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ONSOZ
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Doktora Tezi
OZET

CizGILI YAPRAKKURDU
(SPODOPTERA EXIGUA HUBNER, LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)'NA
KARSI BAKTERI ORJINLI BIiYOPESTISIT GELISTIRILMESI

Ardahan ESKI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2018, 99 Sayfa, 14 Sayfa Ek

Polifag bir zararli olan ¢izgili yaprakkurdu bitkilerin yapraklart ve meyveleri ile beslenerek
onemli ekonomik kayiplara neden olur. Entamopatojen bakterilerin zararli ile miicadelede
kullanilmasima yonelik yapilan bu calismada S. exigua larvalarindan toplam 15 bakteriyel
izolat elde edildi ve fenotipik ve genotipik Ozelliklerine gore karakterizasyonlar1 yapildi.
Izolatlarin zararli iizerindeki tarama testlerinde, %100 mortalite ile en etkili izolat olan
Bacillus thuringiensis Sel3 i¢in LTso degeri 1,59 giin olarak belirlendi. Bu izolat ile
gergeklestirilen doz denemeleri sonucunda LCso degeri ise 7,4 x 10* cfu/ml olarak belirlendi.
Maksimum spor-kristal tiretimi i¢in izolatin fermentasyon kosullari Taguhi metodu ile
optimize edildi. Belirlenen optimum kosullar kullanilarak fermentérde spor-kristal iiretimi
gerceklestirildi. Elde edilen spor ve kristallerin piiskiirterek kurutma yontemi ile
enkapsiilasyonu gerceklestirildi. Uretilen toz formiilasyonun 1slanabilme siiresi 25,22+1,75
saniye, siispanse olma yiizdesi %77,66, nem igerigi %7,29+0,16, ortalama partikiil boyutu,
13,462 um olarak belirlendi. Uriin, zararl iizerinde 10° cfu/ml konsantrasyonda %100 &liim
meydana getirdi ve LTso degeri 0,8 giin olarak belirlendi. LCso degeri ise 1,6x10* cfu/ml
olarak belirlendi. Uriiniin toksisite/patojenite ¢alismalari ile siganlar iizerinde herhangi bir
etkisinin olmadig1 goriildi. Calisma sonucunda zararlinin entegre miicadelesinde

kullanilabilecek ¢evre dostu ve giivenilir bakteri kaynakli bir biyopestisit tiretildi.

Anahtar Kelimeler: Spodoptera exigua, Bacillus thuringiensis, Mikrobiyal miicadele,
Biyopestisit, Taguchi metodu
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PhD. Thesis
SUMMARY

DEVELOPMENT OF BACTERIAL BASED BIOPESTICIDE AGAINST
(SPODOPTERA EXIGUA HUBNER, LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Ardahan ESKI

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2018, 99 Pages, 14 Pages Appendix

The beet armyworm which is a polyphagous pest, feeds on the foliage and fruits of plants

causing economically significant yield losses. In order to use the entamopathogenic bacteria

against the pest, a total of 15 bacterial isolates were obtained from the S. exigua larvae, and

their identifications were performed using phenotypic and genetyping characteristics.

Bacillus thuringiensis Sel3 caused the highest (100%) insecticidal activity in the screening

test, and LTso was determined as 1,59 days. As a result of the dose experiments performed

with Sel3, the LC50 value was determined as 7,4 x 10* cfu/ml. The fermentation conditions

of the isolate were optimized by the Taguchi method for the maximum spore-crystal

production. Spore-crystal production was carried out in the fermenter using the determined

optimum conditions, and the obtained spores and crystals were encapsulated by spray

drying. The wettability, suspensibility, moisture content, and particle size of the
encapsulated product were determined as 25,22 s, 77,66%, 7,29% and 13,462 pum,
respectively. The product showed 100% mortality at 10° cfu/ml concentration, and LTso

value was determined as 0,8 days. LCso value of the product was determined as 1,6x10*

cfu/ml. Toxicity and pathogenicity tests conducted with the rats showed that encapsulated

product had not adverse effect on the mammals. As a result, an environmentally

friendly and reliable bacterial biopesticide that can be used in the integrated management of
S. exigua has been produced.

Key words: Spodoptera exigua, Bacillus thuringiensis, Microbial management, Biopesticide,
Taguchi method
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Insanoglunun yeryiiziindeki yasamiin siirekliligi icin tarimsal iiretim vazgecilemez
bir zorunluluktur. Bitkisel iiretimin her asamasinda {irlinlere zarar veren ¢ok sayida hastalik,
yabanci ot ve zararli bocek bulunmaktadir. Yirminci yiizyilin bagindan itibaren endiistriyel
tarimin yayginlagsmasiyla birlikte tarimsal iiretimde ekonomik kayiplara neden olan zararh
organizmalarla yapilan miicadele faaliyetleri daha biiyiik bir 6Gnem kazanmistir.

Yirminci ylzyil igerisinde hizla artan diinya niifusunun besleme ihtiyacini
karsilayacak tarimsal iiretimin saglanmasinda “Yesil Devrim” olarak da adlandirilan
gelismelerin 6nemli etkisi olmustur. Yirminci ylizyil baslarindan itibaren, genetik biliminde
meydana gelen gelismelerin bitki ve hayvan 1slahinda yaygin olarak kullanilmasi yiiksek
verimli bitki ¢esit ve hayvan irklarinin gelistirilmesine olanak saglamistir. Bunun yaninda
tarimda mekanizasyonun gelismesi, kimyasal giibre kullaniminin yayginlagsmasi, hastalik ve
zararlilarin neden oldugu kayiplarin kimyasal miicadele ile dnlenmesi ya da en az diizeye
indirilmesi, bitkisel iiretimde sulama sistemlerinin yayginlastirilmasi ikinci diinya
savagindan sonra bitkisel tiretimde %100’ asan artiglara yol agmis, bunun sonucu 6zellikle
gelismis tlilkelerde tliretim fazlasi olusmustur. “Yesil Devrim” sayesinde 1960’11 yillardan
itibaren, bu yeni cesitler ile yeni tarim teknolojileri gelismekte olan {ilkelere kisa stirede
girmis ve gida yetersizligini dnlemede 6nemli rol oynamustir.

“Yesil devrim” iilkemizde de tarimsal iiretimde, 6zellikle 1960’lardan sonra etkili
olmustur. Uretim, birim alandan daha yiiksek verim almay1 hedefleyen entansif iiretime
kaymis ve yogun kimyasal giibre ve ila¢ kullanimina dayal1 bir tarimsal iiretim sekli ortaya
cikmistir. Tarimsal ilag kullaniminin sinirlandirilmasi ve kontrollii uygulanmasi i¢in 2001

yilinda 6nlemler alinsa da giiniimiizde hala yogun sekilde kullanimlari s6z konusudur (Tablo
1).



Tablo 1. Ulkemizde kullanilan tarim ilaglarinin yillara gére dagilimi

Vallar Tarimsal ilaglar Toplam

Insektisit Fungusit Herbisit Akarisit Rodentisit Diger  (Ton)
2006 7.628  19.900 6.956 902 3 9.987 45.376
2007 21.046 16.707 6.669 966 51 3.277 48716
2008 9.251 16.707 6.177 737 351 5.613 38.836
2009 9.914 17.863 5961 1.533 78 2302 37.651
2010 7.176  17.396 7.452  1.040 147 5344 38.555
2011 6.120 17.546 7.407 1.062 421 6.978 39.534
2012 7.264 18.124 7.351 859 247 8.766 42.611
2013 7.741 16.248 7.336 858 129 7.128 39.440
2014 7.586 16.674 7.794 1513 149 6.007 39.723
2015 8.117 15.984 7.825 1576 197 5.327 39.026
2016 10.425 20.485 10.025 2.025 259 6.835 50.054

Kaynak: TUIK, 2017 (URL-1)

Yesil devrimin uygulanmaya baslamasiyla birlikte tarimsal girdilerde biiyiik artiglar
meydana gelmis ve diinyada 1950 ile 2000 yillar1 arasinda kimyasal giibre kullanimi1 10 kat,
pestisit kullanimi 32 kat artmistir. Yirminci yiizyilin sonlarina gelindiginde ise endustriyel
tarimda tiretimi artirmak i¢in kullanilan giibre ve zararli organizmalar1 kontrol altina almak
amaciyla kullanilan pestisitlerin ¢evre ve insan saghigi lizerindeki zararlar1 goriilmeye
baglanmustir.

Pestisitlerin uygulanmas: esnasinda bir kismi1 havaya karigirken, bir kismi bitki ve
toprak yiizeyinde kalir. Havaya karigan pestisitler havadaki toz partikiillerine baglanarak
kilometrelerce uzaklara siriklenebilir. Ayrica, havadaki diger kimyasallarla birleserek
ikincil kirleticileri olusturur. Bu durum, canlilarin ve insanlarin etkilemesine neden olur.
Toprak yuzeyinde kalan pestisitler ise, topraktan havaya buharlasabilecekleri gibi yer alti
sularina sizarak veya akarak da tehlike olusturabilir. Sularda bakteriler ve planktonlarda
tutunan insektisitler, besin zinciri yoluyla baliklardan insanlara kadar ulasir (Sekil 1). Pestisit
kalintilar1 insanlarda dermatit, gbzlerde tahris, solunum yolu rahatsizliklari, kasilma krizi
vakalar1, sperm gelisiminin etkilenmesi gibi sonuglara yol agmaktadir. Kronik etkilerinin
haricinde bazi pestisitlerin, insanlarda mutajenik, teratojenik ve kanserojenik etkilerinin
oldugu yapilan ¢aligmalarla saptanmistir (Alavanja vd., 2004; Nicolopoulou-Stamati vd.,
2016).
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Sekil 1. Pestisitlerin dogadaki hareketi (Giiler ve Cobanoglu, 1997)

Bunlarin yaninda tehlikeli boyutlara varan pestisit kalintist nedeniyle ihracati
gerceklestirilen birgok tirlin Ulkemize geri gonderilmektedir. Bu surecte Glkemiz ekonomisi
ve prestiji sarsilmaktadir.

Son on yilda AB iiyesi iilkelere ihra¢ ettigimiz 3192 parti bitkisel iirlin uygun
bulunmayarak iilkemize geri gonderilmistir. Yapilan incelemelerde, 683 parti trlinde pestisit

kalintisina, 49 parti iiriin de ise bocek veya bocek kalintilarina rastlanilmistir (Tablo 2).



Tablo 2. Turkiye’den AB llkelerine gonderilen bitkisel Griin partilerine gore uygun
bulunmayanlarin sayisi ve nedenleri

Uygun Bulunmama Nedeni

Yillar Bocek veya Bocek Kalintist ~ Pestisit Kalintisi Diger Toplam
2007 7 27 267 301
2008 9 42 263 314
2009 3 29 249 281
2010 5 50 204 259
2011 5 118 212 335
2012 4 61 255 320
2013 2 39 199 240
2014 3 67 148 218
2015 4 88 198 290
2016 2 77 218 297
2017 3 85 249 337
Toplam 47 683 2462 3192

Kaynak: Gida ve Yemler i¢in Hizli Alarm Sistemi (RASSF), 2017 (URL-2)

2017 yilinda toplam 337 bildirim yapilmis ve bunlarin 85°1 pestisit kalintisi, 3’1 bocek
veya bocek kalintisi nedeniyle gerceklesmistir. Ulkemizden Norve¢ (Kuru iiziim),
Danimarka (Organik nohut) ve Ispanya’ya (Kuru incir) gonderilen iiriinlerde bdcek veya
bocek kalintisina rastlanilmistir. Ote yandan Bulgaristan’a génderilen biber, nar ve limonda,
Romanya’ya gonderilen zim ve biberde, Hirvatistan’a gonderilen domateste, Isveg’e
gonderilen asma yapraginda, Yunanistan’a gonderilen limonda, Avusturya’ya gonderilen
boriilcede, Hollanda’ya gonderilen narda ve Isvicre’ye gonderilen biberde pestisit kalintist
tespit edilmistir.

Bu nedenlerden dolay1 tarimda siirdiiriilebilirligi saglamak amaciyla ¢evre dostu
yontemlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi zorunlu bir hal almistir. Bu nedenle tiim miicadele
metotlarinin zararlilar1 belirli bir seviyede tutmak i¢in uyum iginde kullanildigi entegre

miicadele ¢alismalar1 onem kazanmustir.



1.2. Entegre Mucadele

Birlesmis Milletler Besin ve Tarim Organizasyon (FAO)’una gore entegre zararh
miucadelesi, zararlilarin populasyon seviyelerini ekonomik zarar esigi altinda tutmak i¢in
bir¢ok metodun uygun bir sekilde kullanilarak zararlilarin populasyon dinamiklerini, ¢evre
ile iligkili bilesenlerle bir arada degerlendiren bir zararli yonetim sistemi olarak
tamimlamustir. Cevresel Kalite Konseyi (CEQ) 1972 yilinda entegre zararli yonetimini,
“Uriinleri tehdit eden potansiyel zararlilarin genis bir cesidini kontrol eden tekniklerin
kombine edildigi bir zararli yonetim yaklasim1” olarak tanimlamustir (Flint, 1981). Onciier
(2000), entegre zararli yonetimini “Zararli populasyonlarini ekonomik zarar esigi altinda
tutmak amaciyla bilinen micadele yontemlerinin bir arada diisiiniilerek, insan ve gevre
sagligina olumsuz etkileri en az olanlarinin uygulanmasina yonelik ¢alismalardir” diye tarif
etmektedir. Entegre zararli yonetimi; bocekler, hastaliklar ve yabanci otlarin yonetiminde
biyolojik, kiiltiirel, fiziksel, mekanik ve kimyasal araclarin ekonomi, saglik ve g¢evresel
riskleri en aza indirecek kombinasyonlarla kullanim1 seklinde de tanimlanabilir. Entegre
micadele, entegre zararli yonetimi veya entegre zararli miicadelesi olarak da bilinen bu
sistemin, sirdirtlebilirlik, mevcut tiim olanaklarin kullanimi ve risklerin minimize edilmesi
sekilde ii¢ ana temasi vardir.

Entegre mucadelenin yararlari,

1- Sirdiriilebilir tarimsal iiretimi ve kalkinmay1 saglar,

2- Kaliteli ve ilag kalintis1 bulunmayan iiriinler elde edilmesini saglar,

3- Zararli organizmalarin kullanilan ilaglara kars1 direng olusturmasini geciktirir,

4- Insan saglig1 ve cevrenin korunmasini saglar,

5- Biyolojik ¢esitliligin ve canlilar arasindaki dogal dengenin korunmasini saglar,

6- Zararlinin dogal diismanlarinin korunmasini saglar ve salgin yapma riskini azaltir.

7- Gereksiz ilaglamalarin 6nlenmesiyle hem insan ve hayvanlarda olusabilecek

zehirlenme riski hem de miicadele masraflar1 azalir.

Ulkemizde de T.C. Gida Tarmm ve Hayvancilik Bakanligi’nin 2012 yilinda yaptig
2013-2017 bes yillik stratejik planinda iyi tarim uygulamalar1 ve organik tarim ¢ercevesinde
tilkemizde yiiriitiilen bitki koruma faaliyetlerinin 2023 yilina kadar %50 oraninda entegre
zararhh yonetimi seklinde yapilmasi, biyolojik miicadele iiriinlerinin toplam bitki koruma
tirtinleri igindeki %1 olan pazar payinin %25’e ¢ikarilmast hedeflenmistir. Entegre micadele

yonetimin en 6nemli pargasi ve lilkemiz i¢in en uygulanabilir metodu biyolojik miicadeledir.



1.3. Biyolojik Mucadele

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

Biyolojik miicadele ¢alismalari temelde ti¢ ana baslikta toplanmaktadir. Bunlar:

1- Klasik biyolojik miicadele: Faydali organizmanin getirilerek dogaya salinmasi

2- Cogaltma (Augmentasyon): Faydali organizmanin iiretilerek dogaya salinmasi

3- Koruma (Konservasyon): Dogada mevcut faydali organizmanin korunmasi

1.3.1. DUnyada Biyolojik Micadele

Avrupa’da biyolojik miicadele c¢aligmalar1 oldukca eskiye dayanmaktadir. Yunan
bilim adami Aristo Historiae Animalium adli kitabinda kii¢iik baz1 ariciklarin oriimcekleri
Oldiirdiigiinii, bir kisminin da 6riimceklerin igerisine yumurta biraktigin1 ve oriimcekleri
¢ogalmak icin kullandigimi yazmustir. Fakat, bu konuda en biiyiik bulus Italyan entomolog
Ulisse Aldrovandi (1522-1605) tarafindan gergeklestirilmistir. Aldrovandi, De Animalibus
Insectis adli kitabinda parazitizmi olduk¢a net bir sekilde agiklayarak modern biyolojik
micadeleye ¢ok dnemli bir katkida bulunmustur.

Biyolojik Miicadele’nin yayginlasmasinda doniim noktas1 1888 yilinda ABD’nin
Kaliforniya eyaletinde turunggil alanlarinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan lcerya
purchasi (Hemiptera: Monophlebidae)’e karsi, predatér bodcek Rodolia cardinalis
(Coleoptera: Coccinellidae) salinarak zararlinin basarili bir sekilde kontrolii saglanmustir.

Aym donemlerde Ukrayna’nin Odesa bolgesinde Metarhizium anisopliae kitlesel
olarak uretilerek Anisoplia spp. (Coleoptera: Rutelidae)’e karsi basarili bir sekilde
kullanmigtir. Aym yillarda Ingiltere ve Avusturalya Coccinella undecimpunctata
(Coleoptera: Coccinellidae)’y1 zararlilara kars1 predator olarak kullanmustir.

Faydali boceklerin bulundugu alandan alinarak zararlinin oldugu alanlara salinmasi
1920 yilinda Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) nin kitlesel tretimi ile gok
biiyiik bir degisim gecirmis ve biyolojik miicadelede Uretim-salim g¢alismalart hizla artmistir.
Trichogramma bu amagla en ¢ok calisilan etmen olup, 1977 yilinda Rusya’da 10 milyon ha
alana Trichogramma salimi yapilmistir. Ayni dénemde Cin’de 1 milyon ha alanda

Trichogramma ile biyolojik micadele yapilmistir. Bu konuda en ¢ok g¢alisma yapilan



ulkelerden biri de Kiiba’dir. Kiiba yaklasik 700 bin ha alanda Trichogramma salimi
yapmakta olup, yaklasik 516 bin ha alanda ise entomopatojenik fungus kullanmaktadir.
Kolombiya’da ise yaklasik 550 bin hektarlik kahve iiretim alaninda Beauveria bassiana ve

Metarhizium anisopliae kullanilarak miicadele yapilmaktadir.

1.3.2. Ulkemizde Biyolojik Mucadele

Ulkemizde biyolojik miicadele calismalar1 Osmanli ddénemine kadar uzanr.
Bu donemde daha ¢ok yurt disindan faydali bocekler getirilerek sorun yasanan yerlere
salinmas1 seklinde ¢alismalar yapilmistir. Ilk olarak 1910 yilinda narenciye bahgelerinde ve
baz1 meyvelerde zararli olan torbali kosnil (Iceria purchasi) ile miicadele amaciyla Sakiz
Adasi’ndan predator gelin bocegi (Rodolia cardinalis) getirtilerek turuncgil bahcelerine
salimmuistir. Daha sonra bu sorunun ¢6ziimii i¢in 1922 yilinda Fransa’dan Rodolia cardinalis
getirtilerek ~ Istanbul’da  bulunan Halkali  Ziraat Mektebinde iiretilmis  ve
zararhinin gortildigi bolgelerde kullanilmistir. Benzer sekilde bir parazitoid olan Aphelinus
mali (Hymenoptera: Aphelinidae) ise elma pamuklubitine karsi kullanilmak (zere
Fransa’dan getirtilip, Kuzeybati Anadolu’da baz1 yorelere salinmistir.

1931 yilinda Ege bdlgesinde incirlerde zararli incir kurduna karsi Bracon hebetor
(Hymenoptera: Braconidae) adli parazitoid getirtilerek incir alanlarina salinmig ve
gunimiize kadar basarili bir sekilde ekosistemde yerlesmesi saglanmistir. Yine daha 6nce
ithal edilmis olan A. mali 1931 ve 1934 yillarinda Israil’den getirtilerek bazi elma
bolgelerimize salinmistir. Yine daha 6nce Osmanli doneminde getirtilmis olan R. cardinalis
yurtdisindan t¢iincii defa 1933 yilinda Misir’dan ithal edilerek, Bornova Zirai Mucadele
Aragtirma Enstitiisiinde iiretime alinip salim1 yapilmistir. Daha sonra, Cukurova Bélgesine
gonderilerek buraya yerlesmesi saglanmistir. Bu donemde yine dut kabuklu bitine karsi
Prospaltella berlesei (Chalcidoidea-Aphelinidae) ithal edilerek {ilkemize yerlesmesi
saglanmistir.

Uzun yillar bu sekilde giden ¢alismalar sonucunda biyolojik miicadelenin énemi fark
edilmis ve 1965 yilinda Antalya’da “Biyolojik Miicadele Arastirma Istasyonu” Kurulmustur.
Bu arastirma istasyonunda 1970’li yillarin basinda ABD’den Cryptolaemus montrouzieri
(Coleoptera: Coccinellidae) ve Leptomastix dactylopii (Hymenoptera: Encyrtidae)
getirilerek énemli bir turunggil zararlis1 olan unlubitin miicadelesinde kullanilmak (zere

tiretimi yapilmis ve sorun olan bélgelere salinarak miicadelede kullanilmistir. Bu dénemde



yapilan 6nemli ¢aligmalardan biri de Dogu Akdeniz Bolgesi’nde 1990’11 yillarda 6nemli bir
sorun haline gelen turunggil beyazsinegi (Dialeurodes citri Ashm.)’nin biyolojik miicadelesi
amaciyla Tirkiye’de ilk defa Dogu Karadeniz Bolgesi’nde tespit edilen avci bocek
Serangium parcesetosum (Coleoptera: Coccinellidae) Dogu Akdeniz Bolgesine getirilerek
yerlestirilmesidir. Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’nde 1994 yilinda
polifag bir parazitoid olan Trichogramma spp. iiretilerek basta misirkurdu Ostrinia nubilalis
ve elma ickurdu Cydia pomonella i¢in basarili bir sekilde kullanilmistir. Ulkemizde uzun
yillardir sorun olan siline i¢in 2001 yilindan itibaren Adana Zirai Miicadele Arastirma
Enstitiisii Miidiirliigiinde parazitiod Trissolcus spp. (Hymenoptera: Scelionidae) tretimine
baglanmis ve siine tehdidi altinda olan alanlara salimi yapilmistir. Trissolcus Uretim
calismalari sonraki yillarda Konya ve Kirklareli illerinde de yapilarak 2012 yili1 sonuna kadar
dogaya yaklasik 73 milyon adet Trissolcus spp. salimi yapilmistir. Domates glivesinin (Tuta
absuluta) biyolojik micadelesinde kullanilmak tizere 2010 yilinda 6zel sektore Kitlesel
faydali bocek tiretimi igin de bir ilk olarak destek verilmistir. Biyolojik mucadelenin en
basarili ve yaygin bir sekilde kullanilacagi alanlardan biriside orman ekosistemleridir.
Ozellikle son yillarda Tiirkiye ormanlarinda biiyiik bir sorun haline gelen ¢cam kese bocegi
miicadelesinde kullanilan Calosoma sycophanta (Coleoptera: Carabidae) yetistirilmesi ve
salim ¢aligmalar1 yapilmaktadir.

Biyolojik miicadele amaciyla kullanilan iiriinlerin sayisi yaklasik 1000 civarindadir.
Bunlar 3 baslikta siniflandirilir;

1- Makrobiyaller: Predator ve parazitoid bocekler ile nematodlar,
2- Mikrobiyaller: Entomopatojen veya antagonist fungus, viris ve bakteriler,

3- Bitki ekstraktlari: Bitkilerden elde edilen insektisit, fungusit veya repelentler.

1.4. Mikrobiyal Mucadele

Biyolojik miicadele yontemleri arasinda mikroorganizmalarin kullanildigr mikrobiyal
miicadele yontemleri son yillarda tiim diinyada oldukg¢a yaygin olarak uygulanmaktadir.
Biyolojik miicadele kapsaminda kullanilan mikroorganizmalar bakteriler, funguslar,
virGsler,  protozoalar ve nematodlardir.  Mikrobiyal —miicadelede kullanilan
entomopatojenlerin biiyiik bir cogunlugu konaga spesifik oldugu icin sadece miicadelesi
yapilmak istenilen organizma iizerinde etkili olur. Bu ozelligi ile faydali ve predator

bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedef dis1 organizmalar iizerinde herhangi bir risk



oOlusturmazlar. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol
acmazlar. Bu 6zellikleri, kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagini
gOstermektedir.

Uluslararas1 Biyoajan Ureticileri Dernegi (IBMA) tarafindan 2002 yilinda yayinlanan
rapora gore biyolojik mucadele Urlnlerinin, toplam kullanimin kimyasal igerikli bitki
koruma {irlinlerinin ancak %1°1 oldugu belirtilmistir. Fakat bu oran 2010 yilinda iki kat
artarak toplam bitki koruma {irlin pazarinin %2’sine ulagmistir. Bu miktarin da %80’i tek
basina Bacillus thrungiensis igerikli biyolojik tirtinlere aittir. Bu veriler basaris1 kanitlanmis
ve 1yl pazarlanabilen bir iiriiniin ne kadar basarili olacagimi gostermektedir. Biyoajan
tireticileri dernegi raporunda biyolojik miicadele iiriinlerinin pazar paymin bitki koruma
iriinleri pazari igerisinde %20 olmas1 gerektigini bildirmistir. Uluslararas1 Biyolojik
Miicadele Orgiitii (IOBC) tarafindan yapilan tahminlerde ise 2050 yilinda biyolojik
mucadele Grlnlerinin toplam bitki koruma uriin pazari iceresindeki payinin %30-35 olacagi
tahmin edilmektedir.

Bugiin i¢in bitki sagliginda 6nemli sorunlara yol acan mikroorganizma ve boceklere
kars1, Ulkemizde ruhsatlandirilmis 30 tane mikrobiyal miicadele preparati mevcuttur (Tablo
3).



Tablo 3. Ulkemizde ruhsatli mikrobiyal miicadele etmenler

Adi Mikrobiyal Etmen Uygulanacak Zararl Firma
AGREE 50 WG Bacillus thuringiensis spp. Bag salkim giivesi, Domateste yesilkurt, Domates giivesi Gennova
AQ10 Ampelomyces quisqualis Bagda killeme, Domateste killeme Boyut
Bio Act Paecilomyces lilacinus WDG Domates kok ur nematodu Boyut
Bio Nematon Paecilomyces lilacinus 1 Domates kok ur nematodu Agrobest
Biobac-WP Bacillus subtilis Domateste kursuni kif, Bagda kursuni kif, Kiraz ¢icek monilyasi Atlantik
Bio-T Plus Bacillus thuringiensis spp. Cam kese tirtil1, Sedir yaprak kelebegi Bio-Tek
Blossom Protect Aureobasidium pullulans WDG  Armut ates yanikligi Astranova
Companion Bacillus subtilis Domates fide kok ¢iiriikligi H.S6zmen
Dacron WP Bacillus thuringiensis spp. Domatesde yesilkurt Safa
Delfin WG Bacillus thuringiensis spp. Domatesde yesilkurt, Domates guvesi, EIma ickurdu, Turuncgil ve nar harnup glivesi Agrikem
Dipel DF Bacillus thuringiensis spp. Domatesde yesilkurt, Domates guvesi, Pamuk yaprakkurdu, Bag salkim giivesi, Basf
Dopteril Beauveria bassiana atcc. Biber ¢icek tripsi, Domates beyaz sinek, Kiraz sinegi, Bagda iki noktali 6riimecek Boyut
Florbac WG Bacillus thuringiensis spp. Bag salkim glivesi AMC-TR
Foray 76 B Bacillus thuringiensis spp. Cam kese tirtili Envirotek
IAB-BT Bacillus thuringiensis spp. Domatesde yesilkurt Nektar
Inferno Myrothecium verrucaria strain ~ Domates kok ur nematodu AMC-TR
Madex Cydia pomonella granil viristi  Elma ickurdu Verim
Nibortem Verticillium lecani strain V1-1 ~ Hiyar beyaz sinek, Cigek tripsi Agrobest
Nogall Agrobacterium radiobacter Kiraz—seftali kok kanseri Bioglobal
Nostalgist BL Beauveria bassiana strain Bb Pamukta yesilkurt Agrobest
Priority Paecilomyces fumosoroseus sl Hiyar ve domateste iki noktali kirmizi 6riimceek, ¢ilekte iki noktali kirmizi 6riimeek Agrobest
Rapax Bacillus thuringiensis spp. Domates giivesi, Domates yesilkurt, Bag salkim guvesi Boyut
REBOUND Bacillus thuringiensis spp. Bag salkim giivesi Hektas
Remedier Trichoderma aspellerum Domates ve biberde kdk ciiriikliigii, Toprak kokenli hastaliklar. Tancan
Ruotshield Trichoderma harzianum Rifai Hiyarda toprak kokenli hastaliklar Bioglobal
Serenade SC Bacillus subtilis gst Domates erken yanikligi, Kursini kif, kiilleme, Elma karaleke, Patates kdk bogazi nekrozu  Basf
Subtilex Foliar %0,17 Bacillus subtilis MBI Domates kursuni kiif, Bag kursuni kuf Bioglobal
T-22 Planter Box  Trichoderma harzianum Rifai Domates kok ¢iiriikliigii, Domates kursuni kiif, Pamuk fide ¢iirtikligi Bioglobal
Trichoflow Trichoderma harzianum WP Domates kok ciirtiklugii Enerji
Vertisol Reynoutria spp Domatesde kursuni kif Boyut

0T
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1.5. Bacillus thuringiensis
1.5.1. Tarihcesi

Bacillus thuringiensis 1901 yilinda Japon bilim adam1 Shigetane Ishiwata tarafindan
ipek boceginde “sotto bacillus” hastaliginin etkeni olarak kesfedilmistir (Ishiwata, 1901).
Alman bilim adami Ernst Berliner, Thuringia eyaletinde bulunan un degirmenindeki 6lii
Ephestia kuehniella larvalarindan bakteriyi izole etmistir. Bu bakteriyi, bulundugu eyalete
atfen Bacillus thuringiensis olarak isimlendirmistir (Berliner, 1911). Berliner yaptigi
caligmalarda endosporun yaninda bulunan cisimcikleri gézlemlemis ve “Restkorper” adini
vermistir (Berliner, 1915). Mattes isimli bilim adami1 1927 yilinda yeniden ayni1 cisimcikleri
incelemis ve bunlarin insektisidal aktiviteye sahip parasporal kristaller oldugunu ortaya
koymustur. Bu cisimciklere parasporal kristaller adin1 1953’de Christopher Hannay
vermistir. Philip Fitz-James ve Hannay ise 1955 yilinda bu toksik parasporal kristallerin
proteinlerden olustugunu kesfetmislerdir.

B. thuringiensis, icerisinde Bacillus cereus, Bacillus mycoides ve Bacillus anthracis'in
de bulundugu Bacillus cereus grubunun bir Gyesidir. B. thuringiensis sporlanma esnasinda
sadece omurgasizlara karsi1 toksik etki gosteren kristal protein liretmesi ile grubun diger

uyelerinden ayirdedilir (Andrews vd., 1987).

1.5.2. insektisidal Kristal Proteinlerin Ozellikleri

Delta-endotoksin olarak da adlandirilir ve inaktif protoksinlerdir. Delta endotoksinler
genellikle plazmitler Uzerinde bulunan “cry” genleri tarafindan kodlanmaktadir. Bir alttiir
birden fazla kristal proteini sentezleyebilir. Kristal proteinlerinin bipiramidal, kibik, diz
romboid, kiiresel ve kompozit tipte sekilleri bulunabilir. Bu Kristal (cry) genleri Lepidoptera
(cryl), Diptera ve Lepidoptera (cry2), Coleoptera (cry3), Diptera (cry4) ve Coleoptera ve
Lepidoptera (cry5) grubundaki boceklere karsi etkilidir (Sekil 2).
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Cryl ALK Cry2a %
Cry78; Cry8D ’
Cry9A-CE: Cryl1 $A b=
Cry2A:Cry32A

CryS1A

Lepidoptera

Cry 1B, I; Cry3A-C: Cry7A
Cry@A-G; Cry90; Cryl14A
Cry18A; Cry22A-B; Cry23A
Cry AR Cry3SA-B; Cry)6A
Cry3TA; Cryd34.B: CrySSA
CytIA Cyuac

Cry2A
CrydA
Cryl A

. Coleoptera
Hemiptera

Cry1A-C; Cry2A

Crydd-B; Cryl0

Cry 1 1A-8: Cryl6A Cry3A
Cry 1948 Cry20A —{CrySA
Cry4C; Cry2TA Cry2aA
Cry328-0; Cry3g

Cry 44, Cryd7A

Cryd8A; Cryd9a

Cyt 1 A-B: Cyt2A-8

Hymenoptera

Diptera

Sekil 2. Delta-endotoksinler ve etki ettikleri bocek gruplart (Palma vd., 2014)

Kristal proteinlerin yapis1 genellikle X-1ginlar1 kristalografisi ile belirlenmektedir. Cry
toksinlerinde ti¢ 6nemli bolge bulunmaktadir (Sekil 3). Bolge I, bocek bagirsagina tutunma
ve delik olusumundan sorumludur (Li vd., 1991). Bolge II, bocek bagirsaginin epitel
hiicrelerinin reseptorlerine baglanma ile ilgili fonksiyonu saglar (Bravo, 1997). Bolge 111°uUn
fonksiyonu hakkinda net bir bilgi mevcut olmamasina ragmen Cry toksininin bagirsak
proteazlar1 tarafindan sindirilmesini 6nledigi, bir goriise gore de iyon kanallarinin
olusumundan, reseptdr baglanmasindan ve bdcek oOzgilinliigiinden sorumlu olabilecegi

diistiniilmektedir (De Maagd vd., 2001).

Sekil 3. insektisidal kristal proteinlerin 3 boyutlu yapis1 (Bravo vd., 2005)
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1.5.3. Etki Mekanizmasi

Cry toksinlerinin etki mekanizmasi iki model ile agiklanabilir. Birincisi por formasyon
modeli (Bravo vd., 2004), ikincisi ise sinyal iletim modelidir (Zhang vd., 2006).

Por formasyon modeline gore inaktif haldeki cry toksini zararli tarafindan yendikten
sonra bagirsak liimeninde yiiksek pH’da ¢6ziiniir. Coziinmeden sonra protoksinler orta
bagirsaktaki proteazlarca N ve C terminallerinden kesilerek aktif toksin haline gelirler. Aktif
toksin primer reseptdr olan Kkaterin reseptoriine baglanir. Baglanma sonrasi toksin
konformasyonel degisiklige ugrayarak, proteinden heliks a-1 bolgesi ¢ikarilir. Bu degisiklik
toksinin oligomerik formlarinin olusmasini indiikler. Sekonder reseptdrlere baglanma ilgisi
yuksek olan bu oligomerik formlar glikozilposfatidil-inositol (GPI) bagli proteinler olan
aminopeptidaz N (APN) ve alkalin fosfataz (ALP) reseptorlerine baglanir. Oligomerlerin
sekonder reseptore baglanmasindan sonra membran mikrodomainlerine girisi gergeklesir.
Bunun sonucunda orta bagirsak apikal membraninda porlar olusur ve bocegin Slimi
gerceklesir. Sinyal iletim modeline gore ise aktif toksin katerin reseptorlerine spesifik olarak
baglanir. Baglanma sonucu bir dizi molekiiler sinyal iletimi gergeklesir ve cAMP seviyesinin
artig1 ile Mg*2 bagimli adenil siklaz ve G proteininin artis1 saglanir. cAMP, protein kinaz
A’y1 aktive ederek iyon degisimleri ile hiicre iskeleti yeniden diizenlenir. Sonugta nekrotik

hiicre 6liimii gerceklesir (Sekil 4).

‘dziilme Protoksin i
’ Aktivasyon

Toksin

’ Peritrofik SEPTISEMI VE OLUM
membrandan gegis

jg b vt ) Katerin  Pre-por oligomerizasyonu \

kristali &

‘ ‘ APN veya ALP
Reseptire
baglanma

W L

{{\lLﬁmen

ot N
Por formasyonu y O G
Tt W

-, J ! : '.
<ot
Monomer Yo
baglanmasi 22

m ;%5,} \ \ / : Hemosdl
Y. f'\ T Bakteri

IQ 2 O3 i invazyonu

B A

Adenilat &
siklaz "cAMP

Orta bagirsak

. : Oligomerizasyon
epitel hiicresi

Protein G

Sekil 4. B. thuringiensis insektisidal kristallerinin etki mekanizmasi1 (Adang vd. 2014)
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1.5.6. Diger metabolitler

B. thuringiensis alttiirleri vejetatif biiylime ve sporlanma sirasinda hedef olan ve
olmayan organizmalara kars1 toksik etki gosteren ¢esitli sayida antibiyotik, enzim, metabolit
ve toksin Uretebilirler.

Bazi alttiirleri adenin, glikoz ve allarik asitten olusan yiiksek sicakliklara dayanikli
beta-ekzotoksinler iiretirler. Bunlar ATP ile yarisarak RNA sentezinde gorevli RNA
polimeraz enzimini inhibe eder. Bu nedenle beta ekzotoksinler biitiin canlilar i¢in toksik etki
gosterir (Farkas vd., 1977). Damgaard (1995) ticari B. thuringiensis Grtinlerindeki sporlardan
elde edilen vejetatif hiicrelerin ishale neden olan enterotoksin {irettigini belirtmistir. Baz1 B.
thuringiensis suslarinin vejetatif insektisidal kristal protein (vip) trettigi bilinmektedir
(Estruch vd., 1996). Ayrica fosfolipaz (Damgaard vd., 1996), sfingomiyelinaz (Gilmore vd.,
1989), proteaz (Hotha ve Banik, 1997), kitinaz (Sampson ve Gooday, 1998) ve hemolizin
(Baida ve Kuzmin, 1995) gibi g¢esitli B. thuringiensis enzimlerinin hedef olmayan

organizmalar tizerinde toksik etki gosterdigi belirtilmistir.

1.6. Bacillus thuringiensis’in Biyopestisit Olarak Gelistirilmesi

Heniz sentetik insektisitler kesfedilmemisken, B. thuringiensis 1920’lerin sonlarinda
Macaristan’da, 1930’larin baslarinda ise Yugoslavya’da zararli boceklerle miicadelede
kullanilmaya baglamistir. Bt icerikli ilk ticari trtin, “Sporeine” ismiyle 1938’de Fransa’da
tiretilmistir. 20 y1l sonra ABD’de ticari olarak kullanilmaya baslanmis ve 1961°de Cevre
Koruma Ajansi (EPA) tarafindan ruhsatlandirilmistir. Ancak kimyasal insektisitlerle
karsilastirildiginda iirtinlerin diisiik performansi, bilim insanlarini yeni suslar aragtirmaya ve
Uretim sdrecini gelistirmeye yoneltmistir. Oldukga etkili olan B. thuringiensis subsp.
kurstaki (HD-1) susu kesfedilmis (Dulmage, 1970), Abbott Laboratuvarlar1 tarafindan
tretilerek “Dipel” ticari ismiyle piyasaya sunulmustur. Ilerleyen yillarda bu sus kullanilarak
bircok firma tarafindan yeni triinler gelistirilmistir. Gliniimiizde B. thuringiensis icerikli
biyopestisit pazarinin %70’ine Abbott Laboratuvarlari ve Novartis sahiptir. Son verilere
gore, ABD’de en az 180 B. thuringiensis igerikli {iriin, Avrupa Birligi’'nde 120 nin iizerinde
mikrobiyal {irin ve Cin’de ruhsatli 276 B. thuringiensis igerikli {iriin bulunmaktadir (Tablo
4). Ulkemizde ise ruhsatlandirilmis 12 adet B. thuringiensis icerikli ithal biyopestisit
bulunmaktadir (URL-3).
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Tablo 4. Bt igerikli baz1 biyopestisitler ve tireticileri

Bt alttiir( Uriin ad1 Uretici Hedef bocek
grubu
kurstaki Dipel Abbotts Labs. Lepidoptera
Biobit, Foray Valent Bioscience Co.  Lepidoptera
Condor, Cutlass, Crymax, Lepinox Ecogen Inc. Lepidoptera
Javelin, Thuricide Sandoz Agro Inc. Lepidoptera
Bactospeine, Futura Solvay&Cie/Duphar Lepidoptera
Delfin, CoStar, Vault, Steward Thermo Trilogy Corp.  Lepidoptera
aizawai Agree Sandoz Agro Inc. Lepidoptera
Florbac, Xentari Valent Bioscience Co.  Lepidoptera
Solbichae Gree Biotech Co. Lepidoptera
israelensis Bactimos, VectoBac, Teknar Valent Bioscience Co.  Diptera
Skeetal Novo Nordisk Diptera
Bactokulicid VPO Biopreperat Diptera
Moskitur JZD Slusovice Diptera
morrissoni M-One, M-Trak Mycogen Coleoptera
ve Trident Sandoz Agro Inc. Coleoptera
tenebrionis  Di Terra Valent Bioscience Co.  Coleoptera
Novodor Novo Nordisk Coleoptera
Foil Ecogen Coleoptera
galleriae Entobactirin Glavmikro-Bioprom Lepidoptera
Spicturin Tuticorin Alcali Ltd. Lepidoptera
thuringiensis  Bathurin Chamapol-Biokrna Lepidoptera
Muscabac Farmos Lepidoptera
Insektin Glavmikro-Bioprom Lepidoptera
Bacillex Shionogi Co. Lepidoptera

dendrolimus

DendroBacillin

Glavmikro-Bioprom

Lepidoptera

Bacillus thuringiensis’in biyopestisit olarak gelistirilmesi, fermentasyon ile spor-
kristallerin elde edilmesi ve bunlarin ¢evre kosullarma dayanikli formiilasyonlarimin

tiretilmesi olarak iki asamada incelenebilir.

1.6.1. Fermentasyon

B. thuringiensis’in kitlesel tiretimi batik faz ve kat1 faz fermentasyonu ile iiretilebilir.
Dulmage ve de Barjac (1973), Pearson ve Ward (1988), Farrera vd. (1998), Montiel vd.
(2001) ve Zouari vd. (2002) tarafindan farkli besin kaynaklar1 kullanilarak batik faz
fermentasyonu, Devi vd. (2005), El-Bendary vd. (2016) ve Zou vd. (2016) tarafindan ise B.

thuringiensis’in kat1 faz fermentayonu iizerine ¢aligsmalar yapilmistir.
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B. thuringiensis’in zararli bocekler tizerinde etki gostermesi i¢in hem spor sayisinin
hem de delta-endotoksin miktarinin yiiksek olmasi gerekir. Yuksek verimde spor Kkristal
kompleksi elde etmek i¢in besince zengin ve diisiik maliyetli besiyeri ortamlar
gelistirilmistir (Poopathi ve Abidha, 2009; Devidas vd., 2014a; Bhowmik vd., 2015).
Kullanilan besiyeri ortami ve bilesimi, B. thuringiensis suslarinin etkinligini degistirebilir
(Tokcaer vd., 2006). Farkli kompozisyondaki besiyerlerinin 3-endotoksinlerin sentezini ve
boyutunu etkileyerek Cry protein miktarimi degistirdigi belirtilmistir (Farrera vd., 1998).

Bakteriler beslenmede karbon, azot, fosfor, potasyum, magnezyum gibi
makrobesinlere, demir, bakir, ¢inko, krom, manganez gibi mikrobesinlere ihtiya¢ duyarlar.
B. thuringiensis karbon kaynagi olarak glukoz, fruktoz, maltoz, riboz, melas, nisasta,
dekstrin, bugday unu ve iniilin kullanir. Ancak, kullanilan susa bagl olarak, besiyerinde
kullanilan karbon kaynag1 6-endotoksin sentezi lizerinde pozitif etki gosterdigi gibi negatif
etki de gosterebilir (Ozkan vd., 2003). Ayrica, kullanilan karbon kaynagimin konsantrasyonu
da &-endotoksin sentezini 6nemli 6lglde etkiler. Yiksek karbon konsantrasyonu vejetatif
biiyiime safhasinin uzamasina ve toksin miktarinin azalmasina neden olabilir (Banerjee-
Bhatnagar, 1998).

Karbon kaynagi kadar besiyerindeki azot kaynagi da 6-endotoksin sentezini etkiler.
Azot kaynagi olarak amonyum sulfat, sodyum nitrat, glutamat, iire, soya unu, balik unu,
pamuk cekirdegi kiispesi, peyniralti suyu, baklagil tozu, pepton, kazaminoasit ve misir
maserasyon sivist gibi organik ve inorganik kaynaklari kullanilabilir. Organik azot
kaynaklatinin sentetik azot kaynaklarindan daha fazla biyokitle ve toksin Uretimini
destekledigi gozlenmistir (Iggen vd., 2002a; Devidas vd., 2014b).

Inorganik fosfatlar spor-kristal {iretimi i¢in besiyerinde bulunmasi gereken 6nemli
bilesenlerden biridir. Fosfatlar hem protein ekspresyonu hem de hicre buyumesi igin
gereklidir (Wakisaka vd., 1982; Banerjee-Bhatnagar, 1999; Kurt vd., 2005). Ayn1 zamanda
yuksek sporulasyon ve delta-endotoksin tretimi i¢in bazi metal iyonlar1 da gereklidir. Metal
iyonlar1 holoenzimlerde kofaktor gorevi goriir ve enzim proteinlerinin aktivitesini etkiler,
sonucgta organizmalarin metabolik siireglerini  degistirir. Yapilan calismalarda eser
miktardaki metal iyonlarmin kristal proteinlerinin sentezini tesvik ettigi veya baskiladigi

belirlenmistir (Kurt vd., 2005; Qiu vd., 2016).
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1.6.2. Formilasyon

Formiilasyon, bakteri tarafindan iiretilen spor ve Kkristallerin uygun sistemler
kullanilarak insektisite doniistiriilmesi prosesidir. Formiilasyonlarin ticari olarak basarili
olabilmesi i¢in asagidaki sartlar1 saglamasi1 gerekmektedir.

- Formiilasyon sirasinda insektisidal aktivite korunmalidir.

- Kabul edilebilir bir raf 6mriine sahip olmalidir. Ortalama 25°C sicaklikta 18-36 ay

raf dmriine sahip olmalidir.

- Kolay uygulanabilir olmalidir.

- Pazarlamada rekabet giiciinii artirmak i¢in ekonomik olmalidir.

- Aktif bilesen, yagmurla yikanma ve ultraviyole 1sinlar gibi ¢evre kosullarina karsi

dayanikli olacak sekilde formiilize edilmelidir.

Ticari insektisit formiilasyonlar1 genellikle sivi, yag ve kati iriinlerdir. Sivi
formiilasyonlarin iiretim maliyeti kati formiilasyonlara nazaran daha azdir. Ancak, kati
formilasyonlar sivi formulasyonlara gére daha dayaniklidirlar. Sivi formilasyonlar ylksek
sicakliktan ve ekzojenik kontaminantlardan kolaylikla etkilenirler. Besiyerinin dogrudan
konsantre edilmesi ile elde edilirler. Bu esnada bakteri ve toksinlerinin virulansinin
devamliligi i¢in koruyucu maddeler eklenir (Tablo 5).

Yag formiilasyonlari, spor ve Kkristallerin mineral veya bitkisel yag igerisinde
tutundurulmasi ile elde edilen formiilasyonlardir. Sivi formiilasyonlarin aksine yag
formiilasyonlar1 kat1 formiilasyonlar gibi kararlidirlar. Bu tip formiilasyonlar yag, jellestirici
madde, siispansiyon ajanlart ve emulgator icerirler. Spor ve kristaller, yag igerisinde
jellestirici madde ve siispansiyon ajani kullanilarak siispansiyonlar1 elde edilir. Bu tip
formiilasyonlar emiilgator igeriginden dolay1 su ile kolaylikla karistirilarak uygulanabilir.

Kat1 formiilasyonlar ise kullanimi en yaygin iiriinlerdir. Kati formiilasyonlar toz,
1slanabilir toz, suda dagilabilen graniil, tablet, briket, pellet vb. sekillerde olabilirler. Toz
formilasyonlar su ile karistirilmadan direk kullanilan formiilasyonlardir. Diger kati
formiilasyonlar ise suda kolaylikla dagilabilen formiilasyonlardir. Kati formiilasyonlar
igerisinde 1slanabilir toz formiilasyonlar, uzun saklama kosullarina sahip olmasi ve suyla
kolayca karistirilarak uygulanabilir olmast nedeniyle biyoinsektisit pazarinda en gok tercih
edilen drdnlerdir (Knowles, 2005; Brar vd., 2006). Bakterilerin kat1 formiilasyonlarinda

kullanilan baz1 maddeler Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 5. Entomopatojenik bakterilerin likit formiilasyonlarinda kullanilan maddeler

Katki maddesi Fonksiyon
Surfynol TGE Dispersant
Bevaloid 211 Dispersant
Veegum Aski maddesi
Ksantan Gam Aski maddesi
Potasyum sorbat Antifungusit
Sitrik asit Stabilizor
Disodyum hidrojen fosfat Stabilizor
Metil paraben Antibakteriyel
Sodium Klorit Koruyucu
Metanol Koruyucu
Gliserol Kivam artiric
Tween 80 Dispersant
Sorbitol Anti-evaporant

Tablo 6. Entomopatojenik bakterilerin kati formiilasyonlarinda kullanilan maddeler

Katki Maddesi Fonksiyonu

Soya unu Kaplama materyali, fagostimilant
Misir unu Kaplama materyali, fagostimulant
Maltodekstrin Kaplama materyali

Nisasta Kaplama materyali, fotoprotektan

Gam Kaplama materyali

Killer Kaplama materyali

Melas Fagostimiilant, fotoprotektan, yapistirici
Lignin Kaplama materyali, fotoprotektan
Slikroz Fagostimilant, fotoprotektan

Titanyum dioksit
Alliminyum tozu
Triptofan

Folik asit

Kongo kirmizisi
Hematoksilen
St tozu

Triton X
Sorbitol

Tween 80

Fotoprotektan

Fotoprotektan

Fotoprotektan

Fotoprotektan

Fotoprotektan

Fotoprotektan

Fotoprotektan, Fagostimiilant
Ylzey aktif madde

Ylzey aktif madde

Yizey aktif madde
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1.7.Taguchi Metodu

Bir iirlinde kaliteyi artirmak i¢in, iirlin kalitesine etki eden faktorlerin ele alinmasi ve
bu faktdrlerin diizeylerinin neler olabileceginin iyi belirlenmesi gerekir. Kalite-faktor sayisi-
duzeyler denklemi calisanlar icin en 6nemli problemlerden biridir. Cinkid, uygun faktor
seviyeleri belirlenirken, ¢aligmaci birgok veriyi analiz etmek ve birgcok faktor dizeyini
dikkate almak zorundadir. Bu faktorler tek tek veya kombine olduklarinda farkli sonuglar
verdiginden durum daha da karigik bir hal almaktadir. Faktor ve diizey sayilarinin artmasi
ile klasik deney tasarim teknikleri (tam faktoriyel deney tasarimi vb.) her ne kadar daha
saglikli veri analizine imkan saglasa da deney sayisinin artmasi zaman, emek ve maliyet
acisindan arastirmacilari pratik ¢ézimlere yoneltmektedir.

Endiistride siire¢ gelisimi arastirmalarinda yapilan deneyleri tasarlamak igin en ¢ok
bilgiyi en kisa siirede, en az maliyet ve isgiicliyle elde eden ¢esitli yontemler gelistirilmistir.
Bu yontemlerden biri de Japon miithendis Genichi Taguchi tarafindan gelistirilen ve 6zellikle
tirtin tasariminda kullanilan Taguchi metodudur. Taguchi metodu farkli faktérlerin, farkli
seviyeleri arasindan en iyi kombinasyonu saptamak i¢in olduk¢a kullanish bir yontemdir.
Her bir faktordn, her bir seviyesini igceren tum kombinasyonlar icin oldukga fazla deneysel
caligma yapilmasi gereken durumlarda Taguchi yonteminde ortogonal dizi tablosu (Tablo 7)
kullanilarak ¢ok daha az sayida deneysel caligmayla sonuca ulasmak miimkiindiir.

Taguchi yénteminde sisteme ait varyasyonu 6l¢gmek igin, Taguchi kayip fonksiyonu
olarak bilinen sinyal-giiriiltii oran1 (Sinyal/Noise ratio) kullanilir. Hedeflenen degere bagh

olarak 3 farkli S/N orami vardir. Bunlar;

-Kiigiik deger en 1yi oldugu durumda:

n
1
S/N:-10Iog { - ny }
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-Biiyiik deger en iyi oldugu durumda:

n
1 1

1
Burada;
S/N : Sinyal giiriiltii oranini
n : Deney sayisini
yi: Performans yaniti
i : Gozlem degerini
S?: Gozlem degerinin varyansini

y : Gozlem degerinin ortalamasini ifade eder.

Tablo 7. Taguchi ortogonal dizi se¢im tablosu

SEVIYE SAYISI
2 3 4 5
2 La Lo Lie Los
3 L4 Lg L16 L25
4 Ls Loy Lis Los
5 Ls Lis Lis L2s
6 Ls Lis Ls. L2s
7 Ls Lis La. Lso
8 L1 Lig La. Lso
9 L1 Loy La. Lso
10 L 12 L27 L32 LSO
11 L 12 L27 LSO
12 L16 L27 LSO
Z 13 Lie Loy
> 14 Lis Lss
3:) 15 Lie Lss
s 16 La, Lss
O 17 () Lsg
; 18 L3 Lss
< 19 L3 Lss
L 20 L3 Lss
21 L3 Lss
22 L3 Lss
23 L3 Lss
24 ()
25 ()
26 L3,
27 )
28 L3,
29 L3,
30 L3,
31 )
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Taguchi yontemi baslangicta sanayi Urlinlerinin Kalitesinin artirilmasi amaciyla
gelistirilmesine ragmen gliniimiizde miihendislik, pazarlama, reklamcilik ve biyoteknoloji
gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Son on yilda biyoteknoloji alanindaki uygulamalari
yayginlasmistir. Biyoteknoloji alaninda 6zellikle mikrobiyal fermentasyonda, eczacilikta,
molekiler biyolojide, biyoremidasyonda, atiksu aritiminda vb. kullanimina yo6nelik birgok
calisma mevcuttur.

Taguchi metodu, mikrobiyal fermentasyonla enzim (retimine yonelik birgok
calismada basari ile uygulanmistir. Chenthamarakshan ve ark. (2017) Taguchi yéntemi ile
fermentasyon surecinin optimizasyonunu gerceklestirilerek Marasmiellus palmivorus
fungusundan lakkaz tretimini 17 kat artirmay1 basarmistir. Wei ve ark. (2006) besiyerindeki
iz elementlerin optimizasyonu ile Bacillus subtilis ATCC 21332 susundan surfaktin
tiretiminin iki katina ¢iktigini gézlemlemistir. Zarei ve ark. (2010) tarafindan Serratia
marcescens B4A susundan optimal kitinaz Uretimi igin besiyeri pH’s1 7,9, inkiibasyon
sicakligi 30°C, besiyerindeki tuz konsantrasyonu %0,1 ve Kitin konsantrasyonu %1 olarak
belirlenmistir.

Bununla birlikte, molekdler biyoloji ¢alismalarinda kullanimina da rastlanmaktadir.
Cobb ve Clarkson (1994) PCR kosullarini optimize ettiklerinde tiriin miktarinda énemli
derecede artiglar gozlemislerdir. Bunun diginda Taguchi yontemi Bakiilovirus ekspresyon
sisteminde protein ekspresyonunda (Burch vd., 1995), DNA amplifikasyonu ve fingerprintte
(Caetano-Anollés vd., 1999), 2D jel elektroforezinin protokol optimizasyonunda (Khoudoli
vd.,, 2004) basari ile kullamilmistir. Method ayrica saglik endiistrisinde timor
tanimlamasinda (Sudharsan ve Ng 2000), antikor Gretiminde (Kallel vd., 2002; Tanfous vd.,
2006), as1 iiretiminde (Trabelsi vd., 2006) ve ELISA prosediiriiniin optimizasyonunda (Jeney
vd., 1999) kullanilmstir.

Assadpour ve Jafari (2016) tarafindan puiskiirtmeli kurutma yontemi optimize edilerek
toz folik asit diretimi igin gerekli optimum kosullar belirlenmistir. Emami vd. (2015)
antienflamatuvar etkisi olan bir kortikosteroid olan budesonidin toz formilasyonunun
optimizasyonunu Taguchi yontemi ile gerceklestirmistir. Saydi ve Hatamipour (2012)
patates suyunu sprey kurutucu ile toz hale getirmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada sprey
kurutucunun giris sicakliginin, besleme ve hava akis hizinin patates tozu tretiminde etkili

faktorler oldugunu belirlemistir.
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1.8. Cizgili Yaprakkurdu, Spodoptera exigua Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)
1.8.1. Cografik Dagihm

Cizgili yaprakkurdunun Gilineydogu Asya orijinli oldugu diisiiniilmektedir. Yiiksek
goc ve adaptasyon yetenegi nedeniyle Asya’dan diinyanin birgok bdlgesine yayilmistir
(Sekil 5). Zararlinin cografik dagilimi 64° ve kuzey 45° giiney enlemleri arasi olarak
belirlenmistir (Xia-Ling vd., 2011).

Sekil 5. Cizgili yaprakkurdunun diinyadaki cografik dagilimi

1.8.2. Morfolojisi

Halk arasinda karadrina olarak bilinen ¢izgili yaprakkurdu erginlerinin kanat acgikligi
26-32 mm kadardir. Kanatlar {izerinde zikzakli ¢izgiler bulunur. On kanatta biri bobrek
digeri daire seklinde olan kahverengi, iki leke vardir. Disiler erkeklere gore daha iri yapili
ve daha koyu renklidir. Yumurtas1 0.4 mm c¢apinda, beyaz renkli ve Uzerleri pullarla
ortuliidir. Ustten hafifce basik olup gozle goriilebilir. Yumurtadan yeni ¢ikan larvalar 1 mm
boyunda, soluk yesil renkli olup, bas siyah ve viicuda oranla biiytiktlr. Olgunlasan larvalarin
renkleri, konuk¢u bitkiye ve gelisme donemlerine gore degisiklik gostermekle birlikte,
genelde yesilimsi kahverengi bir goriiniistedirler. Sirtta ve yanlarda bastan sona kadar uzanan
beyazimsi bir serit bulunur. Olgun larvanin boyu son dénemde 30 mm’ye kadar ulasabilir.
Pupasi ise 1 cm boyunda ve acik kahverengidir. Pupanin u¢ kisminda birbirlerinden uzakta

iki tane dikenimsi ¢ikintis1 vardir (Sekil 6).
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Sekil 6. Cizgili yaprakkurdunun ergin (A), yumurta (B), larva (C) ve pupasi (D)

1.8.3. Hayat DOnguisu

Kelebekler pupadan ¢iktiktan sonra ¢iftlesir ve 2-3 gun igerisinde yumurta birakar.
Yumurtlama 3-7 giin stirebilir. Kelebekler yaklasik 9-10 giin yasar. Erginler yumurtalarini
yapraklara kiimeler halinde birakir. Bir disi kelebek hayati boyunca 300-600 yumurta
birakir. Yumurtalar 2-4 giinde agilir ve ¢ikan larvalar yaklasik 5 giin toplu beslenir.
Beslenerek olgunlasan larvalar bitkilere yayilarak yalniz beslenirler. Larvalar gece beslenir,
gunduzleri ise bitkinin golge ve nemli kisimlarinda saklanirlar. Larva donemi 9-12 giin strer
ve olgunlasan larva toprak igerisinde 4-7 cm derinliklerde, yiiksiik seklinde bir odacik
yaparak burada pupa olur. Pupa dénemi 7-8 giin kadardir. Pupadan ¢ikan ergin bireyler ¢icek
nektarlarini emerek beslenir ve dmrii 6-8 giin kadardir. Zararli hayat dongiisiinii bu sekilde

yaklasik 21 glinde tamamlar.

1.8.4. Ekonomik Onemi

S. exigua 10 farkli familyadan 50’den fazla bitki tiiriiyle beslenmektedir (Smits vd.,
1987). Konukgular1 arasinda pamuk, musir, yer fistigi, seker pancari, ay¢icegi, tiitiin, yonca,

lizim, domates, patlican gibi 6nemli kultr bitkileri yer alir. Zararli, bitkiler 4-6 yaprakli
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donemde iken zarar yapmaya baglar. Larvalar baslangigta bitkinin alt yapraklar ile
beslenirken, daha sonra biitlin bitkiye yayilarak ana damarlar1 hari¢ tiim yapraklar yerler
(Sekil 7). Bazen larvalar hep birlikte toplu olarak go¢ ederler ve kisa siirede ortamdaki tiim
bitkileri yok edebilirler.

Zarar derecesi bitkinin fenolojik donemine, zararlinin biyolojisine ve yogunluguna
bagl olarak biiyiik farkliliklar gosterir. Ozellikle genis spektrumlu kimyasal pestisitler
kullanilan bdolgelerde zararlinin dogal diismanlari yok oldugundan, zararli salgin

yapabilmektedir. Zararli ile miicadele yapilmadig: takdirde iiriin kayb1 %100'e ulasabilir.

Sekil 7. Spodoptera exigua’nin zarari

1.8.5. Micadelesi

Zararli ile miicadelede iilkemizde genellikle kimyasal insektisit kullanilmaktadir.
[laglama igin, bitkinin 2-4 ve 4-6 yaprakli gelisme donemlerinde tarlay1 temsil edecek
sekilde 5 noktada sira {izerindeki yan yana 5’er bitki olmak {izere toplam 25 bitki kontrol
edilerek larvalar sayilir ve bitki bagina ortalama 2 larva oldugunda ilaglama yapilir. Insektisit
uygulamasi giiniin serin saatlerinde yesil aksam ilaglamasi seklinde gergeklestirilir. Zararh
ile micadelede T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan yayinlanan teknik
talimatnamede guvenli olarak tavsiye edilen lufenuron veya teflubenzuron icerikli
insektisitler kullanilir (Misir Entegre Miicadele Teknik Talimati, 2011).
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Zararlinin biyolojik miicadelesinde zararlinin dogal diismanlarinin belirlenmesi,
korunmasi ve etkinliginin artiritlmasina yonelik bazi ¢alismalar yapilmigtir (Cabellaro vd.,
1990; Tingle vd., 1994; Carpenter, 1995). Ulkemizde Diyarbakir ili pamuk alanlarinda
yapilan ¢alismalarda S. exigua’nin predatorii olarak Geocoris pallidipennis (C), Nabis
pseudoferus Rem., Nabis rugosus L., Chrysoperla carnea (Steph.), Coccinella
septempunctata L.; parazitoiti olarak Temelucha decorata (Grav.) ve Barylypa pallida
(Grav.) tiirleri saptanmistir (Géven ve Glimiis, 1998). Ayrica, Atlthan vd. (2003) tarafindan
Van ili patates alanlarinda yapilan ¢alismada S. exigua’nin Hemiptera, Coleoptera,
Neuroptera ve Hymenoptera takimlarina bagli 12 dogal diismani saptanmistir. Cizgili

yaprakkurdunun tilkemizde tespit edilen dogal diigmanlar1 Tablo 8’de belirtilmistir.

Tablo 8. Zararlinin dogal diismanlari

Predatorler Takim ve Familya
Chrysoperla carnea Neu.: Chrysopidae
Coccinella septempunctata Col.: Coccinellidae
Orius niger Hem.: Anthocoridae
Orius minutus Hem.: Anthocoridae
Nabis pseudoferus Hem.: Nabidae

Nabis rugosus Hem.: Nabidae

Nabis punctatus Hem.: Nabidae
Geocoris spp Hem.: Lygaeidae
Parazitoidler Takim ve Familya
Microplitis tuberculifer Hym.: Braconidae
Sinophoris xanthostomus Hym.: Braconidae
Chelonus oculator Hym.: Braconidae
Meteorus ictericus Hym.: Braconidae
Microbracon spp Hym.: Braconidae
Hyposoter didymator Hym.: Ichneumonidae
Temelucha decorata Hym.: Ichneumonidae
Exorista xanthaspis Dip.: Tachinidae

Zararliya karst B. thuringiensis tarafindan iretilen toksin proteinler (Cry ve Vip)
laboratuvar sartlarinda denenmistir (Xue vd. 2005; Zhu vd. 2006; Hernandez-Martinez vd.
2008). Ulkemizde ise Kornosor ve Oyart1 (1989) B. thuringiensis igerikli ticari preparati
zararlinin larvalarina karsi laboratuvar ve arazi sartlarinda denemis ilk 24 saatte bakteriyal

preparatin az veya hi¢ etkili olmadigini, 48 saat sonra etkinliginin arttigin1 ve 72 saatten
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sonra daha etkili oldugunu gérmiistiir. Ancak mikrobiyal miicadele kapsaminda iilkemizde
gerceklestirilen calismalar bunlarla sinirli kalmistir. Pratikte uygulamaya gegilememistir.
Zararlh ile miicadelede iilkemizde bir biyopestisit {iretilip bunun ticari preparat haline

getirilmesi zorunluluk haline gelmistir.

1.9. Calismanin Amaci

Cizgili yaprakkurdu (Spodoptera exigua Hibner, Lepidoptera: Noctuidae) tlkemiz
tarim alanlarinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan polifag bir zararlidir. Bu nedenle
zararlinin populasyon seviyesini ekonomik zarar esiginin altinda tutmak 6énemli bir konudur.
Bu tez ¢alismasinin amaci da Ulkemiz ve diinya tarim alanlarinda ¢ok bly(k zararlara yol
acmaya devam eden Spodoptera exigua’nin kiiltiir edilebilir bakteriyel florasini belirlemek
ve bunlarin, zararliya kars1 mikrobiyal miicadelede kullanilma potansiyellerini aragtirmaktir.
Ayrica, mikrobiyal mucadelede kullaniima potansiyeli yiiksek oldugu belirlenen izolatin

1slanabilir toz formiilasyonunun Taguchi metodu ile optimize edilerek Uretilmesidir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Cizgili Yaprakkurdu (Spodoptera exigua)’nun Toplanmasi

Calisma igin gerekli olan Spodoptera exigua (Karadrina) larvalar1 2014-2015 yillari
Mayis-Temmuz aylar1 arasinda Osmaniye ilindeki misir tarlalarindan toplandi. Larvalar,
toplandiklar1 yer ve tarih not edildikten sonra, 6zel kaplara konularak laboratuvara getirildi.
Larvalarin makroskobik incelemeleri yapilarak 6lii ve saglikli larvalar ayrildi. Olii larvalar
steril kaplara konularak +4°C’de saklandi. Saglikl larvalar ise ayr1 kaplara konularak taze

misir gévdeleri ve koganlari ile beslenmeye devam edildi.

2.2. Cizgili Yaprakkurdu’ndan Kiiltir Edilebilir Bakterilerin izolasyonu

Laboratuvara getirilen S. exigua larvalarindan rastgele se¢im ile 20 adet larva alinarak
steril petri kaplari igerisinde %70’lik etil alkol ile ylizey sterilizasyonu gerceklestirildi. Sonra
igcerisinde steril saf su bulunan petrilere alinarak 2-3 kez yikanip, alkolden arindirildi.
Larvalar 1 ml niitrient sivi besiyeri bulunan ependorflarda steril bir homojenizator
yardimuiyla ezildi. Elde edilen karigim steril tiilbent vasitasiyla siiziildii. Bu karisimdan 10 pl
ve 50 pl alinarak ayr1 ayri niitrient agar besiyerine yayma ekim yapildi.

Ayrica, Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonu i¢in karisimdan 1 ml alinip, 80°C’de 10
dakika bekletildi. Bundan da 10 pl ve 50 pl alinarak ayr1 ayri niitrient agar besiyerine yayma
ekim yapildi. Niitrient agar besiyerine yapilan ekimlerin hepsi 30°C’lik etlivde 2-3 giin
sureyle inklbe edildi.

2.3. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyonun ardindan niitrient agar besiyeri iizerinde biiyilyen bakteriyel koloniler
binokiiler mikroskop altinda incelenerek farkli renk ve morfolojiye sahip koloniler dikkatlice
secilerek ¢izgi ekimleri yapildi ve saf Kkiiltiirler elde edildi. Elde edilen kiiltiirler,

numaralandirilarak, sonraki ¢aligsmalarda kullanilmak tizere %20°’lik steril gliserol igcersinde

— 80 °C’de stoklandh.
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2.4. Bakteriyel izolatlarin Fenotipik Ozellikleri
2.4.1. Makroskopik Ozellikler

Izolatlarin niitrient agar {izerindeki koloni renkleri ve koloni sekilleri incelenerek

makroskopik 6zellikleri belirlendi.

2.4.2. Mikroskopik Ozellikler

Izolatlarin hiicre sekli, gram boyama, spor boyama ve hareketlilik ozellikleri
belirlendi. Lam-lamel arasi preperasyon yontemiyle izolatlarin hiicre sekilleri belirlendi.
Daha sonra izolatlardan smear hazirlanarak gram boyama ve spor boyamalari
gergeklestirildi. Boyamasi1 gergeklestirilen preperat mikroskop altinda incelendi. Gram
boyama sonucu mor renkle boyanan bakterilerin gram pozitif, pembe renk ile boyanan
bakterilerin ise gram negatif olduguna karar verildi (Claus, 1992). Spor boyamada ise
kirmizi renkli hiicreler i¢ersinde yesile boyanmis sporlarin varligi arastirildi (Reynolds vd.,

2009).

2.4.3. Biyokimyasal Ozellikler

Izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri VITEK-2 test panelleri yardimryla gerceklestirildi.
Bakterilerin asidifikasyon, alkalinizasyon, enzim hidrolizi gibi ¢esitli metabolik aktiviteleri
belirleyen ve genis bir veritabani iizerinde tanimlanmalarini saglayan bu sistemde, spor
olusturan gram pozitif basiller icin BCL, gram pozitif koklar ve spor olusturmayan gram
pozitif basiller icin GP, gram negatif fermentatif ve non-fermantatif basiller igcinse GN
kartlar1 kullanilir.

Test icin izolatlar triptik soy agar besiyerine ekildi ve 1 gece inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra steril bir swap yardimiyla alinan bakteri %0,5’lik 3 ml steril tuz
solusyonuna aktarilarak siispansiyon haline getirildi. McFarland bulaniklik araligit BCL i¢in
1.80-2.20, GN ve GP kartlar1 iginse 0.50-0.63 olacak sekilde ayarland1 ve siispansiyonlar
kasetlere yerlestirildi. Kartlar da siispansiyonlara yerlestirilerek barkodlar1 bilgisayar
sistemine tanitild1 ve cihazin otomatik tastyici sistemine yiiklendi. Yaklagik 14-15 saat sonra

sonuclar alindi.
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2.4.4. Buyume Ozellikleri

Izolatlarin besiyeri tercihi, sicaklik toleransi, tuz tolerans1 ve pH tolerans belirlendi.
izolatlarin besiyeri tercihinin belirlenmesinde triptik soy broth, niitrient broth ve luria bertani
broth besiyerleri kullanildi. Sicaklik toleransini belirlenmek igin izolatlar triptik soy broth
besiyerine inokiile edilerek, 20, 30, 37, 45 ve 55°C’de inkiibe edildi. Tuz toleransini
belirlemek icin izolatlar %3, %5, %7 ve %9’luk sodyum klorir iceren triptik soy broth
besiyerine inokdile edilerek inkiibe edildi. Ph toleransini test etmek igin ise, bakteriler pH3,
pH5, pH7 ve pH9 olan besiyerlerinde inkibe edildi.

Yapilan caligmalarda besiyerlerine ODegoo = 0,1 olacak sekilde bakteri inokiilasyonu
gerceklestirildi ve 48 saat boyunca belirli araliklarla spektrofotometrede ODsoo’de absorbans
degerleri oOlgiilerek bakterilerin biiyiime 6zellikleri belirlendi (Cappuccino ve Sherman,
2011).

2.5. Bakteriyel izolatlarin Genotipik Ozellikleri
2.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Izolatlardan genomik DNA izolasyonu, DNA piirifikasyon kiti kullanilarak
gerceklestirildi (Fungal/Bacterial DNA Miniprep, Zymo Research). 100 mg bakteri hiicresi
200 pl steril distile suda ¢ozdiiriilerek 750 pl lizis buffer igeren “ZR BashingBead™ Lysis
Tube” igerisine aktarildi ve parcalayici yardimiyla hiicrelerin parcalanmasi saglandi.
Karisim 10.000xg’de 1dk santrifiij edilerek hiicre kalintilar1 uzaklastirildi ve 400 pl
slipernatant “Zymo-Spin™ IV Spin Filter”a aktarilarak 7,000xg’de 1 dk santrifiij edildi.
Filtrata 1200 pl “Fungal/Bacterial DNA Binding Buffer” ilave edildi. Elde edilen karigim
10.000xg’de 1dk santrifiij edilerek “Zymo-Spin™ [IC Column”dan gecirildi. Kolon 6nce
200 ul DNA Pre-Wash Buffer ile daha sonra 500 pl “Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer”
ile yikandi. Kolona 100 pul “DNA Elution Buffer” eklenerek oda sicakliginda 2 dk bekletildi.
10.000xg’de 30 s santrifilj edilerek DNA elde edildi ve 4 °C’de muhafaza edildi.
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2.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile 16S rRNA Gen Bolgesinin
Cogaltilmasi

Genomik DNA’lar1 izole edilen bakteriyel izolatlarin 16S rRNA dizileri,
5-ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGA-3" (ileri) ve 5- ATTCTAGAGTTT
GATCATGGCTCA-3’(geri) primerleri kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltildi. PCR
isleminde GoTaq DNA Polymerase (New England Biolabs) enzimi kullanildi. Enzim
kosullarina gore reaksiyon, 5 ul 10X Standard Taq Reaction Buffer, 3 pul 50 mM MgCly,
1yl 20 mM dNTP, 1 pl 10 puM ileri primer, 1 pl 10 uM geri primer, 0.5 pl Tag DNA
polimeraz, 2 ul 20 ng DNA ve 35,5 ul steril distile su kullanilarak 50 pl’lik reaksiyon
kuruldu. PCR programi Tablo 9’daki sekilde "Bio-Rad Thermal Cycler" ile gergeklestirildi.
Elde edilen PCR iiriinleri 0.5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %]1’lik agaroz jelde

yuratilerek, jel gorinttleme sistemi (Gel Logic, Kodak) ile géruntulendi.

Tablo 9. 16S rRNA gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR kosullari

PCR Dongusu Sicaklik Sure Dongii sayisi
Baslangi¢ Denaturasyonu 95°C 30 s. 1
Denaturasyon 95°C 30s.

Baglanma 55°C 30s. 35

Uzama 68°C 1 dk.

Son Uzama 68°C 5 dk. 1

2.5.3. 16S rRNA Gen Bolgerinin pGEM-T Vektdrine Ligasyonu

PCR ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgelerinin pGEM-T (Promega) vektoriine
ligasyonu gergeklestirildi. Reaksiyon, 10 pl 2X Rapid Ligation Buffer, 8 pl insért DNA, 1
pl pGEM-T vektor ve 1ul T4 DNA ligaz olacak sekilde olusturuldu ve 16 °C’de gece boyu

bekletildi. Daha sonraki islemlerde kullanmak tizere 4 °C’de saklandi.

2.5.4. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Bir giin dnceden petriye ekilmis Escherichia coli DH10p susundan 5 ml Leura-Bertani
(LB) besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de gece boyunca biiyiimeye birakildi. Bu kiiltiirden 1
ml alinarak 100 ml LB besiyerine asilandi. Hiicreler, 37°C’de en az 2 saat, 600 nm dalga

boyunda 0,4 olana kadar inkiibasyona devam edildi. Istenilen yogunluk elde edildiginde
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stispansiyonun tamamu steril falkon tlipe bosaltildi ve 15 dk buzda bekletildi. Karigim 6.000
g’de 5 dk sogutmali santrifiijde 4 °C’de santrifiij edildikten sonra olusan pellet 10 ml soguk
FSB ile ¢ozdiiriildiikten sonra 15 dakika buzda bekletildi. Bu islemler 3 kez tekrar edildi. En
son elde edilen pellet 3 ml soguk FSB ile ¢ozdiiriilerek 100’er pl olacak sekilde steril
ependorf tiiplere dagitildi. Kompotent hiicreler kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi.

2.5.5. 16S rRNA Gen Bolgelerinin Kompotent Hicreye Aktarim

Steril ependorfa 100 pl kompotent hiicre ve 10 ul ligasyon Griintinden koyulup 30 dk
buzda bekletildi. Daha sonra 45 °C’de 2 dk 1s1yla muamele edildikten sonra 1 ml LB besiyeri
ilave edilip, 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 6.000 g’de 3 dk
santrifiij edildi. Yaklasik 50 pl kalacak sekilde siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet
dikkatli bir sekilde ¢cozdiiriildii. LBA™ agar besiyerine 40 pl X-Gal (40 mg/ml), 40 pl IPTG
(24 mg/ml) ve transform olmus hiicre yayma ekim yapildi. Petriler 37 °C’de 16 saat

inkiibasyona birakildi.

2.5.6. Koloni PCR ile Transformasyonun Dogrulanmasi

Transformasyonda igerisine plazmid alan hiicrelerin beyaz koloni olusturmasindan
yararlanilarak klonlar secildi ve koloni PCR gerg¢eklestirildi. PCR, 2,5 ul 10X Standard Taq
Reaction Buffer, 2,5 ul 50 mM MgCly, 0,5 pl 10 mM dNTP, 0,5 pl 10 pM ileri primer, 0,5
pl 10 uM geri primer, 0,1 pl Tag DNA Polimeraz ve 18,4 ul steril distile su kullanilarak 25
pI’lik reaksiyon kuruldu. PCR kosullar1 Tablo 9’da belirlenen sekilde gergeklestirildi. Elde
edilen PCR iriinleri 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1°lik agaroz jelde yurutulerek,
jel goruntileme sistemi (Gel Logic, Kodak) ile goruntulendi ve plazmidi iceren klonlar

dogrulandi.

2.5.7. Rekombinant Plazmidlerin izolasyonu ve DNA Dizi Analizi

Transformasyon sonucunda 16s rRNA gen bdlgesini icerdigi dogrulanan kolonilerden,
icerdikleri plazmid DNA’larm izole etmek igin LBA™ s1v1 besiyerine ekim yapildi ve 37
°C’de 200 rpm’de gece boyu inkibe edildi. Plazmid izolasyon kiti (Wizard Plus SV
Miniprep DNA Purification System) kullanilarak plazmid DNA’larinin izolasyonu
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gerceklestirildi. Gece kiiltiirleri 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiirtildii.
Slpernatant tamamen uzaklastirilarak hiicreler 250 ul “Cell Resuspension Solution™ ile
¢Ozdurtldu. Uzerine 250 pl “Cell Lysis Solution” eklenerek 4-6 kez alt (st edildi ve oda
sicakliginda 5 dk bekletildi. Endoniikleaz ve proteinlerin inaktivasyonu i¢in 10 ul alkalin
proteaz eklenerek 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Inkiibasyondan sonra “Neutralization
Solution” eklenerek tupler hemen alt Ust edildi. Bakteriyel lizat maksimum hizda oda
sicakliginda 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant maksimum hizda 1dk santrifiij edilerek
“Wizard SV Minicolumn”dan gegirildi. Kolon 750 pl “Column Wash Solution” ile 2 kez
yikandi. Kolona 50 pl “DNA Elution Buffer” eklenerek oda sicakliginda 2 dk bekletildi.
Maksimum hizda 1 dk santrifiij edilerek plazmid DNA’lar elde edildi. Plazmidlerin
yogunluklar1 nanodrop ile Ol¢iildii. Plazmidler DNA dizilerinin edilmesi i¢in Macrogen

firmasina (Hollanda) gonderildi.

2.5.8. Elde Edilen Baz Dizilimlerinin incelenmesi

Sekans sonucunda elde edilen 16S rRNA gen bdlgesinin baz dizilimi GenBank
veritabanindaki benzerleri ile Karsilastirildi. Izolatlarin 16S rRNA dizileri icin GenBank
erisim numarast alindi ve Mega 6.0 programi kullanilarak Neighbor-Joining analizi ve
Bootstrap metodu (1000 tekrarli) ile filogenetik agaci ¢izildi, agacta %70’in zerindeki

benzerlikler gosterildi. Sonuclar degerlendirildi.

2.6. Bakteriyel izolatlarin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi
2.6.1. Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

S. exigua’dan izole edilen ve karakterizasyonlari yapilan izolatlar, 5 ml niitrient siv1
besiyerine inokiile edilerek 30°C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 6000xg’de
10 dakika santrifuj edilerek besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Pellet birkag kez steril su ile
yikandi. Yikamalardan sonra hiicrelerden olusan pellet 3 ml steril suda ¢ozlldi. Bakteri
yogunlugu, spektrofotometrede dlgiilerek ODsoo’de 1,89 (1,8x10° bakteri/ml) olacak sekilde
ayarlandi (Ben-Dov vd., 1995).



33

2.6.2. Tarama Testleri

Uygun konsantrasyonlarda hazirlanan izolatlar, marul yapraklarina bulastirilarak oda
sicakliginda kurutuldu. Bakteri bulastirilan marul yapraklar1 3-4 saat a¢ birakilmis, saglikli
3. evre S. exigua larvalarina besin olarak verildi. Deneyde 30 adet larva kullanild1 ve larvalar
kannibalizmi engellemek i¢in ayr1 ayr1 kutularda beslendi. Deney diizenekleri 28°C’de 12:12
151k peryodunda ve %60 nem ortaminda gergeklestirildi ve 10 giin boyunca giinliik takip
edildi. Kontrol grubunda steril su kullanildi. Tiim denemeler 3 tekrarli gergeklestirildi ve 10
glin sonunda 6liim oranlart Abbott formiiliine gére hesaplandi (Abbott, 1925).

2.6.3. Doz Denemeleri

Tarama testleri sonucunda S. exigua iizerinde yiiksek oldiirticii etkiye sahip oldugu
belirlenen Bacillus thuringiensis Sel3 susunun zararli tizerinde doz denemeleri yapildi.

Bacillus thuringiensis Sel3 susu, sporlanmay1 ve kristal iiretimini tesvik eden,
K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, ZnSO4, FeSO4 ve MNSO4 eklenerek hazirlanan TSA besiyerinde
5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu olusan koloniler steril spatiil yardimi ile
besiyerinden alinarak 1M NaCl ¢6zeltisinde stspanse edildi. Suspansiyon 6000 rpm’de 10
dk santriij edildi. Elde edilen pellet 2 kez daha tuz ¢ozeltisi ile yikandi. Son yikamadan sonra
pellet steril su ile ¢ozdiriildii ve 10°, 108, 107, 10°, 10°, 10*ve 10° cfu/ml konsantrasyonlarda
spor-kristal siispansiyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan siispansiyonlar ile 2.6.2°de belirtilen

kosullarda biyotestler gerceklestirildi.

2.7. B. thuringiensis Sel3 susunun Insektisidal Aktivite Ozellikleri
2.7.1. insektisidal Kristal Proteinlerin Mikroskobisi

B. thuringiensis Sel3 susu TSA besiyeri igerisinde 4-5 gln inkibe edildi. Elde edilen
spor-kristal karisimlar1 1 M’lik NaCl’de siispanse edildi. Daha sonra bu karigim 13000xg’
de 4 °C’de 5 dakika santriftj edildi. Elde edilen pellet steril ddH20 ile iki kez yikandi.

Spor-kristal karistmindan bakteriyel smear hazirlanarak fikse edildi. Smear Buffalo
Black ile 70 s boyandi. Ardindan saf su ile yikanarak 20 sn Karbon fuchsin ile boyandi.
Boyanin fazlasi saf su ile akitilarak smear kurumaya birakildi. Koyu mavi renkte kristaller

ile pembe renkte sporlar 151k mikroskobunda goriintiilendi.
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Elde edilen spor-kristal karisimi 1/100 oraninda seyreltilerek, 10 um &rnek straplara
yayildi ve bir gece 37°C’de kurumaya birakildi. Kuruyan straplarin iizeri altin ile kaplanarak

taramali elektron mikroskobunda incelendi.

2.7.2. PCR ile Toksin Genlerinin Arastirilmasi

Zararh lzerinde gergeklestirilen tarama ve doz denemeleri sonucunda elde edilen
bilgiler 1s18inda B. thuringiensis Sel3 susunun insektisidal aktivitesinden sorumlu
olabilecek toksin genlerinin varligi Tablo 10°de belirtilen primerler kullanilarak PCR ile
belirlendi.

Tablo 10. Toksin genlerinin varligin1 taramada kullanilan primerler

Gen Primer sekansi BS?E:I?I;
(5°->3) Tm (°C)
CATGATTCATGCGGCAGATAAAC (f)

Y1 (2775p)  TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT (1) 55

cry2 (701by)  CITATTCTTAATGCAGATGAATGGEG (f) 5
CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT (1)

crya (604bp)  CCTTATCGCAGAGAGATGACATTAAC (1) "
CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT (1)

cryd (4390 by CCATATGATGTAGCGAAACAAGCC () 50
GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC (1)

crys (47bp) | TACCTAAATTGGTCAATCAAGCAAA (1) 5
AAGACCAAATTCAATACCAGGGTT (f)
AAGCAGTGAATGCCTTGTTTAC (f)

Cry7 (4200p)  TTCTAAACCTTGACTACTT (1) 49

cryo (359 by CCCTGTTACTATTAGCGAGGGCGG () 50
GTTTGAGCCGCTTCACAGCAATCC (1)
TTCCAACCCAACTTTCAAGC (f)

cryl1(305bP)  AGCTATGGCCTAAGGGGAAA (1) 51

VipL (1400 bp) CCATCCCAAACAAATCAGCTTTCTACAGC () "
AAGCTTCTAATTTTTCACTTTCATAGCTGAAAC (1)

Vb2 (1400 bp)  CCATCCATGAAAAGAATGGAGGAACGCTTG () 5
AAGCTTTTATTTTGTTAATAATGTAGCATCGACCA (r)

. GGCTCCATGAACAAGAATAATACTAAATTAAGC (f)
vip3 (1400 bp) 50

GAATTCTTACTTAATAGAGACATCGTAAAAATG ()
f: ileri primer; r: geri primer

PCR ile varhigi belirlenen gen bolgelerinin pGEM-T vektoriine ligasyonu
gergeklestirilerek Escherichia coli DH10p kompotent hiicresine transforme edildi. Olusan

beyaz kolonilerden alinarak transformasyonu dogrulamak amaciyla koloni PCR
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gerceklestirildi. PCR sonrasi istenilen geni iceren kolonilerden plazmid izolasyonu
gerceklestirilerek sekansa gonderildi. Sekans sonucu elde edilen diziler benzerleriyle

karsilastirildi ve MEGA 6.0 yazilimi ile filogenetik agaglari ¢izildi.

2.7.3 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

2.7.1°de hazirlanan spor-kristal karigiminin protien konsantrasyonu Bradford (1976)
yontemine gore belirlendi. Miktarlar1 tayin edilmis olan protein numunelerinden esit
konsantrasyonda alindi ve numunelere muamele tamponu (60 mM Tris-HCI (pH 6,8), %25
Gliserol, %2 SDS, %5 2-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra
kaynayan su icerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970) tarafindan
tanimlanan %10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 80 V akim uygulanarak ayrilma iglemi
gerceklestirildi.

Ayirma islemi sonrasi, jel giimiis nitrat ile boyandi. Boyamadan 6nce, yir(tilen
proteinlein jelde bulunduklar1 yerde kalmasini saglamak ve istenmeyen kimyasallar (iire,
tampon ¢oOzelti) uzaklastirmak i¢in etanol ve asetik asit ¢ozeltisi i¢erisinde sabitleme yapildi.
Boyama islemi i¢in glimiis nitrat jele emdirildi. Jel, goriintii olusumu i¢in sodyum hidroksit
ve formaldehit ¢Ozeltisi i¢erisine alindi. Goriintii olusumu saglandiktan sonra jel goriintiisii

tarayici yardimiyla bilgisayar ortamina aktarildu.

2.8. Fermentasyon Kosullarinin Optimizasyonu
2.8.1. Baslangi¢ Kultirinin Hazirlanmasi

Fermentasyon ¢aligsmalarinda kullanilacak B. thuringiensis Sel3 izolatinin bakteriyel
biiyiime egrisi belirlendi. Bunun i¢in izolatin en iyi biiyiiyebildigi triptik soy broth besiyerine
(100 ml) ODe0o=0,1 olacak sekilde bakteri inokiilasyonu ger¢eklestirilerek, bakteri
yogunlugu spektrofotometre (ODegoo) ile Oliim safhasi gozlenene kadar 1’er saat arayla
Olculdi. Logaritmik biylme fazi belirlenerek bu sathasindaki hiicreler baslangi¢ kiiltiirii

olarak kullanild.
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Ilk 6nce spor-kristal Gretiminin maksimum oldugu fermentasyon besiyeri, baslangic

pH’s1, inkiibasyon sicaklig1 ve inkiibasyon siiresi Taguchi yontemi ile belirlendi. Calismada

kullanilan besiyerleri ve igerikleri Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Optimizasyon ¢alismalarinda kullanilan besiyerileri ve icerikleri

Besiyeriler

M1 M2 M3 M4
Dekstroz (%1,5) Nisasta (%]1,5) Glukoz (%4) Soya (%2,5)
Cottonseed flour (%1)  Yeast (%1) Yeast (%1,5) Glukoz (%2,5)
Pepton (%0,2) Corn steep liquor (%0,2)  Corn steep liquor (0,4)  K;HPQO4(%0,3)
Yeast (%0,2) CaCO3(%0,8) (NH,),S0, (%0,4) KH2PO4 (%0,3)
CaCOs3(%0,1) NaPO3H; (%0,4) MgSO4 (%0,06) MgSO4 (%0,4)
MgSO, (%0,03) FeSO4 (%0,06)
FeSO4 (%0,002) ZnS04(%0,001)
ZnS0. (%0,002) MnSO4 (%0,01)

CaS04(%0,001)

Spor-kristal verimine etki eden faktorler ve seviyeleri Tablo 12°deki gibi belirlendi.

Dort faktorun dort farkli seviyesi i¢in Taguchi Lis ortagonal diizlemi kullanidi (Tablo 13).

Hazirlanan besiyerilerine (100 ml) 1 ml baslangi¢ kiiltiirii inokiile edilerek Tablo 13’de

belirlenen kosullarda fermentasyon gergeklestirildi.

Tablo 12. Optimizasyonda kullanilan faktorler ve seviyeleri

Faktorler Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3 Seviye 4
Inkiibasyon siiresi 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat
Inkiibasyon sicakligi  25°C 30°C 34°C 37°C
Baslangi¢ pH’s1 6 7 8 9
Besiyeri M1 M2 M3 M4
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Tablo 13. Lis Taguchi Tasarimi

Inkiibasyon  Inkiibasyon  Baslangig

Deney suresi sicakligi pH’s1 Besiyeri
1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 1 4 4 4
5 2 1 2 3
6 2 2 1 4
7 2 3 4 1
8 2 4 3 2
9 3 1 3 4
10 3 2 4 3
11 3 3 1 2
12 3 4 2 1
13 4 1 4 2
14 4 2 3 1
15 4 3 2 4
16 4 4 1 3

2.8.3. Canli Spor Sayisimin Belirlenmesi

Inkiibasyon sonunda her bir besiyerinden 1 ml érnek alindi. Orneklerden seri diliisyon
yontemi ile 107ye kadar seyreltikler hazirlandi ve 80°C’de 15 dakika bekletildi.
Seyreltiklerden 0.1 ml alinarak Mueller-Hinton agar besiyerine yayma ekimi
gerceklestirildi. Petriler 30°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra 30-300 aras1 koloni olan
petriler belirlenerek sayimlar1 yapildi. Deney 3 kez tekrar edildi ve ortalamalar1 alindi.

Sonugcta, besiyerilerindeki canli spor sayisi cfu/ml olarak belirlendi.

2.8.4. Deney Tasarimi-2

Birinci deney tasarimindan sonra M4 besiyeri maksimum spor iiretimi i¢in en uygun
besiyeri olarak belirlendi. Bu besiyerindeki maddelerin farkli konsantrasyonlarinin spor-
kristal tiretimine etkisini belirlemek amaciyla besiyeri igerigindeki 5 maddenin 3 farkli

seviyesi test edildi (Tablo 14).
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Tablo 14. Besiyeri igeriginin optimizasyonunda kullanilan faktorler ve seviyeleri

Faktorler Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3
Soya %1 %2,5 %5
Glukoz %1 %2,5 %5
KH2PO4 %0,1 %0,3 %0,5
K2HPO4 %0,1 %0,3 %0,5
MgSO4 %0,2 %0,4 %0,8

Tablo 15. L27 Taguchi Tasarimi

Faktorler ve Seviyeleri

Deney —s.va Glukoz KH:PO,  KHPO,  MgSOs
1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 2
3 1 1 1 1 3
4 1 2 2 2 1
5 1 2 2 2 2
6 1 2 2 2 3
7 1 3 3 3 1
8 1 3 3 3 2
9 1 3 3 3 3
10 2 1 2 3 1
11 2 1 2 3 2
12 2 1 2 3 3
13 2 2 3 1 1
14 2 2 3 1 2
15 2 2 3 1 3
16 2 3 1 2 1
17 2 3 1 2 2
18 2 3 1 2 3
19 3 1 3 2 1
20 3 1 3 2 2
21 3 1 3 2 3
22 3 2 1 3 1
23 3 2 1 3 2
24 3 2 1 3 3
25 3 3 2 1 1
26 3 3 2 1 2
27 3 3 2 1 3

Besiyeri icerigindeki bes maddenin U¢ farkli seviyesi i¢cin Minitab 17 yazilimi
kullanilarak Taguchi L7 ortagonal diizlemi olusturuldu (Tablo 15). Elde edilen deney
tasarimlar1 kullanilarak 100 ml besiyeri hazirlanip pH’s1 9 ayarlandi. Hazirlanan
besiyerilerine 1 ml baslangi¢ kiiltiirii eklenip bir dnceki deney tasariminda elde edilen

optimum inkiibasyon siiresi ve sicaklig1 kullanilarak inkiibasyon gergeklestirildi.
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2.8.5. Canli Spor Sayisimin Belirlenmesi

M4 Dbesiyerindeki maddelerin optimizasyonu icin gerceklestirilen ¢aligmalar

sonrasinda 27 besiyerinden ayr1 ayr1 birer ml 6rnek alinarak besiyerindeki canli spor sayisi

2.8.3’deki sekilde belirlendi.

2.8.6. Dogrulama Deneyi

Optimizasyon ¢alismalarindan elde edilen optimum kosullar (Baslangi¢ pH’s1 9 olan
%?5 soya unu, %5 glukoz, %0,3 KH2PO4, %0,1 K2HPO4 ve %0,4 MgSOsiceren M4 besiyeri,
30°C inkiibasyon sicakligi, 72 saat inkiibasyon siiresi) kullanilarak dogrulama deneyi

gerceklestirildi ve Minitab 17 yazilimi ile elde edilebilecek tahmini sonug ile karsilagtirildi.

2.9. Fermentorde Uretim

Optimizasyon c¢aligmalart sonucu elde edilen optimum kosullar kullanilarak
laboratuvar tipi fermentdrde (Biostat A, Sartorius) tiretim gergeklestirildi. Fermentasyon
besiyeri (%5 soya unu, %5 glikoz, %0,3 KH2PO4, %0,1 KH2PO4 ve %0,4 MgSOs) 5 litre
olacak sekilde hazirlanarak pH’s1 9 olarak ayarlandi. Ferment6r otoklav ile steril edildikten
sonra, besiyeri oda sicakligina gelince %10 (500 ml) bakteri eklenerek 30°C’de 72 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi olusan spor ve kristaller santrifiij ile toplandu.
Elde edilen pellet 3 kez 1 M NaCl ile 3 kez de steril saf su ile yikanarak proteazlar ve [3-
ekzotoksinler gibi ekstraselliller komponentler uzaklastirildi. Elde edilen spor-kristal
karistmindaki canli spor sayisi standart plak sayim metodu ile belirlendi ve sprey kurutucu

ile kurutuluncaya kadar +4°C’de saklandi.

2.10. Enkapsiilasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Optimizasyon caligsmalar1 sonrasi fermentorde iiretimi gergeklestirilen spor-kristal
karisiminin, ¢evre kosullarinda daha uzun silire dayanabilmesi icin enkapsiilasyonu
gergeklestirildi. Enkapsiilasyon icin uygulamasi kolay ve ucuz oldugundan en ¢ok tercih
edilen piiskiirterek kurutma yontemi kullanildi. Piiskiirterek kurutma yonteminin kosullari

Taguhi metodu ile optimize edildi.
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2.10.1. Deney Tasarimi-3

Puskdirterek kurutma yontemine etki eden faktorler, sprey kurutucunun giris ve ¢ikis
sicakligi ile kaplama materyali olarak belirlendi (Tablo 16). Bu 3 faktdriin 4 farkli seviyesi
icin Lie Taguchi ortagonal diizlemi olusturuldu (Tablo 17).

Tablo 16. Puskirterek kurutma yéntemine etki eden faktorler ve seviyeleri

Faktorler Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3 Seviye 4
Kaplama Materyali Soyaunu  Nisasta Arabik gam  Maltodekstrin
Giris Sicakligi 120 140 160 180

Cikis Sicaklig 60 70 80 90

Tablo 17. Lis Taguchi Tasarimi

Deney Kaplama Materyali Giris Sicakligt ~ Cikis Sicakligi
1 1 1 1
2 1 2 2
3 1 3 3
4 1 4 4
5 2 1 2
6 2 2 1
7 2 3 4
8 2 4 3
9 3 1 3
10 3 2 4
11 3 3 1
12 3 4 2
13 4 1 4
14 4 2 3
15 4 3 2
16 4 4 1

2.10.2. Formiilasyonun Hazirlanisi

Biyopestisit Uretiminde, Uretilen Grunun fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinin
standartlara uymasi énemli bir konudur. Bu nedenle spor-kristal karisimina ¢esitli madddeler
eklenerek formiilasyon hazirlandi. Fagostimulant olarak siikroz ve siit tozu, kurutma
sirasinda topaklanmay1 ve pismeyi dnlemek icin silika fiime, kdpiiklenmeyi 6nlemek i¢in

kopiik kesici, ultraviyole 1sinlardan korumak icinde kaplama materyalleri (soya unu,
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maltodekstrin, arabik gam ve nisasta) kullanildi. Spor-kristal karigimini igeren siispansiyon
kurutulmadan 6nce 2 saat oda sicakliginda karistirildi. Tiim formiilasyonlar, spor-kristal
karisimi %10, toplam kati madde orami ise %30 olacak sekilde dizayn edildi ve
sispansiyonlar Tablo 17’de belirlenen kosullar kullanilarak sprey kurutucudan

gecirilerilerek, toz hale getirildi.

2.10.3. Canh Spor Saymm

Puskdirterek kurutma yontemi ile elde edilen 16 toz formulasyonunun, standart plak
sayim metodu ile 1 graminda bulunan canli spor sayisi belirlendi. Bir gram toz formulasyon
99 ml saf suda c¢ozdiiriilerek 1 saat boyunca periyodik olarak karistirildi. Siispansiyon seri
diliisyon yontemi ile 10"ye kadar seyreltildi ve 80°C’de 15 dakika bekletildi.
Seyreltiklerden 0,1 ml alinarak Mueller-Hinton agar besiyerine yayma ekimi
gerceklestirildi. Petriler 30°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra 30-300 aras1 koloni olan

petriler belirlenerek sayimlari yapildi ve liriinlerin 1 graminda bulunan spor sayis1 belirlendi.

2.10.4. Dogrulama Deneyi

Optimizasyon calismalarindan elde edilen optimum kosullar (kaplama materyali:
maltodekstrin, sprey kurutucu giris-¢ikis sicakligi: 160-70°C) kullanilarak dogrulama deneyi

gergeklestirildi ve Minitab 17 yazilimi ile elde edilebilecek tahmini sonug ile karsilastirildi.

2.11. Uretilen Biyopestisitin Ozellikleri
2.11.1. Elektron Mikroskopisi

Uriindeki partikillerin yiizey gorintuisini ve boyutunu belirlemek icin Karadeniz
Teknik Universitesi, Malzeme ve Metalurji Boliimiindeki taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanildi. Toz formiilasyon karbon film yardimiyla straplara yapistirildi. Straplarin
tizeri iletkenligi saglamak icin altin ile kaplandi. Kaplama sonrasi 6rnek Zeiss Evo LS-10
marka taramali elektron mikroskobunda incelendi. Ornegin farkl1 biiyiitmelerde fotografi

cekildi.
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2.11.2. Partikul Analizi

Uriiniin  partikil analizi Karadeniz Teknik Universitesi, Malzeme ve Metalurji
Boliimiindeki Malvern Mastersizer 2000 marka partikiil boyut analiz cihaz1 ile
gergeklestirildi. Cihaz tarafindan 6rnek Gzerine lazer 15181 gonderilerek, yansiyan ve kirilan

151810 sagilma agis1 ve siddetine gére parcacik boyut dagilimi belirlendi.

2.11.3. Islanabilirlik

Elde edilen {irliniin 1slanabilme siiresi Lisansky vd. (1993)’nin prosedurine gore
belirlendi. Bunun icin 250 ml’lik beher icerisine 100 ml distile su koyuldu. Suyun
yizeyinden 10 cm uzaktan 0,1 g iiriin huni vasitasiyla suya birakildi. Uriin suya diistiigii
anda kronometre calistirildi ve tamamen 1slandiginda durduruldu. Deney ii¢ kez tekrar edildi

ve sonucun ortalamasi alindi.

2.11.4. Suspansibilite

100 mI’lik mezdr igerisine 97 ml distile su ve 3 g 6rnek eklendi. Mezur 30 defa alt Ust
edildi. En tist 10 mI’lik kisimdan 5 mI’lik 6rnek alindi. 105°C’ye ayarl bir firinda 24 saat
kurutuldu. Deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglar tamamen ¢6ziinmiis bir {irliniin
siispansibilitesidir. Bu sonuglar kontrol olarak kullanildi. Deney ayni sekilde 3 kez daha
gerceklestirildi. Ancak bu kez 6rnek almadan 6nce 1 saat beklendi. Siispansibilite yiizdesi

asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (Lisansky vd., 1993).

Uygulama agirligi y

Siispansibilite (%) = 100

Kontrol agirhig

2.11.5. Nem I¢erigi

Uriiniin nem icerigini belirlemek igin 10 g iiriin tartilarak 105°C ‘ye ayarl1 bir firinda
24 saat kurutuldu. Kuruduktan sonraki miktari tartilarak asagidaki formiile gore yiizde nem

igerigi belirlendi. Deney 3 kez tekrar edilerek ortalamasi alindi (Lisansky vd., 1993).
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.. Baslangic agirligi - Son agirlik
Nem Igerigi (%)= Basglangic agirligi x 100

2.11.6. Canh Spor Saymm

Toz formiilasyonun 1 graminda bulunan canli spor sayisi, standart plak sayim metodu

ile 2.10.3’de belirtilen sekilde gerceklestirildi.

2.12. Uriiniin Entomopatojenitesi
2.12.1. Spodoptera exigua Uzerindeki Etkinligi

Toz formilasyonun entomopatojenitesi Spodoptera exigua’nin 3. donem larvalari
Uzerinde test edildi. Calismada karsilastirma amaciyla B. thuringiensis Sel3 izolatinin spor
kristal karisimi ve B. thuringiensis kursaki igerikli ticari biyopestisit Dipel kullanildi. Toz
formiilasyondan 108, 107, 10°% 10° ve 10* spor/ml konsantrasyonlarda siispansiyonlar
hazirlandi. Siispansiyonlar %0,1’lik sodyum hipoklorit ile dezenfekte edilmis marul
yapraklarina bulastirilarak kurutuldu ve zararli bu besinlerle beslendi. Denemeler her
konsantrasyon i¢in 3 tekrarli gerceklestirildi ve her tekrarda 30 larva kullanildi. Larvalar
kannibalizmi engellemek icin ayr1 ayr kaplarda beslendi. Kontrol grubunda steril su
kullanildi. Denemeler 10 giin boyunca giinliik takip edildi. Oliim oranlar1 Abbott formiiliine
gore hesaplandi1 (Abbott, 1925). Medyan letal konsantrasyon (LCso) ve medyan 6liim zamani
(LTso) probit analizi ile belirlendi (Finney, 1971).

Ayrica, saks1 denemeleri ile Urlinun etkisi ticari liriin ve kontrol grubu ile karsilastirildi.
Denemeler 30 cm capindaki saksilarda biyitiilen marullar Gzerinde gerceklestirildi. Ug
farkli uygulama i¢in 5 tekrarli olacak sekilde dizenekler kuruldu. Gruplar olusturmak igin
15 adet saksiya marul fideleri dikildi ve 8-10 giin biyutulerek deney icin hazir hale getirildi.
Birinci gruptaki 5 marula 1 g/litre olacak sekilde hazirlanan tirtiniimiiz piiskiirtme tabancasi
ile uygulandi. Ayn1 konsantrasyonda hazirlanan ticari liriin de ikinci gruptaki 5 marula
uygulandi. Kontrol grubuna ise su piskiirtiildii. Marul yapraklar1 kuruduktan sonra
uzerlerine 3. evre 3-5 saat a¢ birakilmig 10’ar adet S. exigua larvasi yerlestirildi ve 25°C’de
inkiibe edildi. Deneyin sonucunda, marul yapraklarinda meydana gelen =zararlar

karsilastirilarak iirtinlimiiziin etkisi, ticari {iriin ve kontrol grubu ile karsilastirildi.
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2.12.2. Konak Spektrumu

Calisma ile elde edilen iirtiniin etkinligi, Amerikan beyaz kelebegi (Hyphantria cunea
Dry., Lepidoptera: Arctiidae) ve Yiiziik kelebegi (Malacosoma neustria L., Lepidoptera:
Lasiocampidae) larvalarmin 3. donemleri tizerinde laboratuvar ortaminda test edildi.

Insektisidal aktivite testleri 2.12.1°de belirtilen sekilde gerceklestirildi.

2.13. Memeli Toksisitesi

Enkapsule B. thuringiensis Se13’in memeliler Gizerindeki patojenite toksisite testleri
siganlar tizerinde gerceklestirildi. Calismalarda kullanilan siganlar Karadeniz Teknik
Universitesi, Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezi biinyesinde faaliyet gdsteren Deney
Hayvanlart Uretim ve Arastirma Laboratuvarindan saglandi ve deneyler bu birimde
yuratalda.

Denemelerde yaklasik 3-4 aylik, 150-250 gr agirhiginda, disi si¢anlar (Sprague
Dawley) kullanildi. Denemeler oral, subkutan ve pulmonar toksisite seklinde planlandi. Her
bir testte 8 adet disi sican kullanildi. Pulmonar toksisite patojenite testinde drneklemeden
sonra hayvanlar 6lecegi icin ilave 4 deney gurubu daha diizenlemek gerekti. Dolayisiyla 3
farkli patojenite testi i¢in, 5 Urln uygulamasi, 5 otoklavlanarak inaktive edilmis {iriin
uygulamasi ve 1 negatif kontrol (steril su) olmak {izere 11 deney grubu planlandi. Caligmada
toplam 88 adet sigan kullanildi (Tablo 18). Akut oral toksisite/patojenite testi ve pulmonar
toksisite/patojenite testinde 3x10® spor/ml bakteri, akut derialt1 toksisite/patojenite testinde
ise 3x107 spor/ml bakteri kullanildi (Sekil 8).

Sicanlar 22 + 2 °C oda sicakliginda %45-60 nemde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
periyotta barindirildi. Siganlar ad-libitum olarak pellet yem ve su ile beslendi (Sekil 9).
Biitiin deney gruplar1 3 hafta boyunca takip edildi.

Giinliik klinik incelemelerle hayvanlarin davranis bigimleri gozlendi. Klinik
incelemeler ilk hafta her giin, sonraki iki hafta haftada bir gerceklestirildi. Tiim denemelerde

uygulamadan 6nce ve sonra si¢anlarin viicut agirliklari 6l¢iildii (Mancebo vd., 2011).



Tablo 18. Toksikoloji ¢alismalarinda kullanilacak deney gruplari ve sican sayilart
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Uygulama Uygulama Uygulama Sigan
Grubu Yontemi dozu sayist
1. grup Kontrol Grubu - - 8
. . 2ml
2. grup Oral Toksisite Intragastrik (108 cfu/ml bakteri iceren Grtin) 8
- Uygulama
Patojenite Grubu . 2ml
3. grup (Gavaj) (Inaktif {iriin) 8
4 ru 0,1 ml 8
- 9P gybkutan Patojenite Derialt1 (107 cfu/ml bakteri iceren Grtin)
5 aru Toksisite Grubu Uygulama 0,1 ml 8
- 9P (inaktif iiriin)
6. grup  Pulmonar Toksisite . 0,3 m_I . 8
' - Intranazal (108 cfu/ml bakteri iceren irlin)
Patojenite Grubu
L . Uygulama 0,3ml
7. grup (7. gun 6rneklemesi) (inaktif iriin) 8
8. grup  Pulmonar Toksisite . 0,3 m_I . 8
' - Intranazal (108 cfu/ml bakteri iceren trlin)
Patojenite Grubu
9. grup (14. giin drneklemesi) Uyl (inacltt?i’fni]ilrﬂn) 8
10. grup  Pulmonar Toksisite . s, m_I_ 8
' . Intranazal (108 cfu/ml bakteri iceren trlin)
Patojenite Grubu
11. grup  (21. gin 6rneklemesi) UyauigHa (1na%3fr?ilrﬁn) 8
Toplam 88

Sekil 8. Enkapsiile B. thuringiensis Sel3’ln siganlar tizerindeki patojenite toksisite
testleri A. Intragastrik uygulama, B. Subkutan uygulama, C. Intranazal
uygulama
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Sekil 9. Sicanlarin barindirilmasi ve beslenmesi

Toksisiteyi degerlendirmek igin uygulamalardan sonra oral ve derialti testleri i¢in 2.
4. 7. 14. ve 21. glnlerde pulmonar test icin ise 7, 14, ve 21. giin sonunda érneklemeler
yapildi. Siganlardan oral uygulama i¢in 1 gr feces 6rnegi, derialtt uygulamasi i¢in 500 pl kan
ornegi ve pulmonar test i¢in 1 gr akciger doku 6rnegi alindi. Ayni zamanda toz formiilasyon
uygulanmayan si¢anlardan da érnekleme yapildi (Siegel, 2001; Mancebo vd., 2011).
Ornekler steril saf su icerisinde homojenize edildikten sonra seri diliisyon yontemiyle
seyreltikler hazirlandi ve 80°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
seyreltiklerden triptik soy agar besiyerine ekimler yapildi ve 30°C’de 24 saat inkube edildi.
Petrilerde olusan kolonilerden bakteri sayimi gergeklestirildi (Mancebo vd., 2011).



3. BULGULAR
3.1. Spodoptera exigua Larvalarindan Bakteri izolasyonu

Bu calismada, Osmaniye ilindeki musir tarlalarindan toplanan Spodoptera exigua
larvalarindan toplam 15 bakteriyel izolat elde edildi. Saflastirilan 15 izolat Sel, Se2, Se3,
Sed, Se5, Se6, Se7, Se8, Se9, Sel0, Sell, Sel2, Sel3, Sel4 ve Sel5 olarak numaralandirildi.

3.2. Izolatlarin Fenotipik Ozellikleri

3.2.1. Makroskobik ve Mikroskobik Ozellikleri

Izolatlarin koloni rengi ve sekli gibi makroskobik dzellikleri binokiiler mikroskop
altinda incelenerek belirlendi. Bu inceleme sonuglarina gore; Sel ve Se§ numarali izolatlarin
krem renkli dalgali-yuvarlak, Se2, Se3, Se5 ve Sel2 numarali izolatlarin beyaz renkli diiz-
yuvarlak, Se4, Se6, Se10, Sell, Sel3 ve Se14 numarali izolatlarin krem renkli diiz-yuvarlak,
Se7 numarali izolatin sar1 renkli diiz-yuvarlak, Se9 numarali izolatin kirmizi renkli diiz-
yuvarlak ve Sel5 numarali izolatin koyu krem renkli diiz-yuvarlak koloni morfolojilerine
sahip oldugu belirlendi (Tablo 19).

Izolatlarin mikroskobik &zellikleri ise 151k mikroskobu ile incelenerek belirlendi. Buna
gore, izolatlarin hiicre seklinin Se5 numarali izolat hari¢ basil, Se5 numarali izolatin ise kok
oldugu belirlendi. Gram boyama ve spor boyama g¢alismalar1 sonras1 Sel, Se2, Se4, Se8,
Sel0, Sell, Sel3, Sel4 ve Sel5 numarali izolatlarin gram pozitif sporlu bakteriler oldugu,
Se5 numarali izolatin gram pozitif sporsuz bakteri oldugu belirlendi. Se9 numarali izolatin
sporlu gram negatif bakteri oldugu, geriye kalan Se3, Se6, Se7 ve Se12 numarali izolatlarin
ise gram negatif sporsuz bakteriler olduklar1 belirlendi.

Se5, Se6 ve Se7 numarali izolatlarin hareketsiz, Sel, Se2, Se3, Se4, Se8, Se9, SelO,
Sell, Sel2, Sel3, Sel4 ve Sel5 numarali izolatlarin ise hareketli olduklar belirlendi (Tablo
19).
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Tablo 19. izolatlarin fenotipik 6zellikleri

Makroskobik Ozellikler Mikroskobik Ozellikler

[zolatlar _
Koloni rengi  Koloni sekli Hucre = Gram  Spor
sekli ~ boyama boyama

Hareketlilik

Sel Krem Dalgali-yuvarlak  Basil + + +
Se2 Beyaz Duz-yuvarlak Basil + + +
Se3 Beyaz Diz-yuvarlak Basil - - +
Se4 Krem Duz-yuvarlak Basil + + +
Se5 Beyaz Diz-yuvarlak Kok + - -
Seb Krem Duz-yuvarlak Basil - - -
Se7 Sar1 Diz-yuvarlak Basil - - -
Se8 Krem Dalgali-yuvarlak  Basil + + +
Se9 Kirmizi Duz-yuvarlak Basil - + +
Sel0 Krem Diz-yuvarlak Basil + + +
Sell Krem Duz-yuvarlak Basil + + +
Sel2 Beyaz Diz-yuvarlak Basil - - +
Sel3 Krem Duz-yuvarlak Basil + + +
Sel4 Krem Diz-yuvarlak Basil + + +
Sel5 Koyu krem  Duz-yuvarlak Basil + + +

3.2.2. Biyokimyasal Ozellikleri

VITEK-2 panel test sistemi ile tam otomatik olarak bakterilerin asidifikasyon,
alkalinizasyon, enzim hidrolizi gibi ¢esitli metabolik aktiviteleri belirlendi ve kendi
veritabani iizerinde sonuglar degerlendirildi. Gram pozitif sporsuz kok ve basil bakteriler
icin VITEK-2 GP karti, gram pozitif sporlu bakteriler i¢cin VITEK-2 BCL kart1, gram negatif
kok ve basil bakteriler icinse VITEK-2 GN kart1 kullanilarak biyokimyasal baz1 6zellikler
test edildi ve sonuglar1 Tablo 20-21’de gésterilmistir.
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Tablo 20. Gram pozitif Bacillus izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri

: Izolatlar

BCL Kartindak Testler Sel Se2 Se4 Se8 Sel0 Sell Sel3 Seld Sels
Beta-Xylosidase - - + - + + - - -
L-Lysine Arylamidase - - - - - - - - -
L-Aspartate Arylamidase - + - - (+) - - - -
Leucine Arylamidase + + - + - - + + +
Phenylalanine Arylamidase + - - - - - - -
L-Proline Arylamidase - + - - - - - - -
Beta-Galactosidase - - + - + + -
L-Pyrrolydonyl Arylamidase + + + + () () + + +
Alpha-Galactosidase - - + - + + - - R
Alanine Arylamidase - + - - - - - - +
Tyrosine Arylamidase - - - - + + - . )
Beta-N-Acetyl-Glucosaminidase + + - - - + +
Ala-Phe-Pro Arylamidase - + - + ) + + + +
Cyclodextrin - - E - - - R .
D-Galactose o - + - + + B . .
Glycogen ) . + r - - - - -
Myo-inositol - = - - - r - - .
Methyl-A-D-Glucopyranoside acid. - - + + + + - - -
Ellman - + = - = - - - +
Methyl-D-Xyloside - - - 4 (+) + - R .
Alpha-Mannosidase - S + 3 + + - -
Maltotriose + - + + + + + + -
Glycine Arylamidase + + () - - - - -
D-Mannitol - y + - + + b } }
D-Mannose - = + - + e - - R
D-Melezitose - - + - ) ) - -
N-Acetyl-D-Glucosamine + - + + + + + + -
Palatinose - - + - + + . } }
L-Rhamnose - - - - - - - - -
Beta-Glucosidase - - + - + + - - .
Beta-Mannosidase - - + - + + - - R
Phosphoryl Choline - - + - - - - -
Pyruvate - () - O - - ) (+) +
Alpha-Glucosidase - - + - + + - - .
D-Tagatose - - - - - - - - -
D-Trehalose + - + + + + - + -
Inulin - - - - + + - - .
D-Glucose + - + + + + + + -
D-Ribose + - + + + + + + -
Putrescine assimilation - - - - - - - - -
Growth in 6.5% NaCl + - - + - - + + -
Kanamycin Resistance + - + - + + + + -
Oleandomycine Resistance - - - - - - - - -
Esculine Hydrolysis - - + + + + + + +
Tetrazolium Red ) - - - + + - - +
Polymixin B Resistance + + + + +) () + + -




Tablo 21. Gram negatif (solda) ve gram pozitif sporsuz (sagda) izolatlarin biyokimyasal
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ozellikleri
Izolatlar Izolat

GN kartindaki testler v © ~ o GP kartindaki testler o

7 TS T S, B »
Ala-Phe-Pro-Arylamidase - -+ - - D-Amygdalin -
Adonitol - -+ - - Phosphatidylinositol Phos. C
L-Pyrrolydonyl-Arylamidase + - -+ - D-Xylose -
L-Arabitol - -+ + - Arginine Dihydrolase 1 -
D-Cellobiose -+ - -t Beta Galactosidase +
Beta-Galactosidase + - -+ 4+ Alpha Glucosidase +
H2S Production - - - - - Ala-Phe-Pro Arylamidase -
Glutamyl Arylamidase pNA - -+ - - L-Aspartate Arylamidase -
D-Glucose + + - 4+ 4+ Beta Galactopyranosidase -
Gamma-Glutamyl-Transferase - - -+ 4+ Alpha Mannosidase -
Fermentation/Glucose - - -+ 4+ Phosphatase -
Beta-Glucosidase - -+ 4+ o+ Leucine Arylamidase -
D-Maltose + - - -+ L-Proline Arylamidase -
D-Mannitol + - -+ 4 Beta Glucuronidase -
D-Mannose -+ -+ o+ Alpha-Galactosidase +
Beta-Xylosidase - -+ - - L-Pyrrolidonyl Arylamidase -
Beta-Alanine Arylamidase - - - - - Beta-Glucuronidase -
L-Proline Arylamidase -+ -+ - Alanine Arylamidase -
Lipase S Tyrosine Arylamidase -
Palatinose + - - -+ D-Sorbitol -
Tyrosine Arylamidase + + + + o+ Urease -
Urease -+ - - - Polymixin B Resistance -
D-Sorbitol + - -+ 4 D-Galactose -
Saccharose/Sucrose + - -+ 4+ D-Ribose O]
D-Tagatose - - - - - L-Lactate alkalinisation -
D-Trehalose + -+ + 4 Lactose -
Citrate (Sodium) + + + + o+ N-Acetyl-D-Glucosamine +
Malonate -+ - -+ D-Maltose +
5-Keto-D-Gluconate - - - - - Bacitracin Resistance -
L-Lactate alkalinisation + + - 4+ 4+ Novobiocin Resistance -
Alpha-Glucosidase + -+ + - Growth in %6,5 NaCl +
Succinate alkalinization -+ -+ o+ D-Mannitol +
Alpha-Galactosidase + - - -+ Metyl-B-D-Glucopyranoside +
Phosphatase -+ o+ - Pullulan -
Glicine Arylamidase - - -+ 4+ D-Raffinose -
Ornithine Decarboxylase - - -+ 4+ 0/129 Resistance +
Lysine Decarboxylase - - -+ - Salicin +
L-Histidin assimilation - - - - Saccharose/Sucrose +
Coumarate - - -+ - D-Trehalose +
Beta-Glucoronidase - - - - - Arginine dihydrolase 2 -
0/129 Resistance + - -+ 4+ Optochin Resistance +
Glu-Gly-Arg-Arylamidase - -+ o+ -
L-Malate assimilation - - - - -
Ellman + -+ - -

L-Lactate assimilation
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3.2.3. Biiyume Ozellikleri

Izolatlarin farkl1 besiyeri, sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlarinda biiyiime 6zellikleri
belirlendi. Baslangic yogunlugu ODesoo’de 0,1 olacak sekilde bakteri inokiilasyonu
gerceklestirilip 48 saat sonra dlglimler alindi (Sekil 10-13).

=]
3
(@]
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(%2}
C - -
_féﬁ m Besiyeri TBS
2 [ Besiyeri LB
o]
< m Besiyeri NB

[zolatlar

Sekil 10. Izolatlarin farkl1 besiyerilerindeki absorbans degerleri

10 +
gt m20°C
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> 6 m37°C
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2
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<,

0

Izolatlar

Sekil 11. Izolatlarn farkl1 sicakliklardaki absorbans degerleri
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Sekil 12. Izolatlarin farkli pH’daki absorbans degerleri
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Sekil 13. Izolatlarin farkl1 tuz konsantrasyonlarindaki absorbans degerleri

izolatlarin tamamimnin optimal blyiimeyi TSB besiyeri igerisinde gosterdigi belirlendi
(Sekil 10). Izolatlarin optimal biiyiime sicaklig1 TSB besiyeri icerisinde Se2 ve Se5 numarali
izolatlar icin 37°C, Se6 ve Sel5 numarali izolatlar i¢in 20°C, diger izolatlar i¢in 30°C olarak
belirlendi (Sekil 11). Se4 izolat1 hari¢ diger tiim izolatlarin pH7 besiyerinde optimal biyime
gosterdigi, Se4 izolatinin ise pH9 besiyerinde optimal buylmeyi gésterdigi belirlendi.

Se3 numarali izolat %3 tuz igeren besiyerinde optimal biiylime gosterirken diger
izolatlar %5 tuz igeren besiyerinde optimal biiyiime gosterdi. Se7 izolatin ise sadece %5

iceren ortamda biiyiiyebildigi goriildii.
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3.3. Genotipik Ozellikler

Tim bakterilerden 16S rRNA ¢ogaltilmasina saglayan iiniversal primer kullanilarak
bu genin ¢ogaltilmasi ve sekanslanmasi filogenik ¢alismalarda standard yontem olarak yerini
almistir. Bu sebeple izolatlardan kromozomal DNA’lar izole edildi. Elde edilen kromozomal
DNA’larin 16S rRNA bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi ve bitin izolatlar igin yaklasik 1.500 bp
biiyiikliigiinde bantlar gozlendi (Sekil 14).

1500 bp
1500 — Gl e ercap ) T G G S @D D G e -
1000 —

750 —

500 —

250 —

Sekil 14. Izolatlarin PCR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA gen bélgelerinin agaroz jel lektroforez
goriintiisii (M: Markir (Fermentas, GeneRuler 1 kb)

16S rRNA gen bdlgelerinin E. coli JIM101 kompotent hicresine transformasyonu
gergeklestirildikten sonra plasmid izolasyonu ile 16S rRNA gen bolgesini iceren klonlar
sekans ettirilerek niikleotid siralari belirlendi (EK-2). Bu siralar GenBank’taki veritabani ile
karsilastirilarak bilinen tiirlere olan benzerlik oranlar1 belirlendi (Tablo 22). Dizin analizi
sonuglart Mega 6.0 programi kullanilarak Neighbor-Joining analizi ile degerlendirildi ve
izolatlarin filogenetik agaci olusturuldu (Sekil 15). Filogenetik aga¢ verileri ve 16S rRNA

sonugclari birbirlerini desteklemektedir.



Tablo 22. izolatlarin 16S rRNA gen bélgelerinin NCBI veritabanindaki benzerlikleri

Izolatlar

Turler

Benzerlik Kayit

Izolatlar

Turler

Benzerlik Kayit

Orani No
Bacillus cereus %99 NR_074540.1
Bacillus mycoides %99 NR_113990.1
Sel Bacillus toyonensis %99 NR_121761.1
Bacillus thuringiensis %99 NR_114581.1
Bacillus weihenstephanensis %99 NR_024697.1
Lysinibacillus macroides %99 NR_114920.1
Lysinibacillus pakistanensis %99 NR_113166.1
Se2 Lysinibacillus boronitolerans %99 NR_042072.1
Lysinibacillus sphaericus %98 NR_042073.1
Lysinibacillus fusiformis %98 NR_114207.1
Pseudomonas hibiscicola %99 NR_024709.1
Se3 Pseudomonas geniculata %99 NR_024708.1
Stenotrophomonas maltophilia %99 NR_041577.1
Stenotrophomonas pavanii %99 NR_118008.1
Paenibacillus cucumis %99 NR_149778.1
Sed Paen!bac!llus tundrae _ %98 NR_044525.1
Paenibacillus amylolyticus %98 NR_025882.1
Paenibacillus tylopili %98 NR_115990.1
Staphylococcus succinus %99 NR_028667.1
Se5 Staphylococcus equorum %99 NR_027520.1
Staphylococcus gallinarum %99 NR_036903.1
Se6 Ac!netobacter soli _ %99 NR_044454.1
Acinetobacter calcoaceticus %97 NR 117619.1
Se7 Chryseobacterium indologenes %98 NR_112975.1
Chryseobacterium arthrosphaerae %97 NR_116977.1
Bacillus cereus %99 NR_074540.1
Se8 Bacillus mycoides %99 NR_113990.1
Bacillus thuringiensis %99 NR_114581.1

Orani No

Serratia marcescens %99 NR_036886.1

Se9 Serratia nematodiphila %99 NR_044385.1
Serratia ureilytica %98 NR_042356.1
Paenibacillus amylolyticus %99 NR_025882.1

Se10 Paenibacillus tundrae %99 NR_044525.1
¢ Paenibacillus xylanexedens %99 NR_044524.1
Paenibacillus tylopili %99 NR_115990.1
Paenibacillus xylanexedens %99 NR_044524.1

Sell Paenibacillus tundrae %99 NR_044525.1
Paenibacillus amylolyticus %99 NR_025882.1
Paenibacillus tylopili %99 NR_115990.1

Leclercia adecarboxylata %99 NR_104933.1

Sel12 Enterobacter ludwigii %99 NR_042349.1
Enterobacter aerogenes %99 NR_102493.1

Pantoea agglomerans %99 NR 111998.1

Bacillus cereus %99 NR_074540.1

Bacillus mycoides %99 NR_113990.1

Sel3 Bacillus toyonensis %99 NR_121761.1
Bacillus thuringiensis %99 NR_114581.1

Bacillus weihenstephanensis %99 NR_024697.1

Bacillus cereus %99 NR_074540.1

Se14 Bac!llus thu_ringiensis _ %99 NR_114581.1
Bacillus weihenstephanensis %99 NR_024697.1

Bacillus mycoides %99 NR_113990.1
Lysinibacillus fusiformis %99 NR_114920.1

Sel5 Lys!n!bac!llus sphf_;\ericus _ %99 NR_042072.1
Lysinibacillus pakistanensis %98 NR_042073.1
Lysinibacillus macroides %99 NR_114920.1

12°]


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252792?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219856878?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558863?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y1FRW0FZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251968?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y1FRW0FZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201346?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1FRW0FZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252792?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219856878?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251968?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y1FRW0FZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558863?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y1FRW0FZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252792?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201346?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1FRW0FZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252792?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558863?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y1FRW0FZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201346?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1FRW0FZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252792?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Y1F6U0X4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558863?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y1FRW0FZ014
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Sekil 15. izolatlar 16S rRNA gen bélgesinin Neighbor-Joining analizi ile filogenetik agaci
(Bootstrap metodu ile 1000 tekrarli olarak gergeklestirildi.)
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3.4. izolatlarin insektisidal Aktiviteleri

3.4.1. Tarama Testleri

Izolatlarin zararl iizerindeki insektisidal aktiviteleri Tablo 23’de gdsterilmistir.

Uygulamadan 10 glin sonra Bacillus thuringiensis Sel3 susu %100 ile en yiksek oldurcu

etkiyi gosterdi. Bunu %83,33 ile Bacillus thuringiensis Seld4 ve %73,33 ile Serratia

marcescens Se9 suslar takip etti. En diisiik etki ise %26,66 ile Stapyhlococcus succinus Se5,

Acinetobacter soli Se6 ve Lysinibacillus sphaericus Sel5 suslarinda gorildi. Geri kalan

suslardan Bacillus cereus Sel %50, Lysinibacillus macroides Se2 %70, Paenibacillus

geniculata Se3 %66,66, Paenibacillus tylopili Se4 %43,33, Chryseobacterium indologenes
Se7 %36,66, Bacillus toyonensis Se8 %46,66, Paenibacillus amylolyticus Sel0 %36,66,

Paenibacillus xylanexedens Sel11 %40 ve Enterobacter ludwigi Se12 ise %40 61im meydana

getirdi.

Tablo 23. Bakteriyel flora liyelerinin zararli {izerindeki insektisidal etkileri

1.8 x 10° bakteri/ml  Oliim Orani (%) + SE

uygulama 2.gln 5. gln 7.gln 10. glin

B. cereus Sel 20,00 + 1,00 23,33 +£0,57 %  2333+0,57% 50,00 + 1,00 cdef
L. macroides Se2 6,66 + 0.57 < 33,33+0,57% 36,66 + 0,57 70,00 + 2,00 bed
P. geniculata Se3 23,33+£0.57°¢ 43,33+1,15« 46,66 £1,52° 66,66 + 0,57 bede
P. tylopili Se4 26,66 +£1,15°¢ 30,00+ 1,73 % 30,00+ 1,73 43,33+ 2,08 d%f
S. succinus Se5 6,66 + 0,57 < 13,33 + 0,57 ¢f 16,66 + 0,57 % 26,66 +0,57f
A. soli Se6 10,00 +1,73 « 23,33+ 1,52%f  2333+71520% 26,66 +2,08f
C. indologenes Se7 10,00 + 1,00 « 23,33 +£0,57 %  2333+0,57% 36,66 +2,08 f
B. toyonensis Se8 13,33+ 0,57 @ 26,66 £ 0,57 %f 30,00+ 1,00 46,66 + 0,57 cdef
S. marcescens Se9 23,33+057° 56,66 + 1,15 66,66 + 0,57 ° 73,33+ 0,57 ¢
P. amylolyticus Se10  13.33+ 1,52 26,66 +£2,08%f 30,00+ 2,64  3666+3,05f
P. xylanexedens Se11 10,00 + 1,00 13,33+ 1,15 ¢f 16,66 + 0,57 % 40,00 + 1,00 ¢
E. ludwigii Sel12 16,66 + 0,57 « 20,00 + 1,00 %f 20,00 + 1,00 % 40,00 + 0,00
B. thuringiensis Se1l3 75,00+ 2,002 95,00+1,73% 100,0+ 0,002 100,0+ 0,002
B. thuringiensis Se1l4 56,66 + 1,52 ° 73,33+ 152 76,66 + 1,15° 83,33+ 1,52
L. fusiformis Sel5 00,0 + 0,00 ¢ 6,66 +0,57f 10,0+1,00°¢ 26,66 +0,57f

Tek yonli varyans analizi ve Tukey ¢oklu karsilastirma metodu kullanilmistir. Ayni kolonda yer alan farkli
kiigtik harfler 6nemli farkliliklar1 géstermektedir (P <0,05).

Izolatlarin zararl {izerindeki etkileri 2. giinden itibaren goriilmeye basladi. En etkili

izolat olan B. thuringiensis Sel3 susu 2. gunde %75 6lim meydana getirirken, 7. giinde

deney grubundaki tiim larvalarin 6ldiigii gozlendi.
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3.4.2. Doz Denemeleri

Tarama testleri sonucunda zararh iizerinde yiiksek oOldiriicii etkiye sahip oldugu
belirlenen B. thuringiensis Sel3 susu kullanilarak doz denemeleri gergeklestirildi.
Kullanilan konsantrasyonlarin 10 giin sonundaki 6liim oranlari ve letal 6liim zaman1 Tablo

24’de gosterildi.

Tablo 24. Bacillus thuringiensis Sel3 izolatinin zararl tizerindeki doz denemeleri

Konsantrasyon (cfu/ml) Oliim Oram (%) + SE  LTso (giin) (FL, %95)
10° 100 £0,002 1,592 (1,32-1,83)

108 96 + 2,892 1,58 2 (1,32-1,87)

10’ 86 +3,00° 2,49 (1,39-3,42)

106 63+1,52°¢ 5,79 ¢ (5,17-6,55)

10° 48 + 4,58 ¢ 12,4 9 (10,08-16,82)
104 31+288¢ 19,05 € (14,72-28,87)
103 26 +5,7¢ 19,15 © (14,91-28,90)

Tek yonlii varyans analizi ve Tukey ¢oklu kargilagtirma metodu kullanilmistir. Aym kolonda yer alan
farkli kiiglik harfler 6nemli farkliliklar1 géstermektedir (P <0,05).

3.5. Bacillus thuringiensis Se13 susunun Insektisidal Aktivite Ozellikleri

B. thuringiensis Sel3 susundan hazirlanan spor-kristal karisimi 1s1k mikroskobu ve
elektron mikroskobu ile incelenerek kristal proteinlerin varlig: belirlendi (Sekil 16). Spor-
kristal boyamalar1 sonucunda koyu mavi renkli kristal proteinleri ve pembe renkli sporlar
gozlemlendi. Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde ise kristallerin bipramidal,
klbik ve sferik sekillerde oldugu belirlendi (Sekil 16).

B. thuringiensis Sel3 susundan PCR ile toksin genlerinin arastirtlmasi sonucunda
cryl, cry2 ve vip3 genlerini igerdigi belirlendi (Sekil 17). Elde edilen gen bolgelerinin dizin
analizi sonuglar1 (Ek-3) GenBank veritabanindaki benzerleriyle karsilagtirildi ve crylAc,
cry2Aa ve vip3Aa genleri oldugu belirlendi. Diziler i¢in GenBank erisim numarasi alindi
(HM121039-HM121041) ve Mega 6.0 yazilimi ile filogenetik agaglar ¢izildi (Sekil 18-20).

Yapilan SDS-PAGE ile izolatin protein profilleri belirlenerek yaklasik 130 kDa
agirhginda Cryl ve yaklasik 65 kDa agirliginda Cry2 proteininin varligi belirlendi (Sekil
21).
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EHT = 15.00 kv Signal A = SE1

Probe = Karadeniz Technical University [N
WD= 80mm  Mag= 1000KX ' 200 pA "

Metalkurgical and Materials Engine:

Sekil 16. B. thuringiensis Se13’iin faz-kontrast mikroskobisi (A) ve elektron mikroskobisi
(B). es: endospor, c: kristal, bc: bipramidal kristal, cc:klbik kristal, sc:sferik kristal.

Sekil 17. B. thuringiensis Se13’(n toksin genlerinin %1’lik agaroz jel géruntisu. M:
Marker (Promega 1 kb DNA Ladder), 1: cryl, 2: cry2, 3: vip3
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CrylAc (AY225453.1)
Hery1ac (AY925090.2)
191 @ se13 (MH121039)
_ [ CrylAc (KT183532.1)
% — CIy1Ab (KR612322.1)
100 100 L Cry1Aa (AY197341.1)
Cry1C (EU679502.1)
Cry1B (EF102874.1)

Cry2Aa (KX243304.1)
Cry4 (KR010368.1)
Cry3 (882576.1)

78

o
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Sekil 18. Cry1 gen bolgesinin Neighbor-Joining analizi ile filogenetik agaci (Bootstrap
metodu ile 1000 tekrarl olarak gerceklestirildi.)

@ Sel3 (MH121040)
"2 Cry2Aa (KX243304.1)
1991 cryoaa (EUT80586.1)
74 Cry2Aa (KM588296.1)
Cry2Ad (FJ951837.1)
97 [ Cry2Ab (JN415485.1)

100 L Cry2Ab (IN226103.1)
Cry2Ac (EF405952.1)

100

Cry3 (AY882576.1)

Cry4 (KR010368.1)
Cry1 (HQ222846.1)

o
50

Sekil 19. Cry2 gen bdlgesinin Neighbor-Joining analizi ile filogenetik agaci (Bootstrap
metodu ile 1000 tekrarli olarak gerceklestirildi.)



60

@ Sel13 (MH121041)
100 | Vip3Aa (HQ594534)
Vip3Aa (L48811)
Vip3Aal (KC815309)
80| L Vip3Ab2 (DQ054848)
Vip3Ad2 (AJ872071)
100} - Vip3Ael (AJ872072)
100 Vip3Ag4 (HQ414237)
Vip3Ah1 (DQ832323)
Vip3Cal (HQ414238)
— Vip3Bb2 (EF439819)
100 L vip3Ba1 (AY823271)
Vip2Ac2 (KR065726)
| Vip4 (HM044666)
100 | Vip1Ac (AY245547)

81

100

—
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Sekil 20. Vip3 gen bolgesinin Neighbor-Joining analizi ile filogenetik agaci (Bootstrap
metodu ile 1000 tekrarli olarak gerceklestirildi.)

kDa M Sel3 HDI

Sekil 21. B. thuringiensis Sel3 izolatinin giimiis nitrat ile
boyanmis protein profilleri (M: Marker (Novex
pre-stained protein marker), Sel3: Bacillus
thuringiensis Sel3, HD1: B. thuringiensis HD-1)
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3.6. Fermentayon Kosullarimin Optimizasyonu

Optimizasyon ¢alismalarinda kullanilan B. thuringiensis Sel3 susunun bakteriyel
biiyiime egrisi Sekil 22’deki gibi belirlendi. Buna gore 12 saat inkiibe edilen kiiltiir baglangig
kiiltiiri olarak kullanildi. Fermentasyon kosullarinin optimizasyonu i¢in Taguchi metodu
kullanildi. Oncelikle inkiibasyon zamani, inkiibasyon sicaklig1, besiyerinin baslangi¢ pH’s1
ve besiyerinin optimizasyonu gergeklestirildi. Lis Taguchi ortagonal dizisi kullanilarak
yapilan ¢alisma sonucu 1 ml besiyerindeki spor sayisi belirlendi (Tablo 25).

Sonuglar Minitab 17 yazilimi ile sinyal/gliriiltii oran1 ve varyans analizi kullanilarak
degerlendirildi. Sekil 23’de gosterilen faktorlerin, sahip olduklar1 en biiylik S/N degeri, o
faktorlin en 1iyi, spor sayisinin ise en yiiksek oldugu sonucunu gostermektedir. Buna gore
optimum spor sayisi; inkiibasyon siiresi 72 saat, inkiibasyon sicakligi 30°C, besiyerinin
baslangi¢c pH’s1 9 ve besiyeri M4 oldugu zaman elde edilmistir.

Calismada kullanilan faktorlerin spor sayisina etkisi, sonuglarin varyans analizi ile
degerlendirilmesiyle belirlendi (Tablo 26). Faktorlerin etki oranlar1 Sekil 24’de gdsterildi.

Sinyal/giirtiltii oran1 ve varyans analizi sonuglarina gore elde edilen optimum
kosullarda dogrulama deneyi gerceklestirildi ve test edilen optimum kosullarda spor sayisi
9,4x10* olarak belirlendi. Bu sonu¢ Taguchi yontemi ile tahmin edilen optimum tasarim

sonucuna olduk¢a yakindir (Tablo 27).

Absorbans degeri (OD600)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15 18 21 24 27 30
Zaman (Saat)

Sekil 22. B. thuringiensis Sel3 susunun bakteriyel biiyiime egrisi
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Tablo 25. Taguchi L16 ortagonal diizlemine gore spor sayisi

Faktorler ve Seviyeleri
Deney Inkiibasyon  Inkiibasyon Baslangic Besiyeri
siresi (saat)  sicakligi (°C)  pH’st

Spor sayis1
(cfu/ml)

1 48 25 6 M1 4,9x10M
2 48 30 7 M2 3,4x10%
3 48 34 8 M3 5,3x10
4 48 37 9 M3 6,4x10
5 72 25 7 M3 7,1x10%
6 72 30 6 M4 8,4x10%
7 72 34 9 M1 6,7x10%!
8 72 37 8 M2 5,0x10
9 96 25 8 M4 7,7x10%
10 96 30 9 M3 7,7x10%
11 96 34 6 M2 3,4x10%
12 96 37 7 M1 3,2x10%
13 120 25 9 M2 5,8x10
14 120 30 8 M1 7,6x10%!
15 120 34 7 M4 7,0x10%
16 120 37 6 M3 5,6x10
238 inkiibasyon suiresi | inkiibasyon sicaklign Baslangic pH Besiyeri

_ 237

S

g 236

§ 235

Q

5 /\/ —‘\ \/

w

233

232
48 72 9 120 25 30 34 37 6 7 8 9 M1 M2 M3 M4

Faktorler ve Seviyeleri

Sinyal-Guriltu oran:: Blylk deger iyi

Sekil 23. Fermentasyon kosullarina etki eden faktdrlerin sinyal glriltl orani
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Tablo 26. Fermentasyon kosullarina etki eden faktorlerin varyans analizi

Faktorler Kareler Serbestlik  Kareler F-degeri P degeri
toplami derecesi ortalamasi
Model 4,05E+23 12 3,38E+22 16,22 0,021*
Inkiibasyon siiresi 8,52E+22 3 2,84E+22 13,63 0,029*
1nk1'ibasyon sicakligi 7,17TE+22 3 2,39E+22 11,48 0,037*
Baslangic pH’s1 5,73E+22 3 1,91E+22 9,18 0,050*
Besiyeri 1,91E+23 3 6,37E+22 30,60 0,009*
Hata 6,25E+21 3 2,08E+21
Toplam 4,11E+23 15
*Faktoriin onemli oldugunu gosterir (p<0,05).
50 ~ 46,44
45 -
~ 40 -
S 35
£ 30 -
S 251 2069
3
m

20 - 17,42

15 13,93
10 -

5 -

O T T

Inkiibasyon Inkiibasyon  Baslangi¢ pH'st Besiyeri
sUresi sicaklig

Faktorler

Sekil 24. Fermentasyon kosullarini etkileyen faktorlerin etki orani

Tablo 27. Optimum tasarim i¢in tahmin edilen ve belirlenen degerler

Tahmini deger Ortalamanin ) Deney sonucu

%95 lig Dogruluk
(cfu/ml) standart hatast = > S0 o AAHEL efy/ml) ostulu
9,7x101 4,1x10%° 8,4x10M1—1,1x10'? 9,4x10 %96,9

Inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi, besiyerinin baslangic pH’s1 ve besiyeri
optimizasyonu gerceklestirildikten sonra M4 besiyerini olusturan maddelerin farkli
konsantrasyonlarinin spor sayisina etkisi incelendi. Besiyeri i¢erigindeki soya unu, glukoz,
KH2PO4, KoHPO4 ve MgSO4’Un 3 farkli seviyesinin spor sayisina etkisi Taguchi Ly7

ortogonal diizlemi kullanilarak yapilan ¢aligmalarla belirlendi (Tablo 28).
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Tablo 28. Taguchi L7 ortagonal diizlemine gore spor sayisi

Deney Faktorler ve Seviyeleri Spor
Soyaunu Glukoz KH:POs KoHPOs MgSOs  sayisi

1 %1 %1 %0,1 %0,1 %0,2  6,9x10%
2 %1 %1 %0,1 %0,1 %0,4  7,7x10%
3 %1 %1 %0,1 %0,1 %0,8  7,4x10%
4 %1 %2,5 %0,3 %0,3 %0,2  7,6x10%
5 %1 %2,5 %0,3 %0,3 %0,4  9,4x10%
6 %1 %2,5 %0,3 %0,3 %0,8  9,2x10%
7 %1 %5 %0,5 %0,5 %0,2  7,5x10%
8 %1 %5 %0,5 %0,5 %0,4  8,1x10%
9 %1 %5 %0,5 %0,5 %0,8  9,0x10%
10 %2,5 %1 %0,3 %0,5 %0,2  9,3x10%
11 %2,5 %1 %0,3 %0,5 %0,4  9,9x10%
12 %2,5 %1 %0,3 %0,5 %0,8 9,7x10%
13 %2,5 %2,5 %0,5 %0,1 %0,2 1,1x10%
14 %2,5 %2,5 %0,5 %0,1 %0,4 1,3x10%
15 %2,5 %2,5 %0,5 %0,1 %0,8 1,3x10%
16 %2,5 %5 %0,1 %0,3 %0,2  1,2x10%
17 %2,5 %5 %0,1 %0,3 %0,4  1,3x10%
18 %2,5 %5 %0,1 %0,3 %0,8 1,2x10%
19 %5 %1 %0,5 %0,3 %0,2  9,4x10%
20 %5 %1 %0,5 %0,3 %0,4  1,0x10%
21 %5 %1 %0,5 %0,3 %0,8 1,0x10%
22 %5 %2,5 %0,1 %0,5 %0,2  1,1x10%
23 %5 %2,5 %0,1 %0,5 %0,4  1,2x10%
24 %5 %2,5 %0,1 %0,5 %0,8 1,1x10%
25 %5 %5 %0,3 %0,1 %0,2  1,4x10%
26 %5 %5 %0,3 %0,1 %0,4 1,6x10%
27 %5 %5 %0,3 %0,1 %0,8 1,4x10%

Sonuglar Minitab 17 yazilimi ile sinyal/gliriiltii oran1 ve varyans analizi kullanilarak
degerlendirildi. Buna goére optimum spor sayisi, %5 soya unu, %5 glukoz, %0,3 KH2POg,
%0,1 KoHPO4 ve %0,4 MgSOsigeren besiyerinden saglandi (Sekil 25). Besiyerini olusturan
maddelerin farkli konsantrasyonlarinin spor sayisina etkisi, varyans analizi ile
degerlendirilerek (Tablo 29) faktorlerin etki oranlar1 Sekil 26°de gosterildi.

Taguchi metodu ile belirlenen optimum kosullarda dogrulama deneyi gergeklestirildi
ve spor sayisi 1.47x10* cfu/ml olarak belirlendi. Minitab 17 yazilimu ile optimum kosullarda
elde edilebilecek spor sayisi tahmin edilerek, dogrulama deneyinde elde edilen degerle

karsilastirildi (Tablo 30).
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Soya unu Glukoz KH2PO4 K2HPO4 MgSO4

241,5-

241,04

240,54

240,0

239,54

Sinyal Guriltd Oran

239,04

238,5-

238,01

%l %3 %5 %l %3 %5 %0.1 %0.3 %0.5 %0.1 %0.3 %0.5 %0.2 %0.4 %0.8
Faktorler ve Seviyeleri

Sinyal-Guriltu Oran:: Buylk deger iyi

Sekil 25. Fermentasyonda kullanilan M4 besiyeri icerisindeki maddelerin
optimizasyonu sonucu elde edilen sinyal gurilti orani

Tablo 29. M4 besiyeri igeriginin optimizasyonu i¢in varyans analizi

Faktorler  Kareler Serbestlik  Kareler F-degeri P degeri
toplami derecesi  ortalamasi
Model 1,39E+24 10 1,39E+23 51,29 0,0001*
Soyaunu  7,86E+23 2 3,93E+23 144,55  0,0001*
Glukoz 3,690E+23 2 1,84E+23 67,82 0,0001*
KH2PO4 3,95E+22 2 1,97E+22 7,27 0,0057*
K2HPO4 1,38E+23 2 6,93E+22 25,49 0,0001*
MgSO4 6,15E+22 2 3,07E+22 11,31 0,0009*
Hata 4,35E+22 16 2,72E+21

Toplam 1,43E+24 26

*Faktoriin 6nemli oldugunu gosterir (p<0,05).

70 ~
g0 | 5466
S 50
8§ 40
S
C 4 25,65
=
M 20 -
9,64
10 - 2,75 i 4,28
0 — ——
Soyaunu  Glukoz KH2PO4 K:HPOs  MgSO4
Besiyeri igerigi

Sekil 26. M4 besiyeri igerisindeki maddelerin spor sayisina etkisi
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Tablo 30. Optimum tasarim i¢in tahmin edilen ve belirlenen degerler

Tahmin  Ortalamanin Deney sonucu

%95 gi I Dogruluk
(cfuml)  standart hatass 00> €0Vemarali@ e ogruiu
1,51x10%2 3,3x10° 1,44x10% - 1,58x1012 1,47x10% 997,35

3.7. Fermentorde Uretim

Optimum kosullar kullanilarak orta 6lgekli Uretim Sartorius marka fermentorle
gergeklestirildi. Optimum kosullarda gergeklestirilen fermentasyon sonrasi, besiyerindeki
spor kristal karisimi santriifiijleme ile toplandi ve canli spor sayis1 1.42x10*2 cfu/ml olarak
belirlendi. Elde edilen spor-kristal karisimi enkapsiilasyonda kullanildi.

3.8. Enkapsiilasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Enkapsiilasyon i¢in piiskiirterek kurutma yontemi kullanildi. Sprey kurutucunun giris
ve ¢ikis sicakligi ile kaplama materyalinin enkapsiilasyona etkisi Taguchi Lis ortagonal
duzlemi yontemi kullanilarak belirlendi ve yapilan deneyler sonrasi elde edilen tiriinlerin bir
graminda bulunan spor sayisi standart plak sayim metodu ile belirlendi (Tablo 31).

Sonuglar Minitab 17 yazilimi ile sinyal/gliriiltii oran1 ve varyans analizi kullanilarak
degerlendirildi. Buna gore optimum spor sayisi, kaplama materyali olarak maltodekstrin
kullanildiginda ve sprey kurutucunun giris ve ¢ikis sicakligi sirastyla 160°C ve 70°C olarak
ayarlandiginda saglandi (Sekil 27).

Kullanilan faktorlerin, plskirterek kurutma yontemine etkisi varyans analizi (Tablo
32) ile degerlendirilerek, etki oranlar1 Sekil 28’te gosterildi.

Calismalar sonucu elde edilen optimum kosullarda dogrulama deneyi gergeklestirildi
ve elde edilen Griiniin spor sayis1 8,1x10% cfu/ml olarak belirlendi. Minitab 17 yazilimi ile
optimum kosullarda elde edilebilecek spor sayisi, dogrulama deneyinde elde edilen degerle
karsilastirildi (Tablo 33). Elde edilen sonucun tahmini degere yakin oldugu ve %91,01
dogruluk gosterdigi goriildii.
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Tablo 31. Enkapsilasyona etki eden faktorler

Deney Kaplama Giris Cikis Spor Sayisi
Materyali Sicakligi Sicakligi (cfu/g)
1 Soya unu 120°C 60°C 1,8x10
2 Soya unu 140°C 70°C 3,2x10%!
3 Soya unu 160°C 80°C 3,3x10%
4 Soya unu 180°C 90°C 1,0x10™
5 Nisasta 120°C 70°C 4,1x10™
6 Nisasta 140°C 60°C 5,1x10%
7 Nisasta 160°C 90°C 3,4x10%
8 Nisasta 180°C 80°C 1,9x10
9 Arabik gam 120°C 80°C 2,1x10%
10 Arabik gam 140°C 90°C 1,6x10
11 Arabik gam 160°C 60°C 5,1x10!
12 Arabik gam 180°C 70°C 3,3x10%
13 Maltodekstrin 120°C 90°C 2,2x10!
14 Maltodekstrin 140°C 80°C 8,1x10%
15 Maltodekstrin 160°C 70°C 9,3x10!
16 Maltodekstrin 180°C 60°C 6,1x10
Tablo 32. Enkapstlasyona etki eden faktorlerin varyans analizi
Fakidr Kareler Serbestl_ik Ortalama F-degeri  Prob>F
toplami derecesi kareler
Model 7,75%x10% 9 8,61x10% 7,78 0,0107*
Kaplama Materyali  3,87x10% 3 1,29x10% 11,65 0,0065*
Giris Sicaklig1 1,89%x10% 3 6,32x10%* 5,71 0,0343*
Cikis Sicaklig 1,98x10% 3 6,61x10%2 5,97 0,0311*
Hata 6,65%10%2 6 1,10x10%?
Toplam 8,42x10% 15

*Faktoriin onemli oldugunu gosterir (p<0,05).

Kaplama Materyali
235,0
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Sekil 27. Enkapsiilasyonda kullanilan faktérlerin sinyal guralti orani
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50 - 46,01
45 -
40 -
35
30 -
25 -
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10 -

22,53 23,56

Etki Orani1 (%)

Kaplama Girig sicaklig1 Cikis sicakligr
Malzemesi Faktorler

Sekil 28. Enkapsiilasyona etki eden faktorlerin etki orani

Tablo 33. Optimum tasarim i¢in tahmin edilen ve belirlenen degerler

Tahmin Ortalamanin %495 wiiven aralis: Deney sonucu
0 A%
(cfu/ml)  standart hatasi £ & (cfuml)

89x1011  8,32x10% 6,9x1011—1,1x1012 8,1x10M %91,01

Dogruluk

3.9. Optimum Sartlarda Uretilen Uriiniin Ozellikleri

Optimum kosullarda elde edilen iiriiniin, elektron mikroskobisi yardimiyla morfolojik
ozelligi, partikiil boyut analizi, 1slanabilirligi, siispansibilitesi ve nem igerigi gibi Ozellikleri

belirlendi.

3.9.1. Elektron Mikroskobisi

Uriiniin elektron mikroskobu ile farkli biiyiitmelerde fotograflar ¢ekildi ve spor-kristal
karisiminin kaplama materyali ile matriks bir yap1 olusturdugu gozlemlendi. Matriks yapinin

hem igerisinde hem de ylizeyinde spor ve kristaller goruldu (Sekil 29).

3.9.2. Partikul Boyut Analizi

MasterSizer 2000 partikiil analiz cihaz ile yapilan partikiil boyut analizi ile {iriiniin
ortalama partikiil boyutunun 13.462 pm oldugu belirlendi. Uriiniin %43,99’unun 10 um’den,
%85,12’sinin 50 um’den %93,85’inin 100 um’den kiigiik oldugu belirlendi (Sekil 30).
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3.9.3. Islanabilirlik, Siispansibilite ve Nem Icerigi

Uriiniin 1slanabilirligi i¢in yapilan ¢alismalarda 1slanabilme siiresi 25,22 + 1,75 saniye,

slispanse olma yuzdesi %77,66, nem igerigi %7,29 = 0,16 olarak belirlendi.

Sekil 29. Elde edilen biyopestisidin elektron mikroskobisi

Particle Size Distribution

Volume (%)
L

%.Ui 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)
—Maltodeksin - Average, 05 Fkim 2017 Persembe 14:23:26

Sekil 30. Optimum kosullarda Gretilen Grinin partikil boyut analizi

3.10. Urtiniin Entomotoksisitesi
3.10.1. Spodoptera exigua Uzerindeki Etkisi

Zararli lzerinde B. thuringiensis Sel3’0n spor-kristal karigimi, enkapsiile
formilasyonu ve ticari Griin Dipel test edildi. Test edilen tim Grinler 10° cfu/ml
konsantrasyonda zararli lizerinde %100 mortalite gosterdi. Ayn1 konsantrasyonda iiriinlerin
medyan 61Um zaman1 Tablo 34’de gosterildi. Ayrica, enkapstle B. thuringiensis Sel3, spor-
kristal karisim1 ve Dipel i¢in medyan letal konsantrasyonlar sirasiyla 1,6x10% 1,0x10° ve

4,6x10* cfu/ml olarak belirlendi (Tablo 35).
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Saksi denemelerinde uygulama sonrast dliimler her gun takip edilerek marullarda
meydana gelen degisiklikler fotografland1 (Sekil 31). Uygulamada enkapsile B.
thuringiensis Sel3 zararli tizerinde %93, ticari iiriin Dipel ise %90 larval mortalite gosterdi.
Medyan letal zamani (LTso) ise enkapstle B. thuringiensis Sel3 ve Dipel igin sirasiyla 2,53
giin ve 3,19 giin olarak belirlendi (Tablo 36).

Sekil 31. Saks1 denemeleri. 1. Enkapsiile B. thuringiensis uygulamasi gergeklestirilen grupta
olen larva, 2. Ticari Urin Dipel uygulama grubunda 6len larva, 3-4. Kontrol
grubunda beslenen ve bitkiyi tahrip eden larva
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Tablo 34. Uriinlerin laboratuvar ortamimda 10° cfu/ml konsantrasyonda zararli
Uzerindeki 6liim oranlar1 ve medyan letal zamanlar1 (LTso)

Mortalite LTso (giin)
(%) (FL, %95)

Enkapsile Bt-Se13 1002 0,82(0,617-0,976) 3,03+0,264 10,14
Spor-kristal karisimi 100 @ 1,638°(1,025-2,174) 6,030,156 24,79

Dipel 1002 1,04° (0,623 - 1,413) 4,497 + 0,19 20,27

FL: Giiven aralig1, Slope: Egim, SE: Standart hata, X2 Ki-kare. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey
coklu karsilagtirma metodu kullanilmistir. Aymi kolonda yer alan farkli kiiglik harfler nemli
farkliliklar1 gostermektedir (P <0,05).

Uriinler Slope + SE X?

Tablo 35. Urinlerin laboratuvar ortaminda zararli {izerindeki medyan letal
konsantrasyonu (LCso)

LCso (cfu/ml)

. )
Uriinler (FL, %95) Slope £ SE  LCgs df X
i} 1,6x10%a 7
Enkapsule Bt-Sel3 (5,8x10°  3,7x10%) 10,48 + 0,04 6,6x10° 4 6,22
. 1,0x10°¢ 8
Spor-kristal karigimi (5,2x104_ 1,7><105) 13,91 +0,04 1,2x10° 4 4,74
4.6x10%b

: 8
Dipel (Ax10°- 2,1x10% 1160004 38x10° 4 959

FL: Giiven aralig1, Slope: Egim, SE: Standart hata, df: Serbestlik derecesi, X2 Ki-kare. Tek yonli varyans
analizi ve Tukey ¢oklu karsilagtirma metodu kullanilmistir. Ayni kolonda yer alan farkli kiiglik harfler
onemli farkliliklar1 gostermektedir (P <0,05).

Tablo 36. Uriinlerin saks1 denemelerinde zararli iizerindeki 6liim oranlar1 ve medyan
letal zamanlar1 (LTso)

Mortalite  LTso (gin)

Uriinler Slope + SE X?

(%) (FL, %95)
Enkapsile Bt-Se13 932 253%(2,17-2,88)  8,10+0,171 12,16
Dipel 90 @ 3,19°(2,46-3,87) 826+0171 33,63

FL: Giiven aralig1, Slope: Egim, SE: Standart hata, X?: Ki-kare. Tek yonlU varyans analizi ve Tukey
coklu karsilastirma metodu kullanilmistir. Ayni kolonda yer alan farkli kiigiik harfler 6nemli
farkliliklar1 gostermektedir (P <0,05).
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3.10.2. Konak Spektrumu

Enkapsule B. thuringiensis Sel3’ln insektisidal aktivitesi Amerikan beyaz kelebegi
ve Yiiziik kelebegi larvalari iizerinde test edildi. Amerikan beyaz kelebegi iizerinde 10°
cfu/ml konsantrasyonda %90 6lum, Yiiziik kelebegi iizerinde ise ayni konsantrasyonda %82
6lum meydana getirdi (Sekil 32).

Enkapsule B. thuringiensis Se13’un medyan letal konsantrasyonu (LCso) H. cunea

larvalar1 igin 1,12x10° cfu/ml, M. neustria larvalar icin 6,71x10° cfu/ml olarak belirlendi
(Tablo 37).

100 ab a
A
90 A
~ 80 A
o
S 70
S 60 be B be
-(_—U B = H.cunea
g 90 cd ® M. neustria
o 40
= 20 de
C
20
10
0
104 10° 106 107 108 10°

Konsantrasyonlar (cfu/ml)

Sekil 32. Enkapsiile Bt-Sel3’Un H. cunea ve M. neustria larvalar1 Uzerindeki
insektisidal etkisi. Standard sapma g¢ubuklarinin tizerindeki farkli harfler
onemli istatistiksel farkliliklar1 géstermektedir (p <0,05).

Tablo 37. Enkapsule Bt-Sel3’in H. cunea ve M. neustria larvalar1 tzerindeki medyan
letal konsantrasyonu (LCso)

Zararli LCso (cfu/ml) (FL, %95) Slope +SE  LCos df X2
H. cunea 1,12x10%a (3,75x10°-3,02x10%) 0,40 + 0,035 1,93x10° 4 7.38

M. neustria 6,71x10°b (8,98x10%-3,06x10°) 0,34 +0,034 5,25x10° 4 8,50

FL: Giiven aralig1, Slope: Egim, SE: Standart hata, df: Serbestlik derecesi, X?: Ki-kare. Tek yonlii varyans

analizi ve Tukey ¢oklu karsilagtirma metodu kullanilmigtir. Ayn1 kolonda yer alan farkli kiigiik harfler
onemli farkliliklar1 géstermektedir (P <0,05).
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3.11. Uriiniin Memeli Toksisitesi

Elde edilen Urlnln patojenite toksisite testleri siganlar tizerinde gergeklestirildi.
Caligma sonucunda uygulama yapilan herhangi bir grupta 6liim meydana gelmedi. Ayrica
sicanlarin  davraniglarinda herhangi bir anormallik goriilmezken ortalama viicut
agirliklarinin ¢alisma boyunca arttig1 goriildii (Sekil 33-35).

Oral toksisite/patojenite testlerinde kontrol grubunun ortalama viicut agirligr %3,44
artarken, lirlin ve otoklavlanmis {iriin uygunan gruplarda ise sirastyla %12,57 ve %7,45 artt1.
Ikinci giinde alinan diski 6rneklerinde bakteri sayisi, 4,6x10° cfu/g, 4. giinde alinan
orneklerde ise 1,7x10° cfu/g olarak belirlendi, ancak daha sonraki giinlerde alman
orneklerde B. thuringiensis varligina rastlanmadi.

Subkutan toksisite/patojenite testlerinde kontrol grubunun ortalama viicut agirligi
%3,44 artarken, {irlin ve otoklavlanmis iiriin uygunan gruplarda ise sirasityla %11,47 ve
%11,19 artt1. Ikinci giinde alinan kan drneklerinde bakteri sayisi, 14 cfu/g, 4. giinde alinan
orneklerde ise 5 cfu/g, 7. giinde alinan 6rneklerde ise 1 cfu/g olarak belirlendi, ancak daha
sonraki gilinlerde alinan 6rneklerde bakteri izine rastlanmadi.

Pulmonar toksisite/patojenite testlerinde kontrol grubunun ortalama viicut agirlig
%3,44 artarken, Urin ve otoklavlanmig {irin uygunan gruplarda ise sirasiyla %11,51 ve
%8,75 artt1. Yedinci giinde alinan akciger orneklerinde bakteri sayisi, 3 cfu/g, 14. glinde

alinan 6rneklerde ise 1 cfu/g olarak belirlendi. 21. giinde alinan 6rneklerde ise bakteri izine

rastlanmadi.

245
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220
215

210

205
01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Gunler
—e—Uriin —@— Otoklavlanmis iiriin —@— Kontrol

Ortalama viicut agirligi (g)

Sekil 33. Akut oral toksisite/patojenite testi
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Sekil 34. Akut subkutan toksisite/patojenite testi
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4. TARTISMA

Insanoglunun zararli boceklerle miicadelesi tarihin ilk donemlerinde baslamistir. Baz1
hastaliklar1 yaymalar1 ve tarim alanlarinda olusturduklar1 zararlar yiiziinden boceklerle
miicadele etmek zorunlu hale gelmistir. Zararli boceklerle miicadele baslangicta dogal
yontemlerle baglamig fakat yerini zamanla sentetik kimyasallar almistir. Halen en ¢ok tercih
edilen yontem olmasina ragmen, hedef dis1 organizmalara olan yan etkileri, boceklerde
direng gelisimine neden olmasi, besinlerde kalinti birakmasi vb. birgok sebepten Oturi
alternatif mucadele yontemlerine ihtiya¢ duyulmustur.

Gergeklestirilen galismalar ile S. exigua’dan kilture edilebilir 15 bakteri izole edildi.
Izolatlarin tanimlanmas1 fenotipik, genotipik ve filogenetik yontemler kullanilarak
gergeklestirildi. Yapilan tanimlara ¢alismalar1 sonucunda;

Se2 ve Sel5 numarali izolatlarin Lysinibacillus cinsi bakteriler olduklari belirlendi. N-
asetil D-glukozamin testi iki izolat i¢in de negatif oldugundan dolayi izolatlarin L.
boronitolerans, L. fusiformis ve L. pakistanensis olmadigi belirlendi. Se2 numarali izolat %5
ve %7 tuz igeren besiyerinde biiylime gostermedigi igin L. macroides, Sel5 numarali izolat
%?7 tuz iceren besiyerinde biiyiime gosterdiginden L. fusiformis olarak tanimlandi. Daha
Onceleri Bacillus macroides olarak tanimlanan L. macroides, Coorevits vd. (2012) tarafindan
yeniden tanimlanmis ve literatiire kazandirilmistir. L. macroides daha dnce Chandel vd.
(2013) tarafindan Culex quinquefasciatus (Culicidae: Diptera) erginlerinin orta bagirsak
florasinda tespit edilmistir. Bakteri lepidoptera takimina bagli bir zararli olan S. exigua’dan
izole edildi ve zararli iizerindeki insektisidal aktivitesi %70 olarak belirlendi. L. fusiformis
ise Bacillus fusiformis olarak bilinmekte iken Ahmed vd. (2007) tarafindan yeniden
isimlendirilmistir. Tranchida vd. (2011) tarafindan L. fusiformis K7865 susu Culex pipiens,
Culex apicinus ve Culex dolosus iizerinde test edilmis, medyan &liim dozu sirasiyla 1,5x10%°
spor/ml, 4,3x10'° spor/ml ve 1,1x108 spor/ml olarak belirlenmistir. Calismamizda L.
fusiformis olarak tanimlanan Sel5 izolati ise S. exigua larvalari iizerinde %26,66 6lim
meydana getirdi. Gergeklestirilen ¢alismalar bakterinin insektisidal aktivitesinin oldukga
diisiik oldugunu gostermistir.

Se4, Sel0 ve Sell numarali izolatlarin Paenibacillus cinsi bakteriler olduklari

belirlendi ve tip suslari ile karsilastirildi. Se4 numarali izolatin, L-rhamnose ve glukoz testi
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pozitif oldugu i¢in P. amylolyticus ve P. tundrae, P. cucumis olmadigi, P. tylopili oldugu
belirlendi. Sell numarali izolatin ise D-riboz ve - xylosidase testi negatif oldugu i¢in P.
tundrae, P. amylolyticus ve P. tylopili olmadigi, P. xylanexedens oldugu belirlendi. Sel0
numarali izolatin D-riboz testi ve myo-inositol testi pozitif oldugundan P. xylanexedens ve
P. tylopili olmadigi, inulin testi negatif oldugu i¢in izolatin P. amylolyticus oldugu belirlendi.
Paenibacillus cinsi birgok bakteri bitki biiylimesini tesvik ederken, ayni1 zamanda bitkinin
diren¢ mekanizmasini indiikleyerek veya tirettikleri biyosidal Grtnlerle bitki patojeni bircok
bakteri ve fungustan bitkiyi korumaktadir (Von Der Weid vd., 2005; Zhou vd., 2008; Phi
vd., 2010) Ayrica, trettikleri kitinaz enzimi ile zararli bdceklerin micadelesinde
kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Amerika’da zararli boceklerle mucadele igin
ruhsatlandirilan ilk mikrobiyal mlicadele etmeni olan P. popilliae Lepidoptera ve Coleoptera
takimindan zararhlara karsi kullanilmaktadir (Grady vd., 2016). Sharma vd. (2013)
tarafindan gergeklestirilen ¢alismada Coleoptera takimindan Brahmina coriacea’dan izole
edilen P. tylopili zararli iizerinde %22 6liim meydana getirmistir. Calismamizda izole edilen
P. tylopili, P. xylanexedens ve P. amylolyticus ise S. exigua iizerinde sirasiyla %43, %40 ve
%36 mortalite gosterdi.

Se3 izolatinin gram negatif bir bakteri oldugu ve Pseudomonas hibiscicola,
Pseudomonas geniculata, Stenotrophomonas maltophilia ve Stenotrophomonas pavanii
trleri ile %99 benzerlik gosterdigi belirlendi. Biyokimyasal test sonuglarinin tip suslarla
karsilastirilmast sonucu; izolat %5 tuz igeren besiyeri ortaminda biiyiiyebildiginden S.
pavanii ve P. hibiscicola olmadigi belirlendi. Ayrica, tireaz enzimi iiretebildigi igin izolatin
P. geniculata olduguna karar verildi. Pseudomonas cinsi bakteriler toprak, su, bitki ve
hayvan dokularinda bulunabilir. Bakteri Yadav vd. (2015) tarafindan Diptera takimindan
Aedes albopictus’tan, Snyman vd. (2016) tarafindan Lepidoptera takimindan Busseola
fusca’dan izole edilmis, ancak entomopatojen etkisi test edilmemistir. Calismada izole
edilen P. geniculata Se3 susu S. exigua’nmn 3. donem larvalar iizerinde test edildi ve 10°
cfu/ml konsantrasyonda %66 6lum meydana getirdi.

Se5 numarali izolatin Staphylococcus cinsi bakterilerden S. succinus, S. equorum
veya S. gallinarum olabilecegi belirlendi. D-riboz testi negatif oldugu igin izolatin, S.
equorum ve S. gallinarum olmadigi, S. succinus oldugu belirlendi. Bakteri daha once
fermente et tirtinlerinden, peynirden ve klinik 6rneklerden izole edilmistir (Place vd., 2002;
Novéakova vd., 2006; Kesmen vd., 2012). Ayrica Cardoza vd. (2009) tarafindan

Dendroctonus rufipenni (Coleoptera: Curculionidae) erginlerinin agiz salgisindan da izole



77

edilmistir. Bakterinin daha Onceki calismalarda insektisidal aktivitesi calisilmamistir.
Calismada izole edilen S. succinus Se5 izolat1 S. exigua tizerinde diisiik 6liim (26,6) meydana
getirmistir.

Se6 numarali izolatin Acinetobacter cinsine ait A. soli veya A. calcoaceticus oldugu
belirlendi. Lipaz testi pozitif oldugu i¢in izolatin A. soli olduguna karar verildi.
Acinetobacter cinsi bakteriler genellikle toprak ve suda olmakla birlikte boceklerden izole
edilen 6rnekler de vardir. Manguin vd. (2013) tarafindan Anopheles cinsi sivrisineklerden
Chandel vd. (2013) tarafindan Culex quinquefasciatus’tan izole edilmis ancak insektisidal
aktivitesi aragtirlmamigtir. Bahar ve Demirbag (2007) tarafindan Oberea linearis’ten, Sezen
vd. (2007) tarafindan Melolontha melolontha’dan izole edilmis ve zararlilar {izerinde test
edilmistir. Ancak iki c¢alismada da izolatlarin insektisidal aktivitesinin olmadigi
belirlenmistir. Calismamizda, S. exigua’dan izole edilen A. soli Se6 izolatinin zararl
uzerinde %26,6 gibi diisiik bir etkiye sahip oldugu belirlendi.

Se7 numarali izolatinin Chryseobacterium indologenes ve Chryseobacterium
arthrosphaerae tiirlerine %99 benzerlik gosterdigi belirlendi. Ureaz testinin negatif, trehaloz
testinin pozitif olmasindan dolay1 izolatin C. indologenes olduguna karar verildi. Daha
onceden Flavobacterium indologenes olarak tanimlanan bu tiir bugiine kadar topraktan, gida
maddelerinden, bitkilerden, su kaynaklarindan, hastanelerden ve bazi omurgasizlardan izole
edilmistir. BureSova vd. (2006) tarafindan akar tiirlerinden Ornithodoros moubata’dan izole
edilmis ve 10° bakteri/ml konsantrasyonda zararl iizerinde %100 6liim meydana getirmistir.
Buna ragmen, S. nonagrioides’ten izole edilen C. indologenes (Sn6) zararl iizerinde 1,8x10°
bakteri/ml konsantrasyonda %45 o6ldirici etkiye neden olmustur (Eski vd., 2015). Bu
calismada izole edilen C. indologenes Se7 izolatinin S. exigua Uzerindeki insektisidal etkisi
ise %36,66 olarak belirlenmistir.

Se9 numarali izolatin kirmiz1 pigment iireten Serratia cinsi bir bakteri oldugu ve S.
marcescens, S. nematodiphila ve S. ureilytica ile %99 benzerlik gosterdigi belirlendi. Ureaz
ve adonitol testleri negatif oldugu igin izolatin S. marcescens oldugu belirlendi. S.
marcescens’in habitatlar1 toprak, su, bitkiler ve hayvanlardir. Bakteri, farkli takimlara ait
cesitli boceklerden izole edilmis ve biyolojik miicadelede kullanilabilirligi arastirilmistir.
Sezen ve Demirbag (1999) tarafindan yapilan ¢alismada Coleoptera takimina ait Balaninus
nucum (Findikkurdu)’dan izole edilmis ve insektisidal aktivite ¢aligmalarinda zararli
tizerinde %100 o6lim meydana getirmistir. Eski vd. (2015) tarafindan, Lepidoptera

takimindan S. nonagrioides (Misir kogankurdu)’den izole edilmis ve zararli tizerinde %71
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6lim meydana getirmistir. Ragvendran ve Natarajan (2017) tarafindan ise topraktan izole
edilen S. marcescens Diptera takimindan Aedes aegypti (Sar1 humma sivrisinegi) ve Culex
quinguefasciatus (Diptera)’in kontrolii i¢in kullanilmis ve A. aegypti larvalarina kars1 400
ppm konsantrasyonda %94,44, C. quinquefasciatus larvalarina karst %93,33 6liim etkisi
gostermistir. Bu tez ¢aligmasinda ise S. marcescens Se9 susunun S. exigua’ya karsi
insektisidal aktivitesi %73,33 olarak belirlendi. Bakterinin insektisidal aktivitesinin {irettigi
kitinaz enzimlerinden kaynaklandigi bilinmektedir. Danismazoglu vd. (2015) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada H. armigera (Yesilkurt)’dan izole edilen S. marcescens’in Kitinaz
proteinlerinin ekspresyonu gerceklestirilmis ve kitinaz A, B ve C proteinleri M. neustria
(Yiizik kelebegi) lizerinde sirasiyla %47, %50 ve %66 insektisidal aktivite, H. armigera
(Yesilkurt) tizerinde ise sirasiyla %80, %45 ve %50 insektisidal aktivite gostermistir.

Sel, Se8, Sel3d ve Sel4 numarali izolatlarin Bacillus cereus grubu bakteriler
olduklar1 belirlendi. Sel numarali izolatin kolonileri petri {izerinde rizoid olusturmadigindan
Bacillus mycoides olmadigi, lam lamel arasi preperasyonda isik mikroskobunda kristal
proteinler goriilmediginden Bacillus thuringiensis olmadigi, metil a-D glukopiranosit testi
negatif oldugundan B. toyonensis olmadigi, izolatin Bacillus cereus oldugu belirlendi. Se8
numarali izolatin, metil a-D glukopiranosit testi pozitif oldugundan B. toyonensis oldugu
belirlendi. Sel3 ve Sel4 numarali izolatlarin ise PCR ile cry gen igeriginin arastirilmasi
sonucu cryl ve cry2 genini igerdigi tespit edilerek, izolatlarin Bacillus thuringiensis
olduguna karar verildi. Biyokimyasal testlerindeki bazi farkliliklardan dolayi izolatlarin B.
thuringiensis’in farkli alttiirleri olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bugune kadar Bacillus thuringiensis’in bir¢ok alttiirii farkli boceklerden izole
edilerek zararlilarin biyolojik micadelesinde kullanimi arastirilmistir. Sezen vd. (2008)
tarafindan yapilan c¢alismada, Xyleborus dispar (Dalkiran)’dan izole edilen Bacillus
thuringiensis ssp. tenebrionis (Xd3), 1,8x10° cfu/ml konsantrasyonda Agelastica alni
(Kizilagag bocegi), Amphimallon solstitiale (Mayis bocegi) ve Melolontha melolontha
(Mayi1s bocegi) tizerinde test edilmis ve test edilen tiim zararlilar Uizerinde %2100 insektisidal
aktivite gostermistir. Sezen ve Demirbag (1999) tarafindan ¢alismada B. thuringiensis spp.
kurstaki (BnBt), B. nucum’dan izole edilmistir. Bu izolat kullanilarak gerceklestirilen
insektisidal aktivite ¢calismalarinda 1,8x10° cfu/ml konsantrasyonda A. lineatus (Tel kurdu)
uzerinde %100 (Danismazoglu vd., 2012), S. littoralis (Pamuk yaprakkurdu) tzerinde
%100 (Cakic1 vd., 2014), A. alni Gzerinde %72,3 (Eski vd., 2017) 6liim meydana getirdigi
bildirilmistir.  Yilmaz vd. (2012) Ephestia kuehniella (Degirmen giivesi) ve Plodia
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interpunctella (Kuru meyve giivesi) tizerinde yaptiklari ¢alismada B. thuringiensis SY49.1
susunun insektisidal etkinligini arastirmis ve spor-kristal karigimlarinin zararlilarin larvalar
tizerinde %90’dan fazla 6liim meydana getirdigini rapor etmistir. Bizim ¢alismamizda izole
edilen B. thuringiensis Sel3 susu, 1,8x10° cfu/ml konsantrasyonda S. exigua’nin 3. dénem
larvalarinda uygulamadan 48 saat sonra %75 6liim, 7 gilin sonra ise %100 6liim meydana
getirmistir.

S. exigua’nin mikrobiyal miicadelesinde de B. thuringiensis ve toksinleri kullanilarak
gergeklestirilen calismalar mevcuttur. CrylAc ve CrylC toksinleri kullanilarak S.
exigua’nin yumurtadan yeni ¢ikan larvalan tizerinde gergeklestirilen galismada CrylAa
toksinleri icin LCso degeri 3,93 mg/g, CrylC toksinleri iginse 1,466 mg/g olarak
belirlenmistir. Toksinlerin esit oranda karistirilmasi ile yapilan ¢alismada ise LCsp degerinin
0,537 mg/g’a diistiigii, toksinlerin sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir (Xue et al., 2005).
Yumurtadan yeni ¢ikan larvalar lzerinde yapilan bagka bir ¢alismada ise Cry9Aal ve
Cry9Aa5 proteinlerinin etkisi arastirilmigtir. Cry9Aal proteini zararli lizerinde toksik etki
gostermezken, Cry9AaS zararli iizerinde toksik etki gdstermistir ve LCso degeri 774 ng/cm?
olarak belirlenmistir (Naimov vd., 2014). B. thuringiensis Sel3 izolatinin 3. donem larvalar
lizerindeki denemeler sonucu LCso degeri 7.5 x 10* cfu/ml olarak hesaplanmistir.
Hernandez-Martinez vd. (2008) ise 9 farkli B. thuringiensis toksinini zararli izerinde test
etmis, CrylCa, CrylDa ve CrylFa toksinlerinin zararli iizerinde oldukca etkili, CrylAa,
CrylAc, CrylBa ve Cry2Aa toksinlerinin ise kismen etkili oldugunu belirtmistir. Bunun
aksine, Kimvd. (2017) 30 pg/ml konsantrasyonda Cry1 Ac toksininin S. exigua’nin 3. dénem
larvalart iizerinde %100 6liime neden oldugu tespit edilmistir. Yuan vd. (2017) tarafindan
yapilan ¢alismada ise Cry2Aa toksininin zararli lizerinde yiiksek derecede toksik oldugu
belirlenmistir. Kim vd. (2017) ve Yuan vd. (2017)’nin yaptig1 ¢alismalara benzer sekilde,
CrylAc ve Cry2Aa toksinlerini iceren B. thuringiensis Sel3’lin zararh {izerinde olduk¢a
toksik oldugu belirlendi.

B. thuringiensis’in kitlesel Gretimi icin en ¢ok tercih edilen yontem sivi kiiltiir
fermentasyonudur. Bakteri, blylmesi icin gerekli karbon, azot ve eser elementleri iceren
s1v1 besiyerine inokiile edilerek kesikli fermentasyon ile iiretimi gergeklestirilir. Besiyeri ve
fermentasyon kosullart hem bakterinin buyumesini hem de metabolitlerin Gretilmesini
etkiler. B. thuringiensis’in insektisidal aktivitesi de spor ve kristal miktariyla dogrudan
ilgilidir. Bu sebeple, bir¢ok bilim insami yiiksek miktarda spor-kristal {iretmek amaciyla

fermantasyon kosullarinin optimizasyonu {izerine ¢alismalar yapmaktadir. Bu ¢alismada
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Taguchi metodu kullanilarak inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi, besiyeri baslangi¢
pH’s1 ve besiyeri igeriginin optimizasyonu gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon siiresinin spor-kristal iiretimini énemli dlciide etkiledigi bilinmektedir.
B. thuringiensis kiiltiirlerinde maksimum hiicre miktar1 18. saatte goralur. Ancak
sporulasyon, kristal tretimi ve lizis i¢in daha fazla sire gereklidir. Dulmage vd. (1990)
tarafindan B. thuringiensis israilensis i¢in logaritmik faz 16-18 saat, sporulasyon 20-24 saat,
hicre lizisi 35-40 saatte tamamlanir. Ancak Lepidopterler iizerinde etkili olan B.
thuringiensis izolatlar1 i¢in fermentasyon siiresi degiskenlik gosterebilir. Fermentasyon
stresi Beegle vd. (1991) tarafindan 40-44 saat, Lisansky vd. (1993) tarafindan 57 saat,
Couch ve Jurat-Fuentes (2014) tarafindan ise 62-92 saat olarak belirlenmistir. Caligmamizda
izole edilen B. thuringiensis Sel3 susundan maksimum spor-kristal Gretimi i¢in inkiibasyon
suiresi 72 saat olarak belirlendi. Inkiibasyon siiresi uzun tutuldugunda delta-endotoksinlerin
ortamdaki proteazlar tarafindan degrede oldugu gézlemlenmistir. Spor-kristal tretimi ile
proteolitik aktivite arasinda negatif bir korelasyon oldugu, proteolitik aktivite arttiginda
delta-endotoksinlerin proteazlarca hidrolize ugradigi ve konsantrasyonunun diistiigi
belirlenmistir (Ennouri vd., 2013).

B. thuringiensis’lerin toksin iiretimi genellikle 30°C’de gerceklesir ancak suslara
gore farklilik gosterir. B. thuringiensis israilensis HD500 susundan Cry4Ba toksinin sentezi
optimum 25°C’de gergeklesirken, Cryl1Aa toksin sentezi 30°C’de gerceklesir (Ozkan vd.
2003). Ayrica toksin sentezinin 35°C’de olumsuz etkilendigi Lacey (1984) ve Yousten vd.
(1984) tarafindan bildirilmistir. Calismamizda kullanilan B. thuringiensis Sel3 susu i¢in
optimum sicaklik 30°C olarak belirlendi.

B. thuringiensis’lerin hem blyumesi hem de toksin sentezi i¢in kullanilan besiyeri
ortaminin pH’s1 notral ya da alkali olmalidir. Zayif asidik ortam (pH=5) bakteri biiyiimesine
imkan tanirken, delta-endotoksin iiretimini direk etkileyen metabolik yolagin ¢alismasini
engelleyebilir. Buna ragmen I¢gen vd. (2002) ise yaptiklar1 ¢alismada B. thuringiensis 81
susunun pH 5,5-6,5 araligindaki besiyerinde delta-endotoksin Uretimi gerceklestigini
belirlemistir. Zou vd. (2016) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, kuvvetli asit (pH=3) ve
kuvvetli baz (pH=11) ortamlarda endotoksin miktarinin diisiik miktarda oldugu, pH7 ve pH9
ortamlarda ise yiiksek oldugu belirlenmistir. B. thuringiensis Se13’ln spor kristal Gretimi

icin en uygun besiyeri baslangic pH’s1 9 olarak belirlenmistir.



81

Inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi ve pH’m yaninda kullanilan besiyeri ve
igerigindeki maddelerin konsantrasyonu da spor-kristal iiretimi tizerinde etkilidir. Caligmada
kullanilan dort farkli besiyeri arasindan azot kaynagi olarak %5 soya unu, karbon kaynagi
olarak %5 glukoz ve eser elementler olarak %0,3 KH2POj4, %0,1 KoHPO4 ve %0,4 MgSO4
iceren M4 besiyeri spor-kristal Gretimi i¢in en uygun besiyeri olarak belirlendi.

Fermentasyon sonucu elde edilen spor-kristal karisimi laboratuvar kosullarinda
zararli bocekler tizerinde etkili olurken, arazi kosullarinda etkinligi 6nemli Olcude
diisebilmektedir. Ciinkii, ¢cevre kosullar1 (giines isinlari, ultraviyole isinlar, yagmur ve
riizgar) B.thuringiensis’in insektisidal aktivitesini 6nemli derece etkiler (Ignoffo 1992). Bu
nedenlerle B. thuringiensis’in spor ve kristallerini ¢evre kosullarindan korumak amaciyla
cesitli yontemler gelistirilmistir (Tamez-Guerra vd. 1996, 2000). Puskurterek kurutma
yontemi ile enkapsulasyon, en ¢ok kullanilan ve en ekonomik yontemdir. Spor ve kristalleri
fotodegredasyondan korur ve stabilitesini artirir.

Enkapsulasyonda kaplama materyali olarak karbonhidrat polimerleri, proteinler ve
yaglar kullanilir. Kolay kullanilabilirligi, diisiik maliyeti, disiik toksisitesi ve diisiik
viskositesinden dolay1r genellikle dogal polimerler olan nisasta, jelatin, seliiloz, sodyum
alginat, maltodekstrin, lignin, soya unu vb. polimerler kullanilir (C6té vd., 2001; Cocero vd.,
2009; Amoura vd., 2009). Tamez-Guerra vd. (1996) B. thuringiensis kurstaki spor ve
kristallerinin kapsiilasyonunda jelatinize misir nisastasi, jelatinize misir unu, ksantan gam
ve lignin kullanmis ve bunlardan lignin ve jelatinize misir ununun spor ve kristallerin
aktivitesini korudugunu belirtmistir. Ramirez-Suero vd. (2005) ise nikstamalize musir
nisastasi, misir nigastast ve maktodekstrin arasindan nikstamalize misir nisastasini B.
thuringiensis israilensis’in enkapsiilasyonunda kullandiginda formulasyonun biyolojik
aktivitesinin yiiksek oldugunu gézlemlemistir. Calismamizda ise B. thuringiensis Sel3
susunun enkapsiilasyonunda kaplama materyali olarak en uygun polimer maltodekstrin
olarak belirlendi.

Puskurterek kurutma yonteminde kaplama materyalinin yan1 sira kullanilan sprey
kurutucunun giris ve ¢ikis sicakliklarinin elde edilen iiriiniin spor sayisini etkledigi
bilinmektedir. Sprey kurutucunun giris sicakligi 180-215°C, ¢ikis sicakligr ise 70-80°C
arasinda olmalidir. Girig sicakligi 250°C, ¢ikis sicakligi 97°C’ye ayarlandiginda elde edilen
iirtiniin spor sayisinin 6énemli Olglide diistiigii goriilmiistiir (Xueyong vd., 2008). Teera-
Arunsiri  vd. (2003) tarafindan B. thuringiensis aizawai’nin enkapsilasyonu

gergeklestirilerek farkli c¢ikis sicakliklarinin etkisi arastirilmis ve 60-85°C arasinda elde
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edilen tiriinlerin spor sayisinda istatistiksel olarak dnemli bir fark goriilmemistir. Ancak,
¢ikis sicakliginin 85°C’nin iizerine ¢ikmasinin canli spor sayisini diisiirdiigii goriilmiistiir.
B. thuringiensis Sel3’iin enkapsiilasyonunda optimum spor sayisi i¢in I¢in sprey
kurutucunun giris sicakligi 70°C, ¢ikis sicakligi ise 160°C olarak belirlendi. B. thuringiensis
Sel3 ile optimum kosullarda gergeklestirilen fermentasyon ¢aligmasindan sonra spor sayisi
1,42x10* cfu/g olarak belirlenmisken, sprey kurutma sonrasi yaklasik 2 kat azalmayla spor
sayistmin - 8,110 cfu/g’ye diistiigii goriildii. Bu diisiise ragmen entomotoksisitede
istatistiksel olarak anlamli bir fark gortlmedi. Ayrica Lisansky vd. (1993) tarafindan B.
thuringiensis icerikli bir Griinde en az 1x10'° cfu/g canli spor olmas: gerektigi belirtilmistir.

Piskurterek kurutma yonteminde sprey kurutucunun giris ve ¢ikis sicakliklarinin
spor sayisini etkiledigi gibi elde edilen iiriiniin nem igerigini de etkiledigi bilinmektedir.
Yapilan ¢alismalarda ¢ikis sicaklifindan ¢ok giris sicakliginin nem igerigini etkiledigi
belirlenmistir. B. thuringiensis igerikli toz formiilasyonlarin nem igeriginin %5-8 arasinda
olmasmin Urintn raf dmrind uzattigi, %5’in altina distiigiinde ise insektisidal aktivitenin
onemli dlgiide distiigii gortilmistiir (Couch 2000). Calismamizda elde edilen iiriiniin nem
icerigi %7,2 olarak belirlendi.

B. thuringiensis igerikli toz formiilasyonlar i¢in 1slanabilirlik <30 s, siispansibilite
>%60, ortalama partikiil biiytikliigii <100 pm olmalidir (Lisansky vd., 1993). Eski vd. (2017)
tarafindan gergeklestirilen ¢alismada B. thuringiensis tenebrionis’in nisasta ile
enkapsiilasyonu sonucu elde edilen iirliniin 1slanma siiresi 21 saniye, slispanse olma yiizdesi
ise %86 olarak belirlenmistir. B. thuringiensis Sel3’in maltodekstrin ile enkapsiilasyonu
sonucu elde edilen iiriin i¢in 1slanma siiresi 25,22 saniye, slispanse olma yuzdesi %77,66,
ortalama partikul boyutu ise 13.462 um olarak belirlendi.

Kati veya sivi formiilasyonu hazirlanan firiiniin ruhsatlandirilabilmesi ig¢in
ekotoksikoloji testlerinin gerceklestirilmesi gerekir. Bugiline kadar baliklar, amfibiler,
kuslar, fareler, siganlar ve tavsanlar iizerinde B. thuringiensis’in enfektivitesi ve patojenitesi
ile ilgili caligmalar yapilmistir.

B. thuringiensis’in farkli suslar1 farkli bocek takimlari tizerinde toksik etki gosterirken,
hedef dis1 organizmalar tizerindeki etkisi ¢ok azdir ya da yoktur. B. thuringiensis’in
memeliler Gzerindeki etkisi ilk kez Fisher ve Rosner (1959) tarafindan goniillii insanlar
tizerinde arastirlmistir.  Yapilan c¢alismada, 1000 mg thuricide (B. thuringiensis
thuringiensis) 5 giin boyunca 18 insana verilmis ve sonunda denekler fiziki ve klinik

incelemeye tabi tutulmus, calismaya katilan insanlarda herhangi bir anormallik
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gdzlemlenmemistir. Ignoffo (1973) tarafindan siganlar iizerinde yapilan ¢alismada ise 10° B.
thuringiensis sporu igeren besinle 730 giin boyunca beslenen sigcanlarda herhangi bir
olumsuz etki tespit edilmemistir. de Barjac vd. (1980) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada
ise 20 disi fareye 8,5x10’ cfu/ml B. thuringiensis israilensis kiiltiirii subkutan inokiilasyon
yoluyla verilmis ve farelerde enfeksiyon belirtisi veya 6liim gézlemlenmemistir.

B. thuringiensis Sel3 izolatinin toksikoloji/patojenite testleri sonucunda yapilan
orneklemelerde, bakterinin varligina rastlanmasina ragmen literatiirdeki ¢alismalara benzer
bir sekilde si¢anlar tizerinde toksisite ve patojenitesinin olmadig goriilmiistiir. Konuyla ilgili
caligmalarin birgogunda uygulama sonrasi yapilan érneklemelerde B. thuringiensis varligina
rastlanmis ancak olumsuz bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Tsai vd. (1997) tarafindan
siganlar lizerinde yapilan g¢alismada intratrakeal uygulamadan 21 gilin sonra akciger
orneklerinde bakteri varligi tespit edilmistir. Benzer sekilde inhalasyon ile B. thuringiensis’e
maruz kalan farelerin akciger 6rneklerinde 2,5 guin sonra bakteriye rastlanmistir (Siegel vd.,
1987). Ayrica B. thuringiensis kurstaki farelere intraperitoneal enjeksiyonla uygulanmis, 37
giin sonra dalaklarindan tekrar izole edilmistir (Siegel, 2001).

B. thuringiensis’ler tarafindan tiretilen insektisidal kristal proteinler, yiksek dozda
oral yolla memelilere verilse dahi toksik etki gostermedigi, mide sivisi tarafindan hizlica
degrede edildigi belirlenmistir. Ayrica Cry proteinlerinin bocek bagirsak hiicrelerindeki
spesifik reseptorlere baglandig: bilinmektedir. Imminositokimyasal analizler sonucunda Cry
proteinlerinin baglandig1 spesifik reseptorlerin memelilerde bulunmadigi belirlenmistir
(Noteborn et al., 1993).

B. thuringiensis sporlarinin farelerde 6liime neden olduguna dair ilk g¢alisma
Hernandez vd. (1998) tarafindan gergeklestirilmistir. B. thuringiensis konkukian, kurstaki,
israelensis ve thompsoni suslart 10® spor konsantrasyonda intranasal yolla farelere
verildiginde, sirasiyla %100, %80, %40 ve %0 6lim meydana getirmistir. Farelerde
kullanilan 10® spor konsantrasyonunun insanlarda esdegeri 10! spordur ve bu
konsantrasyonda bir bulagmanin imkansiz oldugu diisuinilmektedir (Rubio-Infante ve
Moreno-Fierros, 2016).

Lemos vd. (2013) tarafindan B. thuringiensis aizawai icerikli ticari biyopestisit
(XenTari) gebe albino sicanlara oral yolla uygulanmis ve karaciger, bobrek ve akciger
dokularinda lezyonlara rastlanmigtir. Buna ragmen bireylerde herhangi bir zehirlenme
belirtisi goriilmemistir. Ayn1 zamanda dogan yavru bireylerde de herhangi bir sakatlik veya

kusur tespit edilmemistir. Ticari Uriinlerde dispersant, ylzey aktif madde ve adjuvant olarak
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kullanilan maddelerin toksik olabilecegi ve sekonder enfeksiyona yol acabilecegi
belirtilmistir (Mesnage vd., 2013).

Bu ¢alismada, tarama testlerinde zararl {izerinde oldukga etkili oldugu tespit edilen
Sel3 izolatinin B. thuringiensis oldugu tespit edilerek izolatin fermentasyon kosullari
maksimum spor-kristal Gretimi icin optimize edildi ve puskirterek kurutma yontemiyle
enkapsiilasyonu gergeklestirildi. Elde edilen Urinin memeliler iizerinde gergeklestirilen
toksisite/patojenite ¢alismalarinda siganlar tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig
belirlendi.

Sonug olarak, pamuk, misir, yer fistig1, seker pancari, aygigegi ve tiitiin gibi birgok
bitkide 6nemli ekonomik kayiplara neden olan ¢izgili yaprakkurdu ile miicadelede
kullanilabilecek iilkemize ait ¢evre dostu ve giivenilir bir mikrobiyal miicadele preparati

gelistirilmesi yolunda yeni adimlar atilmis oldu.



5. SONUCLAR

Calisma sonucunda S. exigua’dan 15 bakteriyel izolat elde edildi. Izolatlar fenotipik

ve genotipik dzelliklerine gore tanimlandi. izolatlarin zararli {izerindeki insektisidal etkileri

belirlenerek en etkili izolattan biyopestisit iliretimi gerceklestirildi.

1-

Elde edilen 15 bakteriyel izolatin fenotipik ve genotipik ozelliklerine gore
karakterizasyonlar1 yapildi. Boylece S. exigua’nin kiltiirii edilebilir bakteriyel
florasi; Bacillus cereus (Sel), Lysinibacillus macroides (Se2), Paenibacillus
geniculata (Se3), Paenibacillus tylopili (Se4), Stapyhlococcus succinus (Seb),
Acinetobacter soli (Se6), Chryseobacterium indologenes (Se7), Bacillus
toyonensis (Se8), Serratia marcescens (Se9), Paenibacillus amylolyticus (Sel0),
Paenibacillus xylanexedens (Sell), Enterobacter ludwigi (Sel2), Bacillus
thuringiensis (Se13), Bacillus thuringiensis (Sel4) ve Lysinibacillus sphaericus
(Selb5) olarak belirlendi.

Flora Uyelerinin S. exigua tzerindeki tarama testleri sonucunda en etkili izolatlar
sirasiyla B. thuringiensis Sel3 (%100), B. thuringiensis Sel4 (%83,33) ve S.
marcescens Se9 (%73,33) olarak belirlendi.

En etkili izolat olan B. thuringiensis Sel3, biyotestler gergeklestirildikten 48 saat
sonra zararli iizerinde %75 6lim meydana getirdi. Uygulamadan 7 giin sonra ise
6liim oran1 %100’e ulasti.

Bacillus thuringiensis Se13 izolat1 ile 10° cfu/ml konsantrasyonda gerceklestirilen
biyotestte medyan &lim zamanmi 1,59 gun olarak belirlendi. Bu izolat ile
gergeklestirilen doz denemeleri sonucunda izolatin medyan lethal konsantrasyonu
ise 7.4 x 10* cfu/ml olarak belirlendi.

B. thuringiensis Sel3 izolatinin 151k ve elektron mikroskobisi ile insektisidal
kristal proteinleri i¢erdigi, PCR ile yapilan ¢caligsmalarda ise bunlarin cryl ve cry?2
genleri olduklar belirlendi.

B. thuringiensis Sel3 izolatinin maksimum spor-kristal Gretimi i¢in fermentasyon
kosullar1 Taguchi metodu ile belirlendi. Buna gore inkibasyon siresi 72 saat,
inkiibasyon sicaklig1 30°C, besiyerinin baslangic pH’s1 9 ve M4 besiyeri optimum

kosullar olarak belirlendi.
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M4 besiyeri igeriginin Taguchi metodu ile optimizasyonu sonucu %5 soya unu,
%5 glukoz, %0,3 KH2PO4, %0,1 KoHPO4 ve %0,4 MgSOs igeren besiyeri
optimum kosullar olarak belirlendi.

Optimum kosullar kullanilarak fermentérde spor-kristal tiretimi gerceklestirildi ve
canl1 spor sayis1 1.42x10*2 cfu/g olarak belirlendi.

Fermentasyon sonucu elde edilen spor-kristal karistminin enkapsilasyonu
piuiskiirterek kurutma yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Enkapstilasyon islemi
Taguchi metodu ile optimize edildi ve kaplama materyali olarak maltodekstrin,
sprey kurutucunun giris ve ¢ikis sicakligi olarak 160°C ve 70°C optimum kosullar
olarak belirlendi.

10- Uretilen toz formiilasyonun 1slanma siresi 25.22 + 1.75 saniye, siispanse olma

yiizdesi %77.66, nem igerigi %7.29 £ 0.16, ortalama partikiil boyutunun ise
13.462 pm olarak belirlendi.

11- Formiilasyon laboratuvar kosullarinda, 10° cfu/ml konsantrasyonda zararl

Uzerinde %2100 mortalite gosterirken, medyan letal zamani 0,8 giin olarak

belirlendi. Medyan letal konsantrasyonu ise 1,6x10* cfu/ml olarak belirlendi.

12-Saks1 denemelerinde 1 g/l konsantrasyonda uygulanan iirlin zararh tizerinde %93

oliim meydana getirirken, medyan letal zamani ise 2,53 giin olarak belirlendi.

13-Enkapsile B. thuringiensis Se13’in medyan letal konsantrasyonu (LCso) H. cunea

larvalart icin 1,12x108 cfu/ml, M. neustria larvalar icin 6,71x10° cfu/ml olarak

belirlendi.

14-Sicanlar tlizerinde gerceklestirilen patojenite/toksisite caligmalar1 ile {irliniin

memeliler lizerinde olumsuz herhangi bir etkisinin olmadigi goriildii.



6. ONERILER

Bu c¢alismada, bocek orjinli B. thuringiensis Sel3 susu kullanilarak S. exigua ile
miicadelede kullanilabilecek ¢evre dostu ve giivenilir bir bakteriyel biyopestisit gelistirilmis
oldu. Calismadan elde edilen sonuglar neticesinde gelecek calismalara yonelik olarak

asagidaki hususlar belirlenmistir.

1. Formiilasyon arazi kusullarinda S. exigua Uzerinde test edilecektir.
2. S.exigua ile ayn1 ortami paylasan diger zararllar tizerinde test edilecektir.

3. S.exigua’nin dogal diigmanlari tizerindeki etkinligi belirlenecektir.
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8. EKLER

Ek 1. Besiyeri, Ayirag, Boyalar ve Kimyasallarin Hazirlanisi

Ek 1. 1. Besiyerlerinin Hazirlamsi

Leura-Bertani Agar (LB Agar): 500 ml besiyeri igin 5 g tripton, 2,5 g yeast extract, 2,5

g sodyum klorir (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 icin 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: 19 nisasta 10 ml soguk ddH>0O’da ¢6zlldukten sonra 100 ml niitrient
agarla karistirilir ve otoklavlanarak steril edilir.

Natrient 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
Natrient 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 icin 40 g tartilip 1000 ml ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir. Kullanilan
marka: Merck, Katalog no: 1,05458,0500

Spor Zorlayici Besiyeri: 50 mg mangan sulfat (MnSOs), 100 mg kalsiyum Klorr

(CaCly), 500 mg magnezyum sulfat (MgSO4), 28 g nitrient agar tartilip saf su ile 1000 ml
ye tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir.

Terrific Broth (TB): 500 ml besiyeri i¢in 6 g tripton, 12 g yeast extract tartilarak saf su

ile 500 ml ye tamamlanir. Uzerine 2 ml gliserol eklenir, otoklavlanarak steril edilir.
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Ek 1.2. Ayiraclar ve Boyalarin Hazirlanisi

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

Gram Iyodu: 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir (KI) 5 ml saf suda ¢oziillip; tizerine 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

karistirtlir: 1) 1 g kristal violet, 10 ml %95’lik etanol, 90 ml saf su ile karistirilir. 2) 4 g
amonyum oksalat ve 400 ml saf su ile karistirilir. Bu iki sollisyon daha sonra birbirine
karistirilarak 1 gece bekledikten sonra kullanilir.

Malasit Yesili: 5 g malasit yesili 100 ml saf suda ¢6zilur; stiizge¢ kagidi yardimiyla
stiziilerek kullanilir.

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

Ek 1.3. Kimyasallarin Hazirlanmsi

X-Gal Hazirlanist: 0,1M 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 ¢ozilir ve filtre

yardimiyla steril edilir.

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

3M pH 5.2 Sodyum Asetat Hazirlanisi1 (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

>KX959974.1 Bacillus cereus strain Sel 16S ribosomal RNA gene

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACA
TGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAA
ACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGG
CGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAA
TAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA
GAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGACACCCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAA
GGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCT
GCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGT
AGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCA
TGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGT
ACCA

T

>KX959975.1 Lysinibacillus macroides strain Se2 16S ribosomal RNA gene

AGATAACGAGTTGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTA
TTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACAT
GCAAGTCGAGCGAACAGAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAA
CCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGAC
GGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAGCAAGTACAGTAGTAAC
TGGCTGTACCTTGACGGTACCTCATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
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GCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC
CAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG
GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCCGTTGACCACTGTAGAGAAATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAG
GTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAAACGGTTG
CCAACTCGCGAGAGGGAGCTAATCCGATAAAGTCGTTCTCAGTTCGGATTGTA
GGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTA
CCAT

>KX959976.1 Pseudomonas geniculata strain Se3 16S ribosomal RNA gene

ATTTTAGAGTTTGATCATGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGCAGCACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGGCGAGTGGCG
GACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGG
AAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCTTCGG
ACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAG
GCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCG
GGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTG
GGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCG
TAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGC
AGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTA
GCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACC
TGGACCAGCACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATT
TGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGT
CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCG
AGAACTTTCCAGAGATGGATGGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACC
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCT
TACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGC
CGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTG
CAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCAT
AATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCTTGCAATTTCGGTATCCC
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>KX959977.1 Paenibacillus tylopili strain Se4 16S ribosomal RNA gene

GGTACGAGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTC
TAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCA
AGTCGAGCGGACTTGAAGAGAAGCTTGCTTCTCGGATGGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGCTTGGGACAACTACCGGAAACG
GTAGCTAATACCGAATACTTGTTTTCTTCGCCTGAAGAGAACTGGAAAGACGG
AGTAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGG
TTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTG
CTCTCAAGGCGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGA
TCGCACTGGAAACTGTGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
TCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGT
TTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCAACTAACGAGGCAGAGATGCGTTAGGTGCCCTTCGGGGAAAGTTGAGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATATTTAGTTGCCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTAGA
TAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGCAG
CGAAATCGCGAGATGGAGCCAATCCCAACAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGC
AGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCA
TGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGT
ACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAG
CTCCCAACGCGTTGATGTCATGGTCCT

>KX959978.1 Staphylococcus succinus strain Se5 16S ribosomal RNA gene

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACA
TGCAAGTCGAGCGAACGGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGAAGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGAATAACTTCGGGAAA
CCGGAGCTAATGCCGGATAACATATAGAACCGCATGGTTCTATAGTGAAAGAT
GGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGT
AATGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
TTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGCGTAAGTAACTG
TGCGCATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
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ACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGG
GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACA
TCCTTTGAAAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCG
ACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTT
GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCT
AAACCGCGAGGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGT
CTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGC
TACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACC
AT

>KX959979.1 Acinetobacter soli strain Se6 16S ribosomal RNA gene

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACA
TGCAAGTCGAGCGGAGTGATGGTGCTTGCACTATCACTTAGCGGCGGACGGGT
GAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGGGAT
GCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCACTTGTGACCTTG
CGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTAC
CAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATG
GGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGT
AAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTCTTTTGGTTAATACCCAAGATGAGTGG
ACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGC
GGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCG
ATACTGGTTGGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGACGAATACCGATGGAGAAGGCAGCCATCTGGCC
TAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGAGCCTTTGAGGCTT
TAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAG
ACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGTAGAAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAATCTACATACAGGTGCTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTTTCCTTACTTGCCAGCATTTCGGATGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGG
CAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCA
GGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAG
GATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCAT
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>KX959980.1 Chryseobacterium indologenes strain Se7 16S ribosomal RNA gene

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTAGCGGGAGGCCTAACACA
TGCAAGCCGAGCGGTAGAGATCTTTCGGGATCTTGAGAGCGGCGTACGGGTGC
GGAACACGTGTGCAACCTGCCTTTATCTGGGGGATAGCCTTTCGAAAGGAAGA
TTAATACCCCATAATATACTGGATGGCATCATTCGGTATTGAAAACTCTGGTGG
ATAGAGGTGGGCACGCGCAAGATTAGATAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA
AGTCTGCGATCTTTAGGGGGCCTGAGAGGGTGATCCCCCACACTGGTACTGAG
ACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGG
TGAGAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGAAGGACGACGGCCCTATGGGTTGTA
AACTTCTTTTGTATAGGGATAAACCTACCCTCGTGAGGGTAGCTGAAGGTACT
ATACGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGATCTGT
AAGTCAGTGGTGAAATCTCACAGCTTAACTGGAAACCTGCCATTAATACTGCA
GGTCTTAAGGGTTGTTGAAGTAGCTGAAATAAGTAGGGTAGCGGTGAAATGCA
TAGATATTACTTGGACCACCAATGGCGAAGGCAGGTTACTAAGCACCAACTGA
CGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGACCAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGCTAACTCGTTTTTGGAGCGCAAGCTTCAGAGACTAAG
CGAAAGTGATAAGTTAGCCACCTGGGGAGTACGAACGCAAGTTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTATGGGGTTTAATTCGATG
ATACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGGGAAATGACAGGTTTAGAAAT
AGACTTTTCTTCGGACATTTTTCAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGC
CGTGAGGTGTTAGGTTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTGTCACTAGTTGC
CATCATTAAGTTGGGGACTCTAGTGAGACTGCCTACGCAAGTAGAGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCACGGCCCTTACGCCTTGGGCCACACACGTAAT
ACAATGGCCGGTACAGAGGGCAGCTACACTGCGAAGTGATGCAAATCTCGAA
AGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCTATGAAGCTGGAAT
CGCTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATA

>KX959981.1 Bacillus toyonensis strain Se8 16S ribosomal RNA gene

CCGACATAAAATCAAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGC
GGCCGCGAATTCACTAGTGATTATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAA
CGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGC
TCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATA
AGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACC
GCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGC
GTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGA
AGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTG
CAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
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ACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTC
TCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAT
CATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAA
ACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACACGGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCG
GCCGGAGCATGCGACTCGTAACTC

>KX959982.1 Serratia marcescens strain Se9 16S ribosomal RNA gene

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACA
TGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGG
AAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCG
GGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAT
GGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTC
GGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAACTTAATACGTTCAT
CAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTG
CATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGLCCCC
CTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTG
AGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGA
GAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGC
CAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCG
CGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA
CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATA
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>KX959983.1 Paenibacillus amylolyticus strain Se1l0 16S ribosomal RNA gene

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACA
TGCAAGTCGAGCGGACTTGAAGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGGTTAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGA
AACGGTAGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTCGCCTGAAGAAAACTGGAAAG
ACGGAGCAATCTGTCACTCGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTA
ACTGCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCC
CGGATCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAAGAGAGTGGAATT
CCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTA
GGGGTTTCGATGCCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG
CAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAGCCTTACCAGGTCTT
GACATCCCTCTGATCGATGCAGAGATGTATCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATATTTAGTTGCCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTA
GATAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGC
TGCGAAATCGCGAGATGGAGCCAATCCCAACAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAG
CATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACG
GTACCAT

>KX959984.1 Paenibacillus xylanexedens strain Sell 16S ribosomal RNA gene

GCTTTACGCATCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAT
TCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATG
CAAGTCGAGCGGAGTTGATAGGAAGCTTGCTTCCTTGATACTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGAAA
CGGTAGCTAATACCGAATAGTTGTTTTCTTCGCCTGAAGGAAACTGGAAAGAC
GGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACT
GCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGG
ATCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
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ACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGG
GTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAG
TGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCCCTCTGATCGATGCAGAGATGTATCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATATTTAGTTGCCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTAGATA
GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGCCGCG
AAATCGCGAGATGGAGCCAATCCCAACAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCAG
GCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATG

CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTAC
CAT

>KX959985.1 Enterobacter ludwigii strain Sel2 16S ribosomal RNA gene

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAGCGGTAACACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGG
CCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGG
CTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGG
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGG
GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGAGGTTAATAACCTCAGCA
ATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA
TTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGATTACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTG
GACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG
GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGA
ACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCA
GTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGA
GTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCG
AGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACT
CGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACCAT
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>KX959986.1 Bacillus thuringiensis strain Sel3 16S ribosomal RNA gene

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACA
TGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAA
ACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGG
CGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAA
TAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA
GAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAA
GGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCT
GCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGT
AGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCA
TGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGT
ACCATACACACCGCCCGTCACACACGGTACCATACACACCGCCCGTCACACAC
GGTACCATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGAC

>KX959987.1 Bacillus thuringiensis strain Sel4 16S ribosomal RNA gene

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACA
TGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAA
ACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTAAAAGG
CGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCATCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGATGAACAAGTGCTAGTTGAA
TAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA
AtGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
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AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTGTGCTAAGTGTTAG
AGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAAATTCGAAGCAACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGG
TCACTGCCGGTGTCAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCA
AGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGG
CTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACGGTACC
AATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCC
AACGCGTGGA

>KX959988.1 Lysinibacillus fusiformis strain Sel5 16S ribosomal RNA gene

AAGTCGAGCGAACAGAGAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACC
GGGGCTAATACCGAATAATCTGTTTCACCTCATGGTGAAATATTGAAAGACGG
TTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG
ATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTG
GCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCCA
AGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
ACTATTTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGG
GGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATGGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGT
GACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAAACGGTTGCC
AACTCGCGAGAGGGAGCTAATCCGATAAAGTCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGG
CTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
TTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAA
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Ek 3. Bacillus thuringiensis Se13 susunun toksin genlerinin siralari

>MH121039 Bacillus thuringiensis strain Sel3 insecticidal crystal protein
CrylAc gene, partial sequence

AGTATAATAAGAGTTCCTATGTTCTCTTGGATACATCGTAGTGCTGAATTTAAT
AATATAATTGCATCGGATAGTATTACTCAAATCCCTGCAGTGAAGGGAAACTT
TCTTTTTAATGGTTCTGTAATTTCAGGACCAGGATTTACTGGTGGGGACTTAGT
TAGATTAAATAGTAGTGGAAATAACATTCAGAATAGAGGGTATATTGAAGTTC
CAATTCACTTCCCATCGACATCTACCAGATATCGAGTTCGTGTACGGTATGCTT
CTGTAACCCCGATTCACCTCAACGTTAATTGGGGTAATTCATCCATTTTTTCCA
ATACAGTACCAGCTACAGCTACGTCATTAGATAATCTACAATCAAGTGATTTT
GGTTATTTTGAAAGTGCCAATGCTTTTACATCTTCATTAGGTAATATAGTAGGT
GTTAGAAATTTTAGTGGGACTGCAGGAGTGATAATAGTCAGATTTGAATTTAT
TCCAGTTACTGCAACACTCGAGGCTGAATATAATCTGGAAAGAGCGCAGAAGG
CGGTGAATGCGCTGTTTACGTCTACAAACCAACTAGGGCTAAAAACAAATGTA
ACGGATTATCATATTGATCAAGTGTCCAATTTAGTTACGTATTTATCGGATGAA
TTTTGTCTGGATGAAAAGCGAGAATTGTCCGAGAAAGTCAAACATGCGAAGCG
ACTCAGTGATGAACGCAATTTACTCCAAGATTCAAATTTCAAAGACATTAATA
GGCAACCAGAACGTGGGTGGGGCGGAAGTACAGGGATTACCATCCAAGGAGG
GGATGACGTATTTAAAGAAAATTACGTCACACTATCAGGTACCTTTGATGAGT
GCTATCCAACATATTTGTATCAAAAAATCGATGAATCAAAATTAAAAGCCTTT
ACCCGTTATCAATTAAGAGGGTATATCGAAGATAGTCAAGACTTAGAAATCTA
TTTAATTCGCTACAATGCAAAACATGAAACAGTAAATGTGCCAGGTACGGGTT
CCTTATGGCCGCTTTCAGCCCAAAGTCCAATCGGAAGGTGCGGTGAACCGAAT
CGATG

>MH121040 Bacillus thuringiensis strain Sel3 insecticidal crystal protein
Cry2Aa gene, partial sequence

GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGGGTATTTCAGCAGCAACATTACGTACGTAT
CGAGATTACCTGAGAAATTATACAAGAGATTATTCTAATTATTGTATAAATAC
GTATCAAACTGCGTTTAGAGGGTTAAACACCCGTTTACACGATATGTTAGAAT
h
TAGAACATATATGTTTTTAAATGTATTTGAATATGTATCCATTTGGTCATTGTTT
AAATATCAGAGTCTTATGGTATCTTCTGGCGCTAATTTATATGCTAGCGGTAGT
GGACCACAGCAGACACAATCATTTACAGCACAAAACTGGCCATTTTTATATTC
TCTTTTCCAAGTTAATTCGAATTATATATTATCTGGTATTAGTGGTACTAGGCTT
TCTATTACCTTCCCTAATATTGGTGGTTTACCGGGTAGTACTACAACTCATTCA
TTGAATAGTGCCAGGGTTAATTATAGCGGAGGAGTTTCATCTGGTCTCATAGG
GGCGACTAATCTCAATCACAACTTTAATTGCAGCACGGTCCTCCCTCCTTTATC
AACACCATTTGTTAGAAGTTGGCTGGATTCAGGTACAGATCGAGAGGGCGTTG
CTACCTCTACGAATTGGCAGACAGAATCCTTTCAAACAACTTTAAGTTTAAGGT
GTGGTGCTTTTTCAGCCCGTGGAAATTCAAACTATTTCCCAGATTATTTTATCC
G
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>MH121041 Bacillus thuringiensis strain Sel3 vegetative insecticidal protein
Vip3Aa gene, partial sequence

TGCCACTGGTATCAAAGACATTATGAACATGATTTTTAAAACGGATACAGGTG
GTGATCTAACCCTAGACGAAATTTTAAAGAATCAGCAGTTACTAAATGATATT
TCTGGTAAATTGGATGGGGTGAATGGAAGCTTAAATGATCTTATCGCACAGGG
AAACTTAAATACAGAATTATCTAAGGAAATATTAAAAATTGCAAATGAACAAA
ATCAAGTTTTAAATGATGTTAATAACAAACTCGATGCGATAAATACGATGCTT
CGGGTATATCTACCTAAAATTACCTCTATGTTGAGTGATGTAATGAAACAAAA
TTATGCGCTAAGTCTGCAAATAGAATACTTAAGTAAACAATTGCAAGAGATTT
CTGATAAGTTGGATATTATTAATGTAAATGTACTTATTAACTCTACACTTACTG
AAATTACACCTGCGTATCAAAGGATTAAATATGTGAACGAAAAATTTGAGGAA
TTAACTTTTGCTACAGAAACTAGTTCAAAAGTAAAAAAGGATGGCTCTCCTGC
AGATATTCTTGATGAGTTAACTGAGTTAACTGAACTAGCGAAAAGTGTAACAA
AAAATGATGTGGATGGTTTTGAATTTTACCTTAATACATTCCACGATGTAATGG
TAGGAAATAATTTATTCGGGCGTTCAGCTTTAAAAACTGCATCGGAATTAATT
ACTAAAGAAAATGTGAAAACAAGTGGCAGTGAGGTCGGAAATGTTTATAACTT
CTTAATTGTATTAACAGCTCTGCAAGCAAAAGCTTTTCTTACTTTAACAACATG
CCGAAAATTATTAGGCTTAGCAGATATTGATTATACTTCTATTATGAATGAACA
TTTAAATAAGGAAAAAGAGGAATTTAGAGTAAACATCCTCCCTACACTTTCTA
ATACTTTTTCTAATCCTAATTATGCAAAAGTTAAAGGAAGTGATGAAGATGCA
AAGATGATTGTGGAAGCTAAACCAGGACATGCATTGATTGGGTTTGAAATTAG
TAATGATTCAATTACAGTATTAAAAGTATATGAGGCTAAGCTAAAACAAAATT
ATCAAGTCGATAAGGATTCCTTATCGGAAGTTATTTATGGTGATATGGATAAA
TTATTGTGCCCAGATCAATCTGAACAAATCTATTATACAAATAACATAGTATTT
CCAAATGAATATGTAATTACTAAAATTGATTTCACTAAAAAAATGAAAACTTT
AAGATATGAGGTAACAGCGAATTTTTATGATTCTTCTACAGGAGAAATTGACT
TAAATAAGAAAAAAGTAGAATCAAGTGAAGCGGAGTATAGAACGTTAAGTGC
TAATGATGATGGGGTGTATATGCCGTTAGGTGTCATCAGTGAAACATTTTTGAC
TCCGATTAATGGGTTTGGCCTCCAAGCTGATGAAAATTCAAGATTAATTACTTT
AACATGTAAATCATATTTAAGAGAACTACTGCTAGCAACAGACTTAAGCAATA
AAGAAACTAAATTGATCGTCCCGCCAAGTGGTTTTATTAGCAATATTGTAGAG
AACGGGTCCATAGAAGAGGACAATTTAGAGCCGTGGAAAGCAAATAACAAGA
ATGCATATGTAGATCATACAGGAGGA
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