miicadele yapilmasi gereken en 6nemli zararlilar
arasinda yer almaktadir.

C. tenebrionis’e karsi miicadele etmenin hangi donemde ve kosullarda, nasil

uygulanacagmi belirlemek i¢in Oncelikle zararliyr ¢ok iyi tanimak ve biyolojisini iyi



bilmek gerekir. ikinci olarak yapilmasi gereken ise kullanilacak biyolojik miicadele
etmeninin belirlenmesidir.

Bu bilgiler dogrultusunda meyve yetistiriciliginin ¢cok énemli oldugu iilkemizde, C.
tenebrionis’le miicadele biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada, hem bu hem de tarim ve
ormancilikta zarar olusturan diger zararli boceklere karsi etkili bir miicadele ajanini
belirleyebilmek amaciyla C. tenebrionis’ten bakteri izole edilmis ve elde edilen bu

bakterilerin insektisidal etkileri arastirilmastir.

1.2. Meyve Uretimi ve Onemi

Tiirkiye, diinya lizerinde uygun iklim kusagindaki konumu itibariyle bahge bitkileri
yetistiriciligi acisindan tstiin ekolojik avantaja sahiptir. 1927 yilindan sonra meyve
alanlarimizda siirekli artis olmustur. Meyve tarimi 2014 yili itibariyle tarim alanlar
arasinda %13,5 paya sahip olarak en 6nemli tarim {irlinii haline gelmistir. Meyve turlerinin
iilke agisindan 6nemi dikkate alindiginda, tarim alanlar1 i¢cinde meyve iiretim alanlar ilk
sirada yer almaktadir. TUIK verilerine gore 2014 yilinda iilkemizin toplam meyve ve sebze
uretimi 45,4 milyon ton olarak gerceklesmistir. Bunun 16,8 milyon tonu meyve
tiretiminden kaynaklanmistir. Tiirkiye’nin meyve iiretim kompozisyonuna bakildiginda
kiraz ve kayisi iireticiliginde birinci, visne de ikinci ve elma iiretiminde ii¢iincii sirada yer
almaktadir (FAO, 2012; TUIK, 2015). Ayrica elma, armut, badem, ayva, antep fisti1 gibi
tiirlerin anavataninin Anadolu olmasi sebebiyle de ayrica oneme sahiptir. Dlnyada da
meyve Uretimi énemli bir yer tutmaktadir. Cin, Hindistan ve Brezilya gibi Glkeler meyve
tiretiminde 6ne ¢ikarken Turkiye 8. sirada yer almistir (Tablo 1) (FAO, 2012).

Tablo 1. Meyve Ureticisi tlkeler

Sira Ulke Uretim Pay
1 Cin 137.066.750 21,5
2 Hindistan 71.072.580 11,2
3 Brezilya 38.368.678 6,0
4 ABD 26.548.859 4,2

5 Endonezya 17.744.411 2,8




Tablo 1’in devami

6 Filipinler 16.370.976 2,6

7 Meksika 15.917.806 2,5

8 Turkiye 14.974.561 2,4

9 Ispanya 13.996.447 2,2

10 Italya 13.889.219 2,2
Genel toplam 636.544.883

Diinyada yas meyve ihracati 2012 yili itibariyla 61,8 milyar dolar civarindadir.
Onde gelen ihracatc: iilkeler Ispanya (7,4 milyar $), ABD (6,2 milyar $), Sili (4 milyar $),
Hollanda (3,8 milyar $) ve Italya’dir (3,3 milyar $). Tiirkiye 1,7 milyar dolarlik ihracat
hacmiyle 2012 yili itibariyla diinya yas meyve ihracatindan % 2,7’lik pay almis olup ve
11’inci sirada yer almistir (Tablo 2) (ITC, 2015).

Tablo 2. Ulkelere gore diinya yas meyve ihracatinda énde gelen iilkeler (Bin$)

Ulke 2012 Pay (%)
1spanya 7.373.136 11,9
ABD 6.192.875 10,0
Sili 4.012.651 6,5
Hollanda 3.779.603 6,1
Italya 3.345.205 54
Cin 2.849.940 4,6
Belcika 2.599.436 42
Meksika 2.528.752 4,1
Ekvator 2.158.200 3,5
Guney Afrika 2.051.539 3,3
Turkiye 1.655.452 2,7

Dinya toplam1 61.819 -




2012 yil1 itibariyla diinyada ihracati en ¢ok yapilan yas meyve muz olmustur ve bu
tiriiniin ihracat1 yaklagik olarak 8,7 milyar dolar dolayinda gergeklesmistir. Muzun yas
meyve ihracatindaki pay1 %14,3 olmustur (Tablo 3). Muzu daha sonra tizim ve elma takip
etmistir (ITC).

Tablo 3. Urlinlere gore dinya yas meyve ihracat1 (Bin $)

Uriin 2012 Pay (%)
Muz 8.869.094 14,3
Uzim 7.124.245 11,5
Elma 7.109.881 1,5
Portakal 4.636.122 7,5
Mandarin 4.218.600 6,8
Armut 2.530.333 4,1
Cilek 2.328.919 3,8
Seftali 2.190.027 3,5
Diger meyveler 2.084.073 3,4
Kivi 2.073.914 3,4

Diinya toplami1 61.819.319 -

Turkiye’nin iklim 0Ozellikleri sayesinde hemen hemen her yerinde meyve
yetistiriciligi yapilabilmektedir. Meyvenin hem ihracat hem de sanayi agisindan 6nemli
tirinler arasinda yer almasi sebebiyle iiretimde yasanilan sorunlarin en aza indirilmesi
gerekmektedir. Bu sorunlar arasinda hastaliklar ve cesitli zararhilar yer almaktadir.
Capnodis tenebrionis bu zararhlar arasinda en &nemlilerinden biridir. Oyle ki hem
mucadele konusunda hem de verdigi zarar bakimindan 6nlem alinmasi gereken ve kayist,
kiraz, erik, visne, elma, armut gibi birgok meyve agacinda zarar meydana getirdigi

belirlenmis en 6nemli meyve agaci zararlilarindan biridir.



1.3. Capnodis tenebrionis, (Kiraz Dip Kurdu) (Coleoptera: Buprestidae)

1.3.1. Tanim ve Biyolojisi

Capnodis tenebrionis (Linnaeus, 1767), 6zellikle sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda
oldukga yikic1 zarar meydana getiren bir meyve agaci zararlisidir.

Erginleri siyah renkte, hafif pariltili pronotum beyaz noktali zemin iizerinde siyah
cesitli kabarik desenlidir. Kin kanatlarinin tizerinde gesitli sekillerde beyaz cukurcuklar
bulunur. Ust kanatlar1 bir ignenin kolayca batirilamayacag kadar serttir. Sicak ve giinesli
havalarin 6gle saatleri en aktif oldugu zamandir. Gurdlti ile diz bir hat Gzerinde ugar ve
donemeclerde bilylk kavis cizer. Erginlerine genellikle kok bogazinda rastlanir.
Yaklasildiginda kendini tehdit altinda hissederek agacin veya dalin ekseni etrafinda doner
ve saklanmaya caligir. Yakalanacagini anladig1 anda bacaklarini viicut altina ¢ekerek olii
taklidi yapar ve kendini topraga atarak kuru yapraklar ve otlar arasinda hareketsiz olarak
gizlenir. Erginleri yaklasik olarak 12-36 mm boyundadir.

Ergin disi yumurtalarii tek tek ya da 5 veya 10’lu gruplar halinde kok bogazina
yakin ¢atlaklara, kabuk aralarina, as1 gozlerine, kok bogazi civarindaki topraga koyar. Yeni
birakilan yumurtalar ilk basta yaumusak ve sar1 renklidir. Hava ile temas ettikce siit beyazi
renkte olur. Yumurtalari Imm boyunda ve oval seklindedir. En ¢ok yumurta temmuz
ayinda birakilir. Kiltir ortaminda bir diginin 2000°den fazla yumurta biraktigi
gorillmistiir. Yumurtalar 28 °C’de yaklasik 12 giin igerisinde agilir.

Yumurtadan ¢ikan larvalar yaklasik 2 mm boyundadir. Geng larva ¢ok tiiylii olup
gomlek degistirdik¢e bu tiiyler kaybolur. Dort instar evresine sahiptir. Larva boyu gelisme
donemine ve beslenme durumuna gore 2-80 mm civarinda olup genellikle sarimtirak
renktedir. 13 segmentli ve yassidir. Bas protoraksi geriye dogru derince sokulmus,
protoraks yassi ve diger segmentlere gore daha genistir. Larva siiresi kis ve yaz dénemine
rastlamasina gore 4,5-12 ay surer.

Pupalart oval sekilli ve muntazamdir. Genellikle kok bogazi civarinda gorulr.

Pupa donemi yaklasik olarak 1 ay kadar strer (URL-2) (Sekil 1).



Sekil 1. Capnodis tenebrionis’in biyolojisi a) Ergin, b) Yumurta,
c) Pupa, d) Larva (URL-3, 4, 5, 6)

1.3.2. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayilisi

Ergin disi yumurtalarmi tek tek ya da gruplar seklinde kok bogazina yakin
catlaklara, kabuk aralarina, as1 gozlerine, kok bogazi civarindaki topraga koyar.
Yumurtalar 28 °C’de 12 gun sonra agilir. Cikan larvalar 2 mm boyunda ve ¢ok tiyludur.
Bu tiiyler yardimiyla toprak ig¢inde hizla hareket ederek koke girerler. Koklerde beslenerek
olgunlagan C. tenebrionis larvalar1 kok bogazinda pupa olur. Pupa donemi 1 ay kadar
surer. Bu pupalardan iki ayr1 donem i¢inde ergin ¢ikist goriiliir. 1. donem ergin ¢ikisi
temmuz agustos aylarinda 2. ergin c¢ikist ekim-kasim aylarinda olur. Kis1 agac
kabuklarinda, toprak altinda hareketsiz olarak gegiren erginler baharda asi gozii ve
sirglinlerle oburca beslenip, sicaklik 25- 26 °C iistiine ¢iktifinda giftleserek yumurta
birakir. 1. donemde ¢ikan erginler yumurtalarini eyliil ekim aylarinda 2. déonemde ¢ikanlar
ise haziran temmuz aylarinda fidanlarda asi yerlerine, yash agaclarda kok bogazina

birakirlar. Iki yilda 1 dél verirler (Sekil 2) (URL-2).



Sekil 2. Capnodis tenebrionis’in yasam dongusi. E: Ergin, L: Larva, P: Pupa,
Y:Yumurta (URL- 4, 6, 7, 8)

Ozellikle tas cekirdekli meyve agacglari ile elma, armut gibi agaclarin kok
kabuklariin altinda larva ve larva zararinin goriilmesi, agaclarin kok bogazinda veya kok
bogazinin civarindaki toprakta oval sekilde deliklerin goriilmesi, aga¢ altlarinda sapindan
yenmis taze yapraklarin bulunmasi, ag1 gézlerinin veya taze siirgiinlerin yenmis olmasi bu
zararlinin varligini gosterir. Erginler konukcusu olduklar1 agaglarin yapraklarini ¢ok az da
olsa yer fakat oOzellikle Ozsuyu diizeni bozulmus agaglarda gen¢ siirgiinleri, asi
tomurcuklarin1 yaprak saplarin1 oburca yiyerek tahrip eder ve cok blylk zarar verirler.
Geng larva daima toprak yiizeyinden asagida, kok kabugunun altinda bulunur. Burada kok
kabugunun altindaki kambiyum tabakasini kemirerek beslenir (Sekil 3).



Larva kok kabugu altinda galeriler agarak ilerler ve bu galeriler zamanla pislik ve
talas dolarak tikanir ve boylece bitkinin beslenmesi durmus olur. Herhangi bir nedenle
kuruyan ya da susuzluk c¢eken kiraz, kayisi, seftali, elma, armut, badem, visne, antepfistigi
gibi meyve agacglar ile kavak gibi baz1 orman agaclarinda ciddi derecede zarar meydana
getirirler. Sonugta agaglarda once blyime durur, sonra larva sayisinin ¢ogalmasi ile
gittikge artan bir zayiflik ve sonunda 6liim goriiliir. Fidanlar ¢ok ¢abuk, diger agaclar ise 2-
5 sene icinde kururlar. (URL-9). Bu zararli Giiney Avrupa ve Akdeniz bolgesinde oldukca
genis yayilis gostermektedir (Morton ve Garci’a-del-Pino 2008) .

Sekil 3. C. tenebrionis’in meydana getirdigi zarar sekilleri a) Larvanin kok bogazinda
actigi delikler, b) Larvanin kok kabugu altinda meydana getirdigi zarar,
c)Erginlerin gen¢ yapraklar ve sirglinlerde meydana getirdigi zarar (URL- 10, 11,
12)

1.4. Tarim Zararhlariyla Miicadele Yontemleri

Insanoglu  yaradihigindan beri tarimla ugrasmaktadir. Tarmm fiiriinlerinin
azalmasindaki en onemli sebep yukarida da belirtildigi gibi bitkilere zarar veren bdcek
popiilasyonlaridir. Bu bdceklerin zarar seviyelerini en alt diizeyde tutmak i¢in yapilan
calismalar, zararlilarla miicadele yontemleri olarak adlandirilmaktadir. Tarimda ¢esitli zirai
miicadele yontemleri vardir.

Kultirel Mucadele; Toprak bakimi, islenmesi ve giibrelenmesi, yabanci ot ve
atiklarin temizlenmesi ve bitki ndbetlesmesi gibi toprakla ilgili yapilmasi gereken
seylerdir.

Dogal Miicadele; Insanlarin herhangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bocek

popiilasyonlarinin kontrol altinda tutulmasidir.
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Yasal Micadele; Yasal yollardan yararlanilarak zararlilarin  yayilmalarini
Onlemektir. Karantina, ambargo, muayene veya sertifika uygulamak bunlarin basinda
gelmektedir.

Mekanik Miucadele; Bocekleri gesitli  yontemlerle toplama islemidir. Isik
tuzaklartyla pusuya diisiirerek, yem ve feromon tuzaklari kullanilarak gergeklestirilir.

Fiziksel Mucadele; Sicak ve nemden yararlanilarak boceklerin dldiiriilmesi, elektrik
veya radyo dalgalar1 kullanilarak boceklerin - kisirlagtirillmasini  igceren miicadele
yontemleridir.

Biyolojik miicadele, zararli boceklerin dogal diismanlarint onlara karst kullanilarak
yapilan bir miicadele yontemidir (Ogurlu, 2000).

Kimyasal Mucadele; Cesitli kimyasallarin toz veya sulu halde kullanilmasi
suretiyle yapilan miicadeledir. Ulkemizde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmasina ragmen,
geligmis tlilkeler bu yontemi terk etmektedir.

Zararli populasyonu olustugunda kimyasal miicadele tek ¢are olarak belirlenmistir.
(Anonim, 2008). Kimyasal insektisitlerin potansiyel olumsuz etkilerinden dolay1
zararlilarin  miicadelesinde kullanilabilecek diger yontemlerin arastirilmas1 yararh

olacaktir.

1.4.1. Kimyasal Miicadele ve Cevreye ve Insanlara Olan Etkileri

Tarim riinlerinin  yetistirilmesinde ve depolanmasinda bdceklerin meydana
getirmis oldugu zararlar ireticiler ve iilke ekonomisi i¢in biiyiik kayiplara neden
olmaktadir. Bu sorunu ¢ozebilmek adma yaygin bir sekilde kullamilan kimyasal
insektisitler zararli popiilasyonun %95’ini yok edebilmektedir (Vural, 1996). Ancak
kullanilan bu kimyasal insektisitler ekosistem ve hedeflenmemis organizmalar zerinde
olumsuz etkilere sahiptir (Ecevit, 1988; Unal, 1998). Ozellikle 1945 yilinda DDT’nin
bulunmasiyla sentetik kimyasal insektisitlere ilgi artmistir ancak bununla birlikte
beraberinde birgok problemi de getirmistir.

Diinya Saghk Orgiitiine (WHO) gore insektisitlere dayaniklilik, “normal bir
populasyondaki bireylerin ¢ogunu 6ldiirdiigii tespit edilen zehirli bir maddenin bir dozuna
karsi, aynmi tiiriin diger bir popullasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin

gelismesi” olarak tarif edilmektedir. Bagka bir tanima gore ise dayaniklilik, “bir arthropod
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tiirtinlin bir irkinin, ayni tiirtin duyarli populasyonunda saptanmis olan LD1go degerinin iki
kat1 olan ila¢ dozundan etkilenmemesi” olarak agiklanmaktadir.

Bu insektisitlere kars1 zararlilarin gelistirmis oldugu dayaniklilik sonucunda,
ciftciler dozu arttirma ve uygulama siireleri arasindaki zaman araligini kisaltmay tercih
etmektedirler. Insektisitlerin bu sekilde bilingsizce ve asir1 kullanimi ekosistemin
bozulmasina, yeralti sularin kirlenmesine, hedef dis1 organizmalarin yok olmasina ve
besin zincirinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir. Bu sebeplerden dolayi, daha
once problem olmayan bazi zararlilar ortaya ¢ikmakta, bu durumda sekonder zararlilara
kars1 ilaglama yapma zorunlulugunu da beraberinde getirmektedir. Ornegin, Cukurova’da
beyazsinegin, dogal diismanlarinin insektisitlerden zarar gérmesi nedeniyle sorun haline
gelmigtir (Unal, 1998). Ayrica, herhangi bir yolla sulara karisan kimyasal maddeler
baliklar tarafindan bunyesine alindiginda, baliklarin biiyiime, Ureme, kagma ve saklanma
gibi bazi fizyolojik ozellikleri ve yetenekleri gibi avantajlari insektisitlerin viicutlarinda
birikimlerine gore giderek azalmakta veya tamamen yok olmaktadir. Bundan dolayi
rakipleri tarafindan daha kolay avlanmalari sonucu bazi tirlerin biitiiniiyle ortadan
kalkmas1 s6z konusu olabilmektedir (Unal, 1998).

Kimyasal insektisitler ayrica dogada bulunan dogal bitki Ortlisuine de zarar
vermektedir. Kimyasal insektisitlerin dogada toprak ve bitkilerde birikmelerinden dolayzi,
yok olmalari ¢ok uzun siirmektedir. Olusan bu birikim topraktaki normal mikrobiyal
populasyonu bozar ve toprak veriminin diismesine neden olur ve bdylece bitkiler
aracilifiyla besin zincirine dahil olarak besin zincirinin en {ist seviyesindeki canlilara kadar
ulagir. Kimyasal insektisitler belli bir alana uygulansalar dahi kolayca yok olmadiklarindan
dolay1 ve rlizgar, yagmur gibi dogal olaylarla ¢ok daha genis alanlara yayilabilmelerinden
dolay1 zarar1 daha da artirmaktadir (Unal, 1998).

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

Bir kimyasalin bir kez veya kisa bir zaman diliminde (Ornegin, 24 saat) birkac kez
alinmasi sonucunda viicutta olusan hasar akut toksisite olarak tanimlanir. Bursa’da 1963
yilinda, parathionla ilaglanmis seftaliyi yiyen 32 kisiden 7’sinin ayni giin 6lmesi akut
toksisiteye ornek verilebilir. Kronik toksisite ise bir kimyasalin akut toksisiteye neden
olmayacak kadar diisiik dozlarda, uzun siire alinmas1 sonucunda sicakkanlilarda meydana
getirdigi fizyolojik diizensizlik olarak tanimlanir. Ornegin, Giineydogu Anadolu

Bolgesi’nde hekzakloro benzenli (HCB) insektisitle ilaglanmis tohumluk bugdayr yiyen
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3000 kiside Porfiria (Karayara) hastaliginin goriilmesi ve bunlarda %11 oraninda 6liim
meydana gelmesi, diinya ¢apinda ilgi uyandiran bir zehirlenme olayidir (Unal, 1998).

Diisiik dozlarda alinan bu insektisitlerin insan viicudunda birikimi sonucu, gelecek
kusaklarda neler meydana getirecegini de simdiden tahmin etmek oldukc¢a zordur.
Insektisitlerin sinir sistemi {izerindeki enzimlere etkili olusu, 6nemlerini bir kat daha
arttirmaktadir.  Bugiin  0zellikle fazla miktarlarda  kullanilan  klorlandirilmig
hidrokarbonlarin insan ve hayvanlarin beyin, karaciger, bobrek ve yag dokularinda
toplanarak toksik etkide bulundugu bilinmektedir (Ecevit, 1988).

Diinya Saglik Orgiitii’niin 1985 yili raporlarina gore, her yil 1.000.000 kisi
pestisitlerden zehirlenmekte ve bunlarin yaklagik 20.000°1 oliimle neticelenmektedir.
Diinya pestisit tiikketiminin 1/3’l az gelismis iilkelerde gerceklesmesine ragmen, diinya
pestisit dliimlerinin %75’i bu iilkelerde meydana gelmektedir (Unal, 1998).

Zararli boceklerle miicadelede kullanilan insektisitlerin bilinen yan etkilerinden
dolay1, kimyasal miicadelenin giiniimiizde miimkiin oldugunca kisitlanmasi ve bunun
yerini daha giivenli olan biyolojik miicadelenin almasi gerektigi diisiiniilmektedir. Son 25
yilt agkin bir siiredir, zararli boceklerle miicadelenin zararli etkileri nedeniyle kimyasal
insektisit kullanmanin yerine alternatif veya destek yontemleri aragtirmaya baslanmistir

(Bernard ve Jack, 2003). Bunlarin baginda da mikrobiyal miicadele gelmektedir.

1.4.2. Biyolojik Mucadele

‘“Biyolojik miicadele’” sozciigii ilk defa Harry Smith tarafindan 1919 yilinda
Kaliforniya Universitesi'nde bdcek popiilasyonlarinin dogal yollarla veya gesitli
uygulamalarla kontrol altina alinmasi olarak kullanilmistir.

Biyolojik miicadele caligmalar1 temelde klasik biyolojik miicadele, g¢ogaltma
(Augmentasyon) ve koruma (konzervasyon) olmak iizere ii¢ ana baslikta toplanmaktadir.
Klasik biyolojik micadelede, ortama zararli boceklerin dogal diismanlart verilerek
boceklerin zarar olusturma potansiyelleri ortadan kaldirilir. Cogaltma, ortama var olan
zararli boceklerinin dogal diismanlarmin sayisinin arttirilmasi seklinde olur. Son olarak
koruma da ise dogada mevcut faydali organizmalarin korunarak dogal diismanlarin etkili
bir sekilde uzun siireli ortamda kalmalar1 ve zararli bocek sayilarini zarar esiginin altinda

tutmalar1 saglanmasi seklinde uygulanir (Demirbag vd., 2008).


http://www.fetchbook.info/search_Jack_J._Pasternak/searchBy_Author.html
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Biyolojik miicadele, diger miicadele yontemlerine gore dogal dengenin kurulmasina
yardimci olmasi, uzun vadede kalici sonuglar vermesi ve nihai hedefe ulagtirabilmesi
bakimindan en ¢ok tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir (Ogurlu, 2000). Zararh
bocek popiilasyonlarini, dolayisiyla boceklerin  zararlarin1  azaltmak i¢in  canli
organizmalardan veya bu organizmalara ait trunler olan mikroorganizmalar, predatorler,
parazitoid bocekler, omurgasizlar, omurgalilar, feromonlar, semikimyasallar, bitkisel
insektisitler, bocek biiylime diizenleyicilerinden faydalanarak yapilan ekonomik, giivenilir
ve basarili bir miicadele yontemidir (Demirbag vd., 2008). Biyolojik miicadele kapsaminda
kullanilan patojen mikroorganizmalar bakteriler, funguslar, virGsler, protozoonlar ve
nematodlardir. Bu mikroorganizmalar kullanilarak yapilan miicadeleye ise ‘Mikrobiyal
Miicadele’’ denilmektedir.

Mikrobiyal miicadelede kullanilan entomopatojenlerin biiyiik bir cogunlugu konaga
spesifiktir. Bu nedenle yalnizca miicadelesi yapilmak istenilen organizma iizerinde etkili
olur. Tamamen dogal olmalari sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar ve
bu 6zellikleri, gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagini

gOstermektedir.

1.4.3. Mikrobiyal Miicadelede Kullamlan Etkin Gruplar

1.4.3.1. Virusler

Birgok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak bdcek salginlarini kontrol
altina aldigi bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Cigneyici agiz yapisina sahip bdcekler,
ozellikle yaprak yiyenler, viriis enfeksiyonlara karsi daha hassastir. Bu durumda yaprak
yiyen Lepidoptera tirtillariyla, Hymenoptera’nin yalanci tirtillar viral etmenlerden daha
fazla zarar gorurler (Weiser, 1969). Viriisler bircok bocek takimiyla iliskilidir. Bununla
birlikte biliylik bir kismi Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4)
takimlarinda bulunmaktadir (Demirbag ve Beldiiz, 1997). Bu virlsler genellikle 2-3 yilda
bir meydana gelen salginlarda ¢ogalirlar ve birgok larvayi o6ldiiriirler. BOylece afetlerini
ortadan kaldirirlar (Lipa, 1975).

Virtisler igerisinde en az 16 familyanin boceklerle miicadelede etkili oldugu tespit

edilmistir (Tanada ve Kaya, 1993).
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Simdiye kadar smiflandirilan bocek viriislerinin biiyiik bir kismi1 Baculoviridae,
Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae
ve Iridoviridae familyalarina aittir. Bu bocek virlslerinden, Baculoviridae familyasi
yalmizca artropodlar icin spesifiktir (Demirbag ve Beldiiz, 1997). Cogu bakiiloviriisler
sadece bir veya yakindan iligkili birkag bocek tirlni enfekte edebilir (Arif ve Kurstak,
1991). Hastalanan larva 6nce uyusuk bir hal alir ve sonra beslenmeyi birakir. Olmeden
Once agacin tepesine tirmanir ve arka bacaklarindan asili olarak oliir. Dokular1 koyulasir,
ayrisir ve viicutlar1 sivi hale geger (Lipa, 1975; Demir, 2004). Baculoviridae familyasina
ait bu viriislerin insanlar ve diger hedeflenmemis organizmalar igin glivenli bir mikrobiyal
ajan olmasi, biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelini arttirmaktadir (Granados ve

Federici, 1986; Groner, 1986).

1.4.3.2. Funguslar

Entomopatojen funguslar diger mikroorganizmalara gore ¢ok daha genis bir
konukguya sahiptirler. Lepidoptera, Homoptera, Coleoptera ve Diptera takimlarina bagl
tirlerde enfeksiyon yaptiklari, bunlardan, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve
Lecanicillium lecanii’nin tiim diinyada yaygin oldugu bilinmektedir (Deacon, 1983).
Bocek patojeni olan funguslar genellikle Deuteromycota ve Entomophthorales gruplarina
dahildir (Hajek, 1997).

Funguslarin biyolojik miicadelede kullanilmalar1 1726 yilinda Fransa’da Noctuidae
larvalarindan Cordyceps cinsi funguslarin izole edilmesiyle baglamistir (Ogurlu, 2000).
Daha sonra 1879 yilinda Rusya’da yesil bugday bocegi, Anisoplia austriaca Herbst.
(Coleoptera: Scarabaeidae)’ya karst Metarhizium anisopliae fungusunun denemeleri
yapilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Steinhaus, 1949). Simdiye kadar tanimlanan
700’tin Uzerinde entomopatojenik fungus tanimlanmistir ve bunlardan bazilar1 biyolojik
mucadele etmeni olarak Uretilmekte ve kullanilmaktadir (Strasser vd., 2000).
Entomopatojenik fungus orijinli yaklagik 150 ticari preparat 2007 yilindan itibaren

tiretilmekte ve zararlilar ile micadelede kullanilmaktadir (Faria ve Wraight, 2007).



15

1.4.3.3. Nematodlar

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda 6liimlerine yol agan bir¢ok
nematod tirii bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda bir¢gok nematod
familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iliskili oldugu
belirlenmistir (Poinar, 1979, 1990; Kaya ve Stock, 1997). Steinermatidae ve
Heterorhabditidae familyalar1 giiniimiizde, 6zellikle toprak bdceklerinin mikrobiyal
miicadelesinde en sik kullanilan gruplardir (Liu vd., 2000; Lacey vd., 2001; Erbas, 2012).

Entomopatojenik nematodlar, toprak iginde konuk¢u bdcegi arama yetenegine
sahiptirler. Konukg¢u bdcege ulasan entomopatojenik nematodlar, bocegin igine girer ve
cesitli maddeler salgilayarak o bdcegin Oliimiine neden olurlar. Bocegin igine giristen
Olimiine kadar gecen siire, ortam kosullarina bagli olmakla beraber, yaklasik 36 saattir.
Bocek oldukten sonra entomopatojenik nematodlar bécek icinde Urer ve daha sonra 61l
bocegi terk ederek yeni konukgu arayisina baslarlar. Yaklasik 3 adet entomopatojenik
nematod bir bocegin Sliimii igin yeterlidir ve bocege giris yaptiktan ortalama 15 giin sonra

0li bocek icinden on binlerce entomopatojenik nematod ¢ikar (Durmusoglu vd., 2013).

1.4.3.4. Protozoonlar

Entomopatojenik protozoalar bocek popiilasyonlarinin - diizenlenmesinde ve
dengede tutulmasinda 6nemli role sahiptir (Maddox, 1987)

Protozoonlarin zararli bocek popiilasyonlarinda meydana getirdikleri salginlar, az
rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklar ferdi ve kii¢lik gruplar halindeki
Olimler, zararli bocek populasyonlarinin zarar esiginin altinda tutulmasi bakimindan
onemlidir (Maddox, 1987). Entomopatojenik protozoonlar genellikle konaga spesifiktirler.
Boceklerde olusturduklar1 hastaliklar yavas ilerler. Viriilanslar1 diisiiktiir ve cogu kez
boceklerde kronik enfeksiyonlar olustururlar. Viriilanslariin diisiik olmasi nedeniyle
protozoonlarin enfekte ettigi boceklerin Olimii bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve
Frodsham, 1993). Protozoonlar ¢ogu bdceklere agiz ve sindirim sistemiyle girer.
Sporozonlar ve Ozellikle mikroporlar tarafindan olusturulan enfeksiyonun en muhtemel
olusma durumu bdcek yiyeceklerinin sporla kirlenmis olmasidir (Demirbag vd., 2008).
Protozoonlar tarafindan enfekte edilen boceklerin hareketleri yavaslar ve tembellesir.

Beslenme ve Ureme faaliyetlerinde azalma goriiliir. Oliimiin gergeklesebilmesi igin
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enfeksiyon seviyesinin ¢ok yiiksek olmasi gerekir. Simdiye kadar belirlenen birgok
protozoa tlrlndn, arthopodlarla iligkili oldugu belirlenmistir. Protozoa sinifi igerisinde yer
alan Ciliphora, Sarcomastigophora, Apicomplexa ve Microspora gruplarina ait tdrler
bocekleri enfekte edebilirler (Maddox, 1987).

Cogu entomopatojenik protozoonun hayat dongilisii komplekstir. Sadece canli
konak igerisinde gelisebilirler ve ¢ogu tiirlin gelisimini tamamlayabilmesi i¢in bir ara

konaga ihtiyaci vardir.

1.4.3.5. Bakteriler

Glinlimiizde zararli bdceklere karst en fazla kullanilan mikroorganizmalar
entomopatojen bakterilerdir. Spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak iizere iki
gruba ayrilirlar. Boceklerle miicadelede, daha ¢ok spor olusturan bakteriler
kullanilmaktadir. Yapilan aragtirmalar, bunlarin sporlarinin kuraklik ve yiiksek sicakliga
kars1 dayanikli oldugunu gostermistir. Spor olusturmayan bakteriler ise olaganiistii kosullar
karsisinda oldukca dayaniksiz ve hassastir. Buna gore, boceklere karst yapilacak
micadelede, spor olusturan ve fakiiltatif bakterilerin kristal tasiyanlarinin kullanilmasi
tavsiye edilmektedir (Ogurlu, 2000).

Son 50 yilda yapilan galismalarda, birgok entomopatojenik bakteri boceklerden
izole edilmis ve bazilarinin izole edildikleri bocekler {izerinde hastalik etmeni oldugu
belirlenmistir. Bunlar arasinda toprak grubu bakterilerden olan Bacillus tirleri 6ne
¢ikmaktadir. Bu bakterilerden en onemlisi ise Bacillus thrungiensis (Bt)’tir. Bacillus
thuringiensis, Bacillaceae familyasi igerisinde yer almaktadir.

B. thuringiensis Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarindaki boceklere karsi
insektisidal ozellige sahip kristal yapida toksin iireten, spor olusturan, Gram-olumlu ve
aerobik bir toprak bakterisidir (Beegle ve Yamamoto, 1992) (Sekil 4). Buna ragmen,
hastalikli ve saglikli boceklerden, bitkilerin yaprak ylizeylerinden ve depolanmis
tirtinlerden de izole edilmistir (Burges ve Hurst, 1977; Carozzi vd., 1991; Kaelin vd.,
1994).
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Kristal

Spor

Sekil 4. Bacillus thuringiensis bakterisinin TEM gorintist (URL-13)

B. thuringiensis ilk kez 1901 yilinda Japon bakteriyolog Ishiwata (1901) tarafindan
hastalikli ipek bocegi larvalarindan izole edilmistir. Aoki ve Chigasaki (1915) adli
aragtiricilar bakteriyi tanimlamislardir. Spor bulunan hiicrelerde inkliizyon yapilarinin
varligimmi Berliner (1911; 1915) ve Mattes (1927) rapor etmislerdir. Angus (1954), ipek
bocegi larvalarinin orta bagirsaklarinda B. thuringiensis’in spor olusmus hiicrelerinde
toksik bir maddenin olustugunu bulmustur. Daha sonra ayn1 arastirict (Angus, 1956) toksik
maddenin parasporal yapi1 i¢inde oldugunu kesfetmistir. Hannay ve arkadaslar1 (1955) bu
yapinin protein yapida oldugunu belirlemislerdir.

B. thuringiensis 'te bulunan kristal (cry) genleri insektisidal kristal proteinleri (ICP)
kodlar. Bu kristal (cry) genleri Lepidoptera (cryl), Diptera ve Lepidoptera (cry2),
Coleoptera (cry3), Diptera (cry4) ve Coleoptera ve Lepidoptera (cry5) grubundaki
bdceklere karsi etkilidir (Demirbag vd., 2008) (Tablo 4) (Sekil 5).

Tablo 4. B. thuringiensis cry genleri ve Cry proteinlerinin etkili oldugu bocek takimlari

Etkili
Oldugu Takim

Gen Protein Alttir

kurstaki (HD-1), )
cryl Cryl ) ) Lepidoptera
aizawai, sotto

kurstaki (HD-1), Lepidoptera,

cry2 Cry2 ] )
kurstaki (HD-263) Diptera
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Tablo 4’iin devami

tenebrionis,
cry3A Cry3A o Coleoptera
morrisoni
cry3B Cry3B japonensis Coleoptera
cry4 Cry4 israelensis Diptera
) Coleoptera,
cry5 Cry5 kurstaki (DSIR732)

Lepidoptera

Sekil 5. Bacillus thuringiensis kristallerinin elektron misroskobik
goruntist (URL-14)

ICP’ler; normal kosullar altinda ¢oziinmeden bulunurlar, bu nedenle insanlar ve
diger yiksek organizma gruplart i¢in bir risk olusturmazlar. Buna karsilik pH 9,5’de
cozlnebilir ozellik tasimalari, kristal proteinlerine yogun bir insektisit O6zelligi
kazandirmaktadir. - endotoksinler bagirsakta g¢oziinerek protoksine doniisiirler. Daha
sonra bagirsak enzimleri tarafindan protoksinler parcalanarak aktif toksinler elde edilir.
Aktif toksinler bagirsak epitelyum hiicrelerinin reseptorlerine tutunarak bocegin bagirsak
duvarim felce ugratir ve buray1 tahrip ederek gézenekler olustururlar. Boylece bagirsakta
bulunan besin artiklart bocek viicuduna ve kana karigir (Sekil 6). Zehirlenen bocek, toksin
aktivitesi sebebiyle hemen oSlebilecegi gibi 2-3 glin igerisinde kan zehirlenmesi sonucu da
Olebilir (Schnepf vd., 1998).
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B. thuringiensis’in larvalar iizerinde sebep oldugu semptomlar, yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, sivi halde diski ¢ikarma, kusma ve viicut igeriklerinin kahverengiden

siyaha doniigsmesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994).

Kristal Proteinin Coziilmesi

Spor
Kristal Protein

B. thuringiensis

Proteinin Aktivasyonu
$ooao
Hiicre Lizisi Kristal 5. Toksin Toksin
\ S
Peritrofik Zar
\ J

Bagursak Hiicresi

Sekil 6. Kristal proteinlerin etki mekanizmasi (URL-15)

ICP’lerin 6zgiin reseptdrlere baglanmasinin insektisidal spektrum ile ilgili oldugu
tespit edilmistir (Denolf vd., 1997). Van Rie ve arkadaslar1 (1989), tiitiin (Heliothis
virescens) ve domates kurtlarinin (Manduca sexta) fir¢a seklindeki membran vesikillerine
baglandiklarini gostermistir. Fakat baglanma yerlerinin sayis1 farklidir ve degisik biyolojik
aktiviteler gosterir. Baglanma yerleri i¢in biitiin boceklerde toksin ilgisi ayni degildir.

Giliniimlizde kullanilmakta olan biyo-insektisitlerin = %90’ 1n1  olusturan Bt
formiilasyonlari, toplam insektisit pazarinin da %5’ini olusturmaktadir. Modern bitki
biyoteknolojisinin kullanim1 sonucunda Bacillus thuringiensis bakterisinden kopyalanarak
verimli kiiltiir ¢esitlerine aktarilan tek bir gen (cry) sayesinde zararli boceklere kars
dayanikli genetigi degistirilmis (GD) bitkiler iiretilebilmistir. Yapilan bilimsel aragtirmalar
sonucunda da bu bitkilerin insan ve hayvan saghgi (zerine olumsuz bir etkisine de
rastlanmamistir. Boceklere dayanikli GD misir ve pamugun ABD, Cin, Hindistan,
Brezilya, Arjantin ve Glney Afrika Cumhuriyeti gibi iilkelerde yaygin olarak iiretimi

sonucunda verimde %30’lara varan verim artig1 saglanirken insektisit kullaniminda da ¢ok
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Oonemli distsler gozlenmistir. Ciftgiler dayanikli ¢esitler sayesinde insektisit ve ilaglama
icin harcadiklar1 yakit maliyetini en aza indirmislerdir. GD bitkilerin kullanimi verim

artisiyla birlikte {irtin kalitesini de artirmistir.

1.4.4. Capnodis tenebrionis ile Mucadele

Capnodis tenebrionis’in etkili dogal diismalar1 bilinmemektedir (Marannino ve de
Lillo, 2007). Gunimuzde bu zararli ile micadele kilttrel, mekanik ve kimyasal micadele
olmak Uzere ¢ sekilde yapilmaktadir. Kiiltiirel miicadelede, agag¢ altlarinda bulunan
erginlerin kolayca saklanabilecegi ot, ¢ali vs. bulundurulmamali. Su ve giibrelemeye dikkat
edilerek agaglarin zayif diismesi engellenmeli ve agaclarin govdesine kire¢ badanasi
yaparak ergin disilerin yumurta koymasini giiclestirmesi seklinde yapilir.

Mekanik miicadelede, sabahin erken saatlerinde ve aksamiizeri govde ve kok
bogazin cevresinde bulunan erginler toplanarak yok edilerek ve kok kabugu altindaki
bulunan larva ve pupalar toplanip yok edilmesi seklinde yapilir (URL-2).

Kimyasal miucadelede ise o©ncelikle micadeleye karar vermek igin bdcegin
zarariin agag iizerinde goriilmiis olmasi gerekir. Bu nedenle Mayis ayinin ilk haftasindan
baslayarak ergin ¢ikist gozlenir. Agaclarda ergin goriildiigiinde veya bu agaglarin kok
bogazlari agilarak incelendiginde larvalara veya zararina rastlanirsa ya da toprak ylizeyinde
ya da kok bogazinda oval delikler gozlenirse miicadeleye karar verilebilir. ilagli miicadele
Haziran, Temmuz, Agustos aylarinda zararlinin yumurtalarinit kdk bogazina koydugu
donemde her 15 giinde bir yapilir. Ilaglamada, agaclarn 1 m yiikseklige kadar olan
govdeleri ve 1 m caph daire iginde kalan kok bogaz1 civarinda toprak yiizeyi
ilaglanmalidir. Ilaglar daima su ve ¢apadan sonra toprak yiizeyi kurumaya basladig
donemde ve Ozellikle giiniin serin saatlerinde yapilmalidir. Asili agaglarda as1 ve civari
mutlaka ilaglanmalidir. Devamli ve en az iki yillik kesintisiz bir miicadele gerektirir (Tablo
5) (URL-9).
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Tablo 5. Capnodis tenebrionis ile miicadelede kullanilan kimyasallar (URL-2)

Etkili Madde Dozu (preparat)
Formilasyonu
Adi ve Orani 100 It. suya
OxydemetonMethyl 265 g/l EC 150 ml
Dimethoate 400 g/I EC 200 ml
Azinphosmethyl 230 g/l EC 200 ml

1.5. Calilsmanin Amaci

C. tenebrionis’in ekonomik kayiplara sebep olmasindan dolay1 zarar ve popiilasyon
seviyesini en aza indirmek onemli bir konu halini almistir. Calismadaki oncelikli
amacimiz son zamanlarda meyve tarimmin en Onemli zararlilarindan biri olan C.
tenebrionis’in bakteriyel florasin1 belirlemek ve tanimlanan bakteriyel izolatlarin

mikrobiyal miicadelede kullanilabilme potansiyellerini arastirmaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Capnodis tenebrionis’in Toplanmasi

Calisma icin gerekli olan Capnodis tenerionis (meyve agaci dip kurdu) larva ve
erginleri 2015 yilinda Amasya’da meyve bahcgelerinden toplandi. Elde edilen larva ve
erginleri toplandiklar yer ve tarih not edildikten sonra, 6zel kaplara konularak laboratuvara
getirildi. Bu larva ve erginlerin makroskobik incelemeleri yapildiktan sonra 6lii larva, larva

ve ergin seklinde ayrildi.

2.2. Capnodis tenebrionis’ten Bakterilerin izolasyonu

Laboratuvara getirilen 6lii ve sagliklt C. tenebrionis larvalarin ve erginlerden 1’er
adet, steril petri kaplar1 icerisine konularak %70’lik etil alkol ile 5 dakika ylizey
sterilizasyonu gerceklestirildi. Sonra igerisinde steril saf su bulunan petrilere alinarak 2-3
kez yikanip, alkolden arindirildi. Daha sonra tiipiin {izerine 1 ml niitrient broth besiyeri
ilave edilerek steril bir homojenizator ile boceklerin iyice ezilmesi saglandi. Elde edilen
karigim bir tiilbent vasitastyla siiziiliip bir mikrosantrifiij tiiptine alindi. Bu siiziintiiden 10
ul, 50 ul ve 100 pl alinarak ii¢ ayri niitrient agar besiyerine ekim yapildi. Bu ekimler
30°C’lik etiivde 2-3 giin siire ile inkiibasyona tabi tutuldu. Kalan karisim 30°C’de 5-6 saat
inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun amaci, karisimda ¢ok diisiik sayida olabilecek
mikroorganizmalarin ~ sayisin1  artirarak, sonraki  ekimde tespit edilmelerini
kolaylastirmaktir. Bu inkiibe edilen karisimdan da 10 pl ve 50 pl alinarak yine niitrient

agar besiyerlerine ekim yapild1 (Sezen vd., 2007).

2.3. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyonun ardindan niitrient agar besiyeri iizerinde biiyiiyen bakteriyel koloniler
binokiiler mikroskop altinda incelendi ve farkli koloni renk ve morfolojilerine sahip olanlar
steril 6ze ile dikkatlice secilerek ¢izgi ekimleri yapildi ve saf kiiltlirler elde edildi. Elde
edilen kiiltiirler, numaralandirilarak, sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere %20’lik steril

gliserol igerisinde — 80 °C’de stoklanda.
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2.4. Izolatlarin Morfolojik ve Boyama Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.4.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarinin igerigi hakkinda bilgi veren bir boyama
yontemidir. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan
tabaka, gram pozitif olarak boyanan bakterilere gore ¢ok daha incedir. Gram boyama igin
her bir izolat niitrient siv1 besiyerine ekildi ve 30°C’ye ayarli su banyosunda 16-24 saat
inklibasyona birakildi. Biiyiiyen kiiltiirlerden bakteriyel smear hazirlandi ve alevden
gecirilerek tespit edildi. Hazirlanan smear, 1 dakika kristal viole ile muamele edilerek
dH,O ile yikandi. Kurumasi beklenmeden 1 dakika liigol ile muamele edildi. Aseton
alkolle renk giderilinceye kadar yikandiktan sonra, renk kaybini durdurmak i¢in hemen
dH,O ile yikandi. Safranin ile 30-60 saniye muamele edildi ve smear tekrar dH,O ile
yikandi. Kurutulduktan sonra preparat mikroskop altinda incelemeye alindi. Mor renkle
boyanan bakterilerin gram pozitif, pembe renk ile boyanan bakterilerin ise gram negatif

olduguna karar verildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.4.2. Endospor Boyama

Izolatlarm endospor olusturup olusturmadigini ve olusturuyor ise endosporun hiicre
icerisindeki pozisyonunu belirlemek amaciyla, yalniz gram pozitif izolatlar nutrient broth
besiyerine ekildi ve 48-72 saat 30°C’ye ayarli su banyosunda inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyonun ardindan bakteriyel smear hazirland1 ve alevden gegirilerek tespit edildi.
Hazirlanan smearlar kiigiik bir filtre kagidiyla kapatilarak, malagit yesiliyle 5 dakika
boyunca su buhart lizerinde boyandi. Daha sonra dH,O ile yikand1 ve 30-60 saniye safranin
ile muamele edildi. Tekrar dH,O ile yikanarak agik havada kurutuldu. Mikroskop altinda
incelenerek kirmizi renkli hiicreler icerisinde yesile boyanmis sporlarin varligi arastirildi

(Cappuccino ve Sherman, 1992).
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2.5. Izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.5.1. Optimum Biiyiime Sicakliklarinin Belirlenmesi

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

Izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla niitrient broth
besiyeri i¢inde yapilan 16-24 saatlik kiiltiirlerden, ODgoy = 0,1 olacak sekilde yeniden
niitrient broth besiyerine ekim yapildi. Hazirlanan kiiltirler 28, 30 ve 37°C’lerde
biiyiitiildii. Yapilan bu kiiltiirlerden saat basi Ornekler alinarak spektrofotometrede
ODgg’de absorbans degerleri dlgiilerek bakterilerin optimum olarak biiytdiigii sicakliklar

ortaya cikarildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.5.2. pH Araliklarinin Belirlenmesi

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

olmadigina bakild1 (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.5.3. NaCl Toleranslarinin Belirlenmesi

[zolatlarin NaCl ihtiyacglarinin belirlenmesi amaciyla %1, 3, 5, 7, 9 ve 11 oraninda
NaCl eklenmis niitrient sivi besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney
tiiplerine alinarak her izolattan ekim yapildi ve 14 giin boyunca 30°C’ye ayarh etiivde
inkiibe edildi. Ureme olan ve olmayan tiipler belirlenerek, izolatlarin hangi oranlarda tuzu

tolere edebildiklerine karar verildi (Sneath, 1968).
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2.6. Izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.6.1. Nisasta Hidroliz Testleri

Izolatlarin nisastay1 hidroliz edip etmediklerinin belirlenmesi igin “nisasta agar
besiyerleri” hazirland1 (Ek-2). Bu besiyerini igeren petrilere herbir izolattan ¢izgi ekim
yapild1 ve 3 ve 7 giin boyunca 30°C’ye ayarl etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
petrilerin {izerine lugol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin olusumu nisastanin hidroliz

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

2.6.2. Katalaz Testleri

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H,0O,) ve baz1 durumlarda
ise tamamen toksik olan siiperoksitler tiretmektedir. Mikroorganizmalar, olusan bu tiriinleri
etkisiz hale getirmek icin katalaz ve peroksidaz enzimlerini iiretir. Izolatlarm katalaz
enzimi tUretip Uretmediklerini ortaya c¢ikarilmasi amaciyla “triptik soy agar besiyeri”
hazirland1. Izolatlar bu besiyeriyi igeren petrilere ekildikten sonra, 24-48 saat
30°C’deinkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan petrilere %3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi
ilave edildi ve olusan gaz kabarciklarina gore testin pozitif olduguna karar verildi

(Cappucino ve Sherman, 1992).

2.6.3. Oksidaz Testleri

Izolatlarmn oksidaz enzimi iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla triptik soy
agar besiyerleri hazirlandi. Her bir izolattan bu besiyeriyi igeren petrilere ¢izgi ekim
yapild1 ve 30°C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra petrilere oksidaz testi ayiraci ilave

edildi. Olusan siyah renge gore testin pozitif olduguna karar verildi (Benson, 1985).
2.6.4. MacConkey Agar Uzerinde Biiyiime Yeteneklerinin Belirlenmesi
Izolatlarin MacConkey agar iizerinde biiyiiyebilme yeteneklerine bakmak igin steril

bir 6ze ile MacConkey agara ekim yapildi. 24 saat inkiibe edildikten sonra biiylime olup

olmadigina bakild1.
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2.6.5. API Test Kitleri ile Bakteriyel izolatlarin Tanimlanmasi

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

2.6.5.1. API 20E Panel Test Sistemi

Bu test uygulanirken niitrient agar iizerinde biiyiitiilmiis gece kiiltiirleri bir 6zeyle
alinarak %0.85 NaCl igerisinde iyice karigmasi saglanir. Burada aktarilacak olan kiiltiir
miktart McFarland standardi kullanilarak belirlendi. Hazirlanan bu kiiltlir daha sonra tiim
kuyucuklara doldurulur. Bu asamada kuyucuk icerisinde hava kabarcigr kalmamasina
dikkat edilmelidir. Daha sonra bu API panelleri 18-24 saat inkiibasyona tabii tutulurlar.
Elde edilen sonuglarin renklerine bakarak sonucun pozitif mi yoksa negatif mi olduguna

karar verildi.

2.6.5.2. API 50 CH Panel Test Sistemi

Izolatlarn bu test sisteminde degerlendirilmelerinin yapilabilmesi igin bir gece
onceden bakterilerin genel bir besiyeri olan tripton soy agar (TSA) besiyerine ¢izgi
ekimleri yapildi. Inkiibasyon sonunda elde edilen tek kolonilerden 3 ml’lik besiyeri
i¢cerisinde ‘McFarland’ standart1 0,5 olacak sekilde aktarildi. Hazirlanan bu bakteri karigimi
test panellerinin baslangi¢ gdzenegine ilave edilip panel dik tutularak bakteri karigiminin
tim test kuyucuklarina ayni anda ulagmasi saglanir. Ekimi yapilmis paneller o6zel
bolmelerine yerlestirildikten sonra 24 saat ile 48 saat arasinda inkiibasyona tabi tutulur. Bu
panel sistemini API 20E’den uygulanisindaki farki panele sonradan ayirag ilavesi
yapilmamasidir. Elde edilen sonuglar gibi renklerine bakarak sonucun pozitif mi yoksa

negatif mi olduguna karar verildi.
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2.6.6. VITEK-2 Test Kitleri ile Bakteriyel izolatlarin Tanimlanmasi

VITEK-2, bakterilerin asidifikasyon, alkalinizasyon, enzim hidrolizi gibi ¢esitli
metabolik aktiviteleri belirleyen ve genis bir veri tabani iizerinde tanimlanmalarini
saglayan sistemdir. Bu sistemde spor olusturan gram pozitif basiller i¢in BCL, gram pozitif
koklar ve spor olusturmayan gram pozitif basiller icin GP, gram negatif fermentatif ve
nonfermantatif basiller i¢inse GN kartlar1 kullanilir.

Ornekler triptik soy agar besiyerine ekildi ve 1 gece inkiibasyona birakild:.
Inkiibasyondan sonra steril bir swap yardimiyla alinan bakteri steril tuz soliisyonuna
aktarilarak stispansiyon haline getirildi. McFarland bulaniklik araligi BCL i¢in 1.80-2.20,
GN ve GP Kkartlart iginse 0.50-0.63 olacak sekilde ayarlandi ve siispansiyonlar kasetlere
yerlestirildi. Kartlar da siispansiyonlara yerlestirilerek barkodlar1 bilgisayar sistemine
tanmitildi ve cihazin otomatik tasiyici sistemine yliklendi. Yaklagik 14-15 saat sonra

sonuclar alindi.

2.7. Bakteriyel izolatlarin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.7.1. Genomik DNA izolasyonu

Bakteriler bir gece dnceden 3 ml Leura-Bertani (LB) siv1 besiyerine ekim yapilarak
30°C’de inkiibasyona birakildi. izolasyon i¢in DNA izolasyon kiti (Promega- Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System) kullanildi. inkiibasyondan sonra ependorf icine
alman kiltiirler 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatanti uzaklastirilan tiipler
icerisine 480 pl 0.5M EDTA ilave edilip, vortekslendi. Coziinen pelletin tizerine 120 pl
10mg/ml lizozim ilave edildi ve 37°C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm’de 2
dakika santriflij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pellet tizerine 600 pl “Nuclei Lysis
Solution” eklenip karistirild1 ve 80°C’de 5 dakika bekletilip sogutuldu. Karisima 3 pl “20
mg/ml RNase Solution” ilave edilip tlipler 2-5 kez alt st edildikten sonra 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. Oda sicakligina geldiginde tiiplere 200 pl “Protein Precipitation
Solution” ilave edildi, 20 saniye vortekslendikten sonra 30 dakika buzda bekletilip 14.000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant bos ependorflara alinip, pellet atildi.

Stipernatantlara 600 pl izopropanol ilave edildi, pellet olusuncaya kadar alt iist edildi
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vel4.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pellete 600 pl etanol
ilave edilip, 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar uzaklastirildiktan sonra
etanoliin iyice uzaklagmasi i¢in pellet agik havada kurumaya birakildi. Son olarak pellet
100 pl “DNA Rehidration Solution”da ¢6ziildii ve 65 °C’de 1 saat bekletildi ve 4 °C’de

muhafaza edildi.

2.7.2. 16S rDNA Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Genomik DNA’lar1 izole edilen bakteriyel izolatlarin 16S rDNA dizileri, (geri) 5°-
ATTCTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA-3’ve (ileri) 5’- ATG GTA CCG TGT GTG
ACGGGC GGT GTG TA-3’ primer dizileri kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltildi. PCR
isleminde GoTaq DNA Polymerase (Promega) enzimi kullanildi. Cogaltma islemi 200
ul’lik tiiplerde “Bio-Rad Thermal Cycler” da gercgeklestirildi. Elde edilen PCR {iriinlerinin
5 ul’si 0,5pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %]1°’lik agaroz jelde yiiriitilerek, jel

goriintiileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi.

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

E-1, E-5, E-6, E-7, L-8, L-9 kodlu izolatlarin cry gen igeriklerinin tespit
edilebilmesi i¢in PCR yapildi. Bu ¢alismada kullanilan genel primerler: cryl (ileri, 5’-CAT
GAT TCA TGCGGC AGA TAA AC-3’; geri, 5°- TTG TGA CAC TTC TGC TTC CCA
TT-3’), cry2 (ileri, 5’- GTT ATT CTT AAT GCA GAT GAA TGG G-3’; geri, 5°-CGG
ATA AAATAA TCT GGG AAA TAG T-3°), cry3 (ileri, 5’-CGT TAT CGC AGA GAG
ATG ACATTA AC-3’; geri, 5’-CAT CTG TTG TTT CTG GAG GCA AT-3’) ve cry4
(ileri, 5’GCATAT GAT GTA GCG AAA CAA GCC -3’; geri, 5’- GCG TGA CAT ACC
CAT TTCCAG GTC C-3’) (Ben-Dov vd., 1997). Ayrica PCR fiiriinlerini dogrulamak i¢in
cryl ve cry2 genlerini iceren Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (BnBt) susu kullanildi.
Elde edilen PCR iiriinlerinin 5 pl’si 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1°lik agaroz

jelde yiiriitiilerek, jel goriintiileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi.
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2.7.4. 16S rDNA Gen Bolgelerinin pGEM-T Vektoriine Klonlanmasi

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

kullanmak tizere 4 °C’de sakland.

2.7.5. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Bir giin onceden petriye ekilmis Escherichia coli IM101 susundan 3 ml Luria-
Bertani (LB) besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de gece boyunca biiyiimeye birakildi.
Hiicrelerin yogunlugu 600 nm dalga boyunda 0,1 olacak sekilde 30 ml LB besiyerine
asilandi. Hiicreler, 37 °C’de en az 1 saat, 600 nm dalga boyunda 0,45-0,55 arasinda olana
kadar inkiibasyona devam edildi. Istenilen yogunluk elde edildiginde siispansiyonun
tamamu steril falkon tlipe bosaltild1 ve sogutmali santrifiijde 4 °C’de 4.500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellet 10 ml 100 mM’lik soguk CaCl,
ile ¢ozdiiriildiikten sonra 30 dakika buzda bekletildi. Daha sonra tekrar 4°C’de 4.500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi ve pellet 2 ml 100
mM’lik soguk CaCl, ile ¢ozdiiriildii. Hazirlanan kompotent hiicre 4°C’de en az 2 saat

bekledikten sonra kullanildi.

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

Steril ependorfa 200 pl kompotent hiicre ve 3-4 pl ligasyon lirtiniinden koyulup 30
dakika buzda bekletildi. Daha sonra 46 °C’de 2 dakika 1siyla muamele edildikten sonra 1
ml LB siv1 besiyeri ilave edilip, 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
siiresinden sonra 6.000 g’de 3 dakika santrifiij edildi. Yaklasik 50 pl kalacak sekilde
stipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet dikkatli bir sekilde ¢6zdirtildii. LBA™ agar
besiyerine 40 pl X-Gal (40 mg/ml), 40 ul IPTG (24 mg/ml) ve transform olmus hiicre
yayma ekim yapildi. Petriler 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
icerisine plazmid alan hiicrelerin beyaz koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar

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

Transformasyon sonucunda petri iizerinde olusan mavi/beyaz koloni rengine gore
segilen beyaz kolonilerden, igerdikleri plazmid DNA’larmi izole etmek igin LBA™P sivi
besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmid
DNA’larinin izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece kiiltiirleri 14.000
rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicrelerin iizerindeki slipernatant geride 50
ul kalacak sekilde uzaklastirildr ve pellet ¢oziiniinceye kadar vortekslendi. Uzerine 300 ul
TENS tamponu (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.1 N NaOH, % 0.5 SDS) ilave
edildi, 4-5 kez alt iist edilen tiipe 150 pl 3 M Sodyum Asetat (pH 5.2) koyuldu. Tekrar
altiist edilen tiip 10-15 dakika buzda bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildi. Bu asamada siipernatant bos ependorfa alinarak iizerine 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 edilerek siipernatant
uzaklastirildi. Etanoliin iyice u¢masi igin agik havada bekletildi. Son olarak pellet 30 ul TE
tamponuyla ¢6ziildii ve yiiriitme isleminde goriintliniin daha net gériinmesini saglamak i¢in
3 pl RNaz ilave edildi. Elde edilen plazmidlerin 5 pl’si 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva
eden %1’lik agaroz jelde yiiriitiillerek, jel goriintilleme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile
goriintiilendi.

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

Klonlanan DNA fragmentlerini i¢eren klonlar belirlendi.
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2.7.8. Klonlarin igerdigi DNA Parc¢alarimin Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

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

edilmesi i¢in gonderildi.

2.7.9. Elde Edilen Baz Dizilimlerinin incelenmesi

Sekans sonucunda elde edilen 16S rDNA gen bdlgesinin baz dizilimi gen
bankasinda bulunan diger dizilerle karsilagtirildi ve Mega (6) programi ile de bu dizilerin
birbirleriyle olan benzerlikleri karsilastirildi. Bu programda analiz i¢in Neighbor-Joining
metodu, filogeni testi i¢in 1.000 tekrarli Bootstrap metodu kullanilarak izolatlarin
filogenetik agaci ¢izildi, agagta 50°nin {izerindeki benzerlikler gosterildi. Sonuclar

degerlendirildi.

2.7.10. Bacillus Cinsi Izolatlarin Protein icerikleri

2.7.10.1. Bacillus Cinsi Izolatlarin Spor ve Kristal Siispansiyonlarinin
Hazirlanmasi

B. thuringiensis 1zolatlar1 “niitrient agar” besiyerlerinde bes gilin biiyttiildii.
Besiyerlerinden alinan spor-kristal karisimlart soguk 1 M’lik NaCl’de siispanse edildi.
Daha sonra bu karisim 13.000xg’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pellet
steril ddH,0 ile iki kez yikandi. Pellet steril ddH,O’da ¢6ziildii. Elde edilen proteinin
konsantrasyonu Bradford (1976) yontemi ile tayin edildi. Kullanilincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.
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2.7.10.2. SDS-poliakrilamid Jel Elektroforezi

B. thuringiensis oldugu diisiiniilen izolatlardaki kristal proteinleri tespit etmek icin
spor-kristal karisimlart sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-
PAGE) analiz edildi.

Miktarlar1 tayin edilmis olan protein numunelerinden uygun miktarlarda (10 pl)
alindi. Bu numunelere muamele tamponu (60 mM Tris-HCI (pH 6,8), %25 Gliserol, %2
SDS, %5 2-merkaptoetanol, %0,1 bromo fenol blue) ilave edildikten sonra numuneler
kaynayan su igerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970) tarafindan
tanimlanan %10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 30 mA akim uygulanarak ayrilma islemi
gergeklestirildi.

Ayirma islemini sonrasi boyamadan Once, yliriitiilen proteinlein jelde bulunduklar
yerde kalmasini saglamak ve istenmeyen kimyasallari (iire, tampon ¢ozelti) uzaklastirmak
icin etanol ve asetik asit ¢ozeltisi icerisinde sabitleme yapildi. Boyama islemi i¢in giimiis
nitrat jele emdirildi. Jel, goriintii olusumu ic¢in sodyum hidroksit ve formaldehit ¢ozeltisi
icerisine alindi. Goriintii olusumu saglandiktan sonra jel goriintiisii tarayict yardimiyla

bilgisayar ortamina aktarildi.

2.7.10.3. Kristal Boyama

Bacillus thuringiensis oldugu diisiiniilen izolatlardaki kristal proteinleri tespit
edebilmek igin kristal boyama yapildi. Oncellikle hazirlanan kristal siispansiyonlari lam
lizerine ince bir tabaka halinde yayilarak smear haline getirildi. Preparat ii¢ kez atesten
gecirilerek kristallerin lam {izerine yapismasi saglandi. 70 sn buffalo black’de 20 sn karbon

funchsin’de bekletilerek kristal yapilarin boyanmasi saglandi.
2.8. Bakteriyel izolatlarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi
2.8.1. Galleri mellonella icin Yar1 Sentetik Besin Hazirlanmasi
Aktivite testlerinde kullanilan G. mellonella i¢in yar1 sentetik besin hazirlandi.

Bunun i¢in 500 gr kepek, 200 gr petek, 150 ml stizme bal, 150 ml su ve 300 ml gliserin bir
kapta iyice karigtirildi (Bronskill, 1961).
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2.8.2. C. tenebrionis’ten izole Edilen Bakterilerin Insektisidal Aktivite Testleri

C. tenebrionis’ten izole edilen ve karakterizasyonlar1 yapilan izolatlar 96 saat
30°C’ye ayarl sallayicida 5 ml niitrient sivi besiyeri igerisinde inkiibe edildi. Sonra
3000xg’de 10 dakika santriflij edildi. Hiicrelerin olusturdugu pellet 5 ml steril PBS’de
¢oOziildii. Bakteri yogunluklari, spektrofotometrede Olgiilerek ayarlandi (Ben-Dov vd.,
1995).

Uygun konsantrasyonlarda hazirlanan izolatlarin insektisidal etkilerini tespit etmek
amaciyla karaagac yaprak bocegi (Pyrrhalta luteola), un kurdu (Tenebrio molitor) ile petek
giivesi (Galleria mellonella) tizerinde testler gergeklestirildi.

Testlerde karaagag yaprak bocegi igin bakteri yogunlugu ODgg’de 1,89 (1,8x10°
bakteri/ml) olacak sekilde ayarlanmis slispansiyondan bulastirilan taze karaagac yapraklari
15 cm ¢apindaki plastik kutulara yerlestirildi. Sonra bu kutulara, 3-4 saat a¢ birakilmis,
saglikli 3. evre Pyrrhalta luteola (Coleoptera: Chrysomelidae) larvalarindan 10’ar adet
yerlestirildi.

Petek giivesi i¢in 1,8x10° bakteri/ml bakteri emdirilmis 6zel besiyeri, 15cm
capindaki plastik kutulara yerlestirildikten sonra 3-4 saat a¢ birakilmis saglikli 2-3. evre
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarindan 10’ar adet kutulara yerlestirildi.

Un kurdu igin ODgp’de 1,89 (1,8x10° bakteri/ml) ayarlanan bakteri
stispansiyonundan seyreltikler olusturularak 1,8x10°, 1,8x108, 1,8x107 ve 1,8x10° olmak
tizere 4 farkli konsantrasyon ayarlandi. Bu siispansiyonlardan emdirilmis kepekler 15
cm’lik plastik kutulara yerlestirildikten sonra gece boyu a¢ birakilmis saglikli 10°ar adet 3.
evre Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) larvalar1 da bu kutulara yerlestirildi.

Deney diizenekleri 28°C’de 12:12 151k periyodunda ve %60 nem ortaminda
gerceklestirildi ve 15 gilin boyunca giinliik takip edildi. Kontrol grubunda ise steril PBS
kullanildi. Tiim denemeler ii¢ defa tekrar edildi ve 15 giin sonunda 6liim oranlart Abbott

formiiliine gore hesaplandi (Abbott, 1925).



3. BULGULAR

3.1. Capnodis tenebrionis Larva ve Erginlerinden Bakteri izolasyonu

Bu c¢alismada, Amasya bolgesindeki meyve bahgelerinden toplanan Capnodis
tenebrionis larva ve erginlerinden 5 tanesi 6l0 larvadan, 6 tanesi erginden ve 10 tanesi
saglikli larvalardan olmak Uzere 21 adet izolat elde edildi. Daha sonra izole edilen bu
bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilerek
insektisidal aktivitelerine bakildi.

Saflastirilan bu izolatlardan larvalardan izole edilenler L-1, L-2, L-3, L-4, L-5, L-6,
L-7, L-8, L-9, L-10; erginlerden izole edilenler E-1, E-2, E-3, E-4, E-5, E-6; 0ll
larvalardan izole edilenler ise, OL-1, OL-2, OL-3, OL-4, OL-5 olarak isimlendirildi.

3.2. Bakteriyel izolatlarin Morfolojik ve Boyama Ozellikleri

Izolatlarin koloni rengi ve sekli binokiiler mikroskop kullanilarak incelendi. Bu
inceleme sonuglarina gore; L-1 numarali izolatin agik krem renkli diiz- yuvarlak oldugu, L-
2 numarali izolatin krem renkli diiz-yuvarlak, L-3 numarali izolatin krem diiz-yuvarlak, L-
4 numaral izolatin krem renkli diiz-yuvarlak, L-5 ve L-6 numarali izolatlarin krem renkli
dalgali-yuvarlak, L-7 ve L-8 numarali izolatlarin ag¢ik krem ve dalgali, L-9 numarali
izolatin krem renkli ve diiz-yuvarlak, L-10 numarali izolatin krem dalgali-yuvarlak, OL-1
numarali izolatin agik krem rizoidli, OL-2 numaral izolatin seffaf renkli ve mukuslu, OL-3
numarali izolatin agik krem diiz-yuvarlak, OL-4 numarali izolatin krem diiz-yuvarlak, OL-
5 numarali izolatin agik krem dliz-yuvarlak, E-1 numarali izolatin krem dalgali-yuvarlak,
E-2 numarali izolatin agik krem diiz-yuvarlak, E-3 numarali izolatin krem diiz-yuvarlak, E-
4, E-5 ve E-6 numarali izolatlarin ise krem dalgali-yuvarlak koloni morfolojisine sahip
oldugu belirlendi.

Yapilan gram boyama ve endospor boyama sonucunda L-1, L-3, E-2 numarali
izolatlarm hiicre seklinin kokobasil, L-2, L-4, L-5, L-6, L-7, L-8, L-9, L-10, OL-1, OL-2,
OL-3, OL-4, OL-5, E-1, E-3, E-4, E-5, E-6 numaral1 izolatlarin hiicre seklinin basil oldugu
belirlendi (Sekil 7).



35

L-1, L-3, E-2 numarali izolatlarin gram negatif ve endospor ihtiva etmedigi, L-2, L-4, L-5,
L-6, L-7, L-8, L-9, OL-1, OL-2, OL-3, OL-4, E-1, E-3, E-4, E-5, E-6 numarali izolatlarin

ise hem gram pozitif hem de endospor ihtiva ettikleri belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. Spor boyama sonucu elde edilen hiicre goruntisi

Uygulanan hareket testinin sonucuna gore L-1, OL-1 ve E-2 numarali izolatlar
hareketsiz, L-2, L-3, L-4, L-5, L-6, L-7, L-8, L-9, L-10, OL-2, OL-3, OL-4, OL-5, E-1, E-
3, E-4, E-5, E-6 numarali izolatlarin hareketli oldugu belirlendi (Tablo 6).
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Tablo 6. Bakteriyel izolatlarin morfolojik ve boyama 6zellikleri

. Koloni Koloni Hicre Gram Spor Hareket
Izolatlar ) ) . .
Rengi Sekli Sekli Boyama Boyama Testi
Acik Duz )
L-1 Kokobasil - - -
Krem  Yuvarlak
Diz
L-2 Krem Basil + + +
Yuvarlak
Duz )
L-3 Krem Kokobasil - - +
Yuvarlak
Diiz
L-4 Krem Basil + + -
Yuvarlak
Dalgali ,
L-5 Krem Basil + + +
Yuvarlak
Dalgali ]
L-6 Krem Basil + + +
Yuvarlak
Acik Dalgali )
L-7 Basil + + +
Krem  Yuvarlak
Acik Dalgali ]
L-8 Basil + + +
Krem  Yuvarlak
Duz )
L-9 Krem Basil + + +
Yuvarlak
Dalgali .
L-10 Krem Basil + + +
Yuvarlak
. Acik - .
OL-1 Rizoidli Basil + + -
Krem
" Agik Dalgali ]
OL-2 Basil + + +
Krem  Yuvarlak
. Acik Dlz )
OL-3 Basil + + +
Krem  Yuvarlak
. Duz )
OL-4 Krem Basil + + +

Yuvarlak
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Tablo 6’nin devami

3 Acik Diz _
OL-5 Basil + + +
Krem  Yuvarlak
Dalgal1 ]
E-1 Krem Basil + + +
Yuvarlak
Acik Diz _
E-2 Kokobasil - - -
Krem  Yuvarlak
Diz
E-3 Krem Basil + + +
Yuvarlak
Dalgali ]
E-4 Krem Basil + + +
Yuvarlak
Dalgal1 ]
E-5 Krem Basil + + +
Yuvarlak
Dalgali ] +
E-6 Krem Basil + +
Yuvarlak

3.3. Bakteriyel izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Mikroorganizmalarin biliylimelerinde etkili olan pH, NaCl, ve sicaklik gibi fiziksel
faktorlerinin optimum araliklarinin belirlemek amaciyla gesitli araliklarda testler yapildi.

Sicaklik testlerinde tiim izolatlarin 35°C’de biiyiiyebildikleri, +4°C’de L-1, L-10 ve
OL-5 numarali izolatlarin zayif biiyiiyebildikleri, 10°C’de L-1, L-10 ve OL-2 numaral
izolatlarin biiyiiyebildikleri, 40°C’de yalmzca OL-1 numarali izolatin biiyiiyemedigi, 45°C’de
L-3,L-7, L-8, L-9, OL-2, OL-3, OL-5 ve E-3 numarali izolatlarin biiyiliyebildigi, 50 °C’de ise
L-7 ve E-3 numarali izolatlarin iyi buydyebildikleri belirlendi (Tablo 7).
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Tablo 7. Bakteriyel izolatlarin maksimum ve minimum sicaklik 6zellikleri

[zolatlar 4°C 10°C 35°C 40°C 45°C 50°C

L-1 - + + + - -
L-2 - - + + - -
L-3 - - + + + -
L-4 - - + + - -
L-5 - - + + - -
L-6 - - + + - -
L-7 - - + + + +
L-8 - - + + + -
L-9 - - + + + -
L-10 Z+ " - B . .
OL-1 - + + - - -
OL-2 - . + + + -
OL-3 - - + + + -
OL-4 - - + + - -
OL-5 Z+ + + + + -
E-1 - - + + - -
E-2 - - + + - -
E-3 - - + + + +
E-4 - - + + - -
E-5 - - + + - -
E-6 - - + + - -
Z: Zayif

Izolatlarm NaCl’ye olan toleranslarimi belirlemek i¢in yapilan testler sonucunda %1
ve %3 NaCl igeren besiyerinde tiim izolatlarin biiyiiyebildikleri, %5 NaCl igeren
besiyerinde E-6 numarali izolatin zayif pozitif oldugu, L-8 ve OL-1 numarali izolatmn
biiyiiyemedigi, %7 NaCl iceren besiyerinde E-3, E-4, OL-2, OL-3, OL-5, L-3, L-7, L-9
numarali izolatlarin biiyiiyebildikleri, %9 ve %11 NaCl ig¢eren besiyerinde E-3, OL-2, L-7,
ve L-9 numarali izolatlarin biiyiiyebildikleri gézlemlendi (Tablo 8).



39

Tablo 8. Bakteriyel izolatlarin farkli NaCl oranlarindaki biiyiime kapasiteleri

Izolatlar %1 %3 %5 %7 %9 %11
L-1 + + + - - -
L-2 + + + - - -
L-3 + + + + - -
L-4 + + + - - -
L-5 + + + - - -
L-6 + + + - - -
L-7 + + + + + +
L-8 + + - - - -
L-9 + + + + + +

L-10 + 0 + - - -
OL-1 + + - - - -
OL-2 + + + + + +
OL-3 + + + + = -
OL-4 + + + - - -
OL-5 + + + + . =
E-1 + + + - - -
E-2 + + + - - -
E-3 + + + + + +
E-4 + + + + - -
E-5 + + + - - -
E-6 + + Z+ - - -
Z: Zayif

Izolatlarin pH tdleransini belirlemek icin yapilan testlerde pH 5, 6, 7, 8, ve 9°da
hepsinin biiyiiyebildigi, pH 3 ve 4’de higbirinin biiyiiyemedigi, pH 10’da yalnizca OL-1’in
bityiiyemedigi, pH 11° de E-2, OL-1, OL-2, OL-3"iin biiyiiyemedigi gdzlendi (Tablo 9).
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Tablo 9. Bakteriyel izolatlarin minimum ve maksimum pH biyiime araliklar

[zolatlar 3 4 5 6 7 8 9 10 11

L-1 - - + + + + + + +
L-2 - - + + + + + + +
L-3 - - + + + + + + +
L-4 - - + + + + + + +
L-5 - - + + + + + + +
L-6 - - + + + + + + +
L-7 - - + + + + + + +
L-8 - - + + + + + + +
L-9 - - + + + + + + +
L-10 - - + + + + + + +
OL-1 - = + + + + + - -
OL-2 - - + + + + + + -
OL-3 = . + + + + + + -
OL-4 - r + + + + + + +
OL-5 = - + + + + + + +
E-1 - - + + + + + + +
E-2 - - + + + + + + -
E-3 - - + + + + + + +
E-4 - - + + + + + + +
E-5 - - + + + + + + +
E-6 - - + + + + + + +

Bakterilerin tiir tayininde bazi enzimleri iiretip iiretemedikleri, bazi organik
maddeleri sentezleyip sentezleyemedikleri ya da yine bazi organik maddeleri parcalayip
parcalayamadiklart da 6nemli bir kriterdir. Bu amagla nisasta hidrolizi, oksidaz ve katalaz
testleri yapildi. Test sonuglart Tablo 10°da verilmektedir. Bu testlerin sonucuna gore
katalaz testinde yalnizca L-1 izolatinin katalaz enzimi iiretmedigi goriilmiistiir. Oksidaz
testinde E-1 numarali izolat zayif pozitif iken, L-3, L-4, L-8, OL-1, OL-3 ve OL-4

numarali izolatlarin oksidaz enzimi {iiretmedigi sonucu elde edildi. Nisasta hidrolizi
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testinde ise E-1, E-4, E-5, E-6, L-2, L-4, L-5, L-6, L-8, L-9, OL-1, OL-2, OL-4 numarali
izolatlarin nigastay1 hidrolize ettigi sonucuna varildi.

MacConkey agar tizerinde biiyiiyebilme yeteneklerini arastirmak i¢in ekim yapildi.
Bunun sonucunda L-1, L-3 ve E-2 numarali izolatlar pozitif sonug verirken, L-10 ve OL-5
numarali izolatlar zayif bliylime gosterdi. L-2, L-4, L-5, L-6, L-7, L-7, L-8, L-9, OL-1,
OL-2, OL-3, OL-4, E-1, E-3, E-4, E-5, ve E-6 numarali izolatlar ise MacConkey agar
Uzerinde biylyemedi (Tablo 10).

Tablo 10. Bakteriyel izolatlarin baz1 biyokimyasal 6zellikleri

yolatine Katalrflz Oksidfelz NisastaTesti MacCorfkey
Testi Testi Testi

L-1 - " - .
L=2 - + + )
L-3 + ) : .
L-4 + - + ]
=2 + + u i
L-6 " A N _
L-7 ¥ . ] _
L-8 + - + _
L-9 + + + i

L-10 " . ] .
OL-1 + ) . _
OL-2 + + N ]
OL-3 + i ] ]
OL-4 + . . _

OL-5 ¥ ‘ ] .
E-1 + Z+ + i
E-2 " . ) \
E-3 ¥ . ] _
E-4 + + + B}
E-5 t + + _

E-6 + + + -
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API 50CHB test kipullerine yapilan ekimlerin sonunda sifir numarali tiip kontrol
olarak alindi ve renk degisimi olan tiipler pozitif sonug¢ olarak degerlendirildi (Tablo 11).
Ayni sekilde API 20E test kiipiillerine yapilan ekimlerin bir kismi ayirag (TDA, JAMES,
VP1-VP2, NIT1-NIT2) ilave edilerek diger kismi ise direk renk degisimi gozlenmesiyle
izolatlarin metabolik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi (Tablo 12). Bir izolatimiza ait

API 20E ve API 50CHB test panellerinin sonuglar1 ise Sekil 9 ve 10°da gosterildigi gibidir.

Sekil 9. API SOCHB test sistemi gorinttsu

Sekil 10. API 20E test sistemi goriintisu



Tablo 11.

Gram pozitif izolatlarin API 50 CHB test sonuglar1

Testler

Acik Adi

1
S |
91
L1
81
671
[-10Q
10
13 (0}
710
10
-4
oG |
v-d
SaG |
9-4

01-1

GLY

ERY

DARA

LARA

RIB

DXYL

LXYL

ADO

MDX

GAL

GLU

FRU

Gliserol
Eritritol
D-Arabinoz
L-Arabinoz
D-Riboz
D-Xylose
L-Xylose
D-Adonitol

Metil-B-D-
Xylopiranosid
D-Galaktoz

D-Glukoz

D-Fruktoz

+

ey



Tablo 11’in devami

MNE

SBE

RHA

DUL

INO

MAN

SOR

MDM

MDG

NAG

AMY

D-Mannoz -
L-Sorboz -
L-Rhamnoz -
Dulcitol -
Inositol -
D-Mannitol -
D-Sorbitol -

Metil-aD- -
mannopiranosid
Metil-aD- -
glikopiranosid
N- -
asetilglukozamin

Amygdalin +

144



Tablo 11’in devami

ARB

ESC

SAL

CEL
MAL

LAC

MEL
SAC

TRE

INU
MLZ

AMD

Arbutin

Esculin-ferrik
sitrat

Salisin

D-selobiyoz
D-Maltoz

D-Laktoz
(s1g1r kokenli)
D-Melibiyoz
D-Sakaroz
(stikroz)
D-trehaloz
Inulin
D-Melezitoz

D-rafinoz

Amidon (nisasta)

9%



Tablo 11’in devam

GLYG

XLT
GEN

TUR
LYX

TAG
DFUG
LFUC
DARL

LARL
GNT

2KG

5KG

Glikojen
Ksilitol
Gentiobiyoz
D-Turanoz
D-Lyxose
D-Tagatoz
D-fukoz
L-Fukoz
D-Arabitol

L-Arabitol
Potasyum
glukonat
Potasyum 2-
ketoglukonat
Potasyum 5-
ketoglukonat

14



Tablo 12. Izolatlarin API 20E test sonuglari

L- L- L- L- L- L- L- L- L- L- OL- OL- OL- OL- OL- E- E- E- E-
Testler Substrat Aktivite
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 3 4 5 6
ONPG ONPG B-galaktosidaz + + + + - - + + + + - + + - - + - - -
i Arginin
ADH Arginin - - 4+ - 4+ -+ - 7+ + + - - - - - - -
dihidrolaz
o Lisin
LDC Lisin + + - + - - 4+ - -+ - + + - - - - - -
dekarboksilaz
. Ornitin
OoDC Ornitin - -+ - - - - - - - - - - - - - - -
dekarboksilaz
CIT Sitrat Sitrat kullanoman  + + + + - - + - -+ + + + - - - - -
H,S  Nathiosulfate H,S iiretimi - - - - - - - - - - - - - - - -
URE Ure Ure hidrolizi - - - - - - - - - - - - - - - - - -
TDA Triptofan Deaminaz S R - - - - - - - -
IND Indol Indol tiretimi -+ 4+ 4+ - -+ - - + - + + - - - - - -
VP Napiruvat Aseton iiretmi + + + + + - + - + + 4+ + + - + + - -+
GEL  Komiir jelatin Jelatinaz -+ -+ + + + - + -+ + + + + + + + +
Fermantasyon
GLU Glukoz + + + 4+ + + 4+ + + + o+ + + + + + + + 4+
/ oksidasyon
] Fermantasyon
MAN Mannitol + + + 4+ - - 4+ Z7Z+ - + - + + - - - -+ -

/ oksidasyon

LY



Tablo

12’nin devami

SOR

SAC

MEL

AMY

ARA

Sorbitol

Ramnoz

Sakaroz

Melibiyoz

Amigdalin

Arabinoz

Fermantasyon
/ oksidasyon
Fermantasyon
/ oksidasyon
Fermantasyon
/ oksidasyon
Fermantasyon
/ oksidasyon
Fermantasyon
/ oksidasyon
Fermantasyon

/ oksidasyon

7+

7+

7+

7+

7+

8
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elde edilen sonuglar API Software programinda

degerlendirilerek izolatlarn tanimlamasi yapildi. Izolatlarin benzerlik gosterdigi bakteriler

Tablo 13’de verildi. Buna gére L-4, L-9, OL-2 ve OL-4 numaral izolatlarin tanimlamasi

gerceklestirilemedi. Diger izolatlar ise tiir seviyesinde tanimlandi.

Tablo 13. API sonuglari ile tanimlanan bakteriyel izolatlar

Izolatlar Bakteri Tiirii
L-1 Routella terrigena
L-2 Bacillus thuringiensis
L-3 Enterobacter cloacae
L-4 Tanimlanamadi
L-5 Bacillus thuringiensis
L-6 Bacillus thuringiensis
L-7 Bacillus pumilus
L-8 Paenibacillus polymyxa
L-9 Tanimlanamadi
L-10 Bacillus subtilis
OL-1 Bacillus thuringiensis
OL-2 Tanimlanamadi
OL-3 Bacillus megaterium
OL-4 Tanimlanamadi
OL-5 Bacillus subtilis
E-1 Bacillus thuringiensis
E-2 Klebsiella oxytoca
E-3 Geobacillus thermoglucosidasius
E-4 Bacillus thuringiensis
E-5 Bacillus thuringiensis
E-6 Bacillus thuringiensis

VITEK-2 panel test sistemi ile tam otomatik olarak bakterilerin asidifikasyon,

alkalinizasyon, enzim hidrolizi gibi c¢esitli metabolik aktiviteleri belirlendi ve kendi

veritabani iizerinde sonuglar degerlendirildi. Gram pozitif sporlu bakteriler i¢in VITEK-2
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BCL kart1, gram negatif kok ve basil bakteriler icinse VITEK-2 GN kart1 kullanilarak

biyokimyasal baz1 6zellikler test edildi ve sonuglar1 Tablo 14 ve 15°de gosterilmistir.



Tablo 14. Bacillus cinsi izolatlarin VITEK-2 test sonuglar1

L- - - L- L- L- L- L- OL- OL- OL- OL- OL- E- E- E- E- E-

Testler Acik Adi
2 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 1 3 4 5 6
BXYL Beta-Xylosidaz iy Y "W - - - + - - - -+ - - -
LysA L-Lizin Arilamidaz I - W W - - - - - ..
AspA L-Aspartat Arilamidaz T e
LeuA Leusine Arylamidase - -t - -+ - - - + - - -+ -+ o+ o+
PheA Fenilalanin Arilamidaz -+t - - * * 4+ - o+ 4+ - o+ o ..
ProA L-Prolin Arilamidaz Ce oo oo oo
BGAL Beta-galaktosidaz - - - -+ + + - - + + - - -+ - -
PyrA L-Pirolidonil-Arilamidaz + + + - - + - - + - + + - - -+ o+ o+
AGAL Alfa-Galaktosidaz T
AlaA Alanin Arilamidazi - - - - -t - + - - I
TyrA Tirosin Arilamidaz - - - - -t F - + + - + -+ - - -
BNAG Beta-N-Asetil-Glukozamin + + + + - - - - + - - + - + - 4+ + +
APPA Ala-Phe-Pro Arilamidaz - -+t -+ £ + £ + 4+ 4 - - -+ - - .
CDEX Siklodekstrin T
dGAL D-galaktoz - - - - - T 4+ - - - - - - -+ - - .
GLYG Glikojen Coo o oo L+ oot

INO Myo-Inositol - - - - - t - - - + + - - -+ -

IS



Tablo 14’in devami

MdG

ELLM
MdX
AMAN
MTE
GlyA
dMAN
dMNE
dMLZ
NAG
PLE
IRHA
BGLU
BMAN
PHC
PVATE
AGLU
dTAG

Metil-A-D-Glukopiranozid
Asitlenmesi
Ellman

Metil-D-Ksilosid
Alfa-Mannosidaz
Maltotriose
Glisin Arilamidaz
D-Mannitol
D-Mannoz
D-Melezitoz
N-Asetil-D-Glukozamin
Palatinoz
L-Ramnoz
Beta-Glukozidaz
Beta-Mannosidaz
Fosforil Kolin
Piruvat
Alfa-Glukozidaz
D-Tagatoz

+ o+ + + + + o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+

[4S



Tablo 14’in devami

dTRE
INU
dGLU
dRIB
PSCNa
NaCl6.5%
KAN
OLD

ESC

TTZ
POLYB R

D-trehaloz

Inulin

D-Glikoz

D-Riboz

Putresin Asimilasyon
% 6.5 Nacl'de Biiyiime
Kanamisin direnci
Oleandomisin direnci
Eskiilin hidrolizi
Tetrazolyum Kirmizi

Polymixin_B direnci

+ o+ o+ 4

+ 4+ o+ 4+ o+

+ o+ o+ o+

+

+ 4+ o+ o+ o+ 4

€S
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Tablo 15. Gram negatif izolatlarin VITEK-2 sonuglar1

Testler Acik Adi L-1 L-3 E-2
APPA Ala-Phe-Pro Arilamidaz - - -
ADO Adonitol + - +
PyrA L-Pirolidonil-Arilamidaz + - +
IARL L-arabitol - - +
dCEL D-selobiyoz + 4+ 4+
BGAL Beta-galaktosidaz + + +

H,S H,S Uretimi - - -

BNAG Beta-N-Asetil-Glukozamin - + -
AGTp Glutamil Arilamidaz pNA = - -
dGLU D-Glukoz + + +
GGT Gama-Glutamil-Transferaz - + +

OFF Fermantasyon / Glikoz + + +

BGLU Beta-glukozidaz + + 4+
dMAL D-Maltoz + + 4+
dMAN D-Mannitol + + +
dMNE D-Mannoz + o+ +
BXYL Beta-Xylosidase + + +
BAlap Beta-Alanin Arilamidaz pNA - - -
ProA L-Prolin Arilamidaz + - -

LIP Lipaz - - -
PLE Palatinoz + + +
TyrA Tirosin Arilamidaz + + +
URE Ure - -+
dSOR D-Sorbitol + o+ +
SAC Sakaroz + o+ +

dTAG D-Tagatoz - - +
dTRE D-trehaloz + + +

CIT Sitrat + o+ 4+
MNT Malonat +  + 4+
5KG 5-Keto-D-Glukonat + - +
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Tablo 15’in devam

ILATk L-Laktat Alkalinlestirme + + +
AGLU Alfa-Glukozidaz -
SUCT Siiksinat Alkalinlestirme + + +
NAGA Beta-N-Asetil-Galaktozaminidaz ) ) :
AGAL Alfa-Galaktosidaz + + +
PHOS Fosfataz } + +
GlyA Glisin Arilamidaz b - -

ODC Ornitin dekarboksilaz + + )

LDC Lizin dekarboksilaz + - +
IHISa L-Histidin asimilasyon - - -

CMT Coumarate ) : }
BGUR Beta Glukuronidaz ) : }
OI129R O / 129 Direng + o+ -
GGAA Glu-Gly-Arg-Arilamidaz } } }
IMLTa L-Malat Asimilasyon } - -
ELLM Ellman } } +
ILATa L-Laktat Asimilasyon : - ;

VITEK-2 panel test sistemi ile bakterilere ait baz1 biyokimyasal testler bilgisayar
tarafindan otomatik olarak degerlendirilerek izolatlarin tanimlamasi saglandi ve sonuglar
Tablo 16’da verildi. Buna gore L-9, L-10, OL-2 ve E-3 numarali izolatlar

tanimlanamazken diger izolatlar tiir seviyesinde tanimlandi.
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Tablo 16. VITEK-2 sonuglari ile tanimlanan bakteriyel izolatlar

Izolatlar Bakteri Tiirii Benzerlik (%)
L-1 Raoutella ornithinolytica 99
L-2 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides 89
L-3 Enterobacter cloacae complex 99
L-4 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides 94
L-5 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides 89
L-6 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides 87
L-7 Bacillus pumilus 87
L-8 Bacillus sirculans/ Paenibacillus 89

glucanolyticus

L-9 Tanimlanamadi

L-10 Tanimlanamadi
OL-1 Brevibacillus laterosporus 94

OL-2 Tanimlanamadi
OL-3 Bacillus megaterium 89
OL-4 Brevibacillus laterosporus 85
OL-5 Bacillus smithii 94
E-1 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides 87
E-2 Klebsiella oxytoca 99

E-3 Tanimlanmadi
E-4 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides 87
E-5 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides 87
E-6 Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides 91
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3.4.  Bakteriyel Izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu
3.4.1. 16S rDNA Dizileri ve Filogenetik Analizi

Bakteri sistematiginin belirlenmesi ve filogenetik aga¢ olusumunda 16S rDNA gen
dizilerinin kullanilmas: giiniimiizde oldukc¢a yaygin bir sekilde uygulanmaktadir. Bu
ylizden oOncelikle izolatlardan kromozomal DNA’lar izole edildi ve bu elde edilen
kromozomal DNA’larin 16S rDNA bolgeleri PCR ile ¢ogaltilarak yaklasik 1.500 bp
biiyiikligiinde bantlar gozlendi (Sekil 11).

1500k
1500 —* -~ P

750 —

250 —]_.'

Sekil 11. Baz Izolatlarin PCR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA bélgelerinin %1°lik
agaroz jel goriintiisii (M: Markir (Fermentas, GeneRuler 1kb)

pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlanan 16S rDNA gen bolgelerinin niikleotid
sirasinin  belirlenmesi i¢in genin her iki tarafindan dizin analizi yapildi ve sonuglar
degerlendirildi (Tablo 17). Filogenetik agacin olusturulmasinda dizin analizi sonuglari ile
Mega 6 programi yardimiyla maksimum parsimoni analizinden yararlanildi. Filogenetik

agag verileri ve 16S rDNA sonuglar birbirlerini desteklemektedir (Sekil 12 ve 13).
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Tablo 17. Izolatlarin 16S rDNA dizin analizi sonuglar1

Izolatlar

Turler

Benzerlik (%)

L-1

L-2

L-3

L-4

L-5

L-6

L-8

L-9

L-10

Raoultella terrigena
Raoultella variicola
Raoultella ornithinolytica

Bacillus thuringiensis
Bacillus cereus
Bacillus anthracis

Enterobacter ludwigii
Enterobacter cloacae
Enterobacter cancerogenus

Bacillus thuringiensis
Bacillus cereus
Bacillus anthracis

Bacilus thuringiensis
Bacillus cereus
Bacillus toyonensis

Bacillus cereus
Bacillus thuringiensis
Bacillus toyonensis

Bacillus pumilus
Bacillus altitudinis
Bacillus safensis

Paenibacillus xylanilyticus
Paenibacillus illinoisensis
Paenibacillus pabuli

Bacillus flexus
Bacillus aryabhatttai
Bacillus megaterium

Bacillus simplex
Brevibacterium frigoritolerans

99

99

99

99

99

99

99

99

99

99




Tablo 17’nin devami
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OL-1

OL-2

OL-3

OL-4

OL-5

E-1

E-2

E-3

E-4

E-5

E-6

Bacillus thuringiensis
Bacillus mycoides
Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus siamensis

Bacillus aryabhattai
Bacillus megaterium

Bacillus thuringiensis
Bacillus cereus
Bacillus toyonensis

Bacillus simplex
Brevibacterium frigoritolerans

Bacillus thuringiensis
Bacillus cereus
Baciillus anthracis

Klebsiella oxytoca
Raoultella terrigena

Bacillus stratosfericus
Bacilllus pumilus
Bacillus safensis

Bacillus thuringiensis
Bacillus cereus
Bacillus anthracis

Bacillus cereus
Bacillus thuringiensis
Bacillus toyonensis

Bacillus cereus
Bacillus anthracis
Bacillus thuringiensis

99

99

99

99

99

99

99

99

99

99

99
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@oL4

oL4

Bacillus anthracis Ames

{ J=53

oL2

@ OL-1

Bacillus mycoides DSM 2048(T)
®E-6

Bacillus thuringiensis ATCC 10792(T)
Bacillus cereus ATCC 14579(T)
oLs5

@ E-1

OLs

®L10

@®oL5

Brevibacterium frigoritolerans DSM 8801(T)
Bacillus simplex NBRC 15720(T)
@®OL-3

Bacillus aryabhattai B8W22(T)
—@L9

Bacillus flexus IFO 15715(T)

#ﬁﬁ

N

Bacillus megaterium NBRC 15308 ATCC 14581(T)
@®oL2

Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens DSM 7(T)
Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610(T)
oL7

Bacillus pumilus ATCC 7061(T)

®cE-3

Bacillus safensis

Paenibacillus illinoisensis NRRL NRS-1356(T)
oLs3

Paenibacillus xylanilyticus XIL14(T)

sRIER

Sekil 12. Gram pozitif izolatlarin 16S rDNA boélgesinin Neighbor-Joining analizi ile
filogenetik agaci
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®E-2
{ U78183 Klebsiella oxytoca

®L1
{ Y 17658 Raoutella terrigena

KOU78182 Raoultella ornithinolytica

AJ251468 Enterobacter aerogenes

FJ611867 Enterobacter cancerogenus

—
KC768786.1 Enterobacter cloacae

Sekil 13. Gram negatif izolatlarin 16S rDNA bdlgesinin Neighbor-Joining analizi ile
filogenetik agaci

3.4.2. Bacillus Cinsi Izolatlarin cry Gen Icerikleri

Bacillus thuringiensis oldugunu diisiindiiglimiiz bazi izolatlara kristal proteinleri
kodlayan cry genlerini belirleyebilmek i¢in 4 ¢ift genel primer (cryl, cry2, cry3, cryd)
kullanilarak PCR yontemiyle c¢ogaltildi. PCR sonucunda kilavuz suslarla karsilastirma

yapilarak ayni biiyiikliikte hi¢bir bant gézlemlenemedi.

K E1 E4 E5 E6 Obd L2 L4 L5 L6

K E1 E4 E5 E-6 Ol4 L2 L4 L5 L6

Sekil 14. Izolatlarin PCR ile ¢ogaltilmis cry1 ve cry2 gen bolgelerinin %1°lik agaroz
jel goriintiisii (M: Marker (Promega 100 bp DNA Ladder), K: Bacillus
thuringiensis BnBt susu
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3.4.3. Bacillus Cinsi izolatlarin Kristal Protein Profilleri

B. thuringiensis olarak diisiiniilen izolatlarinin kristal proteinlerini tespit etmek ic¢in

hazirlanan karisimlar1 %10’luk SDS-PAGE’de analiz edildi (Sekil 15). Higbir izolatta kristal

protein band1 gézlemlenemedi.

—
o
et
S
x

180
130

70

L0

Sekil 15. izolatlarin giimiis nitrat ile boyanmis protein profilleri (M: Marker,
Kontrol: Bacillus thuringiensis BnBt susu)

Ayrica E-1, E-4, E-5, E-6, OL-4, L-2, L-4, L-5, L-6 numaral1 izolatlarin kristal protein
yapilarimi gozlemleyebilmek icin kristal boyama yapildi. Isik mikroskobunda incelendi ve

hicbir izolatta kristal protein yapis1 gozlemlenemedi.
3.5. linsektisidal Aktivite Cahsmalar:

3.5.1. Izolatlarin Pyrrhalta luteola (Karaaga¢ yaprak bocegi) Uzerindeki
Insektisidal Etkileri

[zolatlarin insektisidal etkilerinin belirlenebilmesi igin laboratuvar ortaminda Karaagag
yaprak bocegi larvast (Pyrrhalta luteola)’nin 3. donem larvalari kullanildi. Denemelerde
1,8x10° bakteri/ml olacak sekilde hazirlanan siispansiyonlar karaaga¢ yapraklarina

bulastirilarak a¢ birakilmis saglikli larvalara plastik bir kap igerisinde verildi.
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Deney diizenekleri 28°C’de 12:12 1s1k periyodunda ve %60 nem ortaminda
gerceklestirildi. Denemeler 3 tekrarli olarak yapildi ve 15 giin boyunca giinliik takip edilerek
Oliim oranlar kayit edildi.

Sekil 16°de goriildiigii gibi E-5 ve E-6 numarali izolatlar %87°1ik 6liim orani ile en
yiiksek 6ldiiriicii etkiyi gosterdi. Bunu %83 ile L-5, %80 ile L-6, OL-4, E-1 , %77 ile L-2, E-
4, L-4, L-7 numaral izolatlar takip etti. En diisiik etki ise %20 ile L-3 numarali izolatta
goriildii. Geri kalan izolatlardan OL-2 %40 6liim orani, OL-1 ve E-2 %50 &liim orani, E-3,
OL-3 ve OL-5 % 63 6liim orani, L-lnumarali izolatta %53 &liim orani, L-10 ve L-8 %66

oliim oran1 ve L-9 numaral1 izolat %34 6liim oran1 gézlendi.

100 7
90 A1
80 1

70 1
60 1
50 1
40 1
30 1
20 1

L-1 L2 L3 L4 L-5 L-6 L-7 L-8 L-9 L-100L-10L-20L-30L-40L-5 E-1 E-2 E-3 E-4 E-5 E-6 K
Bakteriyel Izolatlar

Oliim Orant1 (%)

Sekil 16. Capnodis tenebrionis’ten izole edilen bakterilerin Pyrrhalta luteola (KaraaZag
yaprak bocegi) larvalari lizerindeki insektisidal aktiviteleri

3.5.2. lzolatlarin Galleria mellonella (Petek Giivesi) Uzerindeki Insektisidal
Etkileri

Izolatlarin insektisidal etkilerinin belirlenebilmesi igin laboratuvar ortaminda Petek
glivesi larvasi (Galleria mellonella)’nmn 2-3. donem larvalar1 kullanildi. Denemelerde 1,8x10°
bakteri/ml olacak sekilde hazirlanan siispansiyonlar 6zel hazirlanmis yar1 sentetik besine

emdirilerek a¢ birakilmig saglikl larvalara plastik bir kap igerisinde verildi.
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Deney diizenekleri 28°C’de 12:12 151k periyodunda ve %60 nem ortaminda
gerceklestirildi. Denemeler 3 tekrarli olarak yapildi ve 15 giin boyunca giinliik takip edilerek
6liim oranlar1 kayit edildi.

Sekil 17°de goriildiigii gibi OL-4 numarali izolat %60°lik 6liim oranigdstermistir.
Bunu %53 ile E-4 v4 E-5 numarali izolatlar takip etti. L-3 numarali izolatta ise herhangi bir
insektisidal etki gozlemlenemedi. Geri kalan izolatlardan L-6, OL-5 ve E-6 numaral
izolatlarda %43 6lim orani, L-5, L-10 ve E-1 %33 6liim orami, E-3 numarali izolatta %20
6lim orani, OL-1, OL-3, L-4 ve L-9°da % 10 6lim orani, L-2, L-7, L-8 ve E-2 numarali
izolatlarda %13 6liim orani, OL-2 numarali izolatta %6 6liim orani, ve L-1 numarali izolatta

%3 6liim orani gozlendi.

100

90

80

70

60

50
40
30
20
10 1

Oliim Orant1 (%)

L-1 L-2 L-3 L-4 L-5 L-6 L-7 L-8 L-9 L-100L-1OL-DL-DL-L-5E-1 E-2 E-3 E-4 E-5 E-6 K
Bakteriyel Izolatlar

Sekil 17. Capnodis tenebrionis’ten izole edilen bakterilerin Galleri mellonella (Petek
giivesi) larvalar tizerindeki insektisidal aktiviteleri

3.5.3. lizolatlarin Tenebrio molitor (Un Kurdu) Uzerindeki Doz Denemeleri

[zolatlarin insektisidal etkilerinin belirlenebilmesi igin laboratuvar ortaminda Un
kurdu larvasi (Tenebrio molitor)’nin 3. donem larvalar1 kullanildi. Denemelerde 1,8x10°,
1,8x108, 1,8x107, 1,8x10° bakteri/ml olacak sekilde hazirlanan siispansiyonlar esit miktarda

kepege emdirildi ve a¢ birakilmis saglikli larvalara plastik bir kap igerisinde verildi.
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Deney diizenekleri 28°C’de 12:12 151k periyodunda ve %60 nem ortaminda
gerceklestirildi. Denemeler 3 tekrarli olarak yapildi ve 15 giin boyunca giinliik takip edilerek
6liim oranlar1 kayit edildi.

Sekil 18’de goriildiigii gibi OL-4 numarali izolat 1,8x10° bakteri yogunlugunda
%33’likk 1,8x108 bakteri yogunlugunda %10 ve 1,8x107 bakteri yogunlugunda ise %6 6lim
oraniyla en yiiksek Oldiiriicii etkiyi gostermistir. E-1 numarali izolat ise 1,8x10° bakteri
yogunlugunda %20, 1,8x10% bakteri yogunlugunda %6 olim orani gostermistir. Bunu
1,8x10% ve 1,8x108 bakteri yogunlugundaki %10 6liim oraniyla L-2 ve E-6 numarali izolatlar
takip etmistir. L-6 numaral izolat 1,8x10° ve 1,8x10® bakteri yogunlugunda %6 6lim oran,
L-5 numarali izolat 1,8x10° bakteri yogunlugunda %6, 1,8x10% ve 1,8x107 bakteri
yogunlugunda %3 6liim orani gostermistir. E-5 numarali izolat 1,8x10° bakteri yogunlugunda
%6 olum orami ve 1,8x10% bakteri yogunlugunda ise %3 Oliim orami gostermistir. L-4
numarali izolat 1,8x10° bakteri yogunlugunda %6, E-4 numarali izolat ise 1,8x10° bakteri
yogunlugunda %3 6liim oran1 gstermistir. L-1, L-3, L-7, L-8, L-9, L-10, OL-1, OL-2, OL-3,

OL-5, E-2, E-3 numarali izolatlarda ise hicbir insektisidal aktivite gdzlemlenememistir.
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1 (%)

(98]
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m1,8x10°
m 1,8x10%

1,8x107
m 1,8x10°
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Oliim Oran
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HEET i

L-1L-2L-3L-4L-5L-6L-7L-8L-9L-10LOL-QL-GL-AL-E-1E-2E-3E-4E-5E-6 K

S

Bakteriyel Izolatlar

Sekil 18. Capnodis tenebrionis’ten izole edilen bakterilerin Tenebrio molitor (Un kurdu)
larvalari tizerindeki doz denemeleri



4. TARTISMA

Insan niifusunun siirekli artmasiyla tarimsal iiretime olan ihtiya¢ da aymi oranda
artmaktadir. Bu da hic siiphesiz tarimi en 6nemli sektdrler arasma sokmaktadir. Tklim
ozelliklerinden dolay1 Tiirkiye meyve yetistiriciligi ve ihracat1 bakimindan 6nemli bir iilke
konumundadir. Bu yiizden kaliteli ve siirdiirebilir meyve yetistiriciligi ¢ok 6nemlidir. Bu
gibi sebeplerden 6tiirli meyve yetistiriciliginde biiylik ekonomik kayba yol acan zararlilarla
en kisa siirede ve en etkili sekilde miicadele edilmesi gerekmektedir. Bitki {iretiminin
artmas1 ve siirdiirebilirligi i¢in bitkisel liretimde hastalik ve zararlilardan kaynaklanan
%30-35 oranindaki kaybin azaltilmasi hayati bir deger tasimaktadir. Dolayisiyla da
stirdiiriilebilir bitki koruma yapilmasi mecburidir. Siirdiiriilebilir bir tarim igin ise en uygun
miicadele sekli tiim bitki koruma yontemlerinin bilimsel veriler 1518inda beraber
kullanildig1, bir ekosistemdeki zararlilar1 tamamen yok etmek yerine ekonomik zarar
esiginin altinda tutma prensibine dayanan entegre miicadeledir.

Entegre miicadelenin en siirdiiriilebilir unsuru ise canli olmasi sebebiyle soyunu
devam ettirmesi ve dogaya uyum sagladiginda siirekli bir denge unsuru olmasi nedeniyle
biyolojik miicadele iirlinleridir.

Bu calisma ile Tiirkiye’nin en genis alanda tarimi gergeklestirilen meyve
bahgelerinin en O©nemli zararlilarindan olan Capnodis tenebrionis’den izole edilen
bakteriyel izolatlarla tarim zararlilarina karsi kullanilabilecek mikrobiyal bir etmen
gelistirilebilir.

Mikrobiyal etmen gelistirmenin temelinde zararli bocekleri zayiflatan veya oldiiren
mikroorganizmalarin kesfedilmesi yatar. Bu amag¢ dogrultusunda yapilmasi gereken ilk is,
zararlilarin bakteriyel floralarinin taranarak Oldiiriicii etkisi en yiiksek izolatlarin
belirlenmesidir. Bir¢ok bdcek tiirii bireysel ya da popiilasyon seviyesinde bakterilerle ¢ok
yakindan iliski i¢indedir (Boursaux-Eude ve Gross, 2000). Baz1 bakteriler bocekler igin
patojendir. Zararli boceklerin patojenleri c¢alisilirken, bakteriler arasindaki zorunlu
simbiyotik iliskiler bilyiik dnem tasimaktadir (Sezen vd., 2004; ince vd., 2008; Sevim vd.,
2010; Gokee vd., 2010). Zararli boceklerin biyolojik miicadelesinde bu organizmalarin

kullanilmasi bir¢ok bilimsel arastirmaya da temel olusturmustur (Haiwen vd., 2005).
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Bocekler, tasiyict vektorler olarak biinyelerinde bir¢ok bakteri bulundurur. Bunlarin
bir kismu bitkiler ve insanlarda ¢esitli hastaliklara neden olurken, bazilar1 ise boceklerde
c¢esitli sorunlar olusturur.

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda daha 6nce Capnodis tenebrionis’in bakteriyel
florasiyla ilgili herhangi bir calisma tespit edilememistir. Dolayisiyla, bu calisma, C.
tenebrionis’in bakteriyel florasi iizerine yapilan ilk ¢alismadir.

C. tenebrionis’in hem larvast hem de ergini zararhdir ve larvanin kék kabugunun
altinda bulunmasindan dolay1 miicadelesi ¢ok zordur. Su ana kadar zararliyla miicadele de
erginlerin toplanarak oldiiriilmesi ile mekanik miicadele insektisitler ile de kimyasal
miicadele uygulanmasina ragmen yeterli sonug elde edilememis, bocek kimyasal ilaglara
kars1 diren¢ kazanmustir.

Bu calismada zararl ile miicadelede bakterilerin roliinii anlayabilmek i¢in 6ncelikle
toplanan larva ve erginlerden bakteri izolasyonu gergeklestirildi. C. tenebrionis’ten 21 adet
bakteriyel izolat elde edildi. Izolatlarm tiir tayininde kullanilan morfolojik ve fizyolojik
yontemlerin yani sira tanimlamanin daha etkili bir sekilde yapilabilmesi i¢in 16S rDNA
analizi yapildi. 16S rDNA genleri olduk¢a iyi korunmus iiniversal siralara sahiptir (Woese,
1987). Bu genler bakteriler arasindaki akrabaliklar1 belirlemede hedef bir bolgedir ve
bakterilerin tlir veya cins seviyesinde tanimlamalarinin yapilmasinda son zamanlarda
oldukca onemli bir ara¢ haline gelmistir (Sacchi vd., 2002). Ayrica ¢alismada 16S rDNA
dizi analizi ¢alismalarmi desteklenmesi amaciyla API20E, APISOCH ve VITEK-2
tanimlanma sistemleri de kullanildi. Bu sistemler sayesinde izolatlarin sahip oldugu
metabolik aktiviteler ve biyokimyasal Ozellikleri hakkinda genis bilgi edinilerek tiir
tanimlamalarda kullanildi. Rutin ¢alismalarla elde edilen veriler tiir tayini icin yetmedigi
durumlarda bu test sistemlerinden elde edilen veriler kullanildi.

21 bakteriyel izolatin yapilan caligmalar sonucunda karar verilen tiir bilgileri

asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 18).
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Tablo 18. Bakteriyel izolatlara ait kit ve 16S rDNA tanimlamasi sonucunda elde

edilen sonuglar

Tiirler API VITEK-2 16S rDNA
E-1 Bacillus thuringiensis Bfac.zllus' : Bacillus cereus
cereus/thuringiensis/mycoides
E-2 Raoultella planticola Klebsiella oxytoca Klebsiella oxytoca
E-3 Geobaczl{us . Tanimlanamad: Bacillus safensis
thermoglucosidasius
. S Bacillus .
E-4 Bacillus thuringiensis R : Bacillus cereus
cereus/thuringiensis/mycoides
E-5 Bacillus thuringiensis Eac.zllus' . Bacillus cereus
cereus/thuringiensis/mycoides
. . A . Bacillus )
E-6 Bacillus thuringiensis H : Bacillus cereus
cereus/thuringiensis/mycoides
OL-1  Bacillus thuringiensis ggoilius Bacillus mycoides
cereus/thuringiensis/mycoides
" Bacillus
OL-2 Tanimlanamadi Tanimlanamadi . .
amyloliquefaciens
OL-3 Bacillus megaterium Bacillus megaterium Bacillus aryabhattai
OL-4 Tanimlanamadi Brevibacillus laterosporus Bacillus cereus
OL-5 Bacillus subtilis Bacillus smithii Bacillus simplex
L-1 Raoultella terrigena Raoultella ornithinolytica Raoultella terrigena
. o Bacillus :
L-2 Bacillus thuringiensis L : Bacillus cereus
cereus/thuringiensis/mycoides
L-3 Enterobacter cloacae Enterobacier cloacae Enterobacter cloacae
complex
L-4 Tanimlanamadi Bacillus Bacillus anthracis

cereus/thuringiensis/mycoides
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L-5 Bacillus thuringiensis l'?ac'zllus' : Bacillus cereus
cereus/thuringiensis/mycoides

L-6 Bacillus thuringiensis l?ac'lllus‘ : Bacilluscereus
cereus/thuringiensis/mycoides

L-7 Bacillus pumilus Bacillus pumilus Bacillus pumilus

L8 Paenibacillus polvma Bacillus circulans/ Paenibacillus

poymy Paenibacillus glucanolyticus xylanilyticus
L-9 Tanimlanamadi Tanimlanamadi Bacillus flexus
L-10 Bacillus subtilis Tanimlanamadi Bacillus simplex

E-1, E-4, E-5, E-6, OL-4, L-2, L-5, L-6 numarali izolatlarin 16S rDNA dizi analizi
ve biyokimyasal testlere gore B. thuringiensis, B. cereus ve B. toyonensis ile %99
benzerlik gosterdigi belirlendi. Yapilan SDS jel elektroforezi ve kristal boyama sonucunda
kristal protein ihtiva etmedikleri belirlendiginden ve yapilan biyokimyasal ¢aligmalarin
sonucunda VP (Voges-Proskauer) testinin pozitif olmasit nedeniyle Bacillus cereus
olduguna karar verildi. B. cereus toprak kokenlidir ve bu yiizden tarim {iriinlerinde
dolayisiyla tarim zararlilarinda bulunabilir. Insektisidal aktivite testlerinde karaagag yaprak
bocegi lizerinde en yiiksek etkiyi %87 ile bu gruptan olan E-5 ve E-6 numarali izolatlarin
gosterdigi goriildii. OL-4 numarali izolat ise E-1 numarali izolat ile birlikte %80 6liim
oran1 gosterdi. Petek giivesi iizerinde gergeklestirilen aktivite testlerinde OL-4 numarali
izolat %60 ile en yiiksek oOldiiriicii etkiye sahipken E-4 ve E-5 numarali izolat %53, E-6,
OL-5 ve L-6 numarali izolatlar ise %43 oliim orami gosterdi. Un kurdu iizerinde
1,8x10° bakteri
1,8x108 bakteri

gerceklestirilen  aktivite testlerinde ise OL-4 numarali izolat

konsantrasyonunda %33 ile en yiksek Oliim oranina sahipken
konsantrasyonunda %20, 1,8x107 bakteri konsantrasyonunda ise %6 6liim oran1 meydana
getirdigi gézlenmistir. E-5 numaral izolat 1,8x10° bakteri konsantrasyonunda %6, 1,8x10%
bakteri konsantrasyonunda %3 6liim orani gdzlenirken E-6 ve L-2 numarali izolatlarda

1,8x10°% ve 1,8x10% bakteri konsantrasyonlarinda %10 6liim orani1 gozlenmistir. Yapilan
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tiim aktivite testleri dikkate alindiginda ise en yiiksek 6liim oranlarinin bu gruptan oldugu
goriilmistiir. B. cereus degisen cevre kosullarina uyum saglama yetenegine sahiptir. 5.
cereus toprakta yaygin bir sekilde bulunur (Vilas-Boas, vd., 2002). Toprakta yasayan
boceklerin bagirsak floralarinda gozlenmistir (Masi, 1978). Bu tiir siklikla aralarinda
Prodenia eridania, Plodia interpunctella, Periplaneta americana gibi tiirlerin bulundugu
bir¢ok hasta boceklerden izole edilmistir (Steinhaus, 1947).

OL-1 numarali izolat 16S rDNA dizi analizi sonucunda Bacillus thuringiensis, B.
cereus ve B. mycoides ile %99 benzerlik gostermistir. Rizoidli koloni yapisindan, VP
(Voges-Proskauer) pozitif ve hareketsiz olmasindan otiirii Bacillus mycoides olduguna
karar verildi. B. mycoides toprakta yaygin bir sekilde bulunur (URL-16). Bu tiiriin bir
metabolit ireterek misir kok kurdunu ve afitleri ya oOldiirdiigi ya da biiylimesini
durdurdugu belirlenmistir (URL-18). Insektisidal aktivite testlerinde bu izolat, Pyrrhalta
luteola tizerinde %50, G. mellonella lizerinde %10 oraninda aktivite gosterirken 7.
molitor’e kars1 insektisidal etki gdzstermemistir.

L-9 ve OL-2 numaral1 izolatlardan API ve VITEK-2 testleri ile sonu¢ almamadi.
Yapilan 16S rDNA analizine gore L-9 numarali izolatin Bacillus flexus, B. aryabhattai ve
B. pumilus olabilecegi belirlendi. Biyokimyasal testler goz oniine alindiginda ise jelatinaz
testi, nitrat testi, oksidaz testi ve nisastay1 hidroliz edebilme yeteneginin pozitif olmasin
dolay1 bu izolatin B. flexus olduguna karar verildi. B. flexus bir¢ok kez ¢esitli gollerden ve
deniz yosunu (Ulva lactula)’ndan izole edilmistir (Trivedi, vd., 2011; Wang ve Zhao,
2013). OL-2 numarali izolatin ise 16S rDNA dizi analizine gore Bacillus
amyloliquefaciens, B. subtilis ve B. velezensis olabilecegi belirtildi. Bu sonuglara gore
biyokimyasal testlerin sonuglar1 incelediginde, nisasta hidroliz testinin pozitif ve arginin
hidroliz testinin negatif olmasindan &tiirii bu izolat B. amyloliquefaciens olarak tanimlandi.
B. amyloliquefaciens patojen olmayan bir toprak bakterisidir ve bazi antifungal 6zellikleri
gosterir (Calderia, 2007). Yapilan literatiir sonuglarina gore, simdiye kadar findik ve tahil
ambarlarindan ve Simulium tuberosum’dan izole edildigi belirlenmistir (Demeli, 2014;
Reeves ve Nayduch, 2002). OL-2'nin insektisidal aktivite testinde P. luteola iizerinde
%40, G. mellonella lizerinde %06 oraninda aktiviteye sahipken 7. molitor iizerinde
insektisidal etkisi gozlemlenememistir. L-9 numarali izolatin ise P. luteola iizerinde %67,
G. mellonella tizerinde %10 oraninda 6liim meydana getirdigi goriildi. 7. molitor lizerinde

ise aktivitesi tespit edilemedi.
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OL-5 ve L-10 numarali izolatlarin 16S rDNA analizi sonucuna gére Bacillus
simplex, Brevibacterium frigoritolerans olabilecegine karar verildi. VITEK-2 test
sisteminin biyokimyasal sonuglar1 dikkate alindiginda ise bu izolatlarin katalaz pozitif,
amygdalin, arabinoz ve iire testleri negatif oldugundan B. simplex olduklar1 belirlendi. B.
simplex, daha once yapilan calismalarda Thaumetopoea pityocampa’dan izole edilmistir
(Ince, vd., 2008). OL-5 numarali izolat P. luteola iizerinde %63, G. mellonella iizerinde
%43 aktivite gostermistir. 7. molitor lizerinde etkisi goriilmemistir. L-10 numaral izolatta
ise P. luteola iizerinde %66, G. mellonella lizerinde %33 aktivite gosterirken 7. molitor
tizerinde herhangi bir dozda 6liim gézlenmemistir.

L-4 numarali izolat 16S rDNA dizi analizi ve VITEK-2 sonucuna gore Bacillus
thuringiensis, B. cereus, B. anthracis olabilecegi belirlendi. Yapilan biyokimyasal testlerin
sonucu dikkate alindiginda H,S tiretmedigi, katalaz pozitif oldugu ve Maltoz ve glikozu
pargaladig1 i¢in B. anthracis olduguna karar verildi. B. anthracis kapsiilli ve sarbon
hastaligina neden olan bir bakteri tiiriidiir. Toprakta yaygin olarak bulunur (URL-17).
Sarbon hastaliginin etkeni oldugu belirlenmeden 6nce toprakla iliskilendirilmistir (Rayer,
1850; Davaine, 1863). Insektisidal aktivite testlerinde L-4 numarali izolatta P. luteola’ya
karsi %77, G. mellonella’ya karst %10 ve T. molitor’e karsi ise 1,8x10° bakteri
konsantrasyonunda %6 oraninda etki gostermistir.

L-7 numarali izolatin hem 16S rDNA dizi analizi hem API sistemi hem de VITEK-
2 test siteminin sonucuna gore Bacillus pumilus oldugu belirlendi. Yapilan biyokimyasal
testlerde inositol ve Methyl a-D-glucopyranoside testinin negatif olmasi da bu izolatin B.
pumilus oldugunu desteklemistir. Bu tiir daha 6nce Diatraea saccharalis gibi bir¢ok bocek
tiirtinden 1zole edilmistir (Dantur, vd., 2015). Bu izolatin insektisidal aktivitesi ise P.
luteola tizerinde %77, G. mellonella iizerinde %13 olarak belirlenmis olup 7. molitor
tizerinde herhangi bir etkisi belirlenememistir.

E-3 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizine gore Bacillus stratosfericus, B.
pumilus, B. safensis ve B. aerophilus olabilecegi, APl sonucuna gore Geobacillus
thermoglucosidasius olabilecegi belirlendi. VITEK-2 panel sistemi bu izolati
tammlayamadi.  Izolatin  biyokimyasal &zelliklerinden olan inositol, maltozu
parcalayabilmesi ve 50°C’de biiyiiyebilmesinden dolay1 B. safensis olduguna karar verildi.
Insektisidal aktivitesi P. [uteola lizerinde %63 olarak tespit edildi. G. mellonella iizerinde
%20 6liim orani gostermistir. 7. molitor lizerinde ise herhangi etki belirlenememistir. Bu

tir ilk defa uzaya goénderilen uzay aracindan izole edilmistir (Satomi vd., 2006). Daha


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1462-2920.2003.00461.x/full#b7
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1462-2920.2003.00461.x/full#b7
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1462-2920.2003.00461.x/full#b8
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sonralar1 Tomova vd. (2013) tarafindan Bulgaristan’da bir magaradan izole edilmistir.
Yine daha once yapilan ¢alismalarda Sesamia nonagrioides larvalarindan izole edilmistir
(Eski, 2015).

On bulgulara dikkate alindiginda OL-3 numarali izolatin 16S rDNA analizine gére
Bacillus aryabhattai veya B. megaterium olabilecegi, VITEK-2 ve API test sistemlerine
gore ise B. megaterium olabilecegi belirlendi. Ancak izolatin biyokimyasal &zellikleri
dikkate alindiginda Jelatinaz, VP (Voges-Proskauer) ve nisasta hidroliz testi pozitif
oldugundan B. aryabhattai olduguna karar verildi. Bu tiir daha onceki c¢alismalarda
Oryctes rhinoceros’dan izole edildigi goriilmiistiir (Sari vd., 2016). Insektisidal aktivite
testi sonucunda ise bu izolat P. luteola tizerinde %63, G. mellonella tizerinde ise %10 6lim
orani gosterdi. 7. molitor iizerinde aktivitesi goriilmedi.

E-2 numarali izolatin 16S rDNA dizi analizi ve VITEK-2 sistemi sonucu %99
Klebsiella oxytoca ve Raoultella terrigena olabilecegini, APl Raoultella planticola
olabilecegini gdsterdi. Bu izolatin hareket edebilme yeteneginin bulunmamasi ve katalaz,
VP (Voges-Proskauer), sitrat test sonuglarinin pozitif olmasi sonucu Klebsiella oxytoca
olduguna karar verildi. Bu tiiriin daha 6nce Diatraea saccharalis’den izole edilmis oldugu
goriildic (Dantur, vd., 2015). Karaaga¢ yaprak bocegi larvasi iizerinde bu izolatin
insektisidal etkisi %50, petek giivesi larvasi lizerinde %13 olarak tespit edildi. Un kurdu
larvalar lizerinde bir etki gozlenmedi.

L-3 numarali izolatin API ve VITEK-2 sonucuna gore %99 Enterobacter cloacae
ve 16S rDNA dizi analizine gore ise %99 E. cloacae veya E. ludwigii oldugu belirlendi.
VITEK-2 test sisteminin diger biyokimyasal test sonuclariyla karsilastirma yapildiginda ise
katalaz testinin pozitif, oksidaz testinin negatif olmasi nedeniyle bu izolatin E. cloacae
olduguna karar verildi. Bu tlir daha 6nce ipek bocegi gibi birgok tiiriin bagirsaginda izole
edilmistir (Watanabe ve Sato, 1998). Karaaga¢ yaprak bocegi larvasi lizerinde insektisidal
etkisi ise %20 olarak gdzlendi. Petek giivesi ve un kurdu larvalar lizerinde ise herhangi
insektisidal etkisi gdzlenmedi.

L-8 numaral1 izolatin 16S rDNA dizi analizine gore Paenibacillus xylanilyticus, P.
illinoisensis, P. pabuli olabilecegi, APl sonucuna gore P. polymyxa ve VITEK-2 test
sistemi sonucuna gore ise P. glucanolyticus olabilecegi belirlendi. Biyokimyasal testler
dikkate alindiginda indol testinin negatif, inulin ve gliserol testlerinin ise pozitif sonug
vermesi bu izolatin P. xylanilyticus oldugunu gosterdi. Paenibacillus tiirleri toprakta, suda

ve hasta bocek larvalarinda bulunur (Daane et al., 2002). Cryllotalpa gryllotalpa’dan P.



73

xylanilyticus izole edilmistir (Sezen, vd., 2013). Insektisidal etkisi ise P. luteola iizerinde
%66, G. mellonella lzerinde %13 oldugu gozlendi. 7. molitor’e karst bir aktivitesi
gozlenmemistir.

L-1 numaral1 izolatin 16S rDNA dizi analizi sonucuna gire Raoultella terrigena, R.
variicola, R. ornithinolytica ile, API sonucuna gore R. ferrigena ile ve VITEK-2 sonucuna
gore ise R. ornithinolytica ile benzerlik gosterdigi belirlendi. API ve VITEK-2 panel
sistemleri bu izolatin R. terrigena oldugunu indol ve ornitin testinin negatif olmasi ve
Voges-Proskauer testinin pozitif olmasi ile destekledi. Bu tiir, Dendroctonus
rhizophagus ve D. valens’den daha once yapilmis calismalarda izole edildigi goriilmiistiir
(Morales-Jimenéz, vd., 2013). Bu izolatin insektisidal etkisi P. luteola iizerinde %53, G.
mellonella tizerinde %3 olarak gbzlendi. 7. molitor larvalarn iizerinde yapilan aktivite
testlerinde ise 6liim gézlemlenmedi.

Yapilan insektisidal aktivite ¢alismalarinda ozellikle izole edilen gram negatif,
sporsuz bakterilerin diisiik aktivite gosterdikleri tespit edildi.

Etkinlik denemelerinin sonuglarma gore, Coleoptera takimindan karaaga¢ yaprak
bocegi olan P. luteola zararlisi iizerinde E-5 ve E-6 numarali izolatlarin (Bacillus cereus)
yiiksek oldiiriicii etkiye sahip (% 87) oldugu, Lepidoptera takimindan G. mellonella ve
Coleoptera takimindan T. molitor iizerinde ise OL-4 numarali izolatin diger izolatlar
arasinda en yliksek oldiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edildi. Boylece bu izolatlarin C.
tenebrionis ve diger tarim zararhilara karsi kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu

diistiniilmektedir.



5. SONUCLAR

Bu calisma sonucunda, diinyada ve iilkemizde basta kiraz, kayisi, visne, seftali
agaclar1 olmak iizere bircok meyve ve orman agacinda ciddi zararlara yol acan Capnodis
tenebrionis’den bakteri izolasyonu gergeklestirildi ve izole edilen bakterilerin insektisidal

etkileri belirlendi. Calismada ulasilan sonuglar asagidaki gibi siralanabilir:

1) C. tenebrionis’den 21 kiiltliredilebilir bakteriyel izolat elde edildi.

2) Bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerine gore
karakterizasyonlar1 yapildi.

3) 21 izolattan 13’iiniin farkli tiir oldugu belirlendi.

4) C. tenebrionis’den ilk defa bakteri izolasyonu ger¢eklestirilmis oldu.

5) C. tenebrionis’izole edilen bakteriler; Bacillus cereus (E-1, E-4, E-5, E-6, OL-4, L-
2, L-5, L-6) Bacillus mycoides (OL-1), Bacillus pumilus (L-7), Paenibacillus
xylanilyticus (L-8), Bacillus flexus (L-9), Bacillus simplex (L-10, OL-5), Raoultella
terrigena (L-1), Enterobacter cloacae (L-3), Bacillus anthracis (L-4) Klebsiella
oxytoca (E-2), Bacillus safensis (E-3), Bacillus amyloliquefaciens (OL-2), Bacillus
aryabhattai (OL-3) seklinde belirlendi.

6) Bakteriyel izolatlardan OL-4, E-5 ve E-6 numaral izolatlarin insektisidal aktivite

testlerinde en yliksek oldiiriicii etkiye sahip olduklar1 belirlendi.



6. ONERILER

Bu calismada, Capnodis tenebrionis’ten 21 adet bakteri izolat1 elde edildi. Ve bu
izolatlarin karaagac yaprak bocegi, petek giivesi ve un kurdu larvalari tizerinde insektisidal
etkileri arastirildi. Calismada ulasilan sonuglar dikkate alindiginda gelecek c¢aligmalara

yonelik olarak asagidaki hususlar belirlenmistir.

1) Elde edilen izolatlarin Capnodis tenebrionis ve coleopteran diger meyve agact

zararlilar lizerinde insektisidal aktiviteleri arastirilabilir.

2) Insektisidal aktivite testleri yapilirken tek bir izolatin degil, birden fazla izolatin
etkisi ayn1 anda denenebilir.

3) Yiiksek oldiiriicii etkiye sahip izolatlarin arazi uygulamalar1 yapilabilir.

4) Yiiksek oldiriicii etkiye sahip olan izolatlarin mikrobiyal miicadele preparatina

dontistiirme galismalari baglatilabilir.
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8. EKLER
Ek 1. Besiyeri, Ayirac, Boyalar ve Kimyasallarin Hazirlanis
EKk 1. 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 karistirilir ve otoklavlanarak steril edilir.

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

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

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

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

Ek 1.2. Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlanisi

Aseton Alkol: 250 ml % 95°1ik etanol ve 250 ml saf aseton karigtirilarak 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 ayr1 soliisyon hazirlanip ardindan ikisi
birbirine karistirilir: 1) 1 g kristal violet, 10 ml %95°1ik etanol, 90 ml saf su ile karistirilir.
2) 4 g amonyum oksalat ve 400 ml saf su ile karistirilir. Bu iki soliisyon daha sonra
birbirine karistirilarak 1 gece bekledikten sonra kullanilir.

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

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

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

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

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

yardimuyla steril edilir.

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

3M pH 5.2 Sodyum Asetat Hazirlanisi(100ml): 40,824 g sodyum asetat 50 ml saf
suda ¢oziindiikten sonra asetik asit yardimiyla pH’1 5,2’ye ayarlanir ve daha sonra 100

ml’ye tamamlanir. Otoklavlanarak kullanilir.
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EK 2. Elde Edilen izolatlarin 16S rRNA Gen Siralari
E-1:

AGAGAAAATGCATCCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGC
GGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAA
CGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGC
TCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATA
AGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACT
GCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGACTGTCACTTATGGATGGACCCGC
GTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGGGA
AGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC
AGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCT
CCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATC
ATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAA
CCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGC
CGGAGCATGCGATTCCTTCGC

E-2:

ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAG
AGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTG
CCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCG
CAAGACCAAAGAGGGGGACCTTNGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATG
GGATTAGCTTGTAGGTGAGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGG
TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACG
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GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGA
AGGGAGTGAGGTTAATAACCTTATTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATTC
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTGGAGTCTTGTA
GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
ATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGAT
GTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAA
GTCGACCGCCAGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAANTTAGCAGAGATGCTTTNGTGCCTTC
GGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCG
GTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGC
ATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGT
CGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGG
GAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAG

E-3:

CGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGAT
GAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAG
AGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCC
TGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAAATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGT
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCTTGAAATGTTGGGTTAGTCC
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CGAACGAGCGCACCCTTGTCTTAGTTGCAGCATTTAGTTTGGCATCTAAGGTGC
TGCCGGTGGAAAACCCGAGGAAGGTGGGGATAATTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGAC
CGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCA
ACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAAT
CGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGACTGTATCA

E-4:

GTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGA
AGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC
AGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTCTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAACGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTTTTGACTCCTCTGAAACCCTAGAGATAGGCTTCTCCTT
CGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAATTCCCCAACGAGCGCACCCTTGATCTAGTTGCATCATTAATTGG
GCCTCTAAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACA
AAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTC
GGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGA
CTCCGTACCC

E-5:

ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
CTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAA
GCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
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CGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
TGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GACCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC
TGCCGGTGACAACCGGAAAGAGGTGGGGATAACTCCAATCATCATGCCCCTTA
AGACCTGGGGTACAACGTGGTAAAATTGGAGGGTAAAAAAGTTGCCAAACCC
GACGGTGGGACTATTTCTAAAACCTGTTCCTTGTTATTGAGGGGGCGACTGCCC
ATGGAGTGGAACCCTAAAACGCGAAAAGTCGCCGCTAAATTTCGCGGTTTTAC
GCGCGCCCAGGTCGCCTAACCGCCTCTCGGCCGCCGGAGTGAGCAACCAACCT
TGACCAGTTTTAACGAGACCGTTGGTAAGCGCGCCCGGATCACTCTCCTCCCC
AGGACGCCAGACCCGCGCCCTACGAGATCGGACTTTCAACTCGCCTACATGAA
GCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCC
GCCATGGCGGCCGGAGCATGCGACCCGTACC

E-6:

GTGTAAGATTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATT
CTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGC
AAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGG
TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG
GGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGC
TTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCAACGATGGTAGCGGCCTGAGAGGTGATCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGATTCCTACGGGAAGCAGCAGTAGGGATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGG
GTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGC
AGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCA
TTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTC
TGGTCTGTAACTAACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTC
CGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGC
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CGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCT
GAAAGCCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGT

L-1:

CGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACA
CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGC
AAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT
ACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCGACAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTA
CTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
GGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTG
TCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCGAAACTG
GCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGAC
TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTC
CGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGA
GATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCT
TTGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGG
ACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGC
CGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGAGAGTTTCC

L-2:

GCGTTGACGAAATCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACA
TGCAAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAA
ACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGG
CGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
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GTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATA
AGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGACGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGA
GGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCA

L-3:

GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA
TTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAAGCGGCCCCCT
GGACAAAGACTGACGCTCAGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGTCGACTTGAGTTGTGCCCTTGAGCGTG
CTTCCGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA
AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCA
GAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
CCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAA
CTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAG
CGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTT

L-4:

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
CTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAA
GCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGCAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGC
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GACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGG
GTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA
TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCG
CGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATC
GAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGACGCCGTTACTC

L-5:

TCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAACGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGA
AGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC
AGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGTGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCT
CCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCTTTGATCTTAGTTGCCATCA
TTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAAC
CGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCC
GGAGCATGCGACTCCGTATCCCAATGTTATCCGGGTATAGGCCCGGGTTTCCC
GGAATTATCCAAGTCTTATGGGCGAGGTTCCCCACGGGGTTACTCACCGGTCG
CCGCGTAAATTTCTTGAGAGAAAGCTCCCACATCCC
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L-6:

GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA
GTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGA
GGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTGGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAGCGATGA
GTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGG
GAGCAGAGTGACAGGGGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTGATCTTAGTTTGCCATCATTAA
AGTTGGGGCATTCTAAAGGTGACTGGCCGGTGACCAAACCGGAAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAA
ACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCG
GCCCGGAGCATGCCACCCCGTTTACCCG

L-7:

GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCC
GGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATG
AAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGA
GTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
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GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGT
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCTTGAGATGTTGGGTAAGTCC
CGCACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCCTCTAAG
GGGATGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAATCTTCATGC
CCCTTAGACCTGGGCTACAACTGGTTCAATGGAAGAACAAAGGGTGCGAAACC
CCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAA
CTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATC
GAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGACTCGCTAACCT

L-8:

TTGCTTTCTTCGCCTGAAGGAAGCTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGAG
GATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGA
CGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAA
GCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTC
TGTTGCCAGGGAAGAACGTCCTTGAGAGTAACTGCTCAAGGAGTGACGGTACC
TGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTT
AAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCACTGGAAACTGGAT
GACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCC
GAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTACAGAG
ATGTACCTTTCCTTCGGGACAAAGGAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTATCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCACCGAGCGCAACCCTTGATCTTA
GTTGCCAGCACTTCCGGTGGGGCATTCTAAGGTGACTGCCGGGTGACAAACCG
GAAGGAAGGTGGGAATGAACTCAAATCTCCTTGGCCCTTTAGGACCTGGGCTA
CACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGCTGTGAAACCGCGAGGTGGAAC
GAATCCTAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCAT
GAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCG
GCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGAGCCGTCCCA
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L-9:

GGGTAACGAATCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAT
TCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATG
CAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGGAGAGCG
GTTGATACACGGTGGCCACACTCCCTTTAAAGGTGGGATACTCCGGGGAACCG
GGAGTTAAACCCGGGTACCATTTTCTTTTGCAAAAGGAAAAATTGAAAGATGG
TTCGGGTTTCAATTTCAGAATGGGCCCCGGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAAGCAGCAGTAGGGATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTC
GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGT
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG
CAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTT
TTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTT
CCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGATAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACCCTAAGGTGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA
TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCG
CGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGG

L-10:

ACGTACAACTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATT
CTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGC
AAGTCGAGCGAATCGATGGGAGCTTGCTCCCTGAGATTAGCGGCGGACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAACCTGCCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGA
GCTAATACCGGATACGTTCTTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTT
ACGCTGTCACTTATAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAT
GGCTCACCAAGGGGACGATGCGTAGCGGACCTGAGAAGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTC
GGGTCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGGT
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ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG
CAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT
CTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTT
CCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT

OL-1:

GTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTC
GAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGG
CTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCG
GGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGC
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG
CAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT
CTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTT
CCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCG
CGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
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CTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTA
ACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACA
GATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA

OL-2:

GTTCAGACATAAAAGGTGGCTTTGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGA
AGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAA
AGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCGGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTT
CGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGAAGGAAGGTGGGGATA
ACTCCAATCTTCTTGCCCTTATGCCTGGGGTACCACTTGTTCAATGGGCAAACA
AAGGGACCGAACCGCGGGTTAACCATTCCCAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG
CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC
ATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGG
TACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGACCGCTA
CC

OL-3:

CACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGG
GTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCA
GGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
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TGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCG
CCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG
CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
ACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGATTGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG
ACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCG
AGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACT
CGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGA
ATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGAGAGTACGT

OL-4:

GGGTACGAGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATT
CTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGC
AAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC
GGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGG
CTTTGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCT
TTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAATAAGTGCTAGTTGAATAAGC
TGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAG
GGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGG
TTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
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OL-5:

TCGGTAGGGGGGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACA
TGCAAGTCGAGCGAATCGATGGGAGCTTGCTCCCTGAGATTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACC
GGAGCTAATACCGGATACGTTCTTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGG
TTTACGCTGTCACTTATAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGC
CTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTACTGCT
GGTACCTGACGGTACCTACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GCAGGTGGTTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGG
TCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACT
TTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTT
TCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC
TCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCC
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