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OZET

Eurygaster integriceps (Put.) (Siine, Hemiptera: Scutelleridae) iilkemiz tahil
tarlalarinda 6nemli derecede iiriin kayiplarina yol agan bir zararhidir. Giiniimiize kadar bu
zararliya karsi kimyasal miicadele yapilmasma karsin etkin bir mikrobiyal miicadele
yontemi uygulanamamustir.

Bu c¢alismada, E. integriceps (Put.)’in bakteriyal florasinin belirlenmesi ve elde
edilen bakteri tiirlerinin E. integriceps (Put.) 'e kars1 olas1 biyolojik miicadele etmeni olarak
kullanilmas1 amaglanmistir. Bu amagla Batman ilindeki tahil alanlarindan toplanan E.
integriceps (Put.) erginleri incelenmis, zararlinin bakteriyal florasi belirlenmis ve bu
zararlya kars1 mikrobiyal miicadele potansiyelleri belirlenmistir.

Sonug olarak, E. integriceps (Put.) erginlerinden 11 bakteri izole edilmistir. izole
edilen bakterilerin dordi tiir seviyesinde, sekizi ise cins seviyesinde tanimlanmustir. Bu
calisma kapsaminda bakterilerin tiir tayininde, rutin olarak kullanilan morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal Ozelliklerin yani sira, bakteriler API 20NE ve API Staph panel test
sistemleri  kullanilarak metabolik enzim profilleri ve biyokimyasal Ozellikleri
belirlenmistir. Molekiiler karakterizasyon calismalarinda ise 16S rRNA dizin analizi
kullanilmstir.

Yapilan karakterizasyon ¢alismalar1 sonrasi zararlinin bakteriyal floras1 Pantoea sp.
S1, S5, S7, S8, S10, S11, Pantoea agglomerans S2, S3, S4, Pseudomonas sp. S6 ve
Micrococcus luteus S9 olarak belirlenmistir. Dort giin icersinde bakteriyal izolatlarin E.
integriceps (Put.) erginleri tizerindeki 6liim oranlar1 da belirlenmistir. En yiiksek 6lim
orant %100 ile Pantoea sp. S1, Pantoea agglomerans S4 ve Pantoea sp. S7’den elde
edilmistir. Diger patojenite degerleri ise %55 ile %88 arasinda degigsmektedir. Test edilen
entomopatojenik funguslardan en yiiksek 6liim orani ise %100 ile Isaria fumosorosea
ARSEF8356°dan elde edilmistir. Test edilen diger funguslarm 6liim orani ise %33 ile %50
arasinda degismektedir. Sonug olarak, Pantoea sp. S1, Pantoea agglomerans S4, Pantoea
sp. S7, Beauveria bassiana ARSEF8356 ve Isaria fumosorosea ARSEF8356 E. integriceps

(Put.) ile miicadelede timit verici goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Eurygaster integriceps (Put.), Bakteriyal Flora, Mikrobiyal Miicadele



SUMMARY

Determination of Bacterial Flora and Microbial Control Agents of Eurygaster
integriceps (Put.) (Hemiptera: Scutelleridae)

Eurygaster integriceps (Put.) (Hemiptera: Scutelleridae) is a very serious pest
which causes significant crop losses in Turkey’s cereal field. So far, despite of applications
of chemical control, a efffective microbial control method has not been implemented
against this pest.

The aim of this research is to determined the bacterial flora of E. integriceps (Put.)
and to use obtained bacterial species against this pest a possible biological control agent.
For this purpose, E. integriceps adults collected from cereal fields in Batman were
examined, the bacterial flora of this pest and potentials of isolated species as a microbial
control agent were determined against this pest.

As a result, 11 different bacteria were isolated from E. integriceps (Put.) adults.
Four of these bacteria were determined at species level and seven of them were
characterized at genus level. In this study, in addition to morphological, physiological and
biochemical properties, metabolic enzyme profiles and biochemical properties of these
bacreia were determined using APl 20E and API Staph panel test systems. Also, 16S
rRNA gene sequence analysis was used in molecular characterization studies.

Bacterial flora of this pest was identified as Pantoea sp. S1, S5, S7, S8, S10, S11,
Pantoea agglomerans S2, S3, S4, Pseudomonas sp. S6 and Micrococcus luteus S9 based
on characterization studies. Also, mortality of bacterial isolates against E. integriceps
(Put.) adults within four days were determined. The highest mortality was obtained from
from Pantoea sp. S1, Pantoea agglomerans S4 and Pantoea sp. S7 with 100%. Also,
mortality of other bacterial species ranged from 33% to 88%. The highest mortality among
the tested entomopathogenic fungi was obtained from Isaria fumosorosea ARSEF8333
with 100%. Mortality of other fungi change ranged from 33% to 50%. Consequently,
Pantoea sp. S1, Pantoea agglomerans S4, Pantoea sp. S7, Beauveria bassiana
ARSEF8356 and lsaria fumosorosea ARSEF8356 seem to be promising candidates in

control of E. integriceps (Put.).

Key words: Eurygaster integriceps, Bacterial Flora, Microbial Control
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Ulkemizde islenen 21.5 milyon dekarlik tarim alam igerisinde % 56 ile en biiyiik
pay1 tahillar olusturmaktadir. Toplam tahil alanlar1 igerisinde ise % 67’lik pay ile bugday
ilk sirada yer almaktadir. Bugday1 % 24’lik pay ile arpa, % 5’lik pay ile musir takip
etmektedir. % 1’lik bir alanda devam eden celtik iiretimimiz ise uygulanan politikalar
sayesinde giderek artmaktadir. Yulaf ve ¢avdar lretimimiz yeterli diizeyde olup, alan
olarak % 1’lere karsihik gelen paylar1 uzun yillardir ayni seviyeyi korumaktadir (TUIK,
2010). Bu denli yiiksek ekim alanlarina sahip tahil alanlarmin her seyden once yeterli
iiretime ulagmasi i¢in korunmasi gerekmektedir.

Yeryiiziindeki tiir sayist 1.250.000’nin iizerinde olan bocekler tiim hayvansal
canlilarin da %75’ini olusturmaktadir. Bu kadar zengin tiire sahip olan bdceklerin hepsi
zararh degildir. Bunlarin yaklasik {icte biri zararl, {licte biri yararli, iicte biri de notiir
tiirlerdir. Insanlara ve hayvanlara hastahik tasiyarak saglhgi tehdit edenler, kiiltiir
bitkilerinde iiriin kayiplarma neden olanlar, orman ve siis bitkilerine zarar verenler ile
kentsel yasamda sorun yaratanlar zararli olarak kabul edilmektedir. Ancak bunlarin %99’a
yakin bir kism1 dogal olarak baski altinda tutulmaktadwr. Geriye kalan %1 kadar1 bile
ortaya ¢ikardigi ¢ok 6nemli sorunlar nedeniyle insanoglunu tarih boyunca ugrastirmaya
yetmistir. Gerek saglik, gerek sosyal ve gerekse ekonomik agidan bir¢ok olumsuzluklari
ortaya ¢ikaran bu tiirleri elemine etmek veya baski altina alabilmek i¢in tarihin ilk
devirlerinden bu yana ¢esitli miicadele yontem ve teknikleri gelistirilmistir (Uygun, 2002).

Tahil bitkilerinde iiriin kayiplarna neden olan en 6nemli zararli Eurygaster
integriceps (Put.) (Stine, Heteroptera: Scutelleridae) olup bugday iiretiminde ve kismen
daha az olarak arpa iretiminde 6nemli derecede ekonomik kayiplara yol agmaktadir
(Moore, 1998). Bu zararh ile simdiye kadar genellikle kimyasal miicadele yapilmistir.
Insan ve hayvan sagligini tehdit etmesi, gida maddelerindeki ilac kalintilari, g¢evre
kirlenmesi ve yiiksek ilag fiyatlaridan dolay: artik kimyasal miicadele tercih edilmemekte,
bunun yerine ¢evreye daha duyarli ve ekolojik olarak kabul edilebilir biyolojik miicadele
son zamanlarda daha fazla tercih edilmektedir (Uygun, 2002).

Bu ¢aligmada tahil zaralilarimin en 6nemlilerinden biri olan Eurygaster integriceps
(Put.) (Heteroptera: Scutelleridac) (Siine)’e karsi daha etkin ve giivenli mikrobiyal

miicadele etmenlerinin bulunmasi agisindan zararlinin bakteriyal florasi belirlenmistir.



Elde edilen bakteriyal izolatlar ¢esitli morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler
metotlar kullanilarak tanimlanmustir. Ayrica bakteriyal izolatlarm zararli iizerindeki
insektisidal aktivitesi belirlenmistir. Bunun haricinde ¢esitli kaynaklardan elde edilen 4

tane entomopatojenik fungusunda bu zararl tizerindeki etkisi belirlenmistir.

1.2. Hububat (Tahil)
1.2.1. Bugday

Bugday insanligim en 6nemli gidas1 durumunda olup diinyada besinlerden saglanan
kalorinin %20’sini olusturmaktadir. Glutenin elastikiyeti nedeniyle ekmek yapimma uygun
rakipsiz bir bitkidir. Pazarlama, tasima, depolama ve isleme kolayliklarma sahip olusu
bugday tarimimi tesvik eden unsurlardir. Bu nedenlerden dolayr bugday ge¢cmiste ve
zamanimizda oldugu gibi, gelecekte de stratejik bir bitki olma 6zelligini siirdiirecektir
(Akkaya, 1994).

Karbohidrat kaynagi olan bugday, un haline getirilerek ekmek ve diger unlu
gidalarin imalatinda kullanildig1 gibi bulgur, makarna, irmik, biskiivi gibi ¢ok degisik
uriinler seklinde mutlak suretle giinlik beslenmemizde yer almaktadir (Anonim, 2009).
Ogiitme teknolojisi sonucu ortaya ¢ikan kepek ve diger yan iiriinler ile diisiik vasifl
bugdaylar, hayvan yemi olarak da kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda ortaya ¢ikan
yenilenebilir enerji kavramiyla birlikte bugdaym biyoetanol iiretiminde de kullanimina
rastlanmaktadir.

Bugdaylar, botanik yapiya gore {ice ayrilmaktadir:

1. Triticum aestivum (ekmeklik bugday),

2. Triticum durum (makarnalik bugday),

3. Triticum compactum (biskiivilik bugday).

Ayrica bugdaylar sertlik, dane rengi ve ekilis durumuna goére de
smiflandirilmaktadir:

a) Dane sertligine gore; sert bugday, yar1 sert bugday, yumusak bugday,

b) Dane rengine gore; kirmizi bugday, beyaz bugday,

c) Ekilislerine  gore; yazlik bugday ve kislik bugday olarak
siniflandirilmaktadir (Anonim, 2009).

Bugday danesi, kabuk (perikarp), riiseym (embriyo) ve endosperm olmak iizere iig
kisma ayrilir. Endosperm, danenin % 85’ini olusturur ve bu kisimdan un elde edilir. Kabuk

kismmdan kepek elde edilir ve ¢ogunlukla yem sanayinde kullaniimaktadir. Riiseym



(embriyo) ise genelde kepekle birlikte kalmakta, bazen de ayrilmaktadir. Riiseym, gida
olarak tiiketilmekte ve ayrica bugday yagi elde edilmesinde de kullanilmaktadir. Bugday
danesinin bilesimi, ¢esitlerine gore ve bolgesel olarak degisiklik gdstermesine ragmen,
ortalama % 12 su, % 70 karbonhidrat, % 12 protein, % 2 yag, % 2.2 seliiloz ve % 1.8 kiil
icermektedir (Anonim, 2009).

Tiirkiye, diinya bugday ekim alanmnmn % 3.8’ine sahiptir. Ulkemizde bugday,
toplam islenen tarim alanlarmin yaklagik % 38’ini, tahil ekili alanlarin ise yaklasik %
67’sini kaplamaktadir (TUIK, 2010). Ulkelerin bugday iiretimindeki siralar1 Tablo 1°de
gosterilmistir  (Anonim, 2010; Grain, 2009). Ulkemizde bugday, her bdlgede
yetistirilebilmekle birlikte 6zellikle I¢ Anadolu Bélgesi’nde yaygin olarak iiretilmektedir.
Nitekim 2009 yili bugday iiretiminde % 26’lik pay ile ilk sirada I¢ Anadolu Bolgesi yer
almaktadir. Bunu Marmara Bolgesi % 21 ve Giineydogu Anadolu Bolgesi % 15 oranlariyla
izlemektedir. Uretimde en az pay ise % 6.2 oramyla Dogu Anadolu Bdlgesi'ne aittir.
Makarnalik bugday iiretiminde ise ilk siralarda Giineydogu Anadolu ve I¢ Anadolu

Bolgelesi yer almaktadir (Anonim, 2009).

Tablo 1. Ulkeler itibariyle toplam bugday iiretimi (bin ton). AB(27): Avrupa Birligi’ne iiye

27 iilke.

Sira Ulke 2005/06 2006/07 2007/08
1 AB (27) 132.356 124.870 120.235
2 Cin 97.445 108.466 109.298
3 Hindistan 68.640 69.350 75.810
4 ABD 57.243 49.217 55.821
5 Rusya 47.700 44,900 49.400
6 Kanada 25.748 25.265 20.054
7 Ukrayna 18.700 14.000 13.900
8 Avustralya 25.173 10.822 13.838
9 Pakistan 21.612 21.277 23.300
10 Tiirkiye 18.500 17.500 15.500
11 Kazakistan 11.000 13.500 16.600
12 Iran 14.308 14.500 15.000
13 Arjantin 14.500 16.000 18.000
14 Misir 8.184 8.274 8.275
15 Ozbekistan 5.800 5.850 6.200
16 Digerleri 52.654 51.829 49.720

DUNYA 619.563 595.620 610.951




1.2.2. Arpa

Arpa, diinyada tahillar icerisinde iiretimde bugday, celtik ve misirdan sonra 4.
sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de ise bugdaydan sonra ikinci siradadir. Arpa, bugdaygiller
familyasinda yer alan bir bitkidir.

Kiiltiire alinmis arpalar;

a) Iki sirali arpalar (Hordeum distichum)
b) Alti sirali arpalar (Hordeum hexastichum) olarak siniflandirilmaktadir.

Ik arpa iiretiminin Giineydogu Asya ile Etiyopya’nin yiiksek kesimlerinde
yapildig1 samlmaktadir. M.O. 5 bin yillarindan itibaren Misir’da arpa ekildigine
inanilmaktadir. Arpa, fazla soguk ve fazla sicak olmayan, nispi nemi yiiksek olan yerlerde
iyi geligir. Sicakligr 0 °C’nin altma diismeyen ve 18-20 °C’nin iizerine ¢ikmayan, nispi
nemi % 70-80 olan yerler arpa igin ¢ok uygundur. Soguk bdlgelerde iki sirali, iliman
bolgelerde ise alt1 sirali arpalar yetistirilmektedir (Anonim, 2009).

Diinya ekonomisinin oldugu kadar {ilkemiz ekonomisinin de temelini olusturan
tahillar icerisinde yer alan arpanin insan beslenmesinde dogrudan kullanimi ¢ok azdir.
Hayvansal iiretim faaliyetinde ise yem rasyonlarina dogrudan katilarak tiiketilebilme
Ozelligine sahiptir. Ayrica malt sanayinin de 6nemli bir hammaddesidir. Arpa, bunlarin
yaninda etanol iiretiminde de 6zellikle AB’de az miktarda kullanilmaktadir. Ulkemizde her
bolgede iiretimi yapilan arpa, tarla iirlinleri igerisinde ekim alani ve iiretim miktar1
bakimindan bugdaydan sonra ikinci swrayr almaktadir. Tiirkiye’nin tiim bdlgelerinde
yetistirilmekle birlikte, ozellikle I¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgesi arpa
iiretiminde dnemli iki bdlgedir (Anonim, 2009). Ulkelerin arpa iiretimindeki siralar1 Tablo

2’de gosterilmistir (Anonim, 2009; Grain, 2009).

Tablo 2. Ulkeler itibariyle toplam arpa iiretimi (bin ton). AB(27): Avrupa Birligi’ne iiye 27

iilke.

Sira Ulke 2005/06 2006/07 2007/08
1 AB(27) 54.752 56.220 57.557
2 Rusya 15.800 18.100 15.650
3 Ukrayna 9.000 11.350 6.000
4 Kanada 11.678 9.573 10.984
5 Avustralya 9.483 4.257 7.191
6 Tiirkiye 7.600 7.500 6.000
7 ABD 4.613 3.923 4.575
8 Cin 3.400 3.115 2.785
9 Belarus 1.800 1.350 1.700




Tablo 2’nin devami

10 fran 2.857 3.000 3.000
11 Kazakistan 1.500 1.900 2.500
12 Arjantin 800 1.265 1.475
13 Etiyopya 1.271 1.352 1.355
14 Fas 1.102 2.535 763
15 Hindistan 1.200 1.220 1.330
16 Digerleri 9.386 9.812 10.232
DUNYA 136.242 136.472 133.097
1.2.3. Cavdar

Cavdar, bugdaya gore gec kiiltiire alinmis bir bitkidir. Cavdar danesi, bugdaydan
daha ince, uzun ve kavuzsuzdur. Bitkisel Ozellikler agisindan arpa ve bugdaya c¢ok
benzeyen bir bitkidir. Cavdarin anayurdunun Orta Asya ve Anadolu oldugu kabul
edilmektedir. Genellikle Mart ayinda ekilmekte, Haziran-Agustos aylarinda da hasat
edilmektedir. Ulkemizde ¢avdar, agirlikli olarak yem sanayinde kullanilmaktadir. Ancak
son zamanlarda degisen beslenme aligkanliklart neticesinde insan beslenmesinde de
kullanim1 artmaya baslamistir. Tiirkiye’de son yillarda ¢avdar ekim alanlar1 azalmasina
karsm, verimin artmasi nedeniyle iiretim miktar1 artmistir. Nitekim 1990 yilinda 158 bin
hektar olan ekim alani, 2008 yilinda 126 bin hektara gerilemistir. Uretim miktar1 ise 1990
yilinda 240 bin ton iken, 2008 yilinda 254 bin ton olmustur. 2009 yil1 liretim miktar1 ise
311 bin tondur (Anonim, 2009).

Diinya c¢avdar tiiketiminde % 54.1°lik pay ile AB ilk sirada ve % 23.3’liik pay ile
Rusya ikinci sirada yer almaktadir. Diinya tiiketimi igerisinde Tiirkiye’nin payr % 1.6

oraninda olup, oldukga diisiik diizeydedir (Anonim, 2009).

1.2.4. Yulaf

Yulaf bitkisi de ¢avdar bitkisinde oldugu gibi, bugday ve arpaya gore, daha yeni bir
kiiltiir bitkisidir. Diinyada ve Tiirkiye’de kiiltiirii yapilan yulaflar, Hekzaploid grubuna
giren yulaflardir. 2n = 42 kromozomdan olan bu gruba Denticulatae ad1 da verilmektedir.
(Anonim, 2009).

Yulaf da cavdar bitkisi gibi genellikle Mart ayinda ekilmekte ve Haziran-Agustos
aylarinda hasat edilmektedir. Yulaf bitkisi, son yillara kadar sadece hayvan beslenmesinde

kullanilirken, bugiin insan beslenmesinde de aranan bir iiriin olmaya baglamistir. Diinya



yulaf ekim alanlar1 igerisinde ilk siray1 % 32’lik pay ile Rusya, ikinci siray1 % 25°lik pay
ile AB(27) ve iiciincii sray1 % 8’lik pay ile Kanada almaktadir. Ulkemizin yulaf ekim
alanlar1 igerisindeki payi ise % 1°dir (Anonim, 2009).

1.3. Hububat Zararhlan

Ulkemizde yetistirilen kiiltiir bitkilerinde ekonomik olarak zarara neden olan
toplam 528 hastalik etmeni, zararli ve yabanci ot bulunmaktadir. Bunlarla gerekli
miicadele caligmalar1 yapilmadiginda {iriin kaybi ortalama %35 dolaylarinda olmaktadir.
Bu kaybm kiiltiir bitkisine, zararlinin tiir ve yogunluguna bagli olarak bazen % 100’lere
ulasabilmesi miimkiindiir. Bitkisel iiretimde ekonomik yonden oldukca biiyiik rakamlara
ulagan bu kayiplarin 6nlenmesi i¢in bitki koruma calismalarma yeterli 6nemi vermek
gerekmektedir (Anonim, 2008).

Bazi hububat zaralilar1 (Anonim, 2008):

Kimil (Aelia sp.): Bas ii¢cgen seklinde, 6n kismi sivridir. Orta kisimlar1 koyu,
kenarlar1 agik kirli saridir. Uzerinde yan yana onden arkaya uzanan siyah ve kirli sari
cizgiler bulunur (Sekil 1). Bacaklar kirli saridir. Bu bocek etrafa pis koku salgilar. Yilda
bir nesil verir. Kis1 daglarda mese, geven, kirpi otu, ¢cam, ayikulagi vb. bitkilerin altlarinda
gecirir. {lkbaharda hava sicakligi 20 °C oldugunda tarlaya go¢ ederler. Bugdayla beslenir,
ciftlesir ve yumurta birakir. Yumurtadan ¢ikan yavru yeni nesil ergin bocek olur ve bugday

hasadindan sonra tekrar daglara ¢ikar.



Sekil 1. Kimil (Aelia sp.) ergini (URL-1)

Basta bugday olmak iizere, tiim bugdaygiller konukgularidir. Ilkbaharda hububat
tarlalarma go¢ eden kislamis kimillar, heniiz kardeslenme déneminde olan bugday1 kok
bogaz1 Ustiinden emerek kurtbogazi (GObek kurumasi) zarari yapar. Bu sekilde zarar
gormiis bugday basak baglamaz. Kislamis kimil erginleri hububatin basaklanma
doneminde basak sapmi emerek bugdayin dane baglamasina engel olurlar. Bu zarar sekline
akbasak ad1 verilmektedir.

Ekin Kambur Bécegi (Zabrus sp.): 12-22 mm boyunda ve 5-8 mm eninde ve parlak

siyah renklidir (Sekil 2). Zararli yilda bir d6l verir. Konukgu bitkileri bugday, arpa, ¢avdar
ve yulaftir.

Sonbaharda ekin yapraklarmi toprak i¢ine ¢ekerek yerler. ilkbaharda yaprak ve
stirgtinleri yiyerek zararli olurlar. Metrekarede 3-4 larva oldugunda tarlalarda yer yer yenik
boliimler, acik hububat siralar1 ve bosluklar goriiliir. Verimin énemli 6l¢lide azalmasina
neden olur. Hasada yakin giinlerde basak danelerini, ekimde ise toprak altindaki daneleri

kemirerek zararl olurlar.



Sekil 2. EKin Kambur Bocegi ergini (URL-2)

Ekin Bambul Bocegi (Anisoplia sp.): Ekin bambul bécegi, 10-15 mm boyunda,

genellikle bas siyah, viicut metalik kahverengi renktedir (Sekil 3). Erginler tahilin siit olum
déneminde basaklar tizerinde goriiliir. Bugday, arpa, yulaf ve ¢avdarla beslenir.

Toprak altinda hububatin kokiinii kemirerek zarar yapar. Siit olum doneminde
basaklardaki daneleri kemirerek zarara neden olurlar. Metrekarede 3-4 adet bambul

oldugunda ekonomik zarara neden olur.

Sekil 3. Ekin Bambul Bocegi (Anisoplia sp.) ergini (URL-3)

Hububat Hortumlu Boécegi (Pachytychius hordei Brulle): 3-4 mm boyunda ve

kahverengi renkte olup iizeri krem renginde pullarla kaplidir. Bas, uzamis ve hortum
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bicimini almistir (Sekil 4). Hububatin kardeslenme doneminde yaprak, sap ve basaklarda
beslenmektedir. Bugday, arpa, ¢avdar ve yulafla beslenmektedir.

Zararlinin beslenmesi sonucu delikler meydana gelir. Basaklardaki zarari ise siit ve
sar1 olum devresinde beslenerek bos kavuz olusmasina neden olurlar. Onemli miktarda

iiriin kaybina neden olmaktadir.

Sekil 4. Hububat Hortumlu Bécegi (Pachytychius hordei Brulle) ergini (URL-4)

Kirmizi Bacakli Hububat Akari (Penhaleus major): Erginin viicudu elips seklinde,
bag kismi sivri, boyu ortalama 1 mm’dir. Renkleri koyu kahverengiden, yesilimsi, mavi ve
siyaha kadar degisen tonlarda olabilir (Sekil 5). Isiga gore renk degisimleri goriildiigiinden
bazen siklamen renginde de goriilebilir. Agiz parcalar1 ve bacaklar parlak kirmizi veya
sarimtirak pembemsi renktedir. Birinci ve dordiincii ¢ift bacaklar digerlerinden uzundur.
Genellikle giindiizleri kapali havalarda ve geceleri beslendiklerinden, giinesli havalarda
toprak ylizeyinde golge yerlerde bulunurlar. Diisiik 1s1 ve yagmurdan sonra etkinlikleri

artar.



Sekil 5. Kirmiz1 Bacakli Hububat Akar1 (Penthaleus major) (URL-5)

Bitki 6zsuyunu emerek zararli olurlar. Kis1 ve ilkbahar1 serin ve nemli gegen
yillarda, yogunlugun fazla olmasi durumunda zarar1 ¢ok olur. Yapraklarin beyazlagsmasi
yaninda bitkide sekil bozukluklarma da neden olurlar. Genellikle gen¢ hububat bitkisinde
zararlar1 daha ¢ok goriiliir. Zarar gormiis bitkilerde yaprak uglarmm kahverenge
donlismesi, bodurlasma, gelisme duraklamasi, danelerde kiigiilme ve verimde diisis
goriilir. Bugday, arpa, yulaf ve cavdar gibi bugdaygiller ile yabanci otlardan Kangal
konukgusu olabildigi gibi yonca, tirfil, bezelye ve diger sebzelerde de zararlhi olduklari
saptanmustir (URL-6, 2012).

Stine (Eurygaster sp.): Hububatin en 6nemli zararlisidir.

1.4. Eurygaster integriceps (Put.) (Siine, Hemiptera: Scutelleridae)
1.4.1. Ergin

Eurygaster cinsi, kuzey yarim kiirede 25° ve 55° kuzey enlemi arasinda ve 20° ile
80° dogu boylami arasinda bulunmaktadir. En ¢ok Tiirkiye Yakmn-Orta Dogu, Balkanlar ve
Bat1 Asya’da yayilis gostermektedir (Critchley, 1998). Diinyada, Eurygaster cinsine baglh
15 tir bulunmaktadir. Tirkiyede bu cinse bagh 7 tir saptanmis olup, bunlardan en
onemlileri; E. integriceps (Put.), E. maura L., E. austriaca Schrk’dir. Bunlardan E.
integriceps (Put.) Giiney, Gilineydogu Anadolu, Ege ve Trakya’nin, E. maura ise Orta
Anadolu Bolgesinin hakim tiirlerdir (Lodos, 1961; 1986; Kogak ve Babaroglu, 2005;
Kogak vd., 2007; Giin, 2010).
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E. integriceps (Put.)’de viicut genelde toprak rengini andirir (Sekil 6), ancak
bireyler arasinda renk yoniinden farkliliklar mevcuttur. Kahverengi, kirmizimsi siyah,
kahverengimsi siyah, kiil rengi veya bu renklerin karisimindan olusan desenli bir goriiniim
arz eder. Viicut 10-12 mm boyunda, eni boyunun 1/2’si kadar, yassi, oval goériiniimde,
dorsali hafif konveks, bas tiggeni andirir ve prothorax (boceklerde gogsiin 6n kismi)’a
gomiilmiis durumda; bilesik gozler basin kaide kisminda yer alir; bunlar arasinda bir ¢ift
basit géz mevcut; clypeus (boceklerde basin alin bolgesinin merkezinde bulunan dis
iskeletin kalkan seklindeki bolgesi)’un anteriorii diger kisimlara gore daha agik renkte;
antenler bes segmentli, sonuncu segment digerlerine oranla biraz daha kalin, scutellum
(boceklerde notumun art parcasi) abdomenin nihayetine kadar ulasir (Ozbek ve Hayat,
2003; Giin, 2010; Tiirkaslan, 2010).

Stine, Tiirkiye, Yunanistan, Bulgaristan, Romanya, Giiney ve Gilineydogu Rusya,
Kafkasya, Kibris, Suriye, Irak, Iran ve Afganistan’da bulunur. Ancak ekonomik olarak
Tiirkiye, Yunanistan, Bulgaristan, Romanya, Rusya, Suriye, Irak, Iran ve Afganistan’da
zarar yapar. Ulkemizde; Giiney Anadolu, Giineydogu Anadolu, Marmara, Ege ve Trakya
bolgelerimizde ekonomik olarak zarar yapmaktadir (Lodos 1961; Kogak ve Babaroglu

2005; Kogak vd., 2007; Giin, 2010).

1.4.2. Yumurta

Kiglamis erginler tarlaya goclerini tamamladiktan sonra 5-6 giin i¢inde ¢iftlesmeye
ve yumurtlamaya baslarlar. Bir disi 80-150 adet yumurta birakabilir. Yumurtalar 14 adetlik
muntazam 2-3 sira halinde Gramineae familyasina dahil bitkilerin yapraklarmin alt yiiziine
birakilir (Sekil 6). Yumurtalar 0.8-1 mm c¢apinda, hemen hemen kiire seklindedir. ilk
birakildiklar1 zamanlar agik yesil renkte olup daha sonra embriyo gelismesine bagli olarak
yumurta tizerinde 6nce kirmizimsi, daha sonra siyah lekeler meydana gelir. Yumurtalarin
acilmasina yakin capa seklinde kirmizi bir isaret belirginlesir. Yumurtalarin agilmasi

dogada iklim kosullarina bagl olarak 2-3 haftada gergeklesir (Tiirkaslan, 2010).

1.4.3. Nimf

Yumurtadan yeni ¢ikan nimfler (yar1 bagkalasim gdsteren boceklerde, dis goriiniisii
ergine benzeyen fakat esey organlari ve kanatlaritam olarak gelismemis evre) sarimsi yesil
renkte olup 1-2 saat icerisinde renk degistirirler. Nimfler genellikle 5-6 giin ara ile 5

gomlek degistirerek 5 nimf donemi gegirirler. Bu donemler hava sicakligma bagl olarak
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degiskenlik gostermektedir. Nimfler yaklasik 30 giin iginde gelismelerini tamamlayarak
ergin olurlar. Nimfler ilk donemde beslenmeyip toplu halde bulunurlar. 2. dénemden
itibaren yaprak ve basaklarda beslenmeye baslarlar. 3. donem nimfler tamamen basak
iizerinde beslenir. Ozellikle 4. ve 5. doénemde oburca beslenerek, kisi gecirmek icin

viicutlarinda yag depo ederler (Tiirkaslan, 2010).

Sekil 6. A) Siine ergini B) Stine yumurtalar1 C) Nimfler (Ttiirkaslan, 2010)

1.4.4. Siinenin Hayat Devresi

Siine bir yillik yasam1 boyunca bir dol verir. Erginlerin yasami aktif ve pasif olmak
iizere iki doneme ayrilir. Pasif donem ortalama 9 ay olup bu donemde erginler, yazin bir
kismi ile sonbahar, kis mevsiminin tamamini ve ilkbaharm bir kismimni kislaklarda diyapoz
halinde gegirirler. Siinenin yiiksek yaylalarda kiglamasi halinde pasif donemi ikiye
ayrabiliriz. Birincisi; Temmuz’dan Ekim-Kasim aylarma kadar olan dénem buna
“Yazlama’, ikincisi ise EKim-Kasim aylarmmdan Mart-Nisan aylarma kadar olan dénemdir
ki buna da ‘Kislama’ denir. Yazlama doneminde olan siineler yar1 uyusuk halde olup
kislaklarm yiiksek yerlerinde bulunma egilimindedirler. Hasat isleri sona erdikten sonra
Ekim-Kasim aylarma kadar yiiksek daglarda yazlamayi siirdiiriirler. Yaz sicaklari
viicutlarindaki depolanmis besinleri fazlasiyla harcattigi i¢in daha serin yerlere dogru
ucarlar. Ekim-Kasim aylarinda ise bulunduklar1 yiiksek yaylalar sogumaya basladigi icin
daha asagilara kislamak i¢in inerler. Pasif donemin kislaklarda gegirilmesi durumunda en
uygun kislak ytiksekligi 1200-1600 m arasindadir. Siineler kiglak alanlarma geldikten
sonra bulunduklar1 ortamdaki bitki Ortiisiiniin ¢esidine gore muhtelif bitki tiirlerinin
altlarina gizlenerek kisi burada gecirirler. Kislama alanlarinda hareketsizdirler ve yasamsal

aktivitelerini minimuma indirirler (URL-7).
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Sekil 7. Stinenin hayat dongiisti (Anonim, 2010)

Kislaklarda, ilkbaharda hava sicakliginin artmasi ve bazi bolgelerde karlarin
erimesi ile birlikte kis uykusunda bulunan siinelerde metabolizma faaliyetleri artarak kis
uykusundan uyanmaya baslarlar. Kislaklarda toprak iistii sicakligi 15 °C’ye eristiginde
stineler ekinlerin ve meralarin gelistigi ovalara dogru go¢ etmeye baslarlar. Bu gé¢ zamani
o yilki iklim kosullarinin seyrine bagl olarak Mart aymin ortast ile Nisan aymnn ilk iki
haftas1 arasinda degisir. Eger hava uygun olursa siineler bir hafta i¢inde kislaklar1 terk
ederler. Kislaklardan ovalara ucusu genellikle sabah 10-12 saatleri arasinda ve bu esnada
esen riizgarm yoniine gore ugus istikametlerini belirlerler. Kislama alanlarindan gelen bu
erginlere kislamis ergin denir. Artik ovalara ugusun baslamasi ile birlikte aktif donem
baglamis olur. Ovaya gelen kislamis erginler, bir taraftan beslenirken diger taraftan da
cinsel olgunluga erisip ciftlesmeye ve yumurta birakmaya baglarlar. Bir disi yasami
boyunca ortalama 80 adet yumurta birakir. Ancak besin durumu bolsa bu say1 150’ye kadar
¢ikabilir. Disi siine her yumurtlamada, yumurtalarini 12-14 adetlik muntazam ve 2-3 sirali
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dizilerden olusan yumurta paketleri halinde birakirlar. Disiler ilk ¢iftlesmeye basladiktan
7-14 giin sonra yumurtlamaya baslarlar. Disiler, yumurtalarini beslendikleri bugdaygillerin
yapraklarinin genellikle alt ylizeylerine birakirlar. Yumurtalarin agilma siiresi tarla
kosullarinda 2-3 haftayr bulur. Hava ne kadar sicak ise yumurtalar o kadar hizli agilir.
Yumurtadan ¢ikan siine yavrularma nimf denir. Yumurtadan ¢ikan Siinelerde 5 farkli nimf
donemi bulunmaktadir. Genellikle 5-6 giin arayla gomlek degistirerek yeni nesil ergin
olurlar. Birinci déonem nimfler, genellikle yumurta paketinin hemen yaninda toplu olarak
bulunurlar. Bu donemdeki nimfler beslenmezler, 4-6 giin sonra gomlek degistirip ikinci
doneme girerler. Ikinci ddnemle nimfler basaklara tirmanip hortumlarini kullanip siit olum
donemindeki bugday danesinden beslenmeye baslarlar. Uciincii ve dordiincii dénem
nimflerin basaklarla beslenmesi oburca devam eder ve daneye biiyiik zarar vermeye baslar.
Nimf doéneminde beslenen siineler bu besinlerin hemen hemen hepsini gomlek
degistirebilmek i¢in harcarlar. Gomlek degistirmeden hemen sonra yine oburca beslenirler.
Besinci donem nimfler son defa gomlek degistirerek yeni nesil ergin haline gelirler.
Yumurtadan ¢ikan bir nimfin yeni nesil ergin olabilmesi i¢in yaklasik 30 giin siire gegmesi
gerekmektedir. Yeni nesil erginlerde oburca beslenip gerekli enerjiyi depoladiktan sonra
kislaklarma c¢ekilmeye baglarlar. Siineler kiglaklarda gecirecegi 9 aylik diyapoz dénemi
icin gerekli enerjiyi (yagi) yeni nesil ergin doneminde almaktadir (URL-7).

1.4.5. Siinenin Zarar Sekli ve Ekonomik Onemi

Stinenin zarar derecesi ve sekli, zararlinin yogunluguna, biyolojik donemlerine,
iirlinlin ¢esidine ve fenolojik durumuna, iklim kosullarma (sicaklik ve yagis gibi) bagh
olarak degisir. Gerek nimf ve gerekse erginler, c¢esitli fenolojik donemlerde bulunan
bugdaygilleri hortumlar1 ile sokup emmek suretiyle zarar yaparlar. Kis1 gecirdikten sonra
ilkbaharda ovalardaki hububat tarlalarma go¢ eden kislamig erginler, heniiz kardeslenme
doneminde olan bugday ve diger bazi bugdaygil saplarini emerek 6zsuyunu alirlar. Emilen
saplar zamanla sararir ve kurur. Dolayis1 ile basak baglamazlar. Bu zarar sekline
““kurtbogazr” denilmektedir (URL-8; Anonim, 1995) (Sekil 8).

Zamanla bitkiler gelistikce beslenmesini bitkilerin yukar1 kisimlarinda siirdiiren
kislamig erginler; basaklar heniiz yaprak kilifi igerisindeyken ¢igek doneminde ve dane
baglarken yine saplarda beslenerek basaklarin beyazimsi bir renk almalarina, kurumalarina
ve dolayist ile bunlarin dane baglamasina engel olurlar. Kiglamis erginlerin bu sekildeki

zararina ‘ ‘akbasak” ad1 verilmektedir (URL-8; Anonim, 1995) (Sekil 8).
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Sekil 8. A) Akbasak B) Kurtbogazi (Anonim, 2010;URL-9)

Siit olum donemimde ise, nimfler bugday danelerini kavuzlar1 tizerinden sokup
emerler. Emilen daneler agirliklarin1 ve ¢imlenme gii¢lerini kaybedecekleri gibi ekmeklik
ve makarnalik 6zelliklerini de yitirirler (Lodos, 1986; Anonim, 1995).

Senede bir nesil veren bu zararli, tahillarin farkli fenolojik donemlerinde beslenerek
bugdayda iirtin kalitesinin diismesine ve c¢imlenme Ozelliginin bozulmasina neden
olmaktadir. Asil zarar ise Ozellikle son donem nimfler ve yeni nesil erginler tarafindan
olusturulmaktadir. Sar1 ve tam olum doneminde danenin sertlesmis olmasi1 nedeniyle emgi
yapabilmek i¢in zararli tarafindan dane igerisine (akiskanlhigi saglayan) diastaz enzimi
salgilanmaktadir. Boylece danelerde enzim faaliyeti sonucu nisasta maltoza daha sonra da
dekstroza ¢evrilmektedir (Lodos, 1986). Bunun sonucu bugday cinsine ve protein
miktarina bagli olarak degismekle birlikte %3-5 arasinda emgi orani olmas: durumunda
bugdaym un ve ekmeklik o6zelligi kaybolmaktadir (Yiiksel, 1969; Tansky, 1977;
Rumyantseva, 1981). Heteropterlerin hasattan Once iiriinde azalmaya ve zarara neden
oldugu ilk olarak 1930’lu yillarda Berliner (1931) tarafindan rapor edilmistir. Gliniimiize
kadar bu konuda bir¢ok calisma yapila gelmistir. Yiiriitillen ¢aligmalar sonucu s6z konusu
zararll tarafindan emilerek zarara ugratilmis bugdaydan elde edilen un kalitesinin
bozuldugu bildirilmistir (Yiksel, 1969; Rumyantsev, 1981; Hariri vd., 2000; Matsoukas ve
Morrison, 1990; Perez vd., 2005; Kazzazi vd., 2005). S6z konusu zarar Avrupa, Ortadogu,
Kuzey Afrika ve Yeni Zelanda’da meydana gelmektedir (Lorenz ve Meredith, 1988;
Swallow ve Every, 1991). Bu zararh ile miicadele edilmemesi durumunda zarar yiizde

yiize ulagabilmektedir (Kivan, 1996).
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Stinenin bugdayin teknolojik kalitesini bozmasinin nedeni, bu zararhinin bugdayi
emerek beslenirken daneye biraktigi yiiksek proteolitik enzim aktivitesine sahip sindirim
salgisidir. Bu enzim, gluten proteinlerini pargalayarak, bugday kalitesinin 6nemli diizeyde
gerilemesine yol acar (Kretovich, 1944; Meredith, 1970; Ath vd., 1988; Lorenz ve
Meredith, 1988).

1.5. Zararh Boceklerle Miicadele Yontemleri
1.5.1. Kiiltiirel Miicadele

Hastalik ve zararlilarin yasamlarin1 gii¢lestiren, cogalmalarmi azaltan veya
engelleyen tarimsal islemleri igeren savas yontemlerine kiiltiirel miicadele denir. Kiiltiirel
miicadelede amag hastalik ve zararlinin tedavisi degil, 6nceden alinan 6nlemlerle kiiltiirel
bitki ve tiriinleri zarardan korumaktir (Demirbag vd., 2008).

Kiiltiirel miicadele yontemleri ucuz uygulamalar olup ¢ogunlukla bilinen ve

uygulanan tarimsal yontemlerdir.

1.5.2. Fiziksel Miicadele
Hastalik ve zararhilarin yasadiklar1 ortamlarin fiziksel Ozelliklerini degistirerek
zararhlar1 yok etmeye veya faaliyetlerini azaltmaya yonelik ¢aligmalara fiziksel miicadele

denir (Demirbag vd., 2008).

1.5.3. Mekanik Miicadele
Mekaniksel olarak zararlilarin yok edilebilmesi icin ya da zarar yapmalarmi
onlemek i¢in el, ara¢ ya da makineler kullanilarak yapilan miicadeleye mekanik miicadele

denir (Demirbag vd., 2008).

1.5.4. Kimyasal Miicadele

Tarimsal hastalik ve zararlhlarin kimyasal bilesikler yardimiyla oldiiriiliip yok
edilmelerine kimyasal miicadele denir (Demirbag vd., 2008).

Kimyasal miicadelede yararlanilan kimyasal bilesiklere pestisit denir. Diger bir
deyisle pestisitler, bitkilere zarar veren hastalik etmenlerini, zararlilar1 ve yabanci otlar1
Oldiiren kimyasal bilesiklerdir. Bir pestisitin saf olarak zararli, hastalik etmenleri ve
yabanci otlara karst kullanilmalar1 uygun degildir. Saf olarak kullanildiklarinda bitkilere,

cevreye daha fazla zararli olur ve kullanilmalar1 daha gii¢ olur (Anonim, 2007).
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Pestisitler degisik 6zelliklerine gére smiflandirilabilir (Anonim, 2007). Etkiledikleri
canli grubuna gore pestisitleri soyle siniflandiririz:
Insektisitler: Bocekleri 6ldiiren ilaglardir.

Fungusitler: Funguslar1 6ldiiren ilaglardir.

Bakterisitler: Bakterileri 6ldiiren ilaglardir.

Herbisitler: Otlar1 6ldiiren ilaglardir.

Nematisitler: Nemotodlar1 6ldiiren ilaglardir.

Akarisitler: Akarlar1 6ldiiren ilaglardir.

Mollusitler: Yumusakgalar1 (salyangozlari) 6ldiiren ilaglardir.
Rodentisitler: Kemirgenleri 6ldiiren ilaglardir.

Auvisitler: Kuslar1 6ldiiren ilaglardir.

Kimyasal ilaclarin Zararlari;

1 Gelisigiizel olarak kullanilan ilaglar, canlilar arasinda var olan dogal dengeyi bozar.
2 Insan ve sicakkanlilarda dogrudan veya dolayli olarak zehirlenmelere yol acar.

3 Toprak, su ve hava gibi ¢evre unsurlarinda kirlenmeye neden olur.

4, Hastalik ve zararlilarin zamanla ilaglara kars1 diren¢ kazanmalarina neden olur.

5 Uriinlerde kalmt1 birakar.

6 [la¢ fiyatlarinin pahali olmas1 nedeniyle, gereksiz yapilan bazi ilaglamalar {iriiniin
maliyetini artirir.

7. Dogal diismanlara (faydali organizmalara) olumsuz etkileri nedeniyle, zararl

popiilasyonlarinin artmasina neden olur (Anonim, 2008).

1.5.5. Biyoteknik Miicadele

Zararlhilarm biyoloji, fizyoloji ve davranislar1 lizerine etkili olan yapay ve dogal
maddeler kullanilarak zararlhilarin normal 6zelliklerini bozmak suretiyle uygulanan
miicadele yontemine, biyoteknik miicadele denir. Bu miicadele yonteminde bazi dogal ve

sentetik bilesiklerden yararlanilir (Anonim, 2007).

1.5.6. Entegre Miicadele

Entegre miicadele yontemi (IPM-Integrated Pest Management) olarak ifade edilen
bu anlayis; bocekler, hastaliklar ve yabanci otlarin miicadelesinde biyolojik, kiiltiirel,
fiziksel, mekanik ve kimyasal araglarin ekonomi, saglk ve gevresel riskleri en aza

indirecek kombinasyonlarla kullanim: olarak tanimlanabilir (Dent, 1995). Bu sistem igin
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birgok farkli tanim yapilmistir ancak, siirdiiriilebilirlik, mevcut tiim olanaklarin kullanimi
ve risklerin minimize edilmesi seklindeki ii¢ ana tema, tiim tanimlarda ortaktir (Yesil ve

Ogiir, 2011).

1.5.7. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, zararli boceklerin yapmis oldugu zararlari en aza indirmek i¢in
bu boceklerin tabii diismanlarini kullanma olarak tanimlanabilir. Tabii diisman terimi,
parazitler ve predatorlerle birlikte hastalik olusturan organizmalar1 da kapsar. Ancak,
hastalikk yapan organizmalarin kullanimi, genellikle mikrobiyal miicadele olarak
adlandirilir. Zararlilarin kontrolii i¢in mikroorganizmalarin en pratik kullanimi1 onlarin suni
ortamlarda kiiltiirlerinin hazirlanmasini ve daha sonra uygun bir yerde ve zamanda cevreye
dengeli miktarlarda sunulmasini igerir (National Research Council, 1984; Steinhaus, 1956).

Dogada dogal olarak bulunan canli gruplarmin hemen her birinde dogal diisman
niteliginde tiirler olup, bunlar asagidaki sekilde siralanabilir; bocekler, baliklar, akarlar,
kuslar, bakteriler, memeliler, funguslar, salyangozlar ve stimiiklii bocekler, viriisler,
protozoalar ve nematodlar. Bunlarin tiimii biyolojik miicadelede dogal dengenin korunmasi
acisindan vazgeg¢ilmez bir Oneme sahiptirler. Ancak insanlar tarafindan yonlendirilen
biyolojik miicadelede en yiiksek basar1 parazitoit, predator ve entomopatojenlerde

goriilmektedir (Uygun, 2002).

1.5.7.1. Parazitoitler

Parazitoit terimi entomoloji ile ilgili bir¢ok literatiirde ve ozellikle de daha eski
literatiirde “parazit” olarak ge¢mektedir. Bu iki terim ¢ok kez i¢ ige degistirilerek
kullanilmaktadir. Ancak, parazitoitler konukgulari tizerinde beslenerek konukgusunu
oldiiriirler, parazitler ise yine konukgular ile beslenirler fakat konukgusunu 6ldiirmezler.
Parazitoitlerin ergin dncesi donemleri sadece bir adet konukgu ile beslenirler, beslendigi
konuk¢udan ayrilmazlar ve o konuk¢uyu ayni zamanda yasama yeri olarak kullanirlar.
Parazitoitlerin erginleri ise hareketlidirler ve yasamlarini siirdiirmek igin genellikle balli
madde, nektar ve polene gereksinimleri vardir. Ancak bazi tiirlerin konukgular: ile de
beslendigi ve bu yolla da konukgusu tizeride etkili oldugu bilinmektedir (Uygun, 2002).

Parazitoitler genellikle sadece bir konukgu tiire veya akraba birkag tiire saldirirlar.
Bu durum parazitoitlerin biyolojik miicadelede kullanilabilecek en uygun etmen olmasini

saglamistir. Gerek iiretiminin predatorlere gore kolay olmasi ve gerekse de konukgu
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spektrumunun dar olmas: nedeniyle klasik biyolojik programlarinda en ¢ok kullanilan bir
etmen grubunu olustururlar (Uygun, 2002).

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

bildirilmektedir (Feener ve Brown, 1997).

1.5.7.2. Predatorler

Birgok bocek takiminda bulunan predatorler genellikle polifag’dirlar. Belirli bir ava
ozellesmis olanlart ¢ok azdir. Bunlarin hem ergin o6ncesi, hem de ergin dénemleri
genellikle avcidir. Cok yaygin olmamakla birlikte bazi predatorlerin erginleri avlari ile
degil, balli madde, nektar, polen, su vb. maddelerle beslenirler. Ergin predatorler
yumurtalarini avlarinin bulundugu yerlere birakirlar, yumurtadan ¢ikan larvalar avlarini
aramaya baslarlar ve bulduklarini ya ¢igneyerek ya da sokup-emerek oburca tiiketirler.
Bunlar genellikle kendinden daha ufak ve daha zayif avlara saldirirlar. Ancak, bazi
predator tiirleri kendinden daha iri bireylere saldirdiginda onu ilk once bir zchirle
hareketsiz hale getirir ve ondan sonra yemeye baslar. Bazi gelin bocegi erginlerinin 1-2
aylik 6miirlerinde giinde 100 kadar yaprakbiti tiikettigi bilinmektedir (Uygun, 2002).

Predatorlerin  ¢ogaltilarak  biyolojik miicadelede kullanilmasi tam olarak
uygulamaya sokulamamistir. Bunlarin kitle {iretimi pahali ve zordur. Yapay besi
ortamlarinda iretilenlerin de dogadaki etkinliginin belirlenmesinde 6nemli eksiklikler
vardir. Yapay besi ortami hazirlama ve predatorlerin etkinliklerinin belirlenmesi

konularindaki arastirmalar yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir (Uygun, 2002).

1.5.7.3. Entomopatojenler

Boceklere karsi biyolojik miicadelede kullanilan entomopatojenler, bakteriler,
funguslar, viriisler, protozoalar ve nematodlar1 kapsamaktadir. Bir takim literatiirde
protozoalar ve nematodlar kendi adlari ile ayri gruplar halinde incelenirler. Burada
belirtilen her gruptan yiizlerce hatta binlerce tiiriin boceklere saldirdiklar: bilinmektedir.
Ancak bunlardan ¢ok azi zararlh miicadelesinde kullanilmaktadir. Dogada dogal olarak
bulunan entomopatojenler boceklere saldirirlar, hastalandirirlar ve bazende oldiriirler

(Uygun, 2002; Demirbag vd., 2008).
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Birgok entomopatojenin kitle iretimi yapilarak “biyolojik insektisid” olarak
piyasaya siirtilmiistiir. Bunlarin en basinda gelenlerden biri de Bacillus thuringiensis olup,
bircok bocek tiiriine karst basari ile kullanilmaktadir. Entomopatojenler genellikle standart
ilaglama aletleri veya sulama suyuna karigtirilarak uygulanmaktadir. Ticari olarak iiretilen
bu entomopatojenler genellikle tiire spesifik oldugu i¢in biyolojik miicadelede emniyetle
kullanilabilecek etmenlerdir. Ne yazik ki bu preparatlar diinya ilag piyasasinin ancak %2-
5’ini olusturmaktadirlar (Ridgway ve Inscoe, 1998).

Bu konudaki ¢alismalar hizla siirdiiriilmekte olup, bircok entomopatojen tiiriin
biyolojik miicadelede imitvar sonuglar verdigi ortaya ¢ikarilmistir. Diger taraftan dogada
dogal olarak bulunan entomopatojenler igin uygun mikrohabitatlar olusturarak onlarin
etkinliginin artirilmasma calisilmalidir (Uygun, 2002).

Gilintimiizde, 1165 mikroorganizma boceklerle baglantili olarak bulunmustur
(National Research Council, 1984). Siirekli yeni organizmalar izole edilmekte ve
tanimlanmaktadir. Bunlarin bir¢ogu patojendir. Toplam 1165 mikroorganizmanin
bakteriler 90 tiir ve varyetesini, virlis ve riketsialar 260 tiirinii, funguslar 460 tirini ve
nematodlar 100 tiriinii kapsamaktadir. Rekombinant tekniklerle yeni biyolojik etmenler
gelistirilmektedir (Payne, 1988; Yaman ve Demirbag, 1998). Gerek dogadan izole edilen
patojenlerin, gerekse rekombinant tekniklerle gelistirilen biyolojik etmenlerin zararlh
bocekler iizerindeki insektisidal etkilerini belirlemek, gecerli ve dogru sonuglar almak igin

testlerin belirli kurallar iginde yapilmasi gerekmektedir (Yaman ve Demirbag, 1998).

1.6. Entomopatojen Bakteriler

Entomopatojen bakteriler, giiniimiizde zararli boceklere karsi en fazla kullanilan
mikroorganizmalardir. Spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak tizere iki gruba
ayrilirlar. Boceklere 6nemli zararlar veren bakteriler, daha ¢ok spor meydana getiren
gruptandir. Yapilan arastirmalar, bunlarin sporlarmin kuraklik ve yliksek sicakliga karsi
dayanikli oldugunu gostermistir. Buna ragmen spor olusturmayan bakteriler olaganiistii
sartlar karsisinda olduk¢a dayaniksiz ve hassas yapidadirlar. Buna gore, boceklere karsi
yapilacak miicadelede, spor olusturan ve fakiiltatif bakterilerin kristal tasityanlarmin
kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Ogurlu, 2000; Tatar, 2008; Demirbag vd., 2008).

Tabiatta boceklerin hastalanmasina ve onlarin §liimiine neden olan pek ¢ok bakteri
tiri mevcuttur. Bu mikroorganizmalar boceklerde hastalikk olusturduklar1 icin

entomopatojen bakteriler olarak adlandirilir. Boceklerde patojen olan bakterileri spor
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olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak tizere iki kisma ayirmak miimkiindiir. Spor
olusturmayan bocek patojeni bakteriler, Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve
Micrococcaceae familyalarina dahildir (Kati, 2008).

Biyolojik miicadele uygulamalarinda gram pozitif bakteriler gram negatiflere gore
daha fazla kullanilmaktadir ve mikrobiyolojik insektisitlerin temelini olugturmaktadirlar.
Boceklere karsi zirai miicadele de Bacillus, Pseudomonas, Clostridium ve Serratia cinsine
ait bakteriler kullanilmaktadir. Bacillus cinsine ait tiirler en Onemli mikrobiyal
pestisitlerdendir (Kati, 2008). En iyi bilinen entomopatojenik bakterilerin siniflandirilmasi
Tablo 3’te gosterilmistir (Demirbag vd., 2008)

Tablo 3. En iyi bilinen entomopatojenik bakterilerin siniflandirilmasi

Smif Familya Cins Tiir
Draciculatler Pseudomonadaceae =~ Pseudomonas sp P.aeruginosa
P. fluorescens
Enterobacteriaceae  Serratia sp. S. marcescens
S. entomophila
Photorhabdus sp. P. luminescens

Firmicutler

Tenericutlar

Deinococceae
Bacillaceae

Acholeplasmaceae
Spiroplasmaceae

Xenorhabdus sp.

Melissococcus sp.

Bacillus sp.

Clostridium sp.

Acholeplasma sp.

Spiroplasma sp.

X. bovienii

M. pluton

B. alvei

B. larvae

B. laterospus
B. lentimorbus
B. popiliae

B. thuringiensis
C. bifermentas
A. entomophilium
S. citri

S. melliferum
S. apis

1.6.1. Siine ile Miicadele Yontemleri
1.6.1.1. Fiziksel Miicadele

Siine ile kimyasal miicadelenin baglamadan 6nce fiziksel miicadele yoluyla kontrol
edilmeye calisilmistir. Bu siiregte (1928-1954) el, kalbur veya atrapla toplanmistir. Bu
miktar 1941 yilinda yaklagik 2.400 ton olarak gerceklesmistir. Ayrica 1939 yilindan
1953’e kadar siinenin kisladig1 alanlardaki geven ve kirpiotu gibi kislak bitkileri alev
makinas1 ve gazyagi ile yakilmistir. Yakilan maksimum alan 1942 yilinda 766.709 da
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olarak gerceklesmistir. Ancak dogal dengeye olan olumsuz etkisi ve erozyona neden

olmasi gibi nedenlerle uygulamaya 1954 yilinda son verilmistir (Nizamlioglu, 1955).

1.6.1.2. Kimyasal Miicadele

Kullanilan insektisit formiilasyonu olarak ilk iki yilda agirlikli olarak sivi ilaglarla
(EC) ilaglama yapilmig; 1957 yilindan 1986 yilina kadar 30 yil boyunca ilk on y1l agirlikli
olmak iizere genelde toz ilaglar kullanilmistir. Sonraki yillarda toz ilag kullanimi baz1 yillar
minimum diizeyde olmus ve 1986 yilindan itibaren sivi formiilasyonlar (EC ve ULV) toz
ilaglarm yerini almistir. Toz ila¢ uygulamalar1 2002 yilinda son bulmus ve 2005 yilinda da
toz formiilasyonlu ilaglarin kullanimi iilkemizde yasaklanmistir. 1987 yilinda baslayan
ULV (hem bir formiilasyon tipi hem de en diisiik hacim uygulamasi ile suyla karistirmadan
dogrudan aktif madde uygulama teknigi) uygulamalar1 1996 yilina kadar iilke genelinde
agirlikli olarak uygulanmistir. 1996 yilindan itibaren ise sadece Giineydogu Anadolu
bolgesinde uygulanirken diger bdlgelerde konvansiyonel uygulamalara (Diistik hacim
uygulamasi, ila¢ ve su karisimi) gec¢ilmistir.

Siine miicadelesinde kullanilan insektisitlerin gruplari, uygulama yillari, uygulanan
toplam aktif madde miktarlar1 ve uygulama yapilan alanlarin biiyiikliigii Tablo 4’te

gosterilmistir (Kogak, 2008).
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Tablo 4. Siine miicadelesinde kullanilan insektisitlerin gruplari, uygulama yillari,
uygulanan toplam aktif madde miktarlari ve uygulama yapilan alanlarin

biyiikliigii (da)
Uygulama Toplam  Aktif ~ Toplam
. Kimyasal Formiilasyon Uygulama Yapilan Madde Ilaclanan
Insektisidin Adi Sinifi Tipi Yillart Toplam Miktar1 Alan
P a Yil Sayist (g/da) Bilyikligii
(da)
DDT Organik Toz 1955, 21 252,8 10.624.517
Klorlu 1957-
1960,
1966-
1973,
1977-
1984
Diazinon Organik EC 1955- 2 65,0 700,75
Fosfath 1956
Fenitrothion Organik Toz 1981- 22 70,8  20.724.229
Fosfatl 1 EC 2002
Fenthion Organik EC 1969, 8 63,2  539.613
Fosfatli 1976-
1977,
1986,
1988-
1991
Isochlorthion Organik Toz 1959- 4 100,0 41.049
Fosfath 1961,
1966
Parathion-methyl ~ Organik Toz 1955- 4 81,5 184.813
Fosfath EC 1957,
1960
Trichlorphon Organik Toz 1957- 27 114,6 7.572.135
Fosfath EC 1974,
1977-
1985
Alphacypermethrin Sentetik EC 1993- 15 1,5 133.324.042
Pyrethroidli ULV 2007
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Tablo 4’tUn devam

Cypermethrin Sentetik EC 1985- 18 188.115 5,8 32.549.113
Pyrethroidli ULV 1998,
2001-
2004

Deltamethrin Sentetik EC 1987- 16 5.972 0,34  17.701.275
Pyrethroidli ULV 1991,
1993-
2003

Zeta-cypermethrin - Sentetik EC 1996, 8 40.093 1,2 33.108.914
Pyrethroidli 1999-
2005

1.6.1.3. Biyolojik Miicadele

Dogada, siinenin ¢ok fazla cogalmasina engel olan bir¢ok faydali canli mevcuttur
(Kuslar, bazi1 bocek ve Oriimcekler vs). Bunlardan faydali bocekler, siine ergin ve
yumurtasini tahrip edip bozarak siinenin cogalmasina engel olmaktadir.

Kahramanmaras’ta siine ergin parazitoidleri (Diptera, Tachinidae)’nin parazitleme
oranlar1 ile parazitoid tiirleri kislak ve bugday tarlalarinda 2004 ve 2005 yillarinda
arastirilmistir. Kislaklardaki parazitoid tiirleri Ahirdaginda % 30 Elomyia lateralis, %26
Phasia subcoleoptrata, % 22 oranlarinda Heliozeta helluo ve Ectophasia oblonga oldugu
tespit edilmistir. Karabiyikli kislaginda ise, % 40 H. helluo, % 28 P. subcoleoptrata, % 20
E. oblonga ve % 12 E. lateralis oldugu belirlenmistir (Islamoglu ve Kornosor, 2007)

2004, 2005 ve 2006 yillarnda Adiyaman, Batman, Diyarbakir, Mardin, Siirt,
Sanliurfa ve Sirnak illeri hububat alanlar1 ile Karacadag (Diyarbakir) ve Nemrut
(Adiyaman) kislaklarinda yiiriitiilmiistiir. Calisma sonunda, Siine ergin parazitoitleri
olarak; Eliozeta helluo (Fabricius), Phasia subcoleopterata (Linnaeus), Ectophasia
oblonga (Robineau-Desvoidy) ve Elomya lateralis (Meigen) (Tachinidae: Diptera) tiirleri
belirlenmistir. Bu tiirlerden E. helluo en yaygin tiir olarak tespit edilmistir (Goziiagik vd.
2010).

Siine zararlist Oriimcekler, karabid kin kanathilar1 ve takinid sinekleri gibi
predatorler tarafindan saldiriya ugrarlar. Ayrca siine lizerinde etki gosteren biyotik
etmenler arasinda nematod, Beauveria bassiana ve Bacillus thuriengiensis gibi

mikroorganizmalar da yer almaktadir (Critchley, 1998).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bocek Orneklerinin Toplanmasi

Bu ¢alisma i¢in gerekli olan Eurygaster integriceps (Put.) erginleri 2010 ve 2011
yillarinin Haziran aylarinda Batman ili merkezine bagl Binath koylinden hasat edilmis
bugday ve arpa iizerinden toplandi. Toplanan erginler plastik kutular (30 mm) igerisine
konularak laboratuara getirildi. Laboratuarda 2 giin bekledikten sonra ergin bireylerden

bakteri izolasyonu yapildi.

2.2. Eurygaster integriceps (Put.)’in Bakteriyal Florasinin Belirlenmesi
2.2.1. Bakteri izolasyonu

Laboratuara getirilen saglhikli E. integriceps erginlerinden 5 adet, steril petri kaplari
icerisine konularak %70’lik etil alkol ile 5 dakika yiizey sterilizasyonuna maruz birakild:.
Daha sonra igerisinde steril saf su bulunan petrilere alinarak 2-3 kez yikanip alkolden
arindirildi ve steril deney tiipene aktarildi. Daha sonra tiipiin tizerine 5 ml niitrient broth
besiyeri ilave edildi. Steril bir homojenizator yardimiyla boceklerin iyice ezilmesi saglandi.
Elde edilen bu karisim iki katl steril bir tiilbentten siiziildii ve 0.1 ml alinip 0.9 ml serum
fizyoloji bulunan kapakli tiiplere aktarilarak 107, 10°, 10®° ve 10® olmak iizere seri
diliisyonlar1 yapildi. 107 ve 107 diliisyonlarindan 1 ml ependorf tiiplerine aktarildi ve 80
°C’de 10 dakika bekletildi. Bunun amaci spor olusturan bakterilerin izolasyonunu
saglamaktir. Her bir dilisyondan 100 pl alinip niitrient agar besiyerlerine yayma ekim
yontemiyle ekim yapildi. Bu petriler 30 °C’lik etiivde 2-3 giin siire ile inkiibasyona tabi
tutuldu.

2.2.2. Bakteriyal izolatlarin Kantitatif Analizi
Inkiibasyon sonrasinda ekim yapilan petrilerden koloni sayilarak bir ergin bdcek

basma diisen bakteri sayist hesapland1.

2.2.3. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyondan sonra nutrient agar besiyeri lizerinde iireyen bakteriyal kolonilerden
farkli renk ve morfolojilere sahip olanlar steril edilmis 6zeyle dikkatlice segildi ve
kolonilerin ¢izgi ekimleri yapilarak saf kiiltiirler elde edildi. Elde edilen saf koloniler,

numaralandirilarak niitrient broth iceren kapakl tiiplere ekim yapildi ve 30 °C’lik etiivde
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24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra her bir kiiltiirden 800 pl almip streril
ependorf tiipiine koyuldu ve iizerlerine %80’lik steril gliserolden 200 pul eklendi. Daha
sonra bu ependorf tiipler 2 dakika vortekslenerek sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere -
20 °C’de saklandu.

2.2.4. Bakteriyal Izolatlarin Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi
2.2.4.1. Basit Boyama

Elde edilen izolatlarin hiicre sekillerini belirlemek i¢in basit boyama yapildi. Bu
amacla her bir izolat nutrient broth besiyerine ekildi ve 30 °C’de inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyondan sonra 24 saatlik kiiltiirlerden bakteriyal smear hazirlandi. Hazirlanan
smearlar 3-4 defa alevden gecirilerek tespit edildi. Daha sonra kristal viyolet soliisyonu
ilave edilerek 1-2 dakika beklendi, akabinde dH,O ile yikandi ve agik havada kurumaya
birakildi. Bakteriyal smearlar ag¢ik havada kuruduktan sonra mikroskop ile 1000x
biiyiitmede incelendi (Benson, 1985).

2.2.4.2. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarmin yapisi hakkinda bilgi veren bir boyama
yontemidir. Gram negatif boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabaka,
gram pozitif boyanan bakterilere gore ¢ok daha incedir. Gram boyama i¢in her bir izolat
nutrient broth besiyerine ekilerek 30 °C’ye ayarlh etiivde 16-24 saat inkiibasyona birakildi.
Bakteriyal smear hazirland1 ve alevden gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan smear, 1 dakika
kristal viole ile muamele edilerek dH,O ile yikandi. Kurumasi beklenmeden 1 dakika
lugolle muamele edildi. Aseton-alkolle renk giderilinceye kadar yikandiktan sonra, renk
kaybmi durdurmak i¢in hemen dH,O ile yikandi. 30-60 saniye safraninle muamele edildi
ve tekrar dH,O ile yikandi. Ag¢ik havada kurutulduktan sonra mikroskop ile 1000x
biiyiitmede incelendi. Mor boyanan bakteriler gram pozitif, pembe boyanan bakteriler ise

gram negatif olarak degerlendirildi (Demirbag ve Demir, 2007).

2.2.4.3. Endospor Boyama

Gram pozitif basil olarak tespit edilen izolatlarin endospor olusturup
olusturmadigini ve varsa endosporun hiicre igersindeki pozisyonunu belirlemek amaciyla
her bir izolat nutrient broth besiyerine ekildi ve 48-72 saat 30 °C’ye ayarli etiivde

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra bakteriyal smear hazirlandi ve alevden
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gecirilerek tespit edildi. Hazirlanan smearlarin iizeri kiigiik bir filtre kdgidiyla kapatilarak,
malasit yesili ile boyanmasi i¢in 5 dakika boyunca su buhari tizerinde birakildi. Daha sonra
dH0 ile yikand1 ve 30-60 saniye boyunca safraninle muamele edildi. Tekrar dH,O ile
yikanarak acik havada kurutuldu. Mikroskop altinda incelenerek kirmizi renkli hiicreler
icerisinde yesile boyanmis endosporlarin varlhigi arastirildi (Cappuccino ve Sherman, 1992;

Bahar, 2006).

2.2.4.4. Kapsiil Boyama

Izolatlarin kapsiil yapisina sahip olup olmadiklarmin belirlenmesi igin her bir izolat
nutrient broth besiyerine ekildi ve 30 °C’ye ayarli etiivde 24-48 saat inkiibasyona birakild1.
Inkiibasyondan sonra her bir izolattan 6ze yardimiyla biraz alnip lam iizerinde biraz
dagitilarak yayildi ve sonra ¢ini miirekkebi boyandi. Kapsiil boyama negatif bir boyama
yontem oldugu i¢in mavi renkli bir sahada, mor-eflatun boyanmis hiicrelerin etrafinda
boyanmamig seffaf bir bolgenin tespit edilmesi, kapsiil pozitif olarak degerlendirildi
(Demirbag ve Demir, 2007).

2.2.4.5. Hareket Testleri

5 g pepton, 3 g beef eksrakt ve 3 g agar tartilarak 1000 ml distile su igerisinde
¢oziildii ve 121 °C’de 1.1 atm basingta 20-25 dakika otoklavlandi. Izolatlarm hareketli olup
olmadigmmin arastirilmasi i¢in hazirlanan %3’lik yumusak nutrient agardan her bir tiipe
4’er ml aktarildi. igne uclu d6zeyle izolatlar hazirlanan besiyerlere dikey olarak ekildi.
[zolatlar besiyeri icinde kenarlara dogru iireme gdstermisse hareket pozitif, sadece dikine

dogru tireme yapanlar ise negatif olarak degerlendirildi (Sevim vd., 2010).

2.2.5. Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.2.5.1. NaCl Toleranslarimin Belirlenmesi

[zolatlarin NaCl ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyla %3, 5, 7, 10 ve 15 oraninda
NaCl igeren nutrient broth besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinden 4’er ml deney
tiiplerine alinarak her bir izolattan ekim yapild1 ve bir giin boyunca 30 °C’ye ayarli kuru
calkalayicida inkiibe edildiler. Ureme olan ve olmayan tiipler belirlenerek, izolatlarmn hangi

oranlarda tuzu tolere edebildikleri belirlendi.
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2.2.5.2. Minimum pH Aralhklarimin Belirlenmesi

Izolatlarm biiyiiyebildigi pH araliginin belirlenmesi igin izolatlar degisik pH
degerlerine (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ve 12) sahip nutrient broth besiyerlerine inokiile edildiler
ve 30 °C’ye ayarh kuru calkalayicida bir giin inkiibe edildiler. Inkiibasyon sonunda
besiyerdeki bulanikliklara bakilarak tireme olup olmadigma karar verildi. Boylece her bir
izolatin biyiiyebildigi pH araligi belirlendi. Besiyerlerinde pH ayarlamasi igin seyreltik
hidroklorik asit (HCI) ve sodyum hidroksit (NaOH) kullanildi.

2.2.5.3. Optimum Biiyiime Sicakliklarinin Belirlenmesi

Izolatlarin biiyiiyebildigi sicaklik araliklarinin belirlenmesi i¢in nutrient agar igeren
petrilere ekim yapildi ve degisik sicaklikda (10, 15, 30, 37, 45, 50, 55 °C) etiivlerde 3 giin
inkiibasyona birakildi. Daha sonra petrilerde tireme olup olmamasma gore izolatlarin

biiyiiyebildigi sicaklik araliklar1 belirlendi.

2.2.6. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi
2.2.6.1. Metil Kirmizis1 ve Voges-Proskauer Testi (MRVP)

Bu test fermentasyon esnasinda glukozdan yiiksek miktarda asit tireten bakterileri,
notral aseton liretenlerden ayirmak igin yapilir. Eger bir bakteri glukozdan yiiksek miktarda
organik asit iiretiyorsa, metil kirmizisi ortama ilave edildiginde renk kirmizi kalir. Bu
pH’nin 4.4in altinda oldugunu gosterir. Eger bakteri fermentasyon sonucunda noétral
maddeler iiretiyorsa, metil kirmizisi sartya doniisiir. Bu pH’nm 6.0°nin iizerinde oldugunu
gOsterir. Aseton tretimi ise o-naftol (VP-I kimyasali) ve potasyum hidroksit (VP-1I
kimyasali) ilavesi sonucunda belirlenir. Eger ortamda aseton mevcut ise ortama
kimyasallar ilave edildiginde tiipiin iist kisminda kirmizi halka olusumu gozlenir. Aseton
tiretilmemigse besyeride rengi agik kahverengi halka olusumu gozlenir.

7 g pepton, 5 g dekstroz ve 5 g potasyum fosfat tartilarak 1000 ml distile suda
¢oziildii ve 121 °C’de 1.1 atm basmgta 20-25 dakika otoklavlanarak “MRVP broth
besiyeri” hazirlandi. MRVP broth besiyerinden steril edilmis, kapakli deney tiiplerine 4’er
ml dokiildii. Her bir izolattan iki ayri tiip olacak sekilde, besiyeri igeren tiiplere ekim
yapild1 ve 30 °C’ de, 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan her bir izolatin
bir tlipiine, 6-7 damla metil kirmizisi ilave edildi. Stvinm {ist kisminda kirmizi renkli halka
olusumunun MR testi i¢in pozitif, sar1 renkli halka olusumunun negatif sonu¢ olduguna

karar verildi.
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Her bir izolatin diger tiiplerine ise, 6-7 damla VP-I kimyasalindan ve 6-7 damla
VP-II kimyasalindan ilave edildi. Tiplerin kapaklar1 agik birakilarak 20-25 dakika
bekletildi. Ust kisimda olusan pembe-kirmizi aras1 halka olusumunun VP testi igin pozitif,
acik kahverengi halka olusumunun negatif sonu¢ olduguna karar verildi (Demirbag ve
Demir, 2007).

2.2.7. Kligler Iron Agar (KIA) Testi

34 g KIA besiyerinden tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziildii ve 121 °C’de 1.1 atm
basingta 20-25 dakika otoklavlandi. Izolatlarin hidrojen siilfiir (H,S), karbondioksit (CO5)
ve hidrojen gazi1 (H) iretip tiretmediklerinin, belirlenmesi amaciyla Kligler Iron Agar
(KTA) besiyeri kullanildi. Her bir izolat, KIA besiyerinden hazirlanan slantlara ekildi ve
30°C’de 48 saat inkiibe edildi. Karbonhidrat fermentasyonu neticesinde asid tiretilmesiyle
besiyerinin slant1 veya alt kismi sar1 renge doniisiir. Karbonhidrat metabolizmasinin son
iriinleri CO; (karbondioksit), H, (hidrojen) ve H,S (hidrojen siilfiir) gazlaridir. CO;, ve H,
gazlarmin olusumu besiyerinin par¢alanmasiyla veya agar igerisinde gaz kabarciklarinin
olugmastyla tespit edilir. H,S’in olusumu ise besiyerinde siyah ¢okelegin olusmasiyla

anlasilir (Demirbag ve Demir, 2007).

2.2.7.1. Katalaz Testi

15 g tripton, 5 g phytone (fiton), 5 g sodyum kloriir ve 15 g agar tartilarak 1000 ml
distile suda cliziildii ve 121 °C’de 1.1 atm basingta 20-25 dakika otoklavlandi.

Bakteriler, aerobik solunum sirasinda hidrojen peroksit (H20;) ve bazi durumlarda
ise tamamen toksik olan siiperoksitler iiretmektedir. Mikroorganizmalar, olusan bu
iirtinlerin olumsuz etkisinden, bu maddeleri katalaz ve peroksidaz enzimilerinin yardimiyla
yikarak kurtulmaya calisirlar. Izolatlar triptik soy agar besiyerini iceren petrilere ekildikten
sonra, 24-48 saat 30 °C’ de inkiibe edildiler. 1nk1'ibasyonun ardindan kultirden bir 0ze
dolusu kiiltiir alinip lam tizerine birakilarak tizerlerine %3’lik H,O, ¢ozeltisi ilave edildi

ve olusan gaz kabarciklarma gore testin pozitif olduguna karar verildi (Demirbag ve

Demir, 2007).

2.2.7.2. Oksidaz Testi
[zolatlarin oksidaz enzimi iiretip iiretmediklerinin belirlenmesi amaciyla triptik soy

agar besiyerleri hazirlandi. Her bir izolat triptik soy agar besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle
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ekildi. 30 °C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra petrilere oksidaz test aywraci ilave

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

2.2.7.3. Nisasta Hidroliz Testi

3 g beef eksrakt, 10 g kat1 nisasta ve 12 g agar tartilatak 1000 ml distile su
icerisinde ¢oziildii ve 121 °C’de 1.1 atm basingta 20-25 dakika otoklavlandi. izolatlarn
nisastay1 hidroliz edip etmediklerinin test edilmesi i¢in hazirlanan nisasta agar petrilerine
her bir izolattan ¢izgi ekim yapildi. Petriler 3 giin boyunca 30 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra petrilerin iizerine lugol ilave edildi ve koyu kahverengi rengin
olusumu ile nisastanin hidroliz olduguna, lacivert rengin olusumu ile de nisastanin hidroliz

olmadigini karar verildi (Demirbag ve Demir, 2007).

2.2.7.4. Seliilaz Hidroliz Testi

10 g karboksi metil seliiloz (CMC), 10 g maya 6ziitii (yeast exract), 10 g sodyum
kloriir, 10 g tripton, 15 g agar tartilarak 1000 ml distile suda ¢6ziildii ve 121 °C’de 1.1 atm
basingta 20-25 dakika otoklavlandi. Her bir izolattan seliilaz besiyeri igeren petrilere steril
kiirdan yardimiyla nokta ekimi yapildi ve 30 °C’de 2 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra her bir petriye icini kaplayacak sekilde %0.1°lik kongo kirmizisi
ilave edildi ve 1 dakika beklendi. 1 M’lik sodyum kloriir ile besiyeri yikandi ve ardindan
petri i¢indeki besiyerini kaplayacak sekilde 1 M’lik sodyum kloriir ilave edilerek 15 dakika
bekletildi. Koloni etrafinda seffaf zon olusturan izolatlar seliilaz pozitif, seffaf zon

olusturmayan izolatlar ise seliilaz negatif olarak degerlendirildi (Yu vd., 2009).

2.2.7.5. Proteaz Testi

10 g siit tozu,1 g maya oziitii (yeast exract) ve 12 g agar tartilarak 1000 ml distile
suda ¢oziildi ve 121 °C’ de 1.1 atm basingta 20-25 dakika otoklavlandi. Her bir izolattan
proteaz besiyeri igeren petrilere steril kiirdan yardimiyla nokta ekim yapildi ve 30 °C’de 3
giin inkiibasyona birakildi. Daha sonra koloni etrafinda seffaf zon olusturan izolatlarin

proteaz pozitif, zon olusturmayanlarin ise proteaz negatif olduklarmna karar verildi (Yu vd.,

2009).
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2.2.7.6. Lipaz Testi

8 g niitrient broth, 10 g gum arabic ve 4 g NaCl tartilarak 1000 ml distile suda
¢oziildi ve 121 °C’de 1.1 atm basmgta 20-25 dakika otoklavlandi. Otoklav edildikten
sonra 60 °C’ye kadar sogutuldu ve igerisine 25 ml steril zeytin yagi, % 0.001 steril
Rhodamin B soliisyonundan 500 pl ilave edilerek lipaz besiyeri hazirlandi. Her bir
izolattan steril kiirdanla nokta ekim yapildi ve 3 giin boyunca 30 °C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra lipaz besiyerini igeren petriler ultraviyole 1181 altma
birakildi. Kolonileri parlak 151k veren izolatlar lipaz pozitif, kolonileri parlak 151k vermeyen

ise izolatlar lipaz negatif olarak belirlendi (Kouker ve Jeager 1987).

2.2.7.7. Kitinaz Testi

Kitin besiyeri i¢in dncelikle kolloidal kitin soliisyonu, M9 tuz soliisyonu ve 2XM9
minimal besiyeri hazirlandi (Sandalli vd., 2008). 1000 ml distile suda 20 g kitin ¢6ziilerek
%?2’lik kolloidal kitin hazirlandi. 15 g agar 250 ml %2’lik kolloidal kitin igerisinde
karigtirildi ve buna 250 ml distile su ilavesi yapildi. Hazirlanan bu kolloidal kitin
soliisyonu 121 °C’de 1.1 atm basingta 20-25 dakika otoklavlandi ve otoklavdan ¢iktiktan
sonra 60 °C’ye ayarl etiivde sonraki iglemlerde kullanilmasi i¢in bekletildi.

64 g NapHPO,4-7H20, 15 g KH2PO4, 2.5 g NaCl, 5 g NH4Cl tartilip 1000 ml distile
su i¢erisinde ¢6ziilerek M9 tuz soliisyonu hazirlandi ve 121 °C’de 1.1 atm basingta 20-25
dakika otoklavlandi. Otoklavdan ¢iktiktan sonra 60 °C’ye ayarh etiivde sonraki islemlerde
kullanilmak tizere bekletildi.

595.8 ml (60 °C sicakliga sahip) steril distile su icerisine otoklavda steril edilmis 1
M’lik MgSQ, ¢6zeltisinden 4 ml, 1 M’lik CaCl, ¢ozeltisinden 0.2 ml (200 pl) ilave edildi
ve 2-3 kez calkalanarak homojenizasyon saglandi. Daha sonra buna 400 ml (60 °C
sicakliga sahip) steril M9 tuz soliisyonu eklenerek son hacmi 1000 ml olan 2XM9 minimal
besiyeri hazirlandi ve 60 °C’ye ayarli etiivde sonraki islemlerde kullanilmasi igin
bekletildi.

Hazirlanan 500 ml kolloidal kitin soliisyonu {izerine 2XM9 minimal besiyerinden
500 ml ilave edilerek homojen bir sekilde karigmasi saglandi. Bu islemler yapilirken
soliisyonlarin sogumamasma dikkat edildi. Hazirlanan kitin besiyeri petri kaplarina
dokiildii.

Her bir izolattan steril kiirdan yardimiyla kitin besiyeri iceren petrilere nokta ekim

yapild1 ve 15 giin boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyon sonunda koloni
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etrafinda seffaf zon olusturan izolatlar kitin pozitif, seffaf zon olusturmayanlar ise kitin

negatif olarak degerlendirildi.

2.2.7.8. Antibiyogram Testi

34 g Mueller-Hinton Agar tartilarak 1000 ml distile su igerisinde ¢ozildi ve 121
°C’de 1.1 atm basimgta 20-25 dakika otoklavlanarak petrilere dokiildi. Her bir izolat 6nce
steril serum fizyoloji igeren tiiplere McFarland 0.5 olacak sekilde ayarlandi ve homojen
olarak karigmasi saglandi. Daha sonra hazirlanan bakteri soliisyonlar1 Mueller-Hinton
besiyerini igeren petrilere Steril pamuklu ¢ubukla yayma ekim yapildi ve test edilecek
antibiyotik diskleri steril sartlar altinda besiyeri ylizeyine dikkatlice yerlestirildi. Bunun
ardindan petri kaplar1 16-18 saat 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
antibiyotik disklerinin olusturduklar1 zonlar 6lgiilerek izolatlarin hangi antibiyotiklere kars1
duyarli oldugu belirlendi (NCCLS, 1997).

2.2.8. API Panel Test Sistemleri
2.2.8.1. Panel Secimi

Stafilokok seklindeki bakteriler igin API Staph, glukozu fermente etmeyen
bakteriler icin API 20NE ve glukozu fermente eden bakteriler i¢cin API 20 E Panel Test

sistemi kullanildu.

2.2.8.2. Glukoz Testi

10 g triptikase, 5 g sodyum kloriir, 0.018 g fenol kirmizisi ve 5 g glukoz tartilarak
1000 ml su igerisinde ¢6zildi ve 121 °C’de 1.1 atm basingta 20-25 dakika otoklavland:.
Her bir izolat steril 4 ml glukoz besiyeri iceren tiiplere ekildi ve 30 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda besiyerin rengi sariya donmiisse glukoz

pozitif, renk degisimi yoksa glukoz negatif olarak degerlendirildi (Demirbag ve Demir,
2007).

2.2.9. API 20NE Panel Test Sistemi

APl 20NE panel sistemi (bio-Merieux/Fransa) Enterobacteriaceae familyasi
disindaki gram negatif bakterilerin (Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonas vb.) identifikasyonu igin hazirlanmis, 8 geleneksel ve 12

asimilasyon testini igeren Standardize edilmis bir mikro metot sistemidir. APl 20NE
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veritaban1 Brucella ve Francisella gibi gelisimleri i¢cin 6zel besinleri ve 6n uyarilari
gerektiren cinsleri kapsamamaktadir. Boyle tiirlerin varhiginda ekstra deneylerin ve
dogrulama testlerinin yapilmasi gerekmektedir (Giilcan, 2006).

Her bir izolat niitrient agar iceren petrilere 6ze yardimiyla ekilerek 24 saatlik gece
kiiltirleri hazirlandi. Hazirlanan izolatlardan 0.5 McFarland bulanikligi ayarlandi.
Hazirlanan bu soliisyondan API 20NE Panel Test Sistemi’nin ilk sekiz kuyucuguna
kuyucuklar tam dolmayacak sekilde mikropipet yardimiyla yerlestirildi. Sonra izolatlarin
bulundugu serum fizyoloji soliisyonlarindan 200 pl almarak API 20NE Panel Test
Sisteminde bulunan serum fizyolojik tiiplerine aktarilarak homojen olarak karismasi
saglandi. Hazirlanan bu soliisyondan diger kuyucuklara (ilk sekiz kuyucuktan sonraki
kuyucuklara) kuyucuklar tam dolacak sekilde yerlestirildi. Sonra GLU, ADH ve URE
testlerinin bulunduklar1 kuyucuklar (soldan 3., 4., ve 5. kuyucuklar) mineral yag ile tam
doldurularak hava almamasi saglandi. Kuyucuklar doldurulurken igerisinde hava kabarcigi
kalmamasma dikkat edildi. Ortamin nemli kalmasi i¢in hazirlanan panellerin alt kisminda
bulunan plastik kap¢iga az miktarda steril distile su ilave edildi ve panel sisteminin kapagi

kapatilarak 28 °C’de 2 giin inkiibasyona birakildi.

2.2.10. API Staph Panel Test Sistemi

API Staph panel test sistemi (bio-Merieux/Fransa) sadece stafilokok bakteriler igin
kullanilan bir sistemdir.

Her bir izolat niitrient agar igeren petrilere 6ze yardimiyla ekilerek 24 saatlik gece
kiiltlirleri hazirlandi. Hazilanan izolatlardan 0.5 McFarland bulaniklig1 ayarlandi.
Hazilarlanan bu soliisyondan tiim API Staph Test Sistemi kuyucuklarina tam dolmayacak
sekilde yerlestirildi ve sadece ADH, URE kuyucuklarinin iizerine mineral yag ilave
edilerek bu kuyucuklarin tam dolmasi saglandi. Kuyucuklar doldurulurken igerisinde hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Ortamin nemli kalmasi i¢in hazirlanan panellerin alt
kisminda bulunan plastik kapgiga az miktarda steril distile su ilave edildi ve panel

sisteminin kapagi kapatilarak 28 °C’de 2 giin inkiibasyona birakildi.
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2.2.11. izolatlarin Baza Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.2.11.1.Genomik DNA izolasyonu

Izolatlarm 16-24 saatlik gece kiiltiirleri niitrient broth igerisinde hazirlandi ve her
bir izolat ependorf tiipe aktarilarak asagidaki islemler sirastyla yapildi (Sambrook, 1989).

1. Gece kiiltiirleri 13.000 rpm’de 3-4 dakika santriftij edilerek ¢oktiiriildii.

2. Tiiplerdeki pelletlerin {izerine 500 ul TE tamponu eklenerek (10 mM Tris
pH 8; 1 mM EDTA pH 8) ¢oziildi.

3. Her bir tiipe 50 pl lizozim enzimi konularak vortekslendi (1/4 mercimek
biiyiikliigiinde lizozim).

4, Tipler 37 °C’de 1 saat bekletildi.

5. Her bir tiipe 50 pl %10’luk SDS eklenerek 5-6 defa alt st edildi ve 37
°C’de 30 dakika bekletildi.

6. Sonra her tiipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum asetat (Na-Ac pH 5.2) eklendi
ve 65 °C’de 10-30 dakika beklenerek her 10 dakikada bir alt iist edildi.

7. Her tipe 500 upl fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edildi,
vortekslendi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi.

8. Tiiplerin tist kismindaki sivi kisim temiz ependorf tiiplerine aktarild.

9. Tiiplere tekrar 500 ul kloroform ilave edildi ve tiiplerine alt iist edilerek
13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve iistte kalan s1vi kisim temiz tiiplere aktarildi.

10.  Tiiplere tekrar 500 ul kloroform ilave edildi. Tiipler alt iist edilerek 13.000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve {istte kalan sivi kisim temiz tiiplere aktarildi. Boylece
bu islem ti¢ defa tekrarlandi. Bu tiiplere 1/10 hacim sodyum asetat ve 2 hacim (yaklasik
900 pul) %96’lik soguk EtOH (etil alkol) ilave edilerek -20 °C’de 45 dakika bekletildi.

11.  Daha sonra tiipler 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist kisimdaki
stvilar atild1.

12.  Kalan pelleterin iizerine 500 pl %70’lik soguk EtOH ilave edilerek tekrar
13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

13. Pelletler 37 °C’de kurutulduktan sonra 75 ul TE igerisinde ¢oziildi
(Sambrook vd., 1989).

2.2.11.2. Genomik DNA’larin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi
50X TAE hazirlamak igin, 242 g Tris baz 600 ml distile su icerisinde ¢oziildiikten
sonra glasiyal asetik asit eklendi. Daha sonra 100 ml 0.5 M EDTA ilave edildi ve pH 8’¢
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ayarlandi. Hacim distile su kullanilarak 1 litreye tamamland: ve otoklav edildi. Kullanim
konsantrasyonu olan 1X yapmak icin 1 hacim 50X TAE alinarak tizerine 49 hacim saf su
ilave edildi (Aric1, 2006).

0.7 g agaroz jel tartilarak 70 ml 1X TAE tamponu igerisinde karigtirildi (%1°lik
agaroz jel) ve 3 dakika mikrodalga firinda birakilarak eriyik agaroz jel hazirlandi. Eriyik
jel 50 °C’ye sogutulunca igerisine 0.5 pl etidyum bromiir (0.5 ug/ml) ilave edildi ve
homojen sekilde ¢oziinmesi saglandi. Jel tankinin pargalar1 birlestirilerek eriyik jelin
dokiilecegi yer hazirlandi ve kuyucuklarin olugmasi igin jel taragi takildi Eriyik jel
mikrodalga firinindan ¢ikarildiktan sonra jel kabina dokiildii ve 15-20 dakika katilagmast
icin bekletildi. Agaroz jel katilastiktan sonra jel taragi dikkatlice ¢ikarildi. Daha sonra
agaroz jel elektroforez tankmin igerisine diizgiince yerlestirildi ve jelin lizerini kaplayacak
sekilde 1X TAE tamponu ilave edildi.

Her bir izolatin DNA soliisyonundan 7 pl alindi ve 3 pl 10X yiiriitme boyasi ile
karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. 100 V’luk elektrik alanda 25 dakika yiiriitiildii.
Yiritme sonucunda izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar UV 15181 altinda
goriintiilendi.

[zolatlarm DNA bantlar1 agaroz jel iizerinde goriildiikten sonra DNA soliisyonlari
iizerine 3 pl RNAaz ilave edildi ve 37°C’de 2 saat bekletildi. Bunun ardindan DNA’lar

sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere -20 °C’de saklanda.

2.2.11.3. 16S rRNA Geninin PCR ile Arttirilmasi

16S rRNA genleri, her bir izolattan elde edilen genomik DNA'dan 27F (5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) ileri ve 1492R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimi ile
cogaltildi. Primerler MACROGEN (Hollanda) firmasindan elde edildi. PCR reaksiyon
sartlart: 12 ng kalip DNA, 5 ul 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8.3; 500 mM
steril KC1), 1.5 mM MgCl,, | U Tag DNA Polimeraz, 0.25 mM ileri primeri, 0.25 mM geri
primeri, 170 mM dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP olacak sekilde
hazirland1 ve bu karigimi steril saf su ile 50 pl’ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pl'lik
tiiplerde ve Thermocycler (Eppendorf)’de gergeklestirildi. Reaksiyon sicakliklar1 ve
siireleri ise; ilk denatiirasyon basamagi 95°C’de 4 dakika olarak gergeklestirildikten sonra,
36 dongii 94 °C’de 1 dakika (denatiirasyon i¢in), 56 °C’de 1 dakika (hibridizasyon igin) ve
72 °C’de 2 dakika (polimerizasyon i¢in) seklinde gergeklestirildi. Elde edilen PCR
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iirtiinlerinin Sul’si % 1.1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir boyasi (0.5pg/ml)
ile boyandiktan sonra UV 15181 altinda goriintiilendi. Elde edilen PCR iiriinleri sekans
edilmek tizere MACROGEN (Hollanda) firmasima gonderildi (Sevim vd., 2010).
Sekanslama igleminde ise 518F (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") ve 800R
(5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3’) primerleri kullanildi (MACROGEN).

2.3. lzolatlarin insektisidal Aktivitelerinin Belirlenmesi
2.3.1. Bakteriyal izolatlarin Biyoassay I¢in Hazirlanmasi

Elde edilen bakteriyal izolatlarin niitrient broth besiyeri iginde 24 saatlik gece
kiiltiirleri hazirland1. Hazirlanan kiiltiirler 3.000 xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
izolatlarin pelletleri alindi. Bu pelletler 5 ml PBS tamponu igerisinde ¢oziildi ve
yogunluklari ODggo’de 1.89 (1.8 x 10° bakteri/ml) olacak sekilde ayarlandi (Ben-Dov vd.,
1995).

2.3.2. Bakteri Bioassay Deneyi

Bakteri bioassay deneyleri i¢in E. integriceps (Put.) erginleri Sanlwrfa ilinin,
Hilvan ilgesi civarinda bugday ve arpa tarlalarindan toplandi ve tizeri delinmis seffaf (30
mm) kaplara alinarak laboratuvara getirildi. Beslenmeleri icin tarlalardan toplanan taze
bugday ve arpa basaklar1 bu seffaf kutulara yerlestirildi. Seffaf kablarin iizerine toplanma
tarihi, yeri ve toplandig1 bitkinin adi1 yazildi. Bécekler toplandiktan sonra yeterli miktarda
bugday ve arpa basaklar1 bioassay deneylerinde kullanilmak tizere toplandi. Toplanan taze
bugday ve arpa basaklar1 laboratuarda +4 °C’deki buzdolabina birakilarak taze tutulmalari
saglandu.

Yukarida anlatilan sekilde taze olarak hazirlanan bakteriyal soliisyonlara araziden
toplanan bugday ve arpa basaklar1 5 dk siire ile daldirildi ve iyice bakteri bulasmasi
saglandi. Daha sonra bakteri igeren bu basaklar her birine bir tane olmak iizere plastik
kutular (30 mm) igerisine yerlestirildi. Bunun ardindan her bir kutuya 3 tane saglikli ergin
bocek konuldu ve kontrol grubu olarak ise steril PBS kullanildi. Her bir izolat igin ve
kontrol grubu i¢in 3 tekrarli deney diizenekleri hazirland1 (Sekil 9). Bioassay deneyleri

basladiktan 3 giin sonra besin degisimi saglandu.
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Sekil 9. Bakteri biyoassay diizenegi. S1-1: Pantoea sp. S1 birinci tekrar, S1-2: Pantoea sp.
S1 ikinci tekrar, S2-1: Pantoea agglomerans S2 birinci tekrar, S2-2: Pantoea
agglomerans S2 ikinci tekrar S6-3: Pseudomonas sp. S6 iiciincii tekrar.

2.3.3. Funguslarin Biyoassay icin Hazirlanmasi

Bu calismada ARSEF (ARS Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures,
Ithaca, New York, USA) kiiltir koleksiyonundan elde edilen 4 farkli entomopatojenik
fungus (Isaria fumosorosea ARSEF8356, Beauveria bassiana ARSEF8356, Metarhizium
brunneum ARSEF8671 ve Nomurae rileyi ARSEF1670) bioassay deneylerinde
kullanilmustir.

Patojenite testlerinde kullamlan fungal izolatlarin 1x10° spor/ml’lik stok
solusyonlarindan PDAY besiyeri tizerine 100 pl yayma ekim yapildi ve 25 °C’de 2-3 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Biiylime periyodunun sonunda, tek koloniler segilerek
baska bir PDAY besiyerine transfer edildi ve 25 °C’de 4 hafta boyunca inkiibe edildi.
Biiyiime peryodunun sonunda, petri tizerine 10 ml steril % 0.1°’lik Tween 80 eklendi ve
cam baget ile kazinarak sporlar elde edildi. Spor siispansiyonlar1 iki katli tiilbent ile 50
ml’lik steril falkon tiiplerine siiziilerek misel ve agar pargalarmimn uzaklastirilmasi saglandi.
Elde edilen siispansiyonlar 5 dk vortekslenerek homojen hale getirildi. Spor
konsantrasyonlar1 Neubauer hemositometresi ile arzu edilen konsantrasyonlara ayarland (1
x 10" spor/ml) (Sevim vd., 2010).

Sporlarin yasayabilirligi, 100 pl spor siispansiyonun PDAY agar {izerine yayma
ekim yapilmast ve 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra ¢imlenme 6zelliginin
belirlenmesiyle test edildi. Germ tiipii spor ¢apindan biiyiik olan sporlar ¢imlenmis olarak
kabul edildi. Bunun sonucunda %95 oraninda ¢imlenen sporlar patojenite testlerinde
kullanildi (Sevim, 2010).
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2.3.4. Fungus Bioassay Deneyi

Sanlwrfa ilinin, Hilvan ilgesi civarindan toplanarak laboratuara getirilen E.
integriceps (Put.) erginleri 10 ml 1x10" spor/ml’lik spor soliisyonu igeren steril 50 ml’lik
falkon tiiplerin icerisine 2-3 saniye batirilarak sporlar ile inokiile edildi. Deneyler 3 tekrarli
yapild1 ve her bir tekrar i¢in 3 ergin kullanildi. Kontrol grubu ise steril % 0.1°lik Tween 80
ile inokiile edildi. Inokiile edilen erginler basak bulunan iizeri delinmis steril seffaf plastik
kaplara (30 mm) birakilarak 25 °C’de 15 giin boyunca inkiibasyona birakildi ve bu
kablarin tizerine fungus izolatlarin adi, tekrar numarast ve birakildiklar: tarih yazildi.
Biitiin kutular 15. giinde incelenerek 6lii bulunan erginler sayildi ve yiizde 6liim degerleri
hesaplandi. Yiizde mikoz degerini hesaplamak igin ise Olii erginler %1’lik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisiyle yilizey sterilizasyonu yapildiktan sonra 3 kez steril ditile su ile
yikandi ve steril nemli filtre kagidi iceren petrilere alindi. Sporlasan erginler sayilarak

ylizde mikoz degerleri hesaplandi.

2.4. Veri Analizi

Elde edilen biitiin 16S rRNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programi
ile diizenlendi ve NCBI GenBank’ta BLAST ’lanarak GenBank’ta yer alan diger 16S rRNA
dizileri ile ylizde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler izolatlarin morfolojik
tanimlamalarini dogrulamak i¢in kullanildi. 16S rRNA dizilerinin Cluster analizi ayni
sekilde BioEdit programini kullanarak ClustalW programi ile yapildi ve buradan elde
edilen veriler MEGA (Tamura vd., 2011, version 5) filogenetik programi yardimiyla
neighbor-joining (NJ) analizinde kullanildi. Aligment bosluklar1 kayip veri olarak
degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarm giivenilirligi MEGA 5.0 programi kullanarak
sec-bagla (bootstrap) analizi ile 1.000 tekrarli olacak sekilde test edildi.

Biyotestlerden elde edilen veriler Abbott formiilii kullanilarak anlamlandirildi ve
ayni1 zamanda 6lii bocekler nem boliimiinde bekletilerek yiizde mikoz degerleri hesaplandi
(Abbott, 1925). Elde edilen veriler SPSS 16.0 programi kullanilarak analiz edildi.
Patojenite verilerinin analizinde varyans analizi (ANOVA) kullanild1. Izolatlarin birbirleri

ve kontrol grubu ile karsilastirilmasinda ise LSD ¢oklu karsilastirma testi kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Bakteriyal izolatlarin Kantitatif Analizi ve Secilmesi

E. integriceps (Put.) erginlerinden toplam 11 adet bakteriyal izolat koloni renk ve
morfolojisine gore secilmistir. Secilen bu kolonilerin saf kiiltiirleri olusturulmus ve sonraki
islemlerde kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

Bunun haricinde, bir ergin bcek basma diisen bakteri sayis1 2.1x10° cfu/ml olarak

hesaplanmustir.

3.2. lizolatlarin Morfolojik Ozellikleri
Izolatlarm morfolojik 6zellikleri Tablo 5°de detayli olarak gdsterilmistir. Yapilan
basit boyamada S9 nolu izolatin hiicre seklinin stafilokok, digerler izolatlarin seklinin ise

kokobasil oldugu belirlenmistir.

Tablo 5. Bakteriyal izolatlarin morfolojik 6zellikleri. S1: Pantoea sp. S1, S2: Pantoea
agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans S3, S4: Pantoea agglomerans S4,
S5: Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp. S7, S8: Pantoea
sp. S8, S9: Micrococcus luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11: Pantoea sp.
S11. CE: Canl ergin; B: Bulanik; C: Cokelme, S: S tipi, L: L tipi NB: Niitrient

broth

. Koloni Koloni  Gram .. Hiicre NB’deki
Izolat rengi Sekli  boyama Hareket Kapsiil Sekli Kaynak Goriiniim
S1 Sar1 S-L - - - Kokobasil CE B
S2 Acik sar1  S-L — — — Kokobasil CE B
S3 Sar1 S-L - + - Kokobasil CE B
S4 Acik sar1  S-L — — — Kokobasil CE B
S5 Acik sar1  S-L - + - Kokobasil CE B
S6 Acik sar1 R — — + Kokobasil CE C
S7 Sar1 S-L - + - Kokobasil CE B
S8  Koyusart S-L - + - Kokobasil  CE B
S9 Acik sar1  S-L + - - Stafilokok  CE C
S10  Acgiksar1  S-L — + — Kokobasil CE B
S11  San S-L - + - Kokobasil CE B

Niitrient agar besiyerinde S1, S3, S7 ve S11 nolu izolatlarn sar1; S2, S4, S5, S6, S9
ve S10 nolu izolatlarin agik sari; S8 nolu izolatin ise koyu sar1 renkli olduguna karar

verildi.
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Yapilan gram boyamada S9 nolu izolatin mor boyandigi i¢in gram pozitif, diger
izolatlar ise pembe boyandiklar1 i¢in gram negatif olduklarina karar verildi.

% 1’lik yumusak agarda yapilan hareket testi sonucunda kenara dogru lireme
gosteren S3, S5, S7, S8, S10 ve S11 nolu izolatlarin hareket pozitif, digerlerinin ise (S1,
S2, S4, S6 ve S9) nolu izolatlarin hareket negatif olduklar1 tespit edildi.

Niitrient broth besiyerinde S1, S2, S3, S4, S5, S7, S8, S10 ve S11 nolu izolatlarin
bulaniklik meydana getirerek tiredigi, S6 ve S9 nolu izolatlarin ¢okelek olusturarak

tiredikleri tespit edildi.

3.3. Bakteriyal izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

Izolatlarm fizyolojik test sonuglar1 Tablo 6 da verilmistir. Izolatlarin tuza kars
toleraslarin1 belirmek igin yapilan testler sonucunda S2 ve S4 nolu izolatin %7’ye kadar;
S1, S3, S5 S6, S7, S8 ve S11 nolu izolatlarin %10’ a kadar; S9 nolu izolatin ise %15°e
kadar tuzu tolere ettikleri belirlendi.

[zolatlarin biiyiiyebildigi pH araliklarin belirlenmesi i¢in yapilan testler sonucunda
S1,S2, S3, S4, S7, S8 ve S10 nolu izolatlarm pH 5-9; S5, S6, S9 ve S11 nolu izolatlarin pH
5-12 araliginda biiyiiyebildigi tespit edildi.

[zolatlarm biiyiiyebildigi sicaklik araliklarin belirlenmesi igin yapilan testler
sonucunda ise S1, S7 ve S11 nolu izolatrin 10-45 °C; S2, S4 ve S9 nolu izolatlarin 15-37
°C; S3, S5, S8 ve S10 nolu izolatlarin 10-37 °C; S6 nolu izolatin ise 15-45°C araliginda
biiyiliyebildigi tespit edildi.

Tablo 6. Bakteriyal izolatlarin fizyolojik 6zellikleri. NaCl: sodyum kloriir , °C: Santigrat
derece. S1: Pantoea sp. S1, S2: Pantoea agglomerans S2, S3: Pantoea
agglomerans S3, S4: Pantoea agglomerans S4, S5: Pantoea sp. S5, S6:
Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp. S7, S8: Pantoea sp. S8, S9: Micrococcus
luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11: Pantoea sp. S11.

Test S1 S2 S3 S4 S5 S6 ST S8 S9 S10 S11
%3 NaCl + + + + + + + + + + +
%5 NaCl + + + + + + + + + + +
%7 NaCl + + + + + + + + + + +
%10 NaCl + - + - + + + + + + +
%12 NaCl - - - - - - — _ + _ _
%15 NaCl - - - - - - — _ + _ _
pH 3.0 - - - - - - — — — — —
pH 4.0 - - - - - - - - - - -
pH 5.0 + + + + + + + + + + +
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Tablo 6’nin devami

pH 6.0 + + + + + + + + + + +
pH 7.0 + + + + + + + + + + +
pH 8.0 + + + + + + + + + + +
pH 9.0 + + + + + + + + + + +
pH 10.0 T e - + - +
pH 12.0 - - - -+ o+ - - + - +
10 °C + - + - + - + + _ + +
15 °C + + + + + + + + + + +
30 °C + + + + + + + + + + +
37 °C + + + + + + + + + + +
45 °C + - - - - + + _ _ _ +
50 °C - - - - - - — — — — —
55°C - - - - - - — — — — —

3.4. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarin biyokimyasal 6zellileri Tablo 7°de detayl sekilde verilmistir. KIA testi
sonucunda S4 nolu izolat karbohidrat fermente etmedigi igin besiyeri rengini
degistirmedigi, diger izolatlar karbohidrat fermente ettigi i¢in besiyeri renginde degisme
gozlendi. Eger besiyerinde renk degisimi hi¢ olmamissa B/B, sadece besiyerinin yiizeyinde
renk degimi olmussa A/B, sadece besiyerinin alt kisimda renk degimi olmussa B/A,
besiyerinin hem yiizeyinde hem de alt kisimda renk degimi olmussa A/A olarak kayit
edildi (A: Asidik, B: Bazik). S10 nolu izolat1 bulundugu KIA besiyerinde hava kabarcigi
oldugu i¢in karbohidrat metabolizmasi sonucu CO, ve H; gazi meydana getirdigi, diger
izolatlarm bulundugu KIA besiyerinde hava kabarcigi olmadigi i¢gin CO; ve H; gazi
meydana getirmedigi tespit edildi. izolatlarin bulunduklar1 besiyerlerin higbirinde siyah

¢okelek olusmadigi i¢in tiim izolatlarm H,S tiretmedikleri tespit edildi.

Tablo 7. Bakteriyal izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri.S1: Pantoea sp. S1, S2: Pantoea
agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans S3, S4: Pantoea agglomerans S4, S5:
Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp. S7, S8: Pantoea sp.
S8, S9: Micrococcus luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11: Pantoea sp. S11.

. KIA Metil Voges- .
[zolat Renk CO,+H, H,S Kirmizisi Prosgauer Katalaz Oksidaz
S1 B/A - - - - + -
S2 B/A - - + - + -
S3 B/A - - - - + -
S4 B/B - - + — + —
S5 B/A - - + — + —
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Tablo 7’nin devami

S6 B/B - - + — + -
S7 B/A - — + - + -
S8 B/A - - + — + -
S9 A/A - - + - + —
S10 B/A + - + — + -
S11 B/A - — + - + —

S1 ve S3 nolu izolatlar glukoz metabolizmasi sonucu metil kirmizis1 besiyerinde bir
renk degisimi meydana getirmedigi i¢in yiiksek miktarda organik asit liretmedigi, diger
izolatlarin ise glukoz metabolizmasi sonucu besiyeri rengini sartya doniistiirdiigii i¢in
yiiksek miktarda organik asit tirettikleri tespit edildi.

Voges-Prokauer testi sonucunda izolatlarin bulundugu besiyeri renginde degisim
olmadig1 i¢cin sonug negatif olarak degerlendirildi.

Katalaz testi sunucunda tiim izolatlarin katalaz pozitif tespit edildi.

Oksidaz testi sonucunda hi¢bir zolatin oksidaz enzimi tiretmedigi tespit edildi.

Izolatlarin proteaz, seliilaz, amilaz, lipaz, kitinaz enzim o6zellikleri Tablo 8’de

verilmistir.

Tablo 8. Bakteriyal izolatlarin bazi enzim aktiviteleri. S1: Pantoea sp. S1, S2: Pantoea
agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans S3, S4: Pantoea agglomerans S4, S5:
Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp. S7, S8: Pantoea sp.
S8, S9: Micrococcus luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11: Pantoea sp. S11.

Test S1 S2 S3 S4 S5 S6  SY S8 S9 S10 S11

Proteaz - - — - - _ _ _ + _ _
Seliilaz + + — - - —
Amilaz - - - - + + - _ _ _ _
Lipaz - - _ _ + +

Kitinaz - - - - - - - _ _ _ _

Proteaz testi sonucunda S9 nolu izolatin proteaz besiyerinde ¢apt 7 mm olan zon
olusturdugu i¢in proteaz enzimi tirettigi, diger izolatlarin ise zon olusturmadigi igin proteaz

enzimi Uiretmedigi tespit edildi (Sekil 10).
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Sekil 10. Proteaz test drnekleri (S8: Pantoea sp. S8 negatif, S9: Micrococcus luteus S9
pozitif)

Seliilaz testi sonucunda S1, S2 ve S7 nolu izolatlarin seffaf zon olusturduklar: i¢in
selillaz enzimi trettikleri, diger izolatlarin kolonileri etrafinda seffaf zon olusmadigi i¢in
seliilaz negatif olduklar1 tespit edildi.

Nisasta testi sonucunda S5 ve S6 nolu izolatlarinin nisasta besiyerinde zon
olusturdugu i¢in amilaz enzimi tirettigi, diger izolatlarin ise zon olusturmadigi i¢in amilaz
enzimi tiretmedigi tespit edildi (Sekil 11).

Lipaz testi sonucunda S5 ve S6 nolu izolatlarinin ultraviyole 15181 altinda
birakildiginda koloniler parladigi lipaz pozitif, diger izolatlarda ise herhangi bir parlama
olmadig1 i¢in lipaz negatif olduklarna karar verildi.

Kitinaz testi sonucunda kolonilerinin etrafinda seffaf zon olusmadigi i¢cin tiim

izolatlarin kitinaz enzimini Giretmedigi tespit edildi (Sekil 11).
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Sekil 11. A) Lipaz test sonucu ornekleri. S5: Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6,
pozitif; S7: Pantoea sp. S7, S8: Pantoea sp. S8 negatif); B) Kitinaz sonug drnegi
(S7: Pantoea sp. S7, S8: Pantoea sp. S8.

3.4.1. Atibiyogram

Gram negatif izolatlarin (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S10, S11) antibiyogram
test duyarliliklar1 icin gentamisin (GM, CN), amoksisilin (AX), tetrasiklin (T, TE),
rifamisin (RF), ampisilin (A), siilfametoksazol (SXT), kanamisin (K), eritromisin (E),
neomisin (N), sefalotin (KF), siprofloksazin (CPR, CIP), kloramfenikol (C), serftriakzon
(CRO), amikasin (AK) ve seftazidin (CAZ) antibiyogram diskleri kullanild.

Gram pozitif izolatin ise (S9) antibiyogram test duyarliligi i¢in gentamisin (GM,
CN), amoksisilin (AX), tetrasiklin (T, TE), rifamisin (RF), amfisilin (A), siilfametoksazol
(SXT), kanamisin (K), eritromisin (E), neomisin (N), sefalotin (KF), siprofloksazin (CPR,
CIP), kloramfenikol (C), serftriakzon (CRO), stroptomisin (S), norfloksasin (NOR),
optokin (OP), vankomisin (VA), metisilin (ME), okzasilin (OX) ve novomisin (NV)
antibiyogram diskleri kullanildi. Bakteriyal izolatlarin olusturduklari inhibisyon caplar1

Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 9. Bakteriyal izolatlarin gesitli antibiyotiklere karsi olusturduklari inhibisyon zon
caplar1 (mm). S1: Pantoea sp. S1, S2: Pantoea agglomerans S2, S3: Pantoea
agglomerans S3, S4: Pantoea agglomerans S4, S5: Pantoea sp. S5, S6:
Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp. S7, S8: Pantoea sp. S8, S9: Micrococcus
luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11: Pantoea sp. S11.

Antibiyotik S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 Sl11

GM (mm) 25 27 26 28 28 30 31 28 26 25 24

AX(my 0 0 0O O O 0 0 O 15 0 0
T (mm) 25 26 22 27 23 23 26 24 37 21 17
RE(mm) 13 20 12 18 20 23 16 13 46 14 13
A (mm) 18 24 16 20 17 21 24 17 40 25 13

SXT(mm) 42 43 34 35 24 30 44 43 34 40 32
K (mm) 24 35 26 33 29 30 26 27 25 30 32

E (mm) o 0 O0 10 9 10 0 O 3 12 9
N (mm) 20 27 24 25 22 24 28 27 26 30 30
KFmm) 0 0 0 10 0 0 0 0 28 0 0

CPR(mm) 50 46 47 50 47 47 50 50 31 40 50
C (mm) 32 36 29 37 31 O 36 33 42 35 24
CRO(mm) 34 31 32 30 34 36 40 44 24 46 26

AK (mm) 29 36 28 38 30 33 36 35 - 32 32
CAZ(mm) 26 29 22 25 23 29 28 25 - 30 24
S (mm) - - - — — — — — 27 - -
NOR (mm) — - - — — — — — 19 - -
OP (mm) - - - - - - — — 0 - -
VA (mm) - - - - - - — — 20 - -
ME (mm) - - - - - - — — 0 - -
OX (mm) - - - - - - — — 12 - -
NV (mm) - - - — — — - - 41 - -

[zolatlarm olusturdugu inhibisyon zonlar1 antibiyogram sonug¢ okuma tablosundaki
(EK-1) degerlerle karsilastirilarak izolatlar1 direngli veya duyarh olduklar1 tespit edildi
(Tablo 10) (NCCLS, 1997).
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Tablo 10. Bakteriyal izolatlarn antibiyotik diren¢ profilleri. S1: Pantoea sp. S1, S2:
Pantoea agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans S3, S4: Pantoea
agglomerans S4, S5: Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp.
S7, S8: Pantoea sp. S8, S9: Micrococcus luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11:
Pantoea sp. S11. R; direngli: S; duyarli: I; Orta direngli

Antibiyotik S1 S2  S3
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3.4.2. API 20NE Panel Test Sistemi
Izolatlarm API 20NE sonuglar1 Tablo 11°de verilmistir. Bu sonuglar APl 20NE
sonug¢ okuma tablosuna (EK-2) gore elde edilmistir (bio-Merieux/Fransa).

Tablo 11. Bakteriyal izolatlarin API 20NE Panel Test Sistemi sonuglar1 S1: Pantoea sp.
S1, S2: Pantoea agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans S3, S4: Pantoea
agglomerans S4, S5: Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp.
S7, S8: Pantoea sp. S8, S10: Pantoea sp. S10, S11: Pantoea sp. S11.

Test S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S10 S11
NQO3 + + + + + - + + + +
TRP - - - - - - - — — —
GLU + + + + + - + + + +
ADH - - - - - - - — — —
URE - - - - - - - — — —
ESC + + + + + + + + + +
GEL - - - - - - — - - —
PNG + + + + + — + + + +
GLU + + + + + + + + + +
ARA + + + + + + + + +
MNE + + + + + — + + + +
MAN + + + + + + + + + +
NAG + + + + + — + + + +
MAL + — + — + + + + + +
GNT + + + + + + + + + +
CAP - - - - — — - - -
ADI - - - - — — — — — -
MLT + + + + + + + + + +
CIT — + — + — + — — — —
PAC - - - - — — — — — -
OX - - - - - - - - - -

API 20NE sonug 6rnegi olarak S15 bakteriyal izolatin AP1 20NE testi sekli asagida
gosterilmistir (Sekil 12).

Sekil 12. APl 20NE Test Sistemi sonug 6rnegi. S11: Pantoea sp. S11
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3.4.3. API Staph Panel Test Sistemi

Hiicre sekli stafilokok olan bakteriyal izolatin (S9) API Staph Sistemi test sonucu
Tablo 12’de verilmistir. Test sonuglar1 APl Staph Panel Test Sistemi sonu¢ okuma
tablosuna gore yapilmistir (EK-3) (bio-Merieux/Fransa)

Tablo 12. S9 izolatinin API Staph Panel Test Sistemi sonucu. S9: Micrococcus luteus S9.

izolat O GLU FRU MNE MAL LAC TRE MAN XLT MEL NIT PAL VP RAF XYL SAC MAG NAG ADH URE

9 - - - - - - - - - -+ - -+

3.5. lzolatlarin Molekiiler Ozellikleri
3.5.1. Genomik DNA’larin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi
Izolatlardan izole edilen genomik DNA fragmentleri % 1’lik agaroz jelde 100 V’ta

15-20 dk yiritildi. Yiritme isleminin ardindan genomik DNA’lar UV 15181 altinda
goriintiilendi (Sekil 13).

DNA

Sekil 13. Bakteriyal izolatlara ait genomik DNA' larin agaroz jelde gériiniimii. S1: Pantoea
sp. S1, S2: Pantoea agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans S3, S4: Pantoea
agglomerans S4, S5: Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp.
S7, S8: Pantoea sp. S8, S9: Micrococcus luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11:
Pantoea sp. S11.

3.5.2. 16S rRNA Gen Fragmentlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Bakteriyal izolatlardan elde edilen 16S rRNA gen fragmentlerinin agaroz jelde
gortiinimil Sekil 14’te verilmistir. Jelin son kuyucuguna herhangi bir kontaminasyonun
olup olmadigr anlamak i¢in negatif kontrol yiliklenmistir (kalip DNA yerine steril saf su

eklnmistir).
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Sekil 14. Bakteriyal izolatlarmm 16S rRNA gen fragmentlerinin agaroz jelde goriiniimii.
SM: standart markir (Vivantiss’USA), K: kontrol, bp: baz ¢ifti, S1: Pantoea sp.
S1, S2: Pantoea agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans S3, S4: Pantoea
agglomerans S4, S5: Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp.
S7, S8: Pantoea sp. S8, S9: Micrococcus luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11:
Pantoea sp. S11.

Yiiriitme sonucunda izolatlarm 16S rRNA gen bolgesinin yaklasik olarak kag baz
ciftinden olustugunu tespit etmek i¢in standart markira bakildi ve 16S rRNA gen
bolgesinin yaklasik 1.550 baz ¢ifti oldugu tespit edildi.

3.5.3. 16S rRNA Gen Sekanslarimin Gen Bank’taki Benzerlikleri

Izolatlarm 16S rRNA dizin analizi MACROGEN firmas: tarafindan yapildi. Bu
sekanslar Gen Bank’ta var olan diger bakterilerin 16S rRNA genleriyle karsilastirilarak
yiizde benzerlikler tespit edildi (Tablo 13).
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Tablo 13. Bakteriyal izolatlarin 16S rRNA gen benzerlikleri. S1: Pantoea sp. S1, S2:
Pantoea agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans S3, S4: Pantoea
agglomerans S4, S5: Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp.
S7, S8: Pantoea sp. S8, S9: Micrococcus luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11:

Pantoea sp. S11.

izolat Benzer oldugu bakteriler GenNE(’;ank Or(t;:)me Ber(lj/((a) )r lik
S1 Pantoea sp. GJT-8 FJ426593 %100 % 98
P. agglomerans EL107 FJ357815 %100 % 98
P. agglomerans 48b/90 FJ756354 %100 % 98
S2 Pantoea agglomerans BJ-Tobacco AY849936 %100 % 99
P. agglomerans EL107 FJ357815 %100 % 99
P. conspicua PSB25 HQ242738 %100 % 99
S3 Pantoea agglomerans EU598802 %100 % 99
P. agglomerans 45 AM184091 %100 % 99
P. sp. SB547 FJ357836 %100 % 99
Bacterium 3-2 DQ163944 %100 % 99
S4 Pantoea agglomerans BJ-Tobacco AY849936 %100 % 99
P. conspicua PSB25 HQ242738 %100 % 99
P. agglomerans PSB26 HQ242739 %100 % 99
P. sp. strain Ina5 AM909657 %100 % 99
Panthophila M19 2C JN644500 %100 % 99
S5 Pantoea sp. GJT-8 FJ426593 %100 % 99
P. agglomerans EL107 FJ357815 %100 % 99
Enterobacter agglomerans A20 AF130887 %100 % 99
S6 Pseudomonas stutzeri HD5 4C JN644606 %100 % 99
Bacterium enrichment phytdeg42 JF834284 %100 % 99
Pseudomonas stutzeri BPRIST027 JF431416 %100 % 99
Pseudomonas sp. sampath10 HM749063 %100 % 99
S7 Pantoea sp. GJT-8 FJ426593 %100 % 98
P. agglomerans EL107 FJ357815 %100 % 98
P. agglomerans 48b/90 FJ756354 %100 % 98
S8 Pantoea sp. GJT-8 FJ426593 %100 % 99
P. agglomerans 48b/90 FJ756354 %100 % 99
P. agglomerans BJ-Tobacco AY849936 %100 % 99
S9 Micrococcus luteus CV31 AJ717367 %100 % 99
M. sp. HB241 GU213502 %100 % 99
M. bacterium KVD-unk-39 DQ490457 %100 % 99
M. indicus BBQ1 AM158920 %100 % 99
S10 Pantoea sp. GJT-8 FJ426593 %100 % 98
P. agglomerans EL107 FJ357815 %100 % 98
P. conspicua isolate PSB25 HQ242738 %100 % 98
P. ananatis LMG 20103 AF364847 %100 % 98
S11 Pantoea sp. GJT-8 FJ426593 %100 % 98
P. agglomerans EL107 FJ357815 %100 % 98
P. conspicua PSB25 HQ242738 %100 % 98
P. anthophila M19 2C JN644500 %100 % 98

50


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/213959386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RB423EPE012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209972613?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=RB423EPE012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224815302?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=RB423EPE012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57670121?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RB2TW7W601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209972613?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RB2TW7W601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325660498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=RB2TW7W601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/171909199?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RB4H7YDM016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89363510?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=RB4H7YDM016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209972634?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=RB4H7YDM016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/73672464?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=RB4H7YDM016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57670121?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RB7SHNP2013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325660498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=RB7SHNP2013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325660499?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=RB7SHNP2013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/160730406?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=RB7SHNP2013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348161412?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=RB7SHNP2013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/213959386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RB8RDAD5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209972613?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=RB8RDAD5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4754819?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=RB8RDAD5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348161518?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RB9M1FD2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334904678?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RB9M1FD2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/328835126?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=RB9M1FD2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302171905?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=RB9M1FD2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/213959386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RBASGKGW012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209972613?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=RBASGKGW012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224815302?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=RBASGKGW012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/213959386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RBNGMXT301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224815302?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=RBNGMXT301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57670121?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=RBNGMXT301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56542016?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RBPZ53KY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296936101?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RBPZ53KY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/94995763?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=RBPZ53KY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/82569028?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=RBPZ53KY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/213959386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RBRT31V3012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209972613?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=RBRT31V3012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325660498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=RBRT31V3012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15088590?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=RBRT31V3012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/213959386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RBTN0S0J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209972613?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=RBTN0S0J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325660498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=RBTN0S0J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348161412?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=RBTN0S0J01N

3.5.4. Filogenetik Agac

Stineden elde edilen bakteriyal izolatlarin yakm iligkili oldugu bakteriler ile
filogenetik benzerlikleri belirlenmistir. Elde edilen dendogram’a gore S1, S5, S8, S10 ve
S11 nolu bakteriyal izolatlarinin en fazla Pantoea sp. suslari ile, S2 ve S4 nolu bakteriyal
izolatlarmin en fazla Pantoea agglomerans suslari ile, S3 bakteriyal izolatinin en fazla
Pseudomonas sp. suslar1 ile ve S9 bakteriyal izolatinin ise en fazla Micrococcus luteus

suslari ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Bakteriyal izolatlarin filogenetik agaci. Dendogram MEGA 5.0 filogenetik
programi kullanilarak neighbor-joining (NJ) metodu ile yapilmistir(Tamura vd.,

2011). Nodlarin yanindaki rakamlar

se¢-bagla (bootstrap) degerlerini

gostermektedir. Seklin altindaki skala ise benzerlik dercesini gostermektedir.
S1: Pantoea sp. S1, S2: Pantoea agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans
S3, S4: Pantoea agglomerans S4, S5: Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6,
S7: Pantoea sp. S7, S8: Pantoea sp. S8, S9: Micrococcus luteus S9, S10:

Pantoea sp. S10, S11: Pantoea sp. S11.
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Yapilan karakterizasyon c¢aligmalarina goére Eurygaster integriceps (Put.)’in
bakteriyal floras1 Pantoea sp. S1, S5, S7, S8, S10 ve S11, Pantoea agglomerans S2, S3 ve
S4, Pseudomonas sp. S6 ve Micrococcus luteus S9 olarak belirlenmistir (Tablo 14).

Tablo 14. Bakteriyal izolatlarin tiir tayini sonuglar1

izolat Tiir

S1 Pantoea sp.

S2 Pantoea agglomerans
S3 Pantoea agglomerans
S4 Pantoea agglomerans
S5 Pantoea sp.

S6 Pseudomonas sp.

S7 Pantoea sp.

S8 Pantoea sp.

S9 Micrococcus luteus
S10 Pantoea sp.

S11 Pantoea sp.

3.5.5. Bakteriyal izolatlarin Patojenite Degerleri

Yapilan bioassay ¢aligmalar1 sonucunda siineden elde edilen bakteriyal izolatlarin
farkli oranlarda 6liim degerlerine sahip olduklar1 belirlenmistir. En yliksek 6liim oranlari
Pantoea sp. S1, Pantoea agglomerans S4 ve Pantoea sp. S7 izolatlarindan %100 6liim
degeri ile elde edilmistir. Diger izolatlarin 6liim oranlar1 ise %55 ile %77 arasinda
degismektedir. Fakat istatistiksel analiz sonucunda kontrol grubu ile bakteriyal izolatlar
arasinda anlamli bir farklilik belirlenememistir (F= 2.049, df= 11, p>0.05) (Sekil 16).
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Sekil 16. Bakteriyal izolatlarin Eurygaster integriceps (Put.) erginlerine karsi patojenite
degerleri. Oliim degerleri Abbott formiilii kullanilarak anlamlandirilmistir
(Abbott 1925). Siitunlarin tizerindeki rakamlar 6liim degerlerini gostermektedir.
Barlar standart standart sapmayi gostermektedir. S1: Pantoea sp. S1, S2:
Pantoea agglomerans S2, S3: Pantoea agglomerans S3, S4: Pantoea
agglomerans S4, S5: Pantoea sp. S5, S6: Pseudomonas sp. S6, S7: Pantoea sp.
S7, S8: Pantoea sp. S8, S9: Micrococcus luteus S9, S10: Pantoea sp. S10, S11:
Pantoea sp. S11, Kontrol: PBS.

3.5.6. Fungal izolatlarin Patojenite Degerleri

Cesitli entomopatojenik fungus izolatlarmm Eurygaster integriceps (Put.)
erginlerine denenmesi sonucunda fungal izolatlar degisik oranlarda 6liim degerlerine neden
olmustur. En yiikksek O6lim oran1 %100 ile Isaria fumosorosea ARSEF8333’ten elde
edilmistir. Diger izolatlarin 6liim degerleri ise %33 ile %50 arasinda degismektedir. Fakat
yapilan istatistik analizler sonucunda fungal izolatlar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir
farklilik belirlenmemistir (F=1.15, df= 4, p>0.05) (Sekil 10). Aymi1 zamanda fungal
izolatlardan sadece iki tanesi %16 oraninda mikoz degeri gdstermistir ve bunlarda
istatistiksel olarak kontrol grubundan farkli bulunmamustir (F=0.75, df= 4, p>0.05) (Sekil
17).
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Cesitli entomopatojenik fungal izolatlarin Eurygaster integriceps (Put.)
erginlerine karsi patojenite degerleri. Oliim degerleri Abbott formiilii
kullanilarak anlamlandirilmistir (Abbott 1925). Siitunlarin tizerindeki rakamlar
O0lim ve mikoz degerlerini gostermektedir. Barlar standart sapmay1
gostermektedir. Kontrol: %0.01°lik Tween 80.
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4. TARTISMA VE SONUC

Zararli boceklere karsi kullanilan kimyasallar siirekli artmakta ve canli yasamini
tehdit etmektedir. Tiim diinyada, yeterli miktar ve kalitede gida temininin sOmiiriicii ve
kirletici tarimla saglanamayacagi endisesi yayginlasmaktadir. Saglikli bir tarim sistemi
kagimilmaz olmakta ve tarimsal kimyasallarm kullanilmadig: gidalarin tiretimi, insanligin
ve dogal kaynaklarin gelecegi icin zorunlu hale gelmektedir. Giiniimiizde dogal
kaynaklarin korunmasi ve bozulan ekolojik dengenin yeniden tesisi, topragin yasatilmasi,
flora ve faunanin korunmasi, biyolojik gesitliligin devami ve kimyasal Kirlilik ile toksik
kalintilarm yok edilmesi insanligin temel amact olmustur (Cakmakg1 ve Erdogan, 2005).
Bu nedenle hem diinyada hem de iilkemizde biyolojik miicadele ¢alismalari her gegen giin
daha da onem kazanmakta ve miicadele ile ilgili calismalarin bu yone kaymasina sebep
olmaktadir. Molekiiler biyoloji, genetik miihendisligi ve biyoteknoloji alanindaki yeni
bilimsel buluslar ve gelismeler hastalik ve zararlhlarla biyolojik miicadele de 6nemli
gelismelere sebep olmustur (Kotan, 2002; Dadasoglu, 2007). Bu tez ¢alismasinda E.
integriceps (Put.)’e kars1 daha etkin ve giivenli biyolojik miicadele etmenlerinin bulunmasi
amaciyla, bu zararlinin bakteriyal floras1 belirlenmistir.

E. integriceps (Put.)’un bakteriyal floras1 Pantoea sp. S1, S5, S7, S8, S10 ve S11,
Pantoea agglomerans S2, S3 ve S4, Pseudomonas sp. S6 ve Micrococcus luteus S9 olarak
belirlenmistir. Flora iiyelerinden en yiiksek 6liim oranlar1 %100’lik bir deger ile Pantoea
cinsine dahil S1, S4 ve S7 suslarindan elde edilmistir. Pantoea cinsi, Gram (-), kapsiil ve
spor olusturmayan, peritrik flagella ile hareket eden gubuk sekilli bakterilerdir. Bitkilerde,
insan digkisinda ve toprakta yaygin olarak bulunurlar. Firsat¢1 patojen olan bu bakterilerin
bazilar1 bitki patojenidir (Ayhan, 2000). Son zamanlarda anofel sivrisineginin simbiyotu
olan Pantoea agglomerans’in, malariya hastaligma sebep olan Plasmodium sp. karsi
(anofel adi ile anilan sivrisineklerin tasidigi tek hiicreli parazit) anti-Plasmodium
proteinlerini salgilayarak bu parazitin gelisimini durdurdugu bulunmustur (Bisi ve Lampe,
2011). Litaratiir bilgisine ve bu tez g¢alismasina gore Pantoea cinsine ait bakterilerin
mikrobiyal miicadelede kullanim potansiyellerinin oldugu tespit edilmistir. Buna ragmen
bazi P. agglomerans suslarmin insanlarda patojen olabildigi (Cruz vd., 2007; Uche, 2008)
icin biyolojik miicedele kullanimi smirlandirilmaktadir. Ayn1 zamanda, bu suglarin diger

canlilar agisindan da patojenitesinin iyi arastirilmas: gerekmektedir.
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Pseudomonas cinsine ait bakterilerin, mikroskobik goriiniimleri nadiren biiyiik ve
sekil olarak normalden ¢ok farkli olabilirler. Gram negatif olan bu bakteriler spor
olusturmaz. Bazi tiirlerin hiicreleri oval sekilli olabilirken bazi bitki patojenlerinin
hiicreleri 4 pm’den daha uzundurlar. Sahip olduklar1 bir veya birden fazla polar flagella ile
hareket ederler. Nadiren hareketsiz olan Pseudomonas suslar1 da mevcuttur (Cowan vd.,
1974). Pseudomonas’in bazi suslart bitkilerden (Hirano ve Upper, 2000), bazi suslar1
nehirlerden (Carson vd., 1973; Vachee vd., 1997) ve bazi suslar1 topraktan (Carson vd.,
1973) izole edilmistir. Pseudomonas entomophila’mm bazi suslarmm Drosophila
melanogaster’e karsi patojen oldugu bilinmektedir (Vodovar vd., 2005). Pseudomonas
aeruginosa suslar1 da Galleria mellonella larvalarinda toksik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Pseudomonas entomophila’nin Drosophila melanogaster (Sirke sinegi)
tarafindan yenildiginde toksik etki gosterdigi bulunmustur (Vodovar, 2006). Maria ve
arkadasglar1 bitki ile yarali olan P. fluorescens tiiriine bocege karsi toksik protein iireten
genleri klonladilar ve bu toksinlerin domates kurdu (Manduca sexta) iizerinde etkili
oldugunu goézlemlediler (Maria vd., 2008). Sezen ve Demirbag (1999) Balaninus nucum’
dan (findik kurdu) izole ettikleri P. fluorescens izolatinin bu zararhya karsi toksik etkisinin
oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda E. Integriceps (Put.) erginlerinden
Pseudomonas sp. S6 susu izole edilmistir. Bu bakteriyal izolatin zararliya kars1 6liim orani
yaklasik %78 olarak bulunmustur. Bu nedenle bu izolatin biyolojik miicadelede kullanim
potansiyelinin oldugu diisiiniilmektedir. Fakat bunu ispatlamak igin daha detayli bioassay
calismalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Micrococcus luteus gram pozitif ve kiire seklinde bakterilerdir. Bu bakteri toprakta,
suda, havada, insan viicudunda (Madigan ve Martinko, 2005) ve bocek bagirsaginda
bulunmaktadir (Schleifer, 1986). Yapilan baska bir ¢alismada ise Sezen ve Demirbag
(1999) findik kurdundan (Balaninus nucum L.) izole ettikleri M. luteus izolatinin bu
zararliya karsi toksik etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda E. integriceps
(Put.) erginlerinden Micrococcus luteus S9 susu izole edilmistir. Bu izolatin zararhida
yaptig1 6liim orani yaklasik %78 olarak bulunmustur. Biitiin bu ¢aligmalar bu bakterinin
mikrobiyal miicadele de kullanilma potansiyelinin oldugunu gostermektedir. Oysaki bunun
kanitlanmasi i¢in daha detayl biyoassay g¢alismalarinin ve giivenlik testlerinin yapilmasi
gerekmektedir.

Boceklerin bagirsak mikrobiyal florasi patojen bakterilerden, zorunlu mutualist

bakterilere kadar tiim mikrobiyal ozellikteki iliskileri gostermektedir (Dillon ve Dillon
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2004). Son galigmalara bagli olarak simbiyotik bakterilerin zararli boceklere karsi birkag
farkli yolla mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.  Bu
yaklagimlardan biri simbiyotik bakterilerin insekdisidal toksinleri veya zarali maddeler
tretmek i¢in genetik olarak modifiye edilmeleridir (Beard vd., 1998). Medina ve
arkadaglar1 (2009) pZeoDsRed mekik vektoriiniin ates karincasinin orta bagirsagindaki
bakterilere basarili tranformasyonunu gostermislerdir ve bu transform edilen bakterinin
cesitli toksik genlerin ekspresyonu i¢in kullanilabilecegini ileri siiriilmiistiir. Ayrica, Beard
ve arkadaglar1 (1992) Chagas hastalik vektoriiniin simyotik bakterileri olarak bulunan
Rhodnius prolixus’un bagirsakta bir anti-tripanasomal etmen ekspres etmesi igin transfer
edilebilecegini tespit etmislerdir. Bu yaklagim simbiyotik bakterilerin mikrobiyal etmen
olarak kullanilmasinin temelini olusturmaktadir. Bu bilgilere dayanarak, bu tez
calismasinda elde edilen bakterilerde genetik olarak modifiye edilebilir ve c¢esitli
insektisidal toksinlerin {iretimi i¢in kullanilabilirler. Bu sayede, bu zararlinin
miicadelesinde kullanilma potansiyellerinin oldugu diisiiniilmektedir.

Entomopatojenik funguslar bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde énemli role
sahiptir. Bes farkli smif igerisinde farkli bir dizilis géstermekte olan entomopatojenik
funguslar belirli bocek tiirlerini enfekte eden zorunlu patojenler, pek ¢ok bocek tiiriinii
enfekte edebilen genel patojenler ve fakiiltatif patojenler olarak gruplandirilabilir. Fungal
epizootikler bazi1 bocek tiirlerinde yaygin olmasima ragmen, bazi1 bocek tiirlerinde ise nadir
goriiliir (Goettel vd., 2005). Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadele etmeni
olarak 100 yili askin bir siiredir kullanilmakta oldugu bilinmektedir (Hall vd., 1982).
Simdiye kadar tanimlanan 700’in {izerinde entomopatojenik fungus bilinmekte ve
bunlardan Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea
(=Paecilomyces fumosoroseus) ve Verticillium lecanii gibi bazi tiirler ise bir¢ok tilkede pek
¢ok zararliyla miicadelede ticari olarak kullanilmaktadir (Rath, 2000; Strasser vd., 2000).
Ornegin, B. bassiana Brezilya’da muz kurduna (Cosmopolites sordidus), Cin’de ¢am
tirtihina (Dendrolimus sp.), Avrupa’da ise afidlere ve musir kurduna (Ostrinia nubilalis)
karst kullanilmaktadir (Goettel vd., 2005). Entomopatojenik funguslarm, memeliler
tizerinde herhangi bir toksik etkilerinin bulunmamasi, boceklerde direng olusturmamalari,
biyoteknolojik gelistirmelere yonelik yiiksek bir potansiyele sahip olmalari, uygulama
sonrast ¢evrede uzun siire kalarak uzun omiirlii micadele saglamalari, konaklarinin tiim
gelisme fazlarini enfekte etmeleri, genellikle insektisidlerle birlikte sinerjitik hareket

etmeleri ve onlarla beraber kullanilabilmeleri ve kitle siretimi problemlerinin tistesinden
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kolayca gelmeleri gibi, biyolojik miicadelede kullaniimalari agisindan birgok onemli
avantajlara sahiptir (Wan, 2003; Demirbag vd., 2008; Sevim, 2010).

Beauveria bassiana, boceklerde “beyaz muskaridin” olarak bilinen bir hastaliga
sebep olmaktadir. Bu fungusun sporlar1 boceklerin {ist deri tabakasi ile temasa gegtigi
zaman c¢imlenirler ve dogrudan iist derisinden konakgilarmin viicutlarinin ig¢ine dogru
biiyiirler. Fungus toksin tireterek ve bocegin gidalarini kurutarak viicudunda hizla ¢ogalir.
Bundan dolayi, boceklerin bakteriyel ve viral patojenlerinin aksine Beauveria ve diger
fungus patojenlerin enfeksiyonu igin sadece temas yeterlidir. Konagin kendilerini yemesine
gerek yoktur. Fungus konakgisint 6ldiirdiigii zaman, yumusak derinin daha yumusak
kisimlarinin arasindan bocegi beyaz bir kiif tabakasi ile kaplayarak disariya dogru biiyiir.
Bu ince tiiylii kiif ¢evreye saliverilen milyonlarca yeni infektif sporlar iiretir (Ocak vd.,
2007). Calismamizda kullanilan Beauveria bassiana ARSEF8356 fungus susunun E.
integriceps (Put.) erginlerinde yaptigi 6liim oran1 %50, mikozlanma orani ise %16 olarak
belirlenmistir. Bu Beauveria bassiana ARSEF8356 susunun E. integriceps (Put.)
erginlerine kars1 biyolojik miicedelede kullanim potansiyelinin oldugunu gostermektedir.

Entomopatojen tiirler Isaria farinosa ve Beauveria bassiana’nin inokulum
yogunlugunun Eurygaster integriceps (Put.) ve E. austriaca erginleri iizerine etkileri
incelenmistir. Inokulum yogunlugu artirildik¢a B. bassiana’nin I. farinosa’ya oranla her iKi
stine tirinde de daha etkili oldugu belirlenmistir (Mustu vd., 2011). Calismamizda
kullanilan Isaria fumosorosea ARSEF8333 susunun E. integriceps (Put.) erginlerinde
yaptig1 6liim oranm1 %100, mikozlanma orani ise %0 olarak belirlenmistir. Bu nedenle bu
fungus susunun mikrobiyal miicedelede kullanim potansiyeli yiiksektir. Ancak
mikozlanma goriilmedigi i¢in E. integriceps (Put.) erginlerine karsi yapilacak biyolojik
miicadelede Beauveria bassiana ARSEF8356 susunun kullanilmasi daha belirgin
goriilmektedir.

Bu c¢aligmada E. integriceps (Put.) erginlerinden elde edilen bakteriyal izolatlarin
bu zararliya kars1 biyolojik miicadelede kullanim potansiyeli arastirilmistir. Ayrica bunlara
ek olarak bazi entomopatojenik funguslarinda bu zararliya karsi kullanilma potansiyelleri
arastirilmistir. Sonug olarak, bu calismada test edilen bazi bakteri ve fungus izolatlarinin
zararhiya kars1 kullanilma potansiyellerinin bulundugu tespit edilmistir. Ozellike Pantoea
sp. S1, Pantoea agglomerans S4, Pantoea sp. S7, Isaria fumosorosea ARSEF8356 ve
Beauveria bassiana ARSEF8356’nin bu zararli ile miicadelede iimit verici oldugu

goriilmektedir.
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5. ONERILER

Bu c¢alismada Eurygaster integriceps (Put.) erginlerinden elde edilen bakteriyal
izolatlarin ve gesitli entomopatojenik funguslarin bu zararliya karsi biyolojik miicadelede
kullanim potansiyeli arastirilmistir. Bu ¢alismanin devamui olarak zararliya karsi yiiksek
aktiviteye sahip suslarin mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanilabilmesi i¢in daha
detayli bioassay calismalarinin yapilmast ve LCsg, LTsp, LCqo degerlerinin hesaplanmasi
gerekmektedir. Ozellikle alan uygulamalarinin yapilmasi biiyiik dnem tasimaktadir. Bunun
haricinde ¢esitli ¢cevresel risk faktorlerinin belirlenmesi (faydali boceklere, memelilere ve
kuslara kars1 toksisite testleri gibi) de kaciilmazdir. Son olarak, bu ¢alismada belirlenen
simbiyotik bakterilerin genetik miihendisligi yontemi ile gelistirilerek zararlinin

miicadelesinde kullanilma potansiyelleri arastirilmalidir.

60



6. KAYNAKLAR

Abbott WS. 1925. A method of computing the effectiveness of an insecticide. J Econ
Entomol.18: 265-267.

Akkaya A. 1994. Bugday Yetistiriciligi, Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Genel
Yaym No:1, Ziraat Fakiiltesi Yaym No:1, Genel Yaym No:1, Ders Kitaplar1 Yayin
No:1, 230 s.

Anonim 1995. Zirai Miicadele Teknik Talimatlari, Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii,
Ankara, Cilt 1, 291 s.

Anonim 2007. T.C. Milli Egitim Bakanhig, MEGEP (Mesleki Egitim ve Ogretim
Sisteminin Gii¢lendirilmesi Projesi), Bahgecilik Miicadele Y ontemleri, Ankara.

Anonim 2008. Dogru Zirai Miicadele Yontemleri, Tarim ve Koyisleri Bakanligi Yayin
Dairesi Baskanlig1, Kiiresel Isinma ve Ulke Tarimi Serisi — 3, Uckun Z. Ve Yilmaz
E., Ankara.

Anonim 2009. Toprak Mahsulleri Ofisi (TMO), 2009 Y1ili Hububat Raporu, Ankara.
Anonim 2010. Toprak Mahsulleri Ofisi (TMO), 2010 Y1ili Hububat Raporu, Ankara.

Aric1 SE. 2006. Somaklonal Varyasyondan Yararlanarak n Vitro Seleksiyonla Bugday
(Triticum Aestivum L.)’da Basak Yanikligina (Fusarium spp.) Dayanikli Bitki Elde
Edilmesi, Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim
Dali, Doktora Tezi, Adana.

Ath A, Koksel H ve Dag A. 1988. Siine zararinin ekmeklik bugday kalitesine etkisi ve
belirlenmesi. 1. Uluslararas1 Siine Sempozyumu. Bildiri Kitab1: 1-19. 13-17
Haziran 1988, Tekirdag.

Ayhan K. 2000. Gida Mikrobiyolojisi ve Uygulamalari, Genisletilmis 2. Baski; Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii yaymi. Sim Matbaasi,
Ankara 522 s.

Bahar AA. 2006. Oberea Linearis’in Bakteriyal Florasmin Ve Mikrobiyal Miicadele
Ajanlarmin Arastirilmasi, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi, Trabzon.

Beard CB, Durvasula RV and Richards FF 1998. Bacterial symbiosis in arthropods and the
control of disease transmission. Emerg Infect Dis 4: 581-591.

Beard CB, Mason PW, Aksoy S, Tesh RB and Richards FF. 1992. Transformation of an

insect symbiont and expression of a foreign gene in the Chagas disease vector
Rhodnius prolixus. Am J Trop Med Hyg 46: 195-200.

61



Ben-Dov E, Boussiba S ve Zaritsky A. 1995. Mosquito Larvicidal Activity of Escherichia
coli with Combinations of Genes from Bacillus thuringiensis subsp. israelensis, J.
Bacteriol., 2581-2587.

Benson HJ. 1985. Microbiological Applications, a Laboratory Manuel in General
Microbiology, Brock, Fourth Edition, Wm C. Brown Publishers, Dubuque, lowa.

Berliner E. 1931. Leimkleberweizen ist wanzenweizen. Muehlenlab, 1: 25 - 26.

Bisi DC and Lampe D.J. 2011. Secretion of anti-Plasmodium effector proteins from a
natural Pantoea agglomerans isolate by using PelB and HIyA secretion signals.
Appl. Environ. Microbiol. 77, 4669-4675.

Cappuccino JG and Sherman N. 1992. Microbiology, a Laboratory Manual, Third Edition,
Rockland Community College, Suffern, New York.

Carson LA, Favero MS, Bond WW and Petersen NJ. 1973. Morphological, Biochemical
and Growth Characteristics of Pseudomonas cepacia from Distilled Water. Appl.
Microbiol., 25(3): 476-483.

Cowan ST, Holt JG, Liston J, Murray RGE, Niven CF, Ravin AW and Stanier RY. 1974.
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, Buchanan, R.E. and Gibbons,
N.E. (co-eds.), 8th ed., The Williams and Wilkins Company., Baltimore, London,
Part 7, p217-243.

Critchley BR. 1998. Literature review of sunn pest Eurygaster integriceps Put.(Hemiptera,
Scutelleridae), Crop Prot. 17 (1998) (4), pp. 271-287.

Cruz AT, Cazacu AC and Allen CH. 2007. Pantoea agglomerans, a plant pathogen
causing human disease. J Clin Microbiol 2007; 45(6): 1989-92.

Cakmake1 R ve Erdogan U. 2005. Organik Tarim Ispir Hamza Polat Meslek Yiiksek Okulu
Ders yayinlar1 No: 2, 121-124.

Dadasoglu F. 2007. Sera ve Tarla Zararhilarma Kars1 Etkili Biyoajan Bakteri Strainlerinin
[zolasyonu Ve Tanisi, Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma

Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Erzurum.

Demirbag Z ve Demir 1. 2007.Genel Mikrobiyoloji Laboratuvar Klavuzu. Esen ofset
Matbacilik, Trabzon.

Demirbag Z, Nalgacioglu R, Kati H, Demir I, Sezen K ve Ertiirk O. 2008.
Entomopatojenler ve Biyolojik Miicadele, Esen Ofset Matbaacilik, Trabzon.

Dent D. 1995. Integrated Pest Management. Chapman & Hall, 2-6 Boundary Row, London
SE1 8HN, UK. Pp.356.

Dillon RJ and Dillon VM 2004. The gut bacteria of insects: Nonpathogenic interactions.
Ann Rev Entomol 49: 71-92.

62



Feener DH, Jr. and Brown BV. 1997. Diptera as parasitoids. Annual Review of
Entomology. 42, 73-97 s.

Goettel MS, Eilenberg J and Glare T. 2005. Entomopathogenic Fungi and Their Role in
Regulation of Insect Populations. In: Comprehensive Molecular Insect Science,
Gilbert, L., I., latrou, K. ve Gill, S., S. (Ed.), Amsterdam, 361-405.

Gézﬁag4< C, Kara K, Karaca V, Duman M, Mutlu C ve Melan K. 2010. Harran
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 14(1): 1-8.

Grain 2009. World Markets and Trade, ABD Tarim Bakanligi, Eyliil 20009.

Giilcan S. 2006. Cesitli Kaynaklardan Izole Edilen Pseudomonas Cinsi Bakterilerin Agir
Metal Ve Naftalin Toleransi, Pamukkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi, Denizli.

Giin G. 2010. Mustafa Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma Anabilim
Dali, Adiyaman, Gaziantep ve Hatay Illerinde Siine (Eurygaster integriceps Put.)
(Heteroptera: Scutelleridae) Ergin Parazitoitleri (Diptera: Tachinidae) ve Bazi
Biyolojik Ozellikleri, Yiiksek Lisans Tezi, Antakya.

Hall RA and Papierok B. 1982. Fungi as Biological Control Agents of Arthropods of
Agricultural and Medical Importance, Parasitology, 84, 205-240.

Hall TA. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/ 98/NT. Nucleic Acids Symp 41:95-98.

Hariri G, Williams PC and El-Haramein FJ. 2000. Influence of pentatomid insect on the
physical dough properties and two layered flat bread baking quality of Syrian
wheat. Journal of Cereal Science, 31: 111 - 118.

Hirano SS and Upper CD. 2000. Bacteria in the Leaf Ecosystem with Emphasis on
Pseudomonas syringae a Pathogen, Ice Nucleus and Epiphyte. Microbiol. Mol.
Biol. R.,64(3): 624-653.

Islamoglu M ve Kornosor S. 2007. Kahramanmaras ili Kislak ve Bugday Alanlarinda Siine
Ergin Parazitoid (Diptera; Tachinidae) Tiirleri ile Parazitleme Oranlarinin
Belirlenmesi, Siileyman Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi 2(2): 53-61,
2007 ISSN 1304-9984.

Kat1 H. 2008. Bakteriler ve biyolojik miicadele. Entomopatojenler ve biyolojik miicadele.
Demirbag Z. (ed.), Esen Ofset Matbaacilik, Trabzon. ss.109-174.

Kazzazi M, Bandani AR and Hosseinkhani S. 2005. Biochemical characterization of a-

amylase of the sunn pest, Eurygaster integriceps. Entomological Science 8, 371 -
377.

63



Kivan M. 1996. Tekirdag ilinde Eurygaster integriceps Put. (Heterotera, Scutellerdae)’in

endoparazitleri ve etkinlikleri iizerinde arastirmalar. Tiirkiye Entomoloji Dergisi, 20
(3): 211 - 216.

Kogak E ve Babaroglu N. 2005. Orta Anadolu Bélgesi kislaklarindaki Eurygaster
(Heteroptera: Scutelleridae) tiirleri. Tiirkiye Entomoloji Dergisi, 29 (4): 301-307.

Kogak E. 2008. Tiirkiye’de Siine Miicadelesinde 80 Y1l (1928 — 2007), Ulkesel Tahil
Sempozyumu, 2-5 Haziran 2008, Konya.

Kogak E, Cetin G ve Hanta C. 2007. Giiney Marmara illeri hububat alanlarindaki Stine

(Eurygaster spp., Heteroptera, Scutelleridae) tiirleri ve miicadele durumu. Uludag
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 21 (1): 43-50.

Kotan R. 2002. Dogu Anadolu Bolgesi’'nde yetistirilen yumusak c¢ekirdekli meyve
agaclarindan izole edilen patojen ve saprofitik bakteriyel organizmalarin klasik ve
molekiiler metotlar ile tanis1 ve biyolojik miicadele imkanlarinin arastirilmasi,
Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim Dals,
Doktora Tezi, s 217.

Kouker G and Jaeger KE 1987. Specific and sensitive plate assay for bacterial lipases.
Appl Environ Microbiol. 53: 211-213.

Kretovich VL. 1944. Biochemistry of the damage to grain by the wheat-bug. Cereal
Chemistry, 21(1):1-16.

Lodos N. 1961. Tiirkiye, Irak, Iran ve Suriye'de Siine (Erygaster integriceps Put.) problemi
iizerine arastirmalar. Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Yaymlari, Ege Universitesi
Matbasi, No: 51, 115 s.

Lodos N. 1986. Tiirkiye Entomolojisi-II (Genel Uygulamali ve Faunistik). Ege
Universitesi Bitki Koruma Boliimii, Ege Universitesi Matbaas1, Izmir, 429, 591,580
S.

Lorenz K and Meredith P. 1988. Insect-damaged wheat effects on starch characteristics.
Starch, 40: 136 - 139.

Maria PT, Bruck DJ, Maurhofer M, Fischer E, Vogne C, Henkels MD, Donahue KM,
Grunder J, Loper JE and Keel C. 2008. Molecular analysis of a novel gene cluster
encoding an insect toxin in plant-associated strains of Pseudomonas fluorescens.
Environ Microbiol. 10(9):2368-86.

Madigan M, Martinko J (editors). 2005. Brock Biology of Microorganisms (11th ed.).
Prentice Hall, ISBN 0-13-144329-1.

Matsoukas N and Morrison WR. 1990. Bread making quality of ten Greek bread wheat
baking and storage tests on bread made by long fermentation and (chemical) dough
development processes and the effects of bug-damaged wheat. Journal of the
Science Food and Agriculture, 53: 363 - 377.

64


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18484997
http://en.wikipedia.org/wiki/International_Standard_Book_Number
http://en.wikipedia.org/wiki/Special:BookSources/0-13-144329-1

Medina F, Li H, Vinson SB and Coates CJ. 2009. Genetic transformation of midgut
bacteria from the red imported fire ant (Solenopsis invicta). Curr Microbiol 58:
478-482.

Meredith P. 1970. “Bug” damage in wheat. New Zealand Wheat Review, 11: 49-53.

Moore D. 1998. Siine, Ozellikle Eurygaster integriceps Put. Miicadelesi: Entegre
Miicadelede Mikoinsektisitlerin Rolii. Entegre Siline Miicadelesi. Zirai Miicadele
Merkez Arastirma Enstitiisii. 6-9 Ocak, 5-13, Ankara.

Mustu M, Demirci F ve Kogak E. 2011. Entomopatojen Funguslar Isaria farinosa ve
Beauveria bassiana’nin Siine Tiirleri Eurygaster integriceps ve Eurygaster
austriaca (Hemiptera: Scutelleridae) Uzerine Laboratuvar Kosullarmda Etkileri,
Tiirkiye I'V. Bitki Koruma Kongresi Bildirileri, 28-30 Haziran, Kahramanmaras.

NCCLS, National Committee for Clinical Laboratory Standards. 1997. Performance
standards for antimicrobial susceptibility tests, 6th ed., Wayne PA.

National Research Council. 1984. Subcommite on Insect Pest, Insect-Pest Management
and Control, Washington.

Nizamlioglu K. 1955. Siine’nin salgin yapma sebepleri lizerine yeni aciklamalar ve
Diyarbakir—Urfa bolgesinde Siine (Eurygaster integriceps Put.)’nin 6kolojisi,
epidemiyolojisi ve miicadelesi. Koruma Tarim ilaglar1 A. S. Nesriyati No: 4,
Istanbul, 26 sayfa.

Ocak I, Dogan S, Ayyildiz N ve Hasenekoglu I. 2007. Akarlardan izole Edilmis
Entomopatojen Bir Fungus Tiirii: Beauveria bassiana, Cankaya Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Journal of Arts and Sciences Say1: 7, Mayis.

Ogurlu 1. 2000. Biyolojik Miicadele, Siileyman Demirel Universitesi Yaymnlari, No:8
(1.Baski) Isparta, 98-101s.

Ozbek H ve Hayat R. 2003. Tahil sebze, yem ve endiistri bitki zararlilari. Atatiirk
Universitesi Yaymlar1. No: 930, 320 s., Erzurum.

Payne CA. 1988. Patogenes for The Control of Insects: Where Next?, Philosophical
Transactions of The Royal Society of London, B 318, 225-248.

Perez G, Bonet A and Rosell CM. 2005. Relationship between gluten degradation by Aelia
spp. and Eurygaster spp. and protein structure. Journal of the Science Food and
Agriculture, 85: 1125 - 1130.

Rath AC. 2000. The Use of Entomopathogenic Fungi for Control of Termites, Biocont.
Sci. Technol., 10, 563- 581.

Ridgway RL and Inscoe MN. 1998. Mass-Reared natural enemies for pest control: trends
and challenges, in mass-reared natural enemies: application, regulation, and needs,

65



Ridgway, R.L., M.P. Hoffmann, M.N. Inscoe, and C.S. Glenister, Eds. Thomas Say
Publications in Entomology, Entomological Society of Americe, Lanham, Maryind.

Rumyantseva VI. 1981. Economic threshold of injuriousness of the most important pests of
cereal crops [In Russian: English Summary in CAB Abstracts]. Zashchita Rastenii,
12: 10-11.

Sambrook J, Fritsch EF and Maniatis T. 1989. Molecular Cloning - A Laboratory Manual,
Baski: 2, Cold Spring Habour Laboratory Press, New York.

Sandalli C, Kagagan M, Canak¢i S and Belduz AO. 2008. Cloning, expression,
purification and characterisation of a thermostable chitinase from Bacillus
licheniformis Al. Ann. Microbiol., 58: 245-251.

Schleifer KH. 1986. Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology, Volume 2, Baltimore
USA.

Sevim A. 2010. Dogu Karadeniz Bolgesi’nden Entomopatojenik Funguslarin 'I_zolasyonu,
Karakterizasyonu ve Virlilanslarinin Belirlenmesi, Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi, Trabzon.

Sevim A, Demirbag Z and Demir 1. 2010. A new study on the bacteria of Agrotis segetum
Schiff. (Lepidoptera: Noctuidae) and their insecticidal activities. Turk. J. Agric.
For. 34: 333-342.

Sezen K and Demirbag Z. 1999. Isolation and insecticidal activity of some bacteria from
the hazelnut beetle (Balaninus nucum L.). Appl. Entomol. Zool. 34 (1): 85-89.

Steinhaus EA. 1956. Microbial Control: The Emergence of an Idea. J. Agriculture Sci. 26,
107-160.

Strasser H, Vey A and Tariqg MB. 2000. Are There any Risks in Using Entomopathogenic
Fungi for Pest Control, with Particular Reference to the Bioactive Metabolites of
Metarhizium, Tolypocladium and Beauveria species? Biocont. Sci. Technol., 10,
717-735.

Swallow WH and Every D. 1991. Insect-damaged wheat: history of the problem, effects on
baking quality, remedies. Lebensm Wiss Technol, 21: 183 - 187.

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M and Kumar S. 2011. MEGAS5:
Molecular evolutionary genetics analysis using maximum likelihood, evolutionary
distance, and maximum parsimony methods. Mol Biol Evol 28: 2731-27309.

Tansky VI. 1977. Method for the assessment of Eurygaster integriceps and losses caused

by it. In crop loss assessment method (eds.: Chiarappa, L., Chiang, H. C. And
Wallen, V. R.), Supplement 2. Method No: 118. Published by CAB International.

66


http://mbe.oxfordjournals.org/content/28/10/2731.abstract

Tatar D. 2008. Bacillus thuringiensis Xd3’e Ait cry3Aa Geninin Klonlanmasi,
Karakterizasyonu ve Ekspresyonu, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisti, Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Trabzon.

TUIK  2010. Tirkiye Istatistik ~Kurumu, Tarmsal Istatitistik  Verileri,
https://www.tuik.gov.tr/veri tabani internet adresinden (10 Subat 2010, 15:30.)

Tiirkaslan MH. 2010. Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Tekirdag’da
Siine, Eurygaster Integriceps Put. (Heteroptera: Scutelleridae)’in Kislak Ve Tarla
Populasyon Yogunluklar1 Arasindaki Iliskiler Bitki Koruma Anabilim Dali
Tekirdag, Yiiksek Lisans Tezi.

Uche A. 2008. Pantoea agglomerans bacteremia in a 65-year-old man with acute myeloid
leukemia: case report and review. South Med J 101(1):102-3.

URL-1. 2012. http://diertjevandedag.classy.be/insecten/mijterwants.htm (6 Haziran 2012,
10:30).

URL-1. 2012. http://www.ezo.org.tr/ZiraiMucadeleYontemleri.aspx?id=2 (6 Mayis 2011,
12.00)

URL-2. 2012. http://www.yozgat-yenipazar.bel.tr/haberler/detayl.asp?id=366 Zabrus sp.,
(6 Haziran, 2012, 11:00)

URL-3. http://www.etoprakana.net/forum/showthread.php?t=7967 (6 Haziran 2012, 11:30)
URL-4. http://www.etoprakana.net/forum/showthread.php?t=7972 (6 Haziran 2012, 11:30)

URL-5. http://etoprakana.blogspot.com/2011/12/krmz-bacakl-hububat-akar.html (6
Haziran 2012, 11:30)

URL-6. 2012. http://etoprakana.blogspot.com/2011/12/krmz-bacakl-hububat-akar.html (6
Mayis 2012 12:10)

URL-7. 2012. http://www.buke.com.tr/Faydali-Bilgiler/hububatta-sune-zararlisi-12.html (2
Haziran, saat 12.00)

URL-8. 2012. http://catalcatarim.blogcu.com/etiket/%C3%9Cretimi, (2 Haziran 2012,
12:05)

URL-9.
Nhttp://www.tarimkutuphanesi.com/HUBUBATIN_EN_ONEMLI_ZARARLISI_S
UNE_00213.html (6 Haziran, 2012, 11:30)

Uygun N. 2002. Zararhlara Kars1 Biyolojik Miicadelede Gelismeler, Tiirkiye 5. Biyolojik
Miicadele Kongresi, 4-7 Eyliil 2002, Erzurum.

67


http://diertjevandedag.classy.be/insecten/mijterwants.htm
http://www.yozgat-yenipazar.bel.tr/haberler/detay1.asp?id=366
http://www.etoprakana.net/forum/showthread.php?t=7967
http://www.etoprakana.net/forum/showthread.php?t=7972
http://etoprakana.blogspot.com/2011/12/krmz-bacakl-hububat-akar.html
http://www.tarimkutuphanesi.com/HUBUBATIN_EN_ONEMLI_ZARARLISI_SUNE_00213.html
http://www.tarimkutuphanesi.com/HUBUBATIN_EN_ONEMLI_ZARARLISI_SUNE_00213.html
http://www.tarimkutuphanesi.com/HUBUBATIN_EN_ONEMLI_ZARARLISI_SUNE_00213.html

Vachee A, Mossel DAA and Leclerc H. 1997. Antimicrobial Activity Among
Pseudomonas and Related Strains of Mineral Water Origin. J. Appl. Microbiol., 83:
652-658.

Vodovar N, Vallenet D, Cruveiller S, Rouy Z, Barbe V, Acosta C, Cattolico L, Jubin
C, Lajus A, Segurens B, Vacherie B, Wincker P, Weissenbach J, Lemaitre B,
Médigue C and Boccard F. 2006. Complete genome sequence of the
entomopathogenic and metabolically versatile soil bacterium Pseudomonas
entomophila. Nat Biotechnol. 2006 Jun;24(6):660-1.

Vodovar N, Vinals M, Liehl P, Basset A and Degrouard J. 2005. Drosophila host defense
after oral infection by an entomopathogenic Pseudomonas species. Proc Natl Acad
SciU S A;102:11414-114109.

Wan H. 2003. Molecular Biology of the Entomopathogenic Fungus Beauveria bassiana:
Insect-Cuticle Degrading Enzymes and Development of a New Selection Marker
for Fungal Transformation, PhD thesis, Combined Faculties for the Natural
Sciences and for Mathematics of the Ruperto-Carola University of Heidelberg,
Germany.

Yaman M ve Demirbag Z. 1998. Biyolojik Ajanlarin Insekisidal Etkilerini Belirleme
Yontemleri, Ekoloji Cevre Dergisi, 29 (8): 11-14, (1998).

Yesil S ve Ogiir E. 2011. Zirai Miicadelede Pestisit Kullanimmin Tiirkiye ve Konya
Olgeginde Degerlendirilmesi ve Pestisit Kullanimmin Olas1 Sakincalar1 1. Konya

Kent Sempozyumu Brosiirti, 26-27 Kasim, Konya.

Yu 'Y, Li H, Zeng Y, Chen B. 2009. Extracellular enzymes of cold-adapted bacteria from
Arctic sea ice, Canada Basin. Polar Biol 32: 1539-1547.

Yiiksel M. 1969. Siine, Eurygaster integriceps Put. zarar1 ve kimil Aelia rostrata Boh.
zarartyla mukayesesi lizerine arastirmalar, Yeni Desen Matbaasi, 65 s, Ankara.

68


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vodovar%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vallenet%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cruveiller%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rouy%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barbe%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Acosta%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cattolico%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jubin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jubin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lajus%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Segurens%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vacherie%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wincker%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weissenbach%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lemaitre%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%A9digue%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boccard%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16699499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16763595.1

EKLER

EK-1

Tablo 15. Antibiyogram testi inhibisyon ¢aplarini1 yorumlama tablosu (NCCLS, 1997).

Antibiyotik Disk Icerigi  Direncli (R) Orta Derece Duyarh (S)
Duyarlan (I)
GM 10 mg <12 13-14 >15
AX 25 mg <19 — >20
T 30 mg <14 15-18 >19
RF 30 mg <13 — >13
A 10 mg <11 12-14 >15
SXT 23,75 mg <10 11-15 >16
K 30 mg <13 14-17 >18
E 15 mg <13 14-22 >23
N 30 mg <12 13-16 >17
KF 30 mg <14 15-17 >18
CPR 5mg <15 16-20 >21
C 30 mg <12 13-17 >18
CRO 30 mg <26 - >26
AK 30 mg <14 15-16 >17
CAZ 30 mg <26 - >26
S 10 mg 6 7-9 >10
NOR 10 mg <4 5-15 >16
OP 5mg <14 — > 14
VA 30 mg <15 — >15
ME 5mg <9 10-13 > 14
OoX 1 mg <10 11-12 >13
NV 30 mg <13 — >13
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EK-2

Tablo 16. AP 20NE Panel Test Sistemi sonu¢ okuma tablosu (bio-Merieux/Fransa)

Test Substrat Reaksiyon / Sonu¢
Enzimler Negatif Pozitif
NO3  Potasyum Nitrat Nitratin nitrite NIT 1+ NIT 2/5 dakika
rediiksiyonu Renksiz Pembe
Kirmuzi
Nitratin nitrojene Zn /5 dakika
rediiksiyonu Pembe Renksiz
TRP  Triptofan Indol Uretimi James / hizh reaksiyon
Renksiz —Ac¢ik yesil  Pembe
- Sar1
GLU  Glukoz Asidifikasyon Mavi —Yesil Sari
ADH  Arginin Arginin dihodrolaz ~ Sari Turuncu
Pembe
Kirmizi
URE  Ure Ureaz Sar1 Turuncu
Pembe
Kirmizi
ESC  Eskiilin Hidroliz (b- Sar1 Gri
glukosidaz) Kahve
Siyah
GEL  Jelatin Hidroliz (Proteaz) Pigment difiizyonu Siyah
yok pigment
Diflizyonu
PNPG p-nitrofenil-b- B-galaktosidaz Renksiz Sar1
Dgalaktopiranosit
GLU  Glukoz Asimilasyon Seffaf Opak
ARA  Arabinoz Asimilasyon Seffaf Opak
MNE  Mannoz Asimilasyon Seffaf Opak
MAN  Mannitol Asimilasyon Seffaf Opak
NAG  N-asetil glukozamin Asimilasyon Seffaf Opak
MAL  Maltoz Asimilasyon Seffaf Opak
GNT  Glukonat Asimilasyon Seffaf Opak
CAP  Kaprat Asimilasyon Seffaf Opak
ADI Adipat Asimilasyon Seffaf Opak
MLT  Malat Asimilasyon Seffaf Opak
CIT Sitrat Asimilasyon Seffaf Opak
PAC  Fenil-asetat Asimilasyon Seffaf Opak
OoX Oksidaz Sitokrom oksidaz Renksiz Koyu mavi
Mavi
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EK-3

Tablo 17. API Staph Panel Test Sistemi sonug¢ okuma tablosu (bio-Merieux/Fransa)

TEST Substrat Reaksiyon / Sonu¢
Enzimler Negatif Pozitif
0 Substrat yok Negatif kontrol Kirmizi -
GLU D- glukoz (Pozitif control) Kirmizi Sar1
(D- glukoz)
FRU  D- fruktoz Asidifikasyon
(D- fruktoz)
MNE D- mannoz Asidifikasyon
(D- mannoz)
MAL D- maltoz Asidifikasyon
(D- maltoz)
D- laktoz Asidifikasyon
(D- laktoz)
TRE  D- trehaloz Asidifikasyon
(D- trehaloz)
MAN  D- mannitol Asidifikasyon
(D- mannitol)
XLT Kailitol Asidifikasyon
(ksilitol)
MEL D- melibiose Asidifikasyon (D-
melibiose)
NIT  Potasyum nitrat Nitratin nitrite NIT 1+ NIT 2/ 10 dakika
indirgenmesi Renksiz-agik Kirmizi
pembe
PAL  B- naftanol fosfat Alkali fosfataz ZYM A + ZYM B / 10 dakika
Sar1 Mor
VP Sodyum priivat Asetil-metil- carbonil VP 1+ VP 2/10 dakika
iirtin Renksiz-a¢ik Mor- pembe
(Voges Proskauer) pembe
RAF  D- rafinoz Asidifikasyon Kirmizi Sar1
XYL D- ksiloz Asidifikasyon
SAC  D- sakaroz (siikroz) Asidifikasyon
MDG metil-a-D Asidifikasyon
glukopiranozit
NAG  N-asetil-glukozamin Asidifikasyon
ADH  L-arjinin Arjini dihidrolaz Sar1 Turuncu —
kirmizi
URE Ure Ureaz Sar1 Kirmizi - mor
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EK-4 (Bayteriyal izolatlarin 16S rRNA gen sekanslar)

> Pantoea sp. S1

TTCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCT
ACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGAC
TTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTGTGAGG
TCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGT
GTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCCCCTTCCTCCG
GTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAAG
GATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCT
GACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGCGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCT
CTGGAAAGTTCGCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTT
TAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAA
GCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCT
TTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTC
ACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTC
AAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAGACCG
CCTGCGTGCGCTTACGCCCAGTAATCCGATAACGTTGCACCCTCCGTATTACCG
CGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCGA
CGCGGTTATTAACCCCGTCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGA
AGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAA
TATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGT
GGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGGGCCATTAC
CCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGGCCCGAAG
GTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAGTGG
TTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACTCG
TCACCCAAGAACAAGCTCTCTGTGCGATAGTCTGACATGCGCGTGTGATACGT
GTGGCCAGCGTGCAATCTGAGC

72



> Pantoea agglomerans S2

TCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTA
CCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACT
TCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTGTGAGGT
CCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGGTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTG
TAGCCCTACTTGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAAGG
ATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTG
ACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGCGTTCCCGAAGGCACCAAGGCATCTC
TGCCAAGTTCGCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAA
TTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTT
AACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAG
CCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTT
TGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCA
CCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTCA
AATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAGACCGC
CTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAAT
CGACGCGGTTATTAACCACATCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACC
CGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTG
CAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAG
TGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGGGCCATT
ACCCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGGCCCGA
AGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAGT
GGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACT
CGTCACCCAAGAACAAGCTCTCTGTGCTACCGTCCGACTTGCATGTGTTAGGCC
TGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGC
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> Pantoea agglomerans S3

TTCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCT
ACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGAC
TTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTGTGAGG
TCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGT
GTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCCACCTTCCTCC
GGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAA
GGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACGGTTCCCGAAGGCACTAAGGCATC
TCTGCCAAATTCCGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTT
TAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAA
GCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCT
TTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTC
ACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTC
AAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAGACCG
CCTGCGTGCGCTTACGCCCAGTATCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACC
GCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCG
ACACGGTTATTAACCCCATCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCG
AAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCA
ATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTG
TGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGGGCCATTA
CCCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGGCCCGAA
GGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAGTG
GTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACTC
GTCACCCAAGAGCAAGCTCTCTGTGCTACCGTCCGACATGCATGTGTTATGCCT
GCCGCCAGCGTTCAATCTGAGC
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> Pantoea agglomerans S4

GGTTCCCTCTTAGATTCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCC
CGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCCATGGTGTGACGGGC
GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTA
CTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGA
CGCACTTTGTGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATC
GCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTT
CACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGCGTTCCCGAAGG
CACCAAGGCATCTCTGCCAAGTTCGCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTT
CGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCA
ATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGC
GTTAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTT
ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACC
TGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGAT
CTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAA
GCCTGCCAGTTTCAAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGA
CTTAACAGACCGCCTGCGTGCGCTTACGCCCAGTATCCGATTAACGCTTGCACC
CTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGT
AACGTCAATCGACGCGGTTATTAACCACATCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTA
CTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGC
GCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTC
TCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAG
GTGGGCCATTACCCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGA
GAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACC
GTTTCCAGTGGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCG
TCCGCCACTCGTCACCCAAGAGCAAGCTCTCTGTGCTACCGTCCGACTTGCATG
TGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGC
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> Pantoea sp. S5

TTCACCCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGC
TACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCG
ACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTGTGA
GGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAA
GGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGCGTTCCCGAAGGCACCAATCCATC
TCTGGAAAGTTCGCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTT
TTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGA
AGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC
TTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTT
CACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTT
CAAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAGACC
GCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCA
ATCGACGCGGTTATTAACCCCGTCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAA
CCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATT
GTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTC
CAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGGGC
CATTACCCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGGCC
CGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCC
AGTGGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCC
ACTCGTCACCCAAGAACAAGCTCTCTGTGCGATCGTCTGACATGTGTGTGTGAT
GCCTGCGGCGAGCGTTC
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> Pseudomonas sp. S6

CTTCACCCCAGTCATGAATCACTCCGTGGTAACCGTCCCCCCGAAGGTTAGACT
AGCTACTTCTGGAGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGAC
TTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGA
TTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGT
GTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC
GGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCTTAACGTGCTGGTAACTAA
GGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATC
TCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTT
TAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAATGCGTTAGCTGCGCCA
CTAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCTAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTAT
TAGCCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTC
ACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTGCCATACTCTAGCTCGCCAGTTTT
GGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCA
CCTACGCGCGCTTACGCCCCAGTATCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTTGGTAACGTCAAAA
CAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCC
GAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCC
AATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGT
GTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCTTTA
CCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGTGAGGTCCGAA
GATCCCCCACTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAAC
GTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTG
AATCATGGAGCAAGCTCCACTCATCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCG
CCAGCGTTCAATCTGAGC
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> Pantoea sp. S7

TTCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCT
ACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGAC
TTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTGTGAGG
TCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGT
GTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCCACCTTCCTCC
GGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAA
GGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGCGTTCCCGAAGGCACCAATCCATC
TCTGGAAAGTTCGCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTT
TTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGA
AGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC
TTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTT
CACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTT
CAAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAGACC
GCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATCCGATAACGCTTGCACCCTCCGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAAT
CGACGCGGTTATTAACCCCGTCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACC
CGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTG
CAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAG
TGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGGGCCATT
ACCCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGGCCCGA
AGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAGT
GGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACT
CGTCACCCAAGAACAAGCTCTCTGTGCGATAGTCTGAGATGCACGTGTGATAC
GTGTGGCCAGCGCGCAATCTCAGC
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> Pantoea sp. S8

TACGACTTCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGT
TAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGAT
TCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTT
GTGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGC
ACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAA
CAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGCGTTCCCGAAGGCACCAATC
CATCTCTGGAAAGTTCGCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
ATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTG
AGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCC
GGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCA
GTCTTTGTCCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGC
ATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCA
GTTTCAAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAG
ACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCG
TATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGT
CAATCGACGCGGTTATTAACCCCGTCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTAC
AACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCA
TTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGT
TCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGG
GCCATTACCCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGG
CCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTT
CCAGTGGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCG
CCACTCGTCACCCAAGAACAAGCTCTCTGTGCGACAGTCCGACATGCGCGTGT
GATGCGTGTGGCCAGCGTTCAATCTCAGCC
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> Micrococcus luteus S9

TTAGACTTAGTCCCAATCGCTGGTCCCACCTTCGACGGCTCCCCCCACAAGGGT
TAGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGA
CTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTT
TTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCATTGTACCGGCCATTGTAG
CATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCTCACC
TTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTTCCATGAGTCCCCACCATTACGTGCTGG
CAACATGGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGAACCCGCCCCAAAGGGGAAA
CCGTATCTCTACGGCGATCGAGAACATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGT
TGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGC
TGCGGCGCGGAAACCGTGGAATGGTCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGG
CATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCTCAGC
GTCAGTTACAGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTG
CGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCTG
CCCGTACCCACCGCAGATCCGGGGTTAAGCCCCGGACTTTCACGACAGACGCG
ACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTCGCACC
CTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCAGGT
ACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTC
ATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCC
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTC
ACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAAC
AAGCTGATAGGCCGCGAGTCCATCCAAAACCGATAAATCTTTCCAACACCCAC
CATGCGGTGGGCGCTCCTATCCGGTATTAGACCCAGTTTCCCAGGCTTATCCCA
GAGTTAAGGGCAGGTTACTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCACCC
AGCAAGCTGGGCTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTT
CATCCTGAGC
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> Pantoea sp. S10

TTCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCT
ACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGAC
TTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTGTGAGG
TCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGT
GTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCCACCTTCCTCC
GGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAA
GGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGCGTTCCCGAAGGCACCAATCCATC
TCTGGAAAGTTCGCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTT
TTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGA
AGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC
TTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTT
CACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTT
CAAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAGACC
GCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATAACGCTTGCACCCTCCGTATT
ACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAA
TCGACGCGGTTATTAACCCCGTCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAAC
CCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGT
GCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCA
GTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGGGCCA
TTACCCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGGCCCG
AAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAG
TGGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCAC
TCGTCACCCAAGAACCAGCTCTCTGTGCTATAGTGTGACATGCGCGTGTGATGC
GTGTGGCCAGCGTGCTATCTGAGC
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> Pantoea sp. S11

TCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTA
CCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACT
TCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTGTGAGGT
CCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTG
TAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCCACCTTCCTCCG
GTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAAG
GATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCT
GACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGCGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCT
CTGGAAAGTTCGCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTT
TAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAA
GCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTCTTCCACTGAGCGTCAGTCTT
TGTCCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTC
ACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTC
AAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAGACCG
CCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATT
ACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAA
TCGACGCGGTTATTAACCCCGTCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAAC
CCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGT
GCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCA
GTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGGGCCA
TTACCCCGCCTACTAGCTAATCCCATCTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGGCCCG
AAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAG
TGGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCAC
TCGTCACCCAAGAACCAGCTCTCTGTGCGATAGTGCGACATGCATGTGTGATA
CGTGTGGCCAGCGCGCAATCTCAGC
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