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OZET

Neodiprion sertifer (GEOFFR) (HYMENOPTERA: DIPRIONIDAE)Y’IN
BAKTERIYEL FLORASININ ARASTIRILMASI

Kirmizimtrak sart  ¢ali antenli yaprakarist Neodiprion sertifer (Geoffr)
(Hymenoptera: Diprionidae) cam ormanlarinin en énemli zararlilarindan biridir. Bu
caligmada, yeni biyolojik kontrol ajanlari gelistirebilmek i¢in zararlhinin bakteriyel
floras1 arastir1ldi. N. sertifer’den 7 cinse ait toplam 13 bakteri izole edildi. Bakteriyel
izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri (APl 20 E, API1 50 CH kitleriyle)
konvensiyonel ve rutin tekniklerle belirlendi. Ayrica, 16S rRNA gen sekans analizi
izolatlar1 molekiiler seviyede identifiye etmek i¢in kullanildi. Yapilan ¢aligmalara ve
16S rRNA gen sekans analizi verilerine dayanilarak izolatlar; Pseudomonas sp.
(Nsl), Staphylococcus sp. (Ns2), Bacillus megaterium (Ns3), Klebsiella oxytoca
(Ns4), Klebsiella oxytoca (Ns5), Staphylococcus sp. (Ns6), Klebsiella oxytoca (Ns7),
Raoultella planticola (Ns8), Pantoea agglomerans (Ns9), Staphylococcus pasteuri
(Ns10), Pantoea agglomerans (Nsl11), Acinetobacter lwoffi (Ns12) ve Pantoea
agglomerans (Ns13) olarak tanimlandi. Bilgilerimize dayanarak bu galisma, N.

sertifer’in bakteriyel florasi {izerine yapilmis ilk literatiirdiir.

Anahtar Kelimeler: Neodiprion sertifer, cam, bakteriyel flora, 16S rRNA.



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE BACTERIAL FLORA OF Neodiprion sertifer
(GEOFFR) (HYMENOPTERA: DIPRIONIDAE)

The European pine sawfly Neodiprion sertifer (Geoffr) (Hymenoptera: Diprionidae)
is one of the most pest for pine forest. In this study, bacterial flora of the pest was
investigated to devolop a new biological control agent. A total 13 bacteria species
belonging to 7 genera were isolated from N. sertifer. Morphological and biochemical
characteristics of bacterial isolates were determined by conventional ( with APl 20E
and API 50CH strips) and routine techniques. Additionally, a 16S rRNA gene
sequence analysis was performed to identify the isolates at the molecular level.
Based on these studies and 16S rRNA gene sequence analysis results, isolates were
identified as Pseudomonas sp. (Nsl1), Staphylococcus sp. (Ns2), Bacillus
megaterium (Ns3), Klebsiella oxytoca (Ns4), Klebsiella oxytoca (Nsb),
Staphylococcus sp. (Ns6), Klebsiella oxytoca (Ns7), Raoultella planticola (Ns8),
Pantoea agglomerans (Ns9), Staphylococcus pasteuri (Ns10), Pantoea agglomerans
(Ns11), Acinetobacter Iwoffi (Ns12) and Pantoea agglomerans (Ns13). To our
knowledge, this is the first report in the literature on the bacterial flora of N. sertifer.

Keywords: : Neodiprion sertifer, pine, bacterial flora, 16S rRNA.
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1. GIRIS

1. 1. Bocek Bakteriyel Florasi

Bocekler yeryiiziindeki tiim tiir ¢esitliliginin en az yarisini olusturmaktadirlar. Diinya
tizerinde tahminen 1 milyonun iizerinde bdcek tiirli tanimlanabilmistir. Siiphesiz bu
sonucun boceklerin gercek tiir zenginligini yansitmaktan uzak oldugu da agiktir. Tiir
zenginliginin en goze c¢arpan takimlarini kinkanathilar (Coleoptera), pul kanatlilar,
giiveler (Lepidoptera), sinekler (Diptera), arilar, karincalar (Hymenoptera), ve gercek
yarimkanatlilar (Hemiptera) meydana getirmektedir. Coleoptera takimi1 350.000’den
fazla tiir sayistyla bast ¢ekerken her biri en az 150.000 tiire sahip Lepidoptera ve
Diptera takimlari bunu izlemekte, Hymenoptera takimi ise 115.000’den fazla tiir
sayistyla neredeyse 100.000 tanimlanmis tiir iceren Hemiptera takimindan daha

zengin goriinmektedir (Gullan ve Cranston, 2012).

Mikroorganizmalar; bakteriler, viriisler ve kiigiik okaryotlardan olusur. Bunlardan
bircogu belirli bocek cinsleri ve familyalarina 6zgidiir, patojenik ozellige sahip
olanlar1 ise genellikle bocekler i¢in 6liim nedenidir. Bocegin gevresi ve ¢ogunlukla
da toprak, enfeksiyona yol agan organizmalari, sporlari ve viral partikiilleri igerir.
Viriisler, bakteriler, nematodlar ve protistler genellikle agiz yoluyla viicuda girer.

(Gullan ve Cranston, 2012).

Boceklerin bakteriyel floralart bagirsaklarinda yer alir. Zengin ve cesitlilik gosteren
bu floranin tiyelerini Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler meydana getirir. Bu
bakterilerin ¢ogu saprofit olup dogada yaygin olarak bulunurlar. Digerleri ise
bocekler igin spesifik obligat anaeroplardir (Demirbag vd., 2008; Tanada ve Kaya,
1993).

Boceklerde ¢esitli mikroorganizmalar kolonize olur. Sindirim sistemi mikroflorasi
faydalidan patolojik olana kadar pekgok etkilesime ev sahipligi yapar (Yun vd.,
2014). Ayrica, bakteriyel floranin internal {iyeleri, konaklar1 olan bdceklerin

beslenme, besin sindirimine yardimci olma, enzim {iretme, vitamin sentezleme, azot

1



baglama, feromon iiretme, diger mikroorganizmalarin bdcege kontaminasyonunu
onleme gibi pek ¢ok yonden fayda saglarken ayni zamanda konaklarinin fizyolojisi
ve davraniglarinda da ¢ok onemli roller oynar (Tanada ve Kaya, 1993; Chen vd.,
2016).

Tabiatta zararl tiirlerin hastalanip 6lmesine yol agan, orijini bakteri, mantar, viriis
veya protozoon olan pek ¢ok mikroorganizma tiiri mevcuttur. Bunlar
hastalandirdiklar1 zararliyl, gelismeyi durdurmak ve Oliimiine sebebiyet vermek
suretiyle kontrol edebilmektedirler. Bu patojen mikroorganizmalarin, zararh
boceklere karsi yapilacak miicadelelerde kullanim sartlar1 ve imkanlarini tespit
amaciyla cesitli llkelerde biiyiik c¢apta arastirmalar yapilmaktadir. Zararlilarla
savasta mikroorganizmalardan yararlanilarak yapilan savasa “mikrobiyal savas”

denir (Ogurlu, 2000).

Dogal ya da Kkiiltiire edilmis bocek populasyonlarinda hastalifa yol acan
mikroorganizmalar, boceklerin 6teki dogal diismanlar1 gibi biyolojik miicadelede

etkin olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir (Gullan ve Cranston, 2012).

Bakteriler boceklerde nadiren hastaliga yol agarlar, bununla birlikte 6liimiin ger¢ek
sebebini gizleyebilen saprofitik bakteriler genellikle O6lii bocekleri istila eder.
Bakterilerin ¢ok azi zararlilarin kontroliinde kullanilmaktadir, ancak bazilarinin
belirli zararlilara karsi kullanigli entomopatojenler olduklart kanitlanmigtir (Gullan

ve Cranston, 2012).

Bocekler diinyasinda biyolojik gesitlilik en yiiksek diizeydedir. Boceklerin beslenme,
metabolizma ve yasam alanlarindaki ¢esitlilik, dogal olarak onlarin mikrobiyal
floralarinada yansimakta ve bu durum boceklerin viicut florasindan yeni tir ve
suslarin izolasyon sansim artirmaktadir. Ustelik bocek mikroflorasinin bilinmesi,
onlarin beslenme fizyolojisi, bagirsak ekositemleri, ¢esitli mikrobiyal hiicumlardan
etkilenme ve onlara diren¢ olusturma mekanizmalart gibi konularin aydinlatilmasi

hususunda énemli ipuglar1 vermektedir (Albayrak-Iskender ve Algur, 2009).

Yukarida da 6zetlenmeye calisilan nedenlerden dolayr boceklerin bakteriyel floralar

tizerine yapilmis pek ¢ok calisma vardir (Moraes vd., 2000; Sezen vd., 2001; Osborn



vd., 2002; Dharne vd., 2006; Albayrak-iskender ve Algur, 2009; Sevim vd., 2012;
Rizzi vd., 2013; Albayrak-Iskender vd., 2017a, 2017b, 2017c).

Ancak, arastirmalarin N.sertifer’un bakteriyel florasin1 ortaya koymaktan uzak
oldugu goriilmistiir. N. sertifer tilkemiz ve diinyada ki cam ormanlarinda goriilen bir

zararhidir. Bu ¢alismada, zararlidan ilk kez bakteriyel izolatlar elde edilmistir.

1.2. Bakteriyel Tanilama

Biyoloji ile alakali alanlarda g¢alisan arastirmacilar i¢in dogal ortamlarda veya
canlilarda yasayan mikroorganizmalarin tant ve teshisi ortak bir gayedir.
Mikroorganizmalar  geleneksel ve/veya molekiiller yontemler kullanilarak
tanilanmaktadir. Geleneksel tanilama yontemleri igerisinde; saf kiiltiirlerin
mikroskobik incelenmesi, boyama reaksiyonlari, koloni 0Ozellikleri, oksijen
gereksinimleri, fizyolojik, biyokimyasal Ozellikler ve serolojik yontemler yer
almaktadir. Ancak, mikroorganizmalarin daha ¢ok fenotipik karakterleri hakkinda
bilgi veren, el becerisi gerektiren klasik yontemler birgok dezavantaji da beraberinde
getirmektedir. Bu dezavantajlar arasinda; bu yontemlerin tiir ve cins seviyesinde
daha az 6zgiilliik gdstermesi, daha az ayirim giiciliniin olmasi, testlerin yapilmasi i¢in
genis mekanlara ihtiya¢ duyulmasi, fazla zaman ve is giicii gerektirmesi, ekonomik
olmamasi, ¢ogu zaman alternatif yorum ve tartismalara agik olmasi sayilabilir. Bu
nedenle, giinlimiizde kullanilan molekiiler yontemler bu dezavantajlarin agilmasinda

yeni bir yol agmustir (Khatib, 2014; Bou vd., 2011; Sahin, 1999).

Molekiiler yontemlerde karbonhidratlar, lipitler, proteinler ve niikleik asitler (DNA
ve RNA) calisma aracidir. Bunlardan biri veya birkaginin  kullanimiyla

mikroorganizmalarin tan1 ve teshisi gergeklestirilmektedir.

Son yillarda siklikla kullanilan molekiiler yontemler; seroloji (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay: ELISA), elektroforez (protein, DNA, RNA), metabolik
profiller (BIOLOG), gen amplifikasyonu ve genetik profiller (Restriction Fragment
Length Polymorphism: RFLP, Polymerase Chain Reaction: PCR, Repetetive
Extragenic Palindromic PCR: Rep-PCR, Randomly Amplified Polimorphic
Detection: RAPD vb.) ve yag asitleri profillerinin (Fatty Acid Methly Ester Analysis:



FAME) analizidir. Bunlardan ELISA, PCR, FAME ve BIOLOG testleri tamamen
bilgisayar  kontroliinde  olup, rutin testlerin  yapildigi laboratuarlarda

mikroorganizmanin tani ve teshisinde kullanilmaktadir (Sahin, 1999).

Bu teknikler arasinda en ¢ok kullanilan1 Karry Mullis tarafindan 1985°de kesfedilen
Polimeraz zincir reaksiyonu PCR’dir. Bu kesif DNA analizlerinin alanin1 genisletip,
beraberinde molekiiler biyolojinin tip, ziraat ve biyoteknolojinin geleneksel sahasi

disindaki yan alanlarda yeni uygulamalara yol agmistir (Brown 2009).

PCR reaksiyonunda temel olarak bulunmasi gereken maddeler; kalip DNA, primerler
(Forward-F,Reverse-R), dNTP’ler (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP), Taq DNA
Polimeraz enzimi, buffer ve magnezyum kloriir (MgCl2)’diir (Wilson, 1997).
Reaksiyon, PCR bilesenleri ve DNA’nin test tiipiinde birlestirilmesi ve bu birlesim
maddelerini iceren test tiipliniin segilen programla belirlenen sicaklik degerlerine
otomatik olarak ulasmasini saglayan PCR cihazina yerlestirilmesiyle baslatilmis olur
(Brown, 2009). Sonugcta, istenilen organizmanin genomik DNA’sinin spesifik
kisimlarinin in vitro sartlarda kisa zincirli oligoniikleotid primerlerle enzimatik

olarak sentezlenmesi saglanir.
PCR tig farkli basamakli bir reaksiyon serisinden olusmaktadir:

Denatiirasyon basamagi: Cift zincirli DNA molekiillerine 90°C’nin iizerindeki
sicaklikla muamele edilerek, zincirlerin birbirlerinden ayrilmasmin saglandigi

basamaktir.

Oligoniikleotid primerlerin hedef bélgelerle baglanmasi: DNA molekiiliiniin
birbirlerinden ayrilan tek =zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen
(komplementer) bolgelerinin oligoniikleotid primerlerle baglandigi basamaktir. Bu
islem i¢in cihaz gerekli olan 1s1 derecesine getirilir. Bu sicaklik (Tm) degeri
hesaplanirken, A ile T bazlarmin her birine gére 2°C, G ile C bazlarmin her birine

gore ise 4°C esas almir. Ancak Tm sicakligi bunun 5°C altindadur.

Uzama basamagi: Taq DNA polimeraz enziminin primerin 3' ucuna yeni
niikleotidleri ekleyerek zincirin uzamasimi saglayan basamaktir. Bu sayede iki

primerin kisitladigi, genellikle 100 ile birkag yiiz baza kadar olan bolge ¢ogaltilir.



Tiim bu asamalar bir PCR dongiisiinii olusturmaktadir. Her dongili sonrast hedef
DNA’nin ¢ogaltilan kismi iki katina ¢ikar (Barig, 2008; Brown 2006; Sahin vd
2000).

PCR teknigi giinlimiizde, temel molekiiler biyolojik arastirmalarda (klonlama, dizi
analizi ve DNA haritalamas1 gibi), klinik tipta (orak hiicre anemisi, kistik fibrozis,
AIDS, 16semi tanis1 gibi), analik babalik tayininde, tibbin diger kollarinda, in vitro
sartlarda c¢ogalabilen veya c¢ogalamayan patojen mikroorganizmalarin neden
olduklar1 hastaliklarin tespitinde, tabiattaki farkli canli tiirlerinin teshisinde, tiirler
arasindaki biyocesitlilik, adaptasyon ve genetik varyasyonla baglantili polimorfizmin

ortaya cikarilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ar1 1999).

1980’lerden beri gelistirilen yontemlerle bakterilerin tanilanabilmesine olanaklar
saglanmistir. Bakteriler arasindaki filogenetik yakinligi ortaya ¢ikarabilmek icin
genetik kodun degismeyen bolgelerinin  karsilagtirllmasina yonelik calismalar
yapilmistir. Bu amacla, bakterilerin siniflandirilmasinda yaygin olarak 16S rRNA
gen bolgesi kullanilmaktadir. 16S rRNA gen bolgesi 16S rDNA’dan olusur. 16S
rRNA bolgesi mutasyona kapali ve korunmus bdlgedir (Oz‘a'irk, 2007; Woese vd.,
1983).

PCR kullanimi ve DNA dizileme ¢alismalarinin 2000’11 yillardan itibaren
yayginlasmasi neticesinde; 16S rRNA gen bolgesinin dizilenmesi, klinik
mikrobiyoloji ~ laboratuvarlarinda  bakteriyel  izolatlarin  dogru  sekilde
tanimlanmasinda ve yeni suslarin literatiire kazandirilmasinda kilit nokta olmustur.
16S rRNA gen dizilerine dayali olarak yapilan siniflandirma, fenotipik tiplendirmeye
dayali smiflandirmadan c¢ok daha objektif ve giivenilir bir siniflandirmadir. 16S
rRNA gen bolgesinin dizilenmesi; bakteri izolatlarinin tanimlanmasinda, 6zellikle
mikrobiyoloji laboratuarlarinda anormal fenotipik profiller gosteren, nadir goriilen,
ge¢ biiyliyen ya da kiiltiiri yapilmayan bakterilerin karsilastirilmasinda oldukga

onemli rol oynamaktadir (Baltaci, 2015).

16S rRNA dizilerinin kiyaslanmasi bakteriler, arkebakteriler ve Okaryotik

organizmalar arasindaki filogenetik ve evrimsel yakinligin belirlenmesi igin

kullanilan giiclii bir aractir. Bu nedenle, son yillarda yapilan sistematik caligmalarda,

bakterileri familya, cins ve hatta tiir diizeyinde tanilayabilmek i¢in, 6zellikle 16S
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rRNA’y1 da kapsayan makromolekiil bdlgelerinin analizi yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Woese, 1987; Fox vd., 1992; Rainey vd., 1994, Oztiirk, 2007;
Adiguzel vd., 2011; Baltac1 2015) .

Giliniimiizde tanilamada kullanilan klasik yontemlerin ¢ogu kez alternatif yorum ve
tartigmalarida beraberinde getirmesi mikroorganizmalarin tant ve teshisinde

molekiiler metotlar1 da vazgegilmez kilmaktadir.

1.3. Neodiprion sertifer (Geoffroy, 1785)

Neodiprion cinsi Rohwer (1918) tarafindan tanimlanmistir. N. sertifer’in orijinal
cinsi Tenthredo Linneaus 1758’dur. Tiriin sinonimleri Lophyrus sertifer ve L.
rufus’dur (Fauna Europa, 2018). Basta ¢am tiirleri olmak iizere diger kozalakli
agaclarda zarar yapan Kirmizimtirak Sari Cali Antenli Yaprakarist1 Neodiprion
sertifer (Geoffroy, 1785) Hymenoptera takiminin Diprionidae familyasina

mensuptur.

N. sertifer’in sistematikteki yeri asagida sunulmustur:

Takim : Hymenoptera
Alttakim : Symphyta
Ustfamilya  : Tenthredinoidea
Familya : Diprionidae
Altfamilya  : Diprioninae
Cins : Neodiprion

Tiir : Neodiprion sertifer

1.3.1 Neodiprion sertifer’in Biyolojik Gelisim Evreleri

Ergin

N. sertifer’in erkek ve disileri morfolojik olarak birbirinden farklilik géstermektedir.
Bu farkliliklar biiyiiklik, renk ve goriniimlerine yansimaktadir. Disiler, daha iri

yapili olup 7-10 mm biiyiikligiinde, abdomeni toraksa oranla daha genistir. Ana
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rengi kirmizimtrak sari olup toraks kisminda siyah lekeler bulunur. 2-3 mm
uzunlugundaki antenleri kil seklinde ve koyu kahverenklidir. Ergin erkekleri 6 - 9,5
mm boyunda, parlak siyah renkte, karin ve bacaklari ise kirmizimtirak kahverengidir.
Antenleri 3-4 mm uzunlugunda olup siyah renkli ve iki kath taragimsidir
(Canakg¢ioglu, 1993). Erginlerin ugma donemi Eylil sonu ile Kasim aymin ilk
yarisina rastlar. Eslesen ergin bireylerin dmrii birka¢ giindiir ve bu siire boyunca
beslenmezler. Disiler ¢am ignelerinin her birine 6-8 yumurta birakir ve ovipozisyon
icin 10-12 aras1 ¢am ignesi kullanabilir. Bir yillik bir generasyonlar1 vardir ( Aksu,

2010; Shetler, 2009).
Yumurta

N. sertifer’in yumurtalar1 sarimsi beyaz renkte olup sekil olarak muza benzerler.
Yumurtalar 1,4 - 1,5 mm boyunda ve 0,4 - 0,5 mm ¢apindadir (Canakgioglu, 1993).
Disi ergin yumurtalarmi ard arda olacak sekilde degil araliklarla ibrelerde agtigi
yariklara birakir. iki yumurta arasindaki uzaklik 0,3 - 1,7 mm arasinda degisebilir

(Akinci ve Avci, 2016).
Larva

Tirtilin g ¢ift ylirime bacagi ile sekiz ¢ift yalanct bacagi mevcuttur. Abdomenin
sonuncu segmentinde aniis ve bir ¢ift tutunma ayag ile birlikte toplam 12 ¢ift ayak
bulunur. Yumurtadan yeni ¢ikmis yalanci tirtil tipindeki larvalar siyahimsi yesil
renkli, silindire benzer sekillidir Olgun tirtillarin viicutlarinin asil rengi ise agik
yesildir. Bas, gogiis ayaklari, ve viicudun iizerinde enine diziler seklinde diizgiin bir
halde dizilmis parlak siyah dikencikler bulunur. Her segmentte sagda ve solda birer
tane olmak tizere iki sira halinde diizenli bir dizilise sahip iri siyah noktalar vardir.
Tirtilin sirt kisminin saginda ve solunda {iste olan kalin altta olan ince olmak tizere

siyah renkli iki serit vardir.

Yumurtay: terk eden genc tirtillar boyu 3-5 mm arasinda degisiklik gosterir. Ikinci
doneme gecen larvalarin boylar1 5-8 mm, ficilincii ve dordiinci doneme gegen
larvalarin 14-17 mm ve son doneme gegen larvalarin ise 19-24 mm arasindadir
(Canakgioglu, 1993; Aksu, 2010; Akinci ve Avci, 2016). Larvalar nisan ayindan

mayisin ortalarma kadar ¢ikmaya devam eder. Larva tamamen biyiidiiglinde,
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agustosun ortalarindan eyliil ayinin baslarina kadar pupa evresini gegirir (Shetlar,

2009).

Yumurtadan ¢ikan tirtillar ibrelerin u¢ kisimlarina dogru hareket ederek, bu kisma
yakin yerlerden yiyime baslar ve ibrenin ana damarina dokunmadan sadece mezofil
tabakasini yerler. Tirtillar ergin hale gelinceye kadar 6-7 adet gomlek degisikligi
yapar, son gémlege dogru ilerledik¢e beslenmeleri daha ¢ok artar. Beslenme siiresi 6-
7 hafta olmaktadir. Tehlike aninda S seklini alir ve yesil bir salg1 tretirler (Aksu,
2010).

Pupa

Pupasi fi¢1 seklindedir. Agik kahverenkli, ince ve olduk¢a yumusak duvarli olup, 7-
11 mm boyunda, 3,5 - 5,0 mm c¢apindadir. Larvalar ¢gogunlukla toprak iginde, az
sayida ibrelerin aralarinda ve kabuk c¢atlaklarinda pupa donemine gecer

(Canakgioglu, 1993; Akinci ve Avct, 2016).

1.3.2 Neodiprion sertifer’in Zarari

N. sertifer primer zararh tiirlerden biridir. Biitiin yas siniflarindaki ¢amlarin igne
yapraklarinda yiyim yaparak, ozellikle elverigli olmayan topraklar {izerinde bulunan
yaslar1 10-15 arasinda degisen gen¢ agaclari segmektedir. Yumurtadan ¢ikan geng
tirtillar 6nce ibreleri ylizeyden yemege baslar, i¢ parankima tabakasina kadar yiyim
yapar, ibrenin ana damarina dokunmazlar. Cogunlukla yumurtalarin bulundugu igne
yapraklara el siirmezler. Ibreleri yiyen larvalar daha sonra hep birlikte yan siirgiinlere
gecer ve benzer sekilde yeme islerini siirdiiriirler. Larvalarin orta damara kadar
yedigi ve larvalarin ayrildig: ibrelerin bir miiddet sonra sararip dokiildigi goriliir.
Larvalar orta damar dis1 beslenmeye tiglincii deri degisimine kadar devam eder. Son
gomlege dogru ilerleyen larvalar artan besin ihtiyaclariyla beraber ibrelerin hepsini

tilkketirler (Canakg¢ioglu, 1993; Akinci ve Avct, 2016).

N. sertifer’in zararina maruz kalan agaglar yasamlarini siirdiirse de, ¢amlarin igne
yapraklar1 biiylik 6l¢iide zarar gordiiglinden mescerelerde artim kayiplar1 goriiliir.
Bunun neticesinde zayif diisen agaglar cesitli kabuk boceklerinin {iremeleri igin

uygun bir ortam haline gelir (Canakgioglu, 1993).
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Sekil 1. N. sertifer’in Biyolojik Gelisim Evreleri; a: N. sertifer’in erkegi, b: N.
sertifer’in disisi, ¢: yumurta, d-e: larva, f: pupa.

Url-1 < http://bugguide.net/node/view/275378/bgpage>, alindigi tarih: 01.05. 2018.



1.3.3 Neodiprion sertifer’in Yayihisi

N. sertifer diinyada; Kuzey Amerika ve Kanada basta olmak iizere, Avrupa, Sibirya,

Hindistan, Japonya ve Kore’yi igeren genis bir alanda yayilis gostermektedir.

Tirkiye’de ise; Afyon, Adana, Ankara, Antalya, Artvin, Balikesir, Bolu, Burdur,
Bursa, Canakkale, Corum, Denizli, Elazig, Erzurum, Eskisehir, Isparta, [stanbul,
Izmir, Kahramanmaras, Kastamonu, Kirklareli, Kiitahya, Mersin, Mugla, Sakarya,
Trabzon, Zonguldak’ta tespit edilmistir (Aksu, 2010; Bas, 1973; Canakgioglu ve
Mol, 1998; OGM, 2011).
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Sekil 2. Neodiprion sertifer’in Tiirkiye’de yayilis alanlart.
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1.3.4 Neodiprion sertifer’in Zarar Yaptig: Bitkiler

N. sertifer diinyada ¢ok cesitli ¢am tiirlerinde ve nadir olarak da ladinde tespit
edilmistir. Tiirkiye’de Saricam, Kizilcam ve Karagamlarda zarar olusturmaktadir.
Artvin'de ise biitiin Sarigam agaglandirma alanlarinda yayilis sergilemektedir.

Cogunlukla 5-15 yas araligindaki Sarigcamlarda zararl olmaktadir.

1.3.5 Neodiprion sertifer’in Biyolojisi

Ugma zamani Eyliil sonu ile EKimin ilk yarisina denk gelir. Disiler yumurtalarini tek
sira halinde yumurta koyma borusu ile igne yapraklarin kenarlarma batirmak
suretiyle actiklart yariklarin igerisine asagidan yukariya dogru birakirlar. Yumurtalar
Diprion pini (L.)’de oldugu gibi yan yana konulmus halde degil 1-1,5 mm
mesafelerle birer birer birakilir. igne yapraklara konulan yumurtalarin etraflari
yaklagik 10-12 giin sonra ince bir serit halinde sarardigindan diger yapraklardan
rahatlikla ayirt edilir. Bir disinin 55-72 adet yumurta koydugu tespit edilmistir. Kis
sezonu yumurta doneminde gecer. Ertesi yilin Mart sonu ile Nisanin ilk giinlerinde
geng tirtillar yumurtadan ¢ikmaya baglar. Igne yapraklarda zarar yapan yalanci
tirtillara  dokunuldugunda D. pini (L.)’de goriildigii gibi (S) seklini alir ve
olgunlasmalar1 5-6 kez deri degistirdikten sonra gergeklesir. Igne yapraklardaki
beslenmeleri yaklagik 6 hafta kadar devam eden yalanci tirtillar, kozalarint mayisin
son yarisinda cogunlukla toprak i¢inde, nadiren de igne yapraklarin arasinda orerler.
Koza iginde pupa olan tirtillar 17-19 giin sonra erginlesip kozay1 bir ucundan elips
seklinde keserek disariya ¢ikarlar. Bu sekilde tek yillik basit bir generasyonu vardir
(Canakgioglu, 1993).

1.3.6 Neodiprion sertifer’in Parazitoit ve Avcilari

Neochrysocharis formosa (Westwood 1833) (Hym.: Eulophidae) , Dipriocampe

diprioni (Ferriere 1935) (Hym.: Tetracampidae), Drino inconspicua (Meigen 1830)

(Dip.: Tachinidae), Exenterus amictorius (Panzer 1801) (Hym.: Ichneumonidae),

Lamachus eques (Hartig 1838) (Hym.: Ichneumonidae), Agrothereutes adustus

(Gravenhorst 1829) (Hym.: Ichneumonidae), Brachymeria sp. (Hym.: Chalcidiae),
12



Apanteles sp. (Hym.: Braconidae), Mesopolobus mediterraneus (Mayr 1903) (Hym.:
Pteromalidae), N. sertifer’in yumurta, larva ve pupa evrelerinde etkili olan parazitoit
tirlerindendir (Akinci ve Aver, 2016).

Ayrica, N. sertifer’in avcis1 olarak Troilus luridus (Fabricius 1775) (Hemiptera,
Pentatomidae) belirlenmistir (Aksu, 2010; Akinci ve Avet, 2016)

Aksu (2010)’nun Artvin yoresinde 1990-1992 yillarinda epidemi yapan zararlinin
avcilar olarak Rhinocoris iracundus 'u, parazitoit tiirler olarak D. inconspicua ve E.

amictorius, Diplostichus janithrix ve Lophyroplectus luteator 'u tespit etmistir.

1.3.7 Neodiprion sertifer’le Miicadele Yontemleri

Zararlinin kontroliinde feromonlar ve kimyasal insektisitler kullanilmig, mekanik
yontemler de denenmistir. Biyolojik miicadele calismalarinda ise agirlikli olarak
viriisler kullanilmistir. Bunun yani sira nematod ve bakteriler kullanilarak yiiriitiilen

calismalarda bulunmaktadir.
Mekanik Yontemler

N. sertifer larvalarinin toplanarak imha edilmesi bahgeler gibi kiiciik alanlarda ise
yarayabilir. Ancak, daha biiyiikk alanlara yayilmis ¢am plantasyonlarinda ¢ok ise
yarayacagi soylenemez. Nitekim, Aksu (2010), N. sertifer’in 1991 yilinda Artvin’de
ki sahalarda zarar seviyesinin %100’lik bir orana ulastig1 i¢in mekanik miicadele
yapildigini, fakat bocek zararinin tam olarak ortadan kaldirilamadigini, bu nedenle
bu miicadeleye ara verildigini ve daha sonraki yillarda da bu sekilde miicadele

yapilmadigini rapor etmistir.
Feromonlar

N. sertifer’in disilerince iiretilen sex feromonlar tiiriin ergin erkekleri i¢in son derece

cezbedicidir. Bu durumdan yola ¢ikilarak sentetik feromonlarin kullanildig: tuzaklar

arastirmacilar1 yaprakarilartyla ilgili pekcok bilgiye ulastirmistir. Bu sayede

yaprakarilarinin davranislari, ugus peryotlari, uguslari i¢in énemli abiyotik faktorler

belirlenebilmistir (Ostrand vd., 2001; Simandl, 1993; Schedl, 1994; Jonsson ve

Anderbrant, 1993). Bunun yamsira N. sertifer’in populasyon yogunlugu
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izlenmesinde feromon tuzaklar kullanilmistir (Anderbrant vd., 1995; Baldassari vd.,
2000). Tiim bu uygulamalar zararlinin populasyon yogunlugunu baskilamakta fakat

kontrol altina alinmas1 noktasinda etkili olamamustir.
Kimyasal Insektisitler

Diprionidae familyasina ait yaprakarilari en ¢ok mide ve temas zehirlerinden
etkilenirler. Bu zararlilarda kimyasal kontrol ¢aligmalarinda ilk zamanlarda tehlikeli
kimyasal olarak bilinen kalsiyum arsenat kullanilmistir (Hamilton, 1943). N.
sertifer’in daha sonraki kontrol c¢alismalarinda; malation, diflubenzuron,
Azadirachtin, Dimilin ve piretroidler gibi gesitli insektisitler kullanildig: bildirilmistir
(Wilson, 1971; Adomas, 1999; Malinowski, 2002; Anderbrant vd., 2002,).

Artvin’de 1990 ve 1991 yillarinda piilverizatorler yardimi ile temas zehirleri atilmas,
fakat bocegin sahada varligi ortadan kaldirilamamustir. Bocekgil kuslarin yavrulama
donemlerine rastlayan ilaglama, kuslarin sahadan uzaklagsmasina yol a¢cmis ve
biyolojik dengenin de bozulabilecegi diisiintildiigiinden kimyasal miicadeleye son

verilmistir (Aksu, Y., 2010)

Cankiri’da 2002 yilinda karagam plantasyonunda yapilan bir uygulama denemesinde
200 g preparat/ha dozda Diflubenzuron WP-25 kullanilmis ve N. sertifer’in 4.-5.
gomlek larvalarina karst %100°¢ varan etki elde edilmistir. (Simsek ve Kondur,
2006).

Mekanik yontemlerin yetersiz kalisi, kimyasal insektisitlerin ekosistemde
olusturacagi olumsuz etkiler biyolojik miicadeleyi kaginilmaz kilmistir. N. sertifer’in

biyolojik kontrolii i¢in agirlikli olarak viriisler tizerine ¢alisilmistir.
Biyolojik Miicadele

Bakiiloviriisler sadece artropodlar1 enfekte eden ve biyolojik kontrol ¢alismalarinda
yiiksek virulans 6zellikleri nedeniyle en ¢ok kullanilan viriislerdendir. Bu viriislerin
bir grubu olan Niiklear Polihedrosis Viriis (NPV), N. sertifer’in dogal patojenidir.
NPV lizerine yapilan bir ¢alismada; viriisiin duyarli hiicrelerde olusturdugu
enfeksiyon siireci, inkiibasyon siiresi, izolasyonu gibi hususlar ayrmtili olarak

aciklanmustir (Bird ve Whalen, 1953).
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Avusturya’da bu zararlinin kontrolii i¢in yapilan ¢alismalarda polihedrosis virlisiin
10° - 2 x 10° inkliizyon cisimcigi/ml iceren konsantrasyonu larvalara yaklasik 6
ml’lik spreyleme ile uygulanilmistir. Uygulama sonrasi 1. gomlek larvalarda;
uygulamanin yaklagik 23. giinde % 95 6liim, 4 hafta sonunda ise % 100 6liim elde
edilmistir. Daha sonra yapilan ikinci denemede 2. ve 3. gémlek larvalara 2 x 10°
inkliizyon cisimcigi/ml igeren konsantrasyonu uygulanmis ve uygulama yapilan
alanda ti¢ hafta sonunda biitlin larvalarin 6ldigli ve viriisiin plantasyonun hepsine
yayildig1 belirlenmistir. Alanda biiyiik yogunlkta 6lii larvalarla beslenen Omophlus
cinsine ait tiirlerin varligi tespit edilmis, boylece bu bdceklerin hastaligin

yayilmasindan sorumlu oldugu sonucuna ulasilmistir (Donaubauer E, 1973).

Podgwaite ve arkadaslar1 (1984) yaptiklar1 ¢alismada zararlinin makul kontrolii i¢in

NPV’nin doz oranini 2,5 X 10° olarak belirlemislerdir.

Entwistle ve arkadaglart (1985) NPV’nin saflastirilmis polihedral inkliizyonlarini
iceren sprey siuspansiyonlarmin uygulama yilinda N. sertifer’in larval
populasyonlarinda oldukca yiiksek mortaliteye yol actigini ve yapraklari iyi

korudugunu bildirmislerdir.

Glowacka ve arkadaslari (1987), laboratuar uygulamalari sonucu 1 x 10° - 1 x 10°

PIB (Polyhedral Inclusion Body /ml’de 9. giinde %100 mortalite elde etmislerdir.

Angus (1956), Bacillus thuringiensis var. sotto Ishiwata toksinlerinin zararli iizerinde

etkisiz oldugunu belirlemistir.

Yaman ve arkadaglari (2001), N. sertifer’in larvalarina karst NsNPV’nin 5X109,
5x10% ve 5x10" PIB/ml olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonlarini test etmis, viral
enfeksiyonu giemsa yontemiyle boyama yapilarak gosterilmistir. Larvalarda 6limiin
deney siiresinin dérdiincii giiniinde basladigi, 5 x 10° PIB/ml konsantrasyonunda 9.
giinde % 90,4’e ulastig1 bildirilmistir. Ug¢ farkli konsantrasyonun ayni 8liim oranini
gosterdigini, enfeksiyon siirelerinin ise farkli gilinlerde gelistigini belirlemislerdir.
Calismada NsNPV’nin Tirkiye’de N. sertifer’e karst etkili bir biyolojik miicadele

ajani olarak kullanilabilecegi de saptanmistir.
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Finney ve Bennett (1983), Heterorhabditis heliothidis nematodunun laboratuar
kosullarinda kullanimiyla 15°C’de 120 saat siire sonunda N. sertifer’in son gomlek
larvalarinda % 100 mortalite elde etmislerdir. Ancak, zararlinin pupalarinin ise
nematoda duyarli olmadig1 bildirilmistir. Pupalar disekte edildiginde ise 24 saat
sonra %100 enfekte olduklar1 tespit edilmistir. Bu nematodun potansiyel olarak

yaprakarilarinin biyolojik kontroliinde diisiiniilebileceklerini belirtmislerdir

Sezen ve arkadaslar1 (2001), Balaninus nucum’dan izole ettikleri Serratia
marcescens bakterisinin insektisidal etkisini N. sertifer larvalar1 tizerinde 5 giin

icinde %88 olarak tespit ettiler.

Aksu (2010), 1992 yilinda Bacillus thuringiensis igeren preparatlar (Foray)
kullanilarak miicadele yapildigini1 bildirmistir. Bu uygulamanin temas yoluyla
sahanin genelinde tirtillara etki yaparak onlarin hastalanmalarina ve gomlek
degistirmelerini engelledigi i¢in 6liimlerine neden oldugunu belirtmistir. 1993 yilinda
yapilan kontrolde 1992 yilina oranla bakteriyel ilacin kesin etkisini gostererek
sahanin %80’inde basarili oldugunu ve bu ilacin dogal denge acisindan zarar

boyutunun olmadigini tespit etmistir.

Ancak, Diinyada ve Tiirkiye’de ¢ok ¢esitli cam tiirlerinde zarar yapan Kirmizimtirak
Sar1 Cali Antenli Yaprakarisi Neodiprion sertifer’in viicut mikroflorasi {izerine
yapilmis yeterli arastirma bulunmamaktadir. Bu arastirmada, bdcegin viicut

bakteriyel florasinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Ayrica, bu ¢alisma sonuglarinin bizi bu flora iiyelerinin biyokontrol ajani olarak
kullanilabilme potansiyelleri, onemli biyoaktif bilesiklerin iiretimi gibi benzer

pekgok konuda 6nemli bilgilere ulastiracagi beklenmektedir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calisma esnasinda kullanilan alet ve cihazlar asagida siralanmistir:
Inkiibatér (MMM Group Incucell, CZECH REPUBLIC)
Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)

Faz Kontrast Mikroskop (Zeiss, GERMANY)

Steril Kabin (BLF 2000, CLASS II, TURKIYE)
Calkalamali inkiibator (GFL 3032, GERMANY)

Magnetik Karistiric1 (Heidolph, GERMANY)

pH Metre (InoLab pH7110, GERMANY)

Derin Dondurucu (New Brunswick Sci, U410, ENGLAND)
Hassas Terazi (Ohaus, CHINA)

Otomatik pipet seti (Socarex, SWISS)

Buzdolab1 (Bosch, GERMANY)

Su Banyosu (Memmert, GERMANY)

Mikrodalga Firin (Beko MD1505, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL4L, GERMANY)

Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

PCR (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Elektroforez Tanki (Yatay) (Bio-Rad, U.S.A.)
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Elektroforez Akim Saglayici (Bio-Rad, U.S.A.)
Jel Gorilintiileme Sistemi (Bio-Rad, U.S.A.)
Buz makinasi (IQ 85C AIRE, EU )

Santrifiij (Awel, WF 48-R, FRANCE)

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Calismada kullanilan besiyeri ve kimyasallarin analitik saflikta olmasina 6zen
gosterilmis, Difco, Oxoid ve Merck marka besiyeri ve kimyasallar kullanilmistir.
2.1.3. Cahsmada Kullanilan Bakterial izolatlar

Calismada kullanilan bakterial izolatlar N. sertifer’in larvalarindan elde edilmistir.

2.1.4. izolasyon Islemlerinde Kullamlan Bocek Tiirii
Izolasyon iglemlerinde N.sertifer’in larvalari kullanilmustir.

2.2. Yontem

2.2.1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Izolasyon, saflastirma, teshis islemlerinde kullanilan besiyeri ve ¢ozeltiler asagida

belirtilen sekilde hazirlanmistir:

Nutrient agar (NA): Distile suya 28 g/L olacak sekilde hazirlanmis, otoklavda
sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Steril kabin igerisinde 45-50°C’ye kadar

sogutulduktan sonra petri kaplari igerisine dokiiliip katilagsmasi1 beklenmistir.

Nutrient broth (NB): Distile suya 13 g/L olacak sekilde hazirlandiktan sonra

otoklavda sterilizasyon gerceklestirilmistir.
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Stok Besiyeri: 0,65 g nutrient broth karisimina 36 ml %18’lik gliserol ¢ozeltisinden
eklendikten sonra son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmis, otoklavda

sterilizasyondan sonra eppendorf tiiplerine dagitilmistir.

%18’lik gliserol c¢ozeltisi: 18 ml gliserol deiyonize saf su ile 100 ml’ye

tamamlanmaistir.

%5’lik H,0, ¢ozeltisi: 17 ml %30’luk H,O,’in hacmi steril saf su ile 100 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

%3’liikk KOH c¢ozeltisi: 3 g KOH 100 ml steril saf su icerisinde c¢oziilerek

hazirlandi.

%0,85’lik NaCl cozeltisi: 8,5 mg NaCl 1 L saf suda ¢oziildi. Cozelti otoklavda

steril edildi.

%70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin hacmi steril saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi. -20°C’de muhafaza edildi.

Primer caliyma Kkonsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerler
katologu dogrultusunda ¢oziilerek ClxV1=C2xV2 formiili kullanilarak son
konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde hazirlandi.

Ethidium bromiir ¢ozeltisi: 100 ml steril saf su igerisinde 1 g ethidium bromiir
magnetik karistirict kullanarak iyice c¢oziildii. Amber sisede, oda sicakliginda

muhafaza edildi.

Gr + bakteriler icin lizis tamponu: Lizozim 20 mg/ml, 20 mM Tris-HCI, 2 mM
EDTA, 1,2% Triton X-100 ve pH 8.0 olacak sekilde ayarlanip hazirlandk.

Tris asetik asit EDTA (TAE) tamponu (x50): 242 g tris, 57,1 ml glasial asetik asit,
0,5 M 100 ml EDTA, pH 8.0 olacak sekilde ayarlanip hacim distile suyla 1 L’ye

tamamlandi.

Yiikleme tamponu: 40 gr sukroz, 0,025 gr bromofenol mavisi, 0,25 gr ksilen

siyanol 100 ml distile su icerisinde ¢6ziilerek hazirlandi.
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Taq polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCI, 1 mg/ml

jelatin.

-MgCl,: 25 mM

-Niikleotid Karisimi: 10 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
-Taq polimeraz: 5 U/ ml

Safranin cozeltisi: 1 g safranin, 10 ml %95’lik etil alkolde ¢6ziilmiis, son hacim

steril saf su ile 100 ml’ye tamamlanmis, buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Lugol Soliisyonu: 1g I ve 0,5g KI tartilarak, toplam hacim steril saf su ile 100 ml’ye

tamamlanmis ve buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Kristal violet ¢ozeltisi: 2 g kristal violet, 20 ml %95’lik etil alkolde ¢6ziilmiig, son
hacim steril saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak sise i¢inde buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

Malasit yesili ¢ozeltisi: 5 g malasit yesili, 100 ml steril saf su ile ¢oziilerek sise

icinde buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.2.2. Orneklerinin Toplanmasi

N.sertifer’in larvalar1 Nisan-Mayis 2016 tarihleri arasinda Artvin ¢am ormanlarinda
yapilan arazi ¢aligmalarinda toplandi. N.sertifer ile enfekte oldugu belirlenen ¢am
agaclarinin yan dal siirgiinleri kesilerek alindi. Bu dallarin kesilen kisimlart steril

nemli pamukla sarilarak, plastik kutulara yerlestirildi ve laboratuara getirildi.

2.2.3. Bakterilerin Izolasyonu ve Stoklanmasi

N.sertifer tiiriiniin larvalarindan bakteri izolasyonu i¢in ayr1 ayr1 ve her defasinda 10
adet larva kullanilarak %70’lik alkolde yiizey sterilizasyonu igin 10 dak bekletildi.
Larvalar ti¢ kez steril su ile ¢alkalandi, cam bir doku pargalayict kullanilarak nutrient
broth igerisinde ezilerek ekstraktlari hazirlandi. Hazirlanan ekstrakt seyreltildi ve son

seyreltikten 0.1ml alinarak nutrient agar besiyeri iizerine yayma ekim yapildi. Ekim
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yapilan petri kablar1 30°C’de 2-3 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda olusan kolonilerden saf kiiltiirler elde edildi. Izolatlarin her birine ayr1 bir
kod numarasi verilerek ve stok kiiltiirleri hazirlanarak (eppendorf tiipleri) -20°C’de

derin dondurucuda muhafaza edildi.

2.2.4. Bakterilerin Karekterizasyonu

Bakteriler klasik (koloni morfolojisi, hiicre morfolojisi, gram o6zelligi, endospor
olusumu ve hareketlilik) ve konvensiyonel testler (APl 20 E ve API 50 CH Kkitleri,
Biomerieux, France) kullanilarak morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlenerek

karakterize edildi.
Koloni morfolojisi

Saflagtirilan bakteri kiiltiirlerinin her birinden alinan 6rnekler, ¢izgi ekimle tek koloni
diisecek sekilde NA besiyerine transfer edilmis ve 25°C’de 24-48 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerin sekilleri ve

renkleri incelenmistir (Saygili 1995).
Hiicre morfolojisi

Bakteriyel izolatlarin 18-24 sa’lik taze kiiltiirlerinden hazirlanan preparatlar, basit
boyama yapilarak mikroskobun immersiyon objektifinde hiicre sekillerine (¢ubuk,
yuvarlak, virgiil vs.) bakilmistir (Temiz 2000; Harley ve Prescott, 2002).

Gram ozelligi
[zolatlarin Gram 6zelligi iki farkli yontemle belirlenmistir:

1. yontemde; taze bakteri kiiltiirinden alinarak lam iizerinde hazirlanan smear
tizerine kristal violet ¢ozeltisi dokiilerek 1dk bekletilmis ve sonra su ile fazla boya
uzaklastirilmistir. Devaminda preparat iizerine liigol eklenmis ve 1 dk sonunda
%096°11k etil alkol ile yikanmistir. Daha sonra saf sudan gegirilen preparat safranin ile
20 saniye boyandiktan sonra su ile yikanmis, kurutma kagidi ile kurutulmus ve
mikroskobun immersiyon objektifinde incelenmistir. Mor renk Gram (+), pembe-

kirmizi renk Gram (-) olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott 2002).
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2. yontemde; lam tizerine damlatilan %3’lik KOH soliisyonu {izerine 6ze ile alinan
taze bakteri kiiltiirtinden koyularak 5-10 saniye karistirilir. Daha sonra 6ze yukari
dogru kaldirilir. Gram negatif bakteriler bu durumda vizkoz bir uzama gosterirken
Gram pozitif bakterilerde bu durum goézlenmez. Gr negatif bakterilerde KOH ile
muamele edildiginde goriilen bu uzama hiicre duvar yapisinin parcalanmasindan

kaynaklanmaktadir (Farrab ve Reboli 2006; Saygili vd., 2006).
Hareket testi

Saf bakteri izolatlarinin 18-24 saat’lik kiltirlerinden alinan Orneklerin hareketlilik

testi, "asili damla preparat yontemi" ile mikroskopta incelenmistir (Arda, 2000).
Endospor olusumu

Bakteri kiiltiirlinden alinarak hazirlanan smear kaynayan su banyosu iizerine
yerlestirilmis, lizeri malasit yesili ile kaplanarak kurutma kagidi koyulmus ve tekrar
malagit yesili ilave edilerek 5-7 dakika boyama islemine devam edilmistir. Daha
sonra kurutma kagidi kaldirilmig, fazla boya uzaklastirildiktan sonra preparat
safranin ile boyanmis boyama sonrasi su ile nazik¢e yikanip, kurutulmus ve

incelenmesi yapilmigtir (Harley ve Prescott 2002).
Kapsiil

Bazi mikroorganizmalar hiicre duvarimin dis ylizeyini kaplayacak sekilde
ekstraselular (hiicre dis1) polimerler tretirler. Hiicreyi saran bu yapiya kapsiil adi
verilmektedir. Saf bakteri izolatlarinin 18-24 saat’lik kiiltiirlerinden alinan
orneklerinden hazirlanan preparatlarla faz kontrast mikroskobu ile kapsiil yapilarinin

varligi incelenmistir.
Biyokimyasal testler
Katalaz testi

Izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarini belirleyebilmek igin bu test
yapilmigtir. Katalaz enzimine sahip olan bakteriler elektron tasima sisteminin
sonunda ag¢iga ¢ikan hidrojen peroksiti (H20;)’i pargalayip H,O ve O,’ye doniistiiriir.
O2’nin olusumu kabarciklar halindegoriilebilmektedir. Bu amacla 24-48 saat’lik geng
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bakteri kiiltiirlerinin her birinden bir 6ze dolusu alinarak lam {izerine konulmus ve
tizerlerine bir damla H;0, damlatilmistir. Kabarcik olusumu katalaz pozitif,
olusmamasi ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Arda 2000; Harley ve
Prescott 2002).

Oksidaz testi

Izolatlarn  Cytochrome C Oksidase enzimine sahip olup olmadiklarmi
belirleyebilmek i¢in bu test yapilmistir. Solunum prosesinde goérev alan bu enzim
elektron tagima sisteminde maddeleri birinden digerine indirgeyerek hiicresel enerji
(ATP) olusumunu saglar. Bu amagla, %1 tetra methyl-p-phenylendiamine
dihydrochloride iceren kit halindeki tabletler steril saf su ile doyurulup, {izerine petri
plaginda gelistirilmis 24-48 sa’lik bakteri kiiltiiri yayilmistir. Mavimsi-mor renk
olusumu pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Leloglu ve Erdogan 1979; Harley
ve Prescott, 2002).

Konvensiyonel testler

Bu amacla API 20 E ve API 50 CHB (Biomerieux, France) test kitleri kullanildi.
Bakteriler nutrient agar besiyerine ekilerek, 30°C’de bir gece inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonunda olusan koloniler steril bir 6ze yardimiyla toplanarak API 20 E
i¢in igerisinde % 0.8’lik NaCl bulunan 2 ml’ lik test tuplerine, API 50 CHB i¢in ise
icerisinde amonyum sulfat, maya ozutu, fenol kirmizisi ve tripton bulunan 10 ml’ lik
hazir API 50CHB (Enterobacteriaceae/Bacillus) besiyerine aktarilarak siispansiyon
haline getirildi. Siispansiyon igerisindeki bakterilerin yogunlugu 3 No’lu McFarland

standardina esitlendi.

Daha sonra hazirlanan bakteri suspansiyonlari API 20 E ve API 50 CHB test
kuyucuklarma(strip) ekildi. Stripler 30°C’de 48 saat inkubasyona birakildi. 24 ve 48
saatlik siireler sonunda test kuyucuklarinda meydana gelen renk degisimlerine gore

degerlendirmeler yapildi.
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2.2.5. Bakterial izolatlarin 16S rRNA dizi analizi ile tanilanmasi

Genomik DNA izolasyonu

Bakteriyel izolatlar, nutrienth agar besiyerinde 30°C’de 48 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi gelisen bakterilerden alinan tek koloniler nutrienth
broth besiyerine aktarildi. Calkalamali inkiibatérde 30°C’de 160 rpm’de yaklagik 18-
24 saat inkiibe edildi. Bu sekilde gelistirilen kiiltiirlerden genomik DNA izolasyonu,
DNA izolasyon kitinden (Thermo Scientific GeneJET) uyarlanan protokol
kullanilarak Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler icin asagida belirtilen agamalar

uygulanarak gerceklestirildi.
Gram pozitif Bakteriler icin Genomik DNA izolasyon Asamalan

Bakteri kolonileri nutrienth broth besiyerinde 30°C’de yaklasik 18-24 saat inkiibe
edildi.

1- Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen geng kiiltiirler 2 ml’lik steril eppendorf
tiiplerine alindi. 5000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde

edilen pelet genomik DNA izolasyonunda kullanildi.

2- Pelet Gram pozitif bakteriler i¢in hazirlanan 180 ul lizis tamponuyla suspense
edildi. 37°C’de 30 dk bekletildi.

3- Bekleme sonrasi 200 pl Lizis soliisyonu ve 20 pl Proteinaz K eklendi, homojenize

slispansiyon elde etmek igin vortekslendi.

4- Bakterial hiicreler tamamen parcalanana kadar 56°C’de c¢alkalamali su

banyosunda 30 dk stireyle inkiibe edildi.

5- Inkiibasyon sonrasi ortama 20 pl RNase A Soliisyonu eklenerek, vortekslendi.

Karisim 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
6- 400 ul %50 etanol eklendi ve vortekslendi.

7- Hazirlanan lizat GeneJET Genomic DNA Piirifikasyon kolonuna aktarildi. Kolon

10 000 rpm’de 1-4 dk siireyle santrifiij edildi. Igerisine akan soliisyonu igeren
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toplama tiipii atildi. GeneJET Genomic DNA Piirifikasyon kolonu yeni 2 ml’lik

toplama tiipiine yerlestirildi.

8- Kolona 500 pul Wash Buffer I eklendi. Kolon 12 000 rpm’de 1-3 dk santrifiij

edildi. Dipte olusan s1v1 atildi. Toplama tiipii piirifikasyon kolonuna geri yerlestirildi.

9- GeneJET Genomic DNA Piirifikasyon kolonuna 500 pl Wash Buffer II eklendi.
12 000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Dipte olusan sivi dokiildii.. Toplama tiipii atildi.
GeneJET Genomic DNA Piirifikasyon kolonu steril 1.5 ml mikrosantrifiij tlipiine

transfer edildi.

10- 200 pl Elisyon Tamponu GeneJET Genomik DNA Piirifikasyon kolonuna
Genomik DNA’y1 ayristirmak i¢in eklendi. 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

11- Piirifikasyon kolonu atildi. Izole edilen DNA daha sonraki asamalarda

kullanilmak tizere -20°C’de stoklandi.
Gram negatif Bakteriler icin Genomik DNA izolasyon Asamalar

Bakteri kolonileri nutrienth broth ve luria bertani broth besiyerinde 30°C’de yaklasik
18-24 saat inkiibe edildi.

1- Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen geng kiiltiirler 2 ml’lik steril eppendorf
tiiplerine alindi. 5000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edildi. Siipernatant kismi

dokiildii. Santrifiij sonunda elde edilen pelet genomik DNA izolasyonunda kullanildi.

2- Pelet 180 pl Dijesyon Soliisyonuyla siispanse edildi. 20 pl Proteinaz K eklendi,

homojenize siispansiyon elde etmek i¢in vortekslendi.

3- Bakterial hiicreler tamamen parcalanana kadar 56°C’de c¢alkalamali su

banyosunda yaklasik 30 dk siireyle inkiibe edildi.

4- Inkiibasyon sonrasi ortama 20 ul RNaz A Soliisyonu eklenerek, vortekslendi.

Karisim 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

5- Ornege 200 pl Lizis soliisyonu eklendi. Yaklasik 15 s homojenize siispansiyon

elde etmek i¢in vortekslendi.
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6- 400 pl %50°1ik etanol eklendi ve vortekslendi.

7- Hazirlanan lizat GeneJET Genomic DNA Piirifikasyon kolonuna toplama tiipii
yerlestirilerek transfer edildi. Kolon 6000 rpm’de 1 dk siireyle santrifiij edildi. Alta
gecen siviyl igeren toplama tiipi atildi. GeneJET Genomic DNA Piirifikasyon

kolonuna yeni 2 ml’lik toplama tiipii yerlestirildi.

8- Kolona 500 ul Wash Buffer I eklendi. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alta

gecen s1vi s1vi dokiildii. Toplama tiipii piirifikasyon kolonuna geri yerlestirildi.

9- GeneJET Genomic DNA Piirifikasyon kolonuna 500 pl Wash Buffer II eklendi.
12 000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Alta gegen sivi sivi dokiildii. Toplama tiipii
atildi. GeneJET Genomic DNA Piirifikasyon kolonu steril 1.5 ml mikrosantrifiij

tiipline transfer edildi.

10- 200 pl Eliisyon Tamponu GeneJET Genomik DNA Piirifikasyon kolonuna
Genomik DNA’y1 ayristirmak i¢in eklendi. 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

11- Piirifikasyon kolonu atildi. Izole edilen DNA daha sonraki asamalarda

kullanilmak tizere -20°C’de stokland.
16S rRNA geninin PCR yardimu ile ¢cogaltilmasi

16S rRNA gen amplifikasyonu; 27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') 1492R
(5-GGYTACCTTGTTACGACTT-3") (Macrogen) evrensel primerleri kullanilarak
gerceklestirildi.

Reaksiyonun hazirlanmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yapilacak her bir 6rnek i¢cin 50 pl’lik reaksiyon
olarak hazirlandi. 5 pl kalip DNA i¢in; 5 ul 10 x PCR tamponu(Fermentas), 2,5
pul ANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP - 4 mM), 2
ul 10 pm primer 27F, 2 ul 10 pm primer 1492R, 3.0 ul MgCl;, 0,5 pl 5 unit/pl
Taq DNA polimeraz ve 30 pl steril saf su kullanildi.
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PCR sartlan

Hazirlanan o6rnekler, 94°C’de 2 dakika denatiirasyon, bunu takiben 35 dongii olacak
sekilde 94°C’de 45 saniye denatiirasyon, 55°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 1
dakika uzama ve son olarak 72°C’de 10 dakika uzama basamagindan olusacak
sekilde proglamlanan PCR termocycler cihazina yerlestirildi. Seg¢ilen programda

hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi yapildu.
PCR iiriinlerinin elektroforezi:

0,5 gr agaroz iizerine 50 ml 1XTAE tamponu eklendi. Karisim mikrodalga firinda
iyice ¢ozlinlinceye kadar 1sitildi. 45-50°C’ye kadar soguyan agarose jele 3 pl etidium
bromiir ilave edildi. Hazirlanan jel karigimi igerisine tarak yerlestirilmis olan
elektroforez jel kiivetine dokiildii. 15-20 dakika beklenerek jelin donmasi saglanda.
Donan jelden taraklar dikkatlice g¢ikarildi ve igerisinde 1XTAE tamponu bulunan
elektroforez tankinin igine yerlestirildi. Jeldeki gukurlara ise her bir 6rnek igin 2 ul

6X yiikkleme tamponu, 5 pl PCR iirlini karistirilarak yiiklendi.

PCR iiriinii, % 1 elektroforez jel diizeneginde 100 volta ayarlanarak 30-40
dakika yiiriitiildii. Istenen bolgenin varligi jel dokiimantasyon sistemi ile

goriintiilenerek, teyit edildi.
Sekans analizi

PCR yontemiyle ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesi sekans analizi, her iki yonde ticari
bir firma araciligiyla her iki yonde okutuldu. Sekans verileri BioEdit ile analiz edildi.

Birlestirilen diziler gen bankasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) bulunan niikleotid

koleksiyonunda karsilastirilarak diger tiirler ile yakinliklar1 ortaya konuldu. Alinan
sonuglar gen banka gonderildi ve bakterial izolatlarin herbiri i¢in gen bank kabul

numaralar1 alindi.
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3. BULGULAR

3.1. N. sertifer’den izole Edilen Bakteriler

Bu ¢alismada, kirmizimtrak sar1 ¢ali antenli yaprakarisi N. sertifer’den 7 cinse ait
toplam 13 bakteri izole edildi. Bakteriyel izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri (konvensiyonel testler ve APl 20 E, API 50 CH kitleriyle) belirlendi.
Yapilan ¢aligmalara ve 16S rRNA gen sekans analizi verilerine dayanilarak izolatlar;
Pseudomonas sp. (Nsl1), Staphylococcus sp. (Ns2), Bacillus megaterium (Ns3),
Klebsiella oxytoca (Ns4), Klebsiella oxytoca (Ns5), Staphylococcus sp. (Ns6),
Klebsiella oxytoca (Ns7), Raoultella planticola (Ns8), Pantoea agglomerans (Ns9),
Staphylococcus pasteuri (Ns10), Pantoea agglomerans (Ns11), Acinetobacter lwoffi

(Ns12) ve Pantoea agglomerans (Ns13) olarak tanimlandi.
3.2. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Izolatlarin morfolojik 6zellikleri Tablo 1.’de verilmistir. Ns2 ve Ns6 izolatlarinin
acik krem, Ns9, Ns10, Ns11 ve Ns13 izolatlarinin sar1, diger izolatlarin ise krem
renginde koloni olusturdugu tespit edildi. Izolatlarin tiimiiniin ise yuvarlak koloni
morfolojisine sahip oldugu goriildii. Ns2, Ns3, Ns6 ve Nsl0 izolatlarinin Gram
pozitif, diger izolatlarin ise Gram negatif oldugu belirlendi. Nsl ve Ns2
izolatlarinin basil (gubuk), Ns2, Ns6 ve Nsl10 izolatlarinin kok (yuvarlak), diger
izolatlarin ise kokobasil seklinde oldugu gortildii. Ns1, Ns3, Ns9, Ns11 ve Ns13
disindaki izolatlarin hareketsiz oldugu tespit edildi. Kapsiil varligi Ns4, Ns5, Ns7
ve Ns8 izolatlarinda, spor olusumu ise sadece Ns3 izolatinda goriildii. Ns1, Ns3,
Ns5, Ns6, Ns7, Ns10 ve Ns13 izolatlar1 6li larvalardan, Ns2, Ns8, Ns9, Ns11 ve

Ns12 izolatlart saglikli larvalardan, Ns4 ise hastalikli larvalardan izole edildi.
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Tablo 1. N.sertifer’den izole edilen bakterilerin morfolojik 6zellikleri.

Testler
Izolat Koloni Koloni  Hiicre Gram Izolasyon
kodu rengi sekli sekli Kapsiil 6zelligi Spor Hareket kaynagi
Ns1 Krem Yuvarlak Basil - - - + O.L
Ns2 Agik krem Yuvarlak Kok - + - - S.L
Ns3 Krem Yuvarlak Basil - + + + O.L
Ns4 Krem Yuvarlak Kokobasil — + - - - H.L
Ns5 Krem Yuvarlak Kokobasil — + - - - O.L
Ns6 Agcik krem Yuvarlak Kok - + - - O.L
Ns7 Krem Yuvarlak Kokobasil — + - - - O.L
Ns8 Krem Yuvarlak Kokobasil — + - - - S.L
Ns9 Sar Yuvarlak Kokobasil - - - + S.L
Ns 10 Sart Yuvarlak Kok - + - - O.L
Ns 11 Sar Yuvarlak Kokobasil - - - + S.L
Ns 12 Krem Yuvarlak Kokobasil - - - - S.L
Ns 13 Sar Yuvarlak Kokobasil - - - + O.L

+ pozitif, - negatif, O.L: &lii larva, S.L: saglikl larva, H.L: hastalikli larva
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3.3. izolatlarin Biyokimyasal Karakteristikleri

Izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri, konvensiyonel tesler ve API (Analitik Profil
Indeks) test kitleri kullanilarak belirlendi. API test kitlerinden; APl 20 E sadece
Gram negatif bakterilerin, APl 50 CH ise sadece Gram pozitif bakterilerin
biyokimyasal karakterizasyonu i¢in kullanildi. API test kitlerinden; APl 50 CH 49
adet, API 20 E ise 20 adet minyatiirize edilmis biyokimyasal test iceren
mikrotiiplerden olusmaktadir. izolatlara ait APl 20 E ve APl 50 CH test sonuglari

sirastyla Tablo 2 ve Tablo 3’de sunulmustur.

Biitiin izolatlar katalaz pozitif, Nsl izolati hari¢ oksidaz negatiftir. Tablo 2
degerlendirildiginde; Gram negatif biitiin izolatlarin glukoz fermentasyonu testinden
pozitif sonug, H,S iiretimi testinden ise negatif sonu¢ verdigi belirlendi. B-
galaktozidaz reaksiyonunun sadece Ns3 izolatinda pozitif sonug verdigi, inositol
fermentasyonunun ise sadece Ns12 izolatinda negatif sonug verdigi tespit edildi.
Ureaz ve indol iiretimi test sonuglarinin ise Ns4, Ns5 ve Ns7 izolatlarinda pozitif
oldugu gozlendi. Diger test sonuglarinin ise izolatlar arasinda degiskenlik gosterdigi

tespit edildi.

Tablo 3. degerlendirildiginde; Gram pozitif izolatlarin hepsinin D-fruktoz, D-sukroz
ve D-trehaloz test sonuglarmin pozitif, eritritol, L-ksiloz, Metil-BD-ksilopiranozid,
Metil-aD-mannopiranozid, amygdalin, D-melezitoz, Ksilitol, Glikojen, D-liksoz, D-
fukoz, L-arabitol, Potasyum glukonat, Potasyum 2-ketoglukonat ve Potasyum 5-
ketoglukonat test sonuglarinin ise negatif oldugu tespit edildi. D-Arabinoz, D-
adonitol, D-galaktoz, L-sorboz, L-ramnoz, inositol, D-sorbitol, Metil-a-D-
glukopiranozid, D- seliobiyoz, D- laktoz, gentiobiyoz, D-tagatoz, L-fukoz test
sonuglart sadece Ns6 izolat1 i¢in, inulin ve nisasta testi ise sadece Ns3 izolat1 i¢in
pozitif sonug¢ verdigi belirlendi. D- riboz ve eskulin ferrik sitrat test sonuclar1 sadece
Ns2 izolati i¢in negatif, D- glukoz ve D- maltoz test sonuglari ise sadece Ns10 izolati
icin negatif olarak tespit edildi. Geriye kalan diger test sonuglarinin ise izolatlar

arasinda degiskenlik gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4. N. sertifer izolatlarinin AP 20 E test Kitleri ile verdigi reaksiyonlar.
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Sekil 4. Devam, N. sertifer izolatlarinin API 20 E test kitleri ile verdigi reaksiyonlar
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Sekil 5. N. sertifer izolatlarinin API 50 CHB test kitleri ile verdigi reaksiyonlar.
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Tablo 2. Konvensiyonel ve APl 20 E test kitlerine gore Gr (-) izolatlarin
biyokimyasal karakteristikleri

Testler Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns
1 3 4 5 7 8 9 11 12 13

Katalaz + + + + + + + + + +
Oksidaz + - - - - - - - - -
B-galaktozidaz -+ - - - - - - - -
Arjinin dihidrolaz zp - o+
Lisin dekarboksilaz - -
Ornitin dekarboksilaz - - p - - zp - - - -
Trisodyum sitrat + - zp + - - - -
H,S tiretimi - - - - - - - - - -
Ureaz - -
L-triptofan zp -
Indol - -
VP (sodyum piruvat) - -
Jelatinaz
Glukoz ferment. +
D-mannitol ferment. +
Inositol ferment. +
D-sorbitol ferment. + -
+
+
+

+ +
+ +

—+
1

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

N
o

1

]

1
+ + +

L-ramnoz ferment.

D-sakkaroz ferment.
D-melibioz ferment.
Amygdalin ferment. - -
L-arabinoz ferment. + -
NO, - -

+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + 4+ + +

+ + + + + + + 4+

+ pozitif, - negatif, zp: zayif pozitif, ferment: fermentasyonu
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Tablo 3. Konvensiyonel ve API 50 CHB test kitlerine gore Gr(+) izolatlarin

biyokimyasal karakteristikleri

Testler

Ns2

Ns3

Ns6

Ns10

Katalaz

Oksidaz

Gliserol

Eritritol

D-Arabinoz

L-Arabinoz

D-Riboz

D- Ksiloz

L- Ksiloz

D-Adonitol
Metil-B-D-ksilopiranozid
D-Galaktoz

D-Glukoz

D-Fruktoz

D-Mannoz

L-Sorboz

L-Ramnoz

Dulkitol

Inositol

D-Mannitol

D-Sorbitol
Metil-a-D-mannopiranozid
Methyl-a-D-glukopiranozid
N-Asetilglukozamin
Amygdalin

Arbutin

Eskulin-ferrik sitrat
Salisin

D-Seliobiyoz

D-Maltoz

D-Laktoz (bovine origin)
D-Melibiyoz
D-Sakkaroz

D-Trehaloz

Inulin

D-Melezitoz

D-Raffinoz

+ + + + + + 4+ + + +

+ +

+ + + + + + + + +

+

+ pozitif, - negatif, zp: zayif pozitif



Tablo 3. Devam Konvensiyonel ve API 50 CHB test kitlerine gore Gr(+) izolatlarin

biyokimyasal karakteristikleri

Testler Ns2 Ns3 Ns6 Ns10

Nisasta (starch) - + - -
Glikojen - - - -
Ksilitol - - - -
Gentiobiyoz - - + -
D-Turanoz - + - -
D-Liksoz - - - -
D-Tagatoz - - + -
D-Fukoz - - - -
L-Fukoz - - +

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

+ pozitif, - negatif, zp: zayif pozitif
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3.4.16S rRNA Dizi Analizi Sonuglar ve Filogenetik Agac

Bakteriyel izolatlar 16S rRNA gen sekans analizi igin ticari bir firmaya gonderildi.
Gelen sekans sonuglarina gore elde edilen baz dizileri GenBank’da blast analiziyle
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi) diger baz dizileriyle karsilastirildi. Blast
analizi sonuglarina gore bakteriyel izolatlar karsilastirildiklari tiirler ile %97-%99
arasinda benzerlik gosterdi. Elde edilen sonuglar identifikasyonda kullanild1 ve gen

banka bu veriler girilerek gen bank erisim numaralar1 alindi.

Fiolgenetik agag, izolatlarin 16S rRNA gen baz dizileri esas alinarak ve MEGA
Software 6.06 programi kullanilarak ¢izildi (Tamura vd., 2013). Buna gore;
izolatlarin identifikasyon sonuglar1 Tablo 4’de ve filogenetik yakinliklart ise Sekil

6’da sunulmustur.
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Tablo 4. 16S r RNA gen sekans analizine gore N.sertifer’den izole edilen bakterilerin

identifikasyon sonuglari

Izolatlarin
NCBI
16Sr veri
RNA gen tabaninda
' Gen bank sekans  en yakin
Ilzgtljaut flfllrsrialiam Tirler 1(ll:?;)l)nlugu Ei:rrl;erligi
Ns 1 MG544098  Pseudomonas sp. 1418 99
Ns 2 MG544099  Staphylococcus sp. 1440 99
Ns 3 MG544100  Bacillus megaterium 1464 99
Ns 4 MG544101 Klebsiella oxytoca 1453 99
Ns 5 MG544102 Klebsiella oxytoca 1452 99
Ns 6 MG544103  Staphylococcus sp. 1467 99
Ns 7 MG544104  Klebsiella oxytoca 1453 99
Ns 8 MG544105  Raoutella planticola 1451 99
Ns 9 MG544106 Pantoea agglomerans 1425 98
Ns 10 MG544107  Staphylococcus pasteuri 1470 99
Ns 11 MG544108 Pantoea agglomerans 1453 98
Ns 12 MG544109  Acinetobacter Iwoffii 1453 99
Ns 13 MG544110 Pantoea agglomerans 1456 97
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51 Klebsiella oxytoca strain K11

45l Klebsiella oxytoca strain: No &,

24 Nsa

ns7

— Ns5

Klebsiella oxytoca strain FQH
Klebsiella oxytoca strain IARFNIAVYZ-11
35 B3| Klebsiella oxytoca NGB-FR52.
Klebsiella oxytoca An16-2.

Raoultella planticola strain IL11

00| g Ns

£ Raoultella planticola strain NBRC 14939

100

=

Fantoea agglomerans strain DDOM

53 Pantoea agglomerans strain TPD7001
100 | Pantoea agglomerans strain NSH
Pantoea agglomerans strain NSD
MNs11
Ms9

E1

a0

B3 MNs13
MNs1

100 [ Pseudomonas sp. B323

Pseudomonas sp. TB2-1041

&7 Acinetobacter Iwoffii strain CI-01

83 L Acinetobacter lwoffii strain W2-2

73 Ms3
100 | Bacillus megaterium strain HNSEE
Bacillus megaterium strain F-50

- Ms6

q MNs2
105 Staphylococcus sp. GR 6-07

Staphylococcus sp. VITS-3

100

Staphylococcus sp. R14

Staphylococcus sp. DVRSG-1

43| Staphylococcus pasteuri strain ATCC 51129
g Ns10

10 Staphylococcus pasteurn strain 424

46

Sekil 6. 16S rRNA gen sekans analizine gore N.sertifer’den izole edilen bakterilerin

filogenetik yakinliklari (MEGA Software 6.06.).

*Bootstrap degeri 1000 tekrarli olarak yapildi ve nodlar iizerinde %50 nin

altindaki degerler gosterilmedi.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bocekler yiiksek uyum yetenekleriyle karasal nislerin genis yelpazelerinde
varliklarii siirdiirebilen omurgasizlardir (Reddy P, 2013). Bir¢ok bdcek tiirii
sindirim sisteminde genis ve ¢esitli mikrobiyal topluluklara ev sahipligi yapar
(Dillon ve Dillon, 2004). Bu mikroorganizmalar ev sahiplerinde beslenmeden
fizyolojiye hatta davraniglara kadar pek ¢ok onemli gorevi yerine getirirler (Chen
vd., 2016). Boceklerin mikrofloralarindaki bakterilerle kurduklari simbiyotik
iliskiler, bocekler arasi etkilesimler ya da zararli bdceklerin kontroliinde yeni
stratejiler gelistirilmesi gibi onemli konulara 151k tutabilme potansiyeline sahiptir
(Dillon ve Dillon, 2004). Ayrica, simbiyotik bakteriler beslenme, gelisme, tireme,
bagisiklik, dogal diismanlar ve tiirlesme gibi konularda da o6nemli katkilar
saglayabilirler (Reddy P, 2013).

Boceklerin gerek i¢ gerekse dis viicut bakteriyel florasi sadece yararli bakterileri
icermemekte bunlarin yaninda siiphesiz onlarin hastalanmasina sebeb olan,

oliimlerine yol agan bakterileride igermektedir.

Yukarida da Ozetlenmeye calisilan tiim bu nedenler boceklerin bakterial floralari
lizerine yapilan arastirmalar1 cazip hale getirmektedir. Bu amagla giinlimiizde pek
¢ok arastirmaci zararli boceklerin bakteriyel floralarini arastirmakta, bakteriler izole
etmekte ve konaklarinda insektisidal etkilerini belirlemektedir (Moraes vd., 2000;
Sezen vd., 2001; Osborn vd., 2002; Dharne vd., 2006; Albayrak-iskender, 2009;
Sevim vd., 2012; Rizzi, 2013; Albayrak-Iskender vd., 2017a, 2017b, 2017c, 2017d).

Bu arastirmada, N.sertifer tiiriiniin viicut i¢inden bakteriler izole edildi, izole edilen

bakterilerin 16S rRNA gen sekans analizleri kullanilarak tanilar1 yapilda.

Kirmizimtrak sar1 ¢ali antenli yaprakarisi N. sertifer larvalarmin viicut i¢inden 7
cinse ait toplam 13 bakteri izole edildi. Bu izolatlarin 3’i cins seviyesinde geriye
kalanlar ise tiir seviyesinde tanimlandi. Pseudomonas cins seviyesinde, Bacillus cinsi

ise tiir seviyesinde 1 izolatla temsil edildi.
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Gram negatif bakterilerin saglikli boceklerin sindirim sistemlerinin en yaygin
bakteriyel flora tiyeleri oldugu bildirilmektedir (Tanada ve Kaya, 1993). Saglikli

boceklerden yapilan izolasyon ¢alismalarinin sonuglar1 bu veriyle uyumludur.

Bu c¢alismada eclde edilen izolatlar daha Once yapilan bocek mikroflorasi
calismalarinda farkli boceklerden izole edilmistir. Nitekim daha 6nce yapilan
aragtirmalarda; Pseudomonas cinsi ve bu cinse ait tiirler; tiiylii palemoto, Hylesia
metabus (Lepidoptera: Saturniidae)’dan (Osborn vd., 2002), Meksika meyve
sinegi, Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae)’den (Kuzina vd., 2001), adi mayis
bocegi, Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabaeidae)’dan (Sezen ve Demirbag,
2007), sivrisinek, Culex pipiens (Diptera: Culicidae)’ten (Galal vd., 2013), pamuk
yaprakkurdu, Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae)’ten (Cakici vd., 2014),
digsbudak kabuk bocegi, Hylesinus fraxini (Coleoptera: Scolytidae)’den
(Menendez vd., 2015), kestane gal arisi Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera:
Cynipidae)’dan (Albayrak Iskender vd., 2017b) izole edilmistir. Yukarida verilen
literatiir ¢alismasi, Pseudomonas cinsi ve bu cinse ait tiirlerin boceklere ait farkli
takimlardan izole edilmesi, bu cinsin boceklerde yaygin olarak bulunduguna isaret

etmektedir.

Pseudomonas cinsine ait ¢ogu bakteri etkin oksijenaz enzimleriyle aromatik
hidrokarbonlarda dahil ¢esitli ve farkli organik maddeleri metabolize etme
yetenegine sahiptir. Atik sularin aritilmasi, petrol sizintilarimin temizlenmesi
(Dworkin, 2006), biyodegradasyon gibi 6nemli olaylarda bu bakteriler anahtar rol
oynar (Sharma ve Pathak, 2014). Ayn1 zamanda Pseudomonas cinsi, bitkiler tizerinde
faydali etkiler gdsteren rizosfer grubu bakterilerin en 6nemli cinslerinden biridir.
Ancak son yillarda yapilan caligmalar bitkilere faydali ozellikleriyle bilinen
pseudomonadlarin insektisidal etki sergiledigini de ortaya ¢ikarmustir (Péchy-Tarr
vd., 2008; Ruffner vd., 2013). Bu galismada izole edilen Pseudomonas sp. tiirtiniin

daha sonraki ¢alismalarda bu amagla kullanilabilecegini kanaatideyiz.

Calismamizda Staphylococcus, Bacillus, Klebsiella, Raoultella, Pantoea ve
Acinetobacter cinsleri tek tiirle temsil edilmektedir. Bu cinslere ait bakterilerden
Staphylococcus cinsi ve bu cinse ait tiirler; Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae)
ergininden (Kuzina vd., 2001), Hylesia metabus (Lepidoptera: Saturniidae)
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larvasindan (Osborn vd., 2002), Hepialus gonggaensis (Lepidoptera: Hepialidae)
bagirsagindan (Yu vd., 2008), Agriotes lineatus (Coleoptera: Elateridae) larvasindan
(Danismazoglu vd., 2012), Plagiodera versicolora (Coleoptera: Chrysomelidae)
larva ve erginlerinden (Demirci vd., 2013); Dastarcus helophoroides (Coleoptera:
Bothrideridae) ergininin bagirsagindan (Zhang vd., 2014), Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae) larvasindan (Cakict vd., 2014), Dryocosmus kuriphilus
(Hymenoptera: Cynipidae) larvasindan (Albayrak-Iskender vd., 2017b) olmak

tizere farkli takimlara ait boceklerden izole edilmislerdir.

Staphylococcus sp. tiirlerinin izole edildikleri konaklar1 {izerinde dnemli bir mortalite
sergilemedigi, entomopatojenik olmadig: bildirilmistir (Cakic1 vd., 2014; Ince vd.,

2008).

Yine Bacillus megaterium tiirtine ait bakteriler Hylesia metabus (Lepidoptera:
Saturniidae)’dan (Osborn vd., 2002), Limonius canus (Coleoptera: Elateridae)
bagirsagindan (Lacey, 2007), Aphis pomi (Homoptera: Aphididae)’den (Aksoy ve
Ozman-Sullivan, 2008), Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae)’den (Secil vd.,
2012), Bombyx mori (Lepidoptera Bombycidae)’den (Prasanna vd., 2014),
Macrotermes gilvus (Blattodea: Termitidae)’dan (Ferbiyanto vd., 2015) izole

edilmislerdir.

Bacillus megaterium morfolojik olarak vejetatif hiicre ve sporlar1 biiyiik, topraktan
kurutulmus besinlere, denizsuyundan sedimentlere, baliklardan bal arilarina kadar
farkli ¢evrelerde bulunabilen bir bakteridir. Genis ve farkli ekolojik habitatlarda
faydali enzim ve triinleriyle ekonomik bakimdan 6nemli bir bakteridir (Vary, 1994).
Bacillus cinsine ait bakteriler bocekleri de igeren ¢esitli ortamlardan izole edilmis,
konaklar1 {izerinde insektisidal etkileri arastirilmis ve patojeniteleri belirlenmeye
caligilmistir. Aphis pomi (Homoptera: Aphididae)’den izole edilen B. megaterium
izolatlarinin zararli iizerinde %92 ile %100 arasinda degisen yiiksek patojenitesi
ortaya cikarilmistir. (Aksoy ve Ozman-Sullivan, 2008). Yukarida agiklamalara
dayanarak izolatimizin gerek ekonomik gerekse biyolojik kontrol yoniinden

kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Klebsiella oxytoca’ya ait tiirler; Akdeniz meyve sinegi, Ceratitis capitata (Diptera:
Tephritidae)’dan (Marchini, vd., 2002), diger meyve sinekleri Bactrocera tau
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(Tephritidae: Diptera) (Prabhakar vd., 2009), Dacus dorsalis (Bactrocera dorsalis)
(Diptera: Tephritidae)’den (Jang vd., 2009; Shi vd., 2012), sindirim sisteminin
predominant  bakteriyel = simbiyontlar1  olarak  Bactrocera spp.  (Diptera:
Tephritidae)’den (Sood vd., 2010) daha 6nceki ¢alismalarda izole edilmistir. Ayrica,
Turunggil Uzunantenli bocegi Anoplophora chinensis’den kiiltiire bagl ve kiiltiirden
bagimsiz metodlar kullanilarak (Rizzi vd., 2013), Anaplophora glabripennis
(Coleoptera: Chrysomelidac)’den (Podgwaite vd., 2013), Aspidomorpha miliaris
(Coleoptera: Chrysomelidae)’den (Shil vd., 2014) ve Ae. albopictus’dan (Yadav vd.,
2015) da izole edilmistir.

Klebsiella sp’nin Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae)
larvalarinda %77 olarak tespit edilen en yiiksek oranda mortaliteye yol agtig1 (Cakici
vd., 2014), L. dispar larvalarinda ise %40 mortalite gosterdigi bildirilmistir (Demir
vd. 2012). Ayrica, Klebsiella oxytoca’ya ait tiirlerin alifatik hidrokarbonlarin genis
bir kismini aerobik sartlarda tamamen metabolize edebildigine dair ¢alismalar bu
suslarin ~ biyodegradasyon  etkinlikleri  bakimindan  farkli  caligmalarda

degerlendirilebilecegini de gostermektedir (Chamkha vd., 2011).

Raoultella cinsine ait tiirlerden R. ornithinolytica, R. terrigena Bactrocera tryoni
(Diptera: Tephritidae) erginlerinden (Thaochan vd., 2010), R. planticola ise
Anoplophora chinensis’den (Rizzi vd., 2013), daha 6nce yapilan bocek mikroflorasi
caligmalarinda izole edilmistir. Ayrica, diazotrofik bakterilerden biri olan R.
terrigena’nin  Dendroctonus rhizophagus ve D. valens gibi kabuk bdceklerinin
sindirim sisteminde bulundugu da bildirilmektedir. Diazotrofik bakteriler
boceklerde azot fiksasyonunun siirdiiriilmesi, azot dengelenmesi gibi islevleri

yerine getirirler (Morales-Jimenez vd., 2013; Morales-Jimenez vd., 2009).

Pantoea agglomerans (Ns9), Helicoverpa armigera (Lepidoptera:Noctuidae)’dan
(Yaman vd., 2005), Dacus dorsalis (Diptera: Tephritidae)’den (Jang vd., 2009),
Bactrocera tau (Tephritidae: Diptera)’dan (Prabhakar vd., 2009), Bactrocera spp.
(Diptera: Tephritidae) tiirlerinin sindirim sisteminden (Sood vd., 2010), Rhizophagus
grandis’den (Yaman vd., 2010), Plagiodera versicolora (Coleoptera:
Chrysomelidae)’nin larva ve erginlerinden (Demirci vd., 2013), Anaplophora
glabripennis (Coleoptera: Chrysomelidae)’in larva ve erginlerinden (Podgwaite vd.,
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2013), Gypsonoma dealbana (Lepidoptera: Tortricidae)’nin larvalarindan izole
edilmistir (Yaman vd., 2017).

P. agglomerans '1n zararl boceklerden Helicoverpa armigera
(Lepidoptera:Noctuidae), D. micans ve Plagiodera versicolora iizerindeki
patojenitesi arastirtlmig, sirasiyla su sonuglarin %95, %86 ve %0 alindig

bildirilmistir (Yaman vd., 2005; Yaman vd., 2010; Demirci vd., 2013).

Acinetobacter cinsi ve bu cinse ait bakteriler boceklerden yaygin olarak izole
edilmektedir. Nitekim, Acinetobacter lwoffi Dendroctonus valens (Coleoptera:
Curculionidiae)’den (Morales-Jiménez vd., 2009), Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera)’dan (Vilanova vd., 2012), Acinetobacter sp. kii¢iik Beyazmelek, Pieris
rapae (Lepidoptera: Pieridae) larvalariin orta bagirsagindan (Robinson vd., 2010),
A. calcoaceticus, ugur bicegi, Propylea quatuordecimpunctata (Coleoptera:
Coccinellidae)’dan (Shil vd., 2014), A. pittii, Aedes albopictus (Diptera:
Culicidae) ‘dan (Yadav vd., 2015), A. johnsonii, Pristiphora abietina (Hymenoptera:
Tenthredinidae)’dan (Albayrak-Iskender vd., 2017a) izole edilmistir.

Sonu¢ olarak, Kirmizimtrak sari cali antenli yaprakarisi N. sertifer (Geoffr)
(Hymenoptera: Diprionidae) ¢am ormanlarinda goriilen en zararli boceklerden
biridir. Bu caligma, N.sertifer’den yapilan ilk bakteriyel izolasyon g¢aligmasidir.
Siiphesiz zararli bocekleri kontrol altina almayr basarmada bunlarin bakteriyel
floralarinin arastirilmasi son derece 6nem arz etmektedir. Boylece, biyolojik kontrol
ajanlarin1 gelistirebilme yolunda ilk adimlar atilmig olur. Elde edilen izolatlar;
endiistriyel, ekonomik ve biyokontrol ¢aligmalar i¢in son derece Onemli strainleri
kapsamaktadir. Biitlin bu agilardan degerlendirildiginde calismanin bilime katki

sagladig agiktir.
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EKLER

EK-1: Ns1 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1418 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544098
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caacccttgt
caaaccggag
cacgtgctac
aaaccgaccg
gaatcgctag
accgcccgte
gacggtacca

tcagcggcgg
gaaaggaacg
cgctatcaga
acgatccgta
ctcctacggg
gccgegtgtyg
taaattaata
cagcagccgc
gcgtaggtgg
aaaactgtcg
cgtagatata
aggtgcgaaa
atgtcaacta
ccgectgggg
gcggtggage
caatgaactt
ctgtcgtcag
ccttagttac
gaaggtggag
aatggtcggt
tagtcccgga
taatcgtgaa
acaccatggg

cggggatc

EK-2: Ns2 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1440 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544099

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

gcgggcegtge
gcggcggacg
aaccggagct
tgctgtcact
aaggcaacga
tccagactcc
agcaacgccg
caaatgtgta
acgtgccagc
aagcgcgcgt
tcattggaaa
gaaatgcgca
acgctgatgt
taaacgatga
aagcactccg
cgcacaagcg
tgacatcctt
ggtgcatggt
aacccttaag
accggaggaa
gtgctacaat
ttgttctcag
tcgtagatca
ccacgagagt

ctatacatgc
ggtgagtaac
aataccggat
tatagatgga
tacgtagccg
tacgggaggc
cgtgagtgat
agtaactgtg
agccgcggta
aggccgtttt
ctggaaaact
gagatatgga
gcgaaagcgt
gtgctaagtg
cctggggagt
gtggagcatg
tgactgctct
tgtcgtcage
ctaagttgcc
ggtggggatg
ggacaataca
ttcggattgt
gcatgctacg
ttgtaacacc

agtcgagcga
acgtggataa
aacatattga
tccgcecgecegt
acctgagagg
agcagtaggg
gaaggtcttc
cacatcttga
atacgtaggt
ttaagtctga
tgagtgcaga
ggaacaccag
ggggatcaaa
ttagggggtt
acgaccgcaa
tggtttaatt
aaagaaagag
tcgtgtcgtg
atcattaagt
acgtcaaatc
aagggcagct
agtctgcaac
gtgaatacgt
cgaagccggt

54

acagataagg
cctacctata
accgcatggt
attagctagt
gtgatcggcc
aatcttccgce
ggatcgtaaa
cggtacctga
ggcaagcgtt
tgtgaaagcc
agaggaaagt
tggcgaaggc
caggattaga
tccgceccecett
ggttgaaact
cgaagcaacg
tcttceceett
aaatgttggg
tgggcactct
atcatgcccc
aaaccgcgag
tcgactacat
tccecgggtcet
ggagtaacca

acgggtgagt
ctaataccgc
tgagcctagg
actggtctga
aggcaccagt
tgaagaaggt
ctttgctgtt
ggtaatacag
ttcgttaagt
agctagagta
ggaaggaaca
gcgtggggag
gccgttggga
agtacggccg
atgtggttta
tccagagatg
ctcgtgtcegt
cagcacgtca
atgacgtcaa
acaaagggtt
tcgactatgt
tcagaatgtc

agtgggttgc

agcttgctcc
agactgggat
tcaatagtga
tggtaaggta
acactggaac
aatgggcgaa
actctgttat
tcagaaagcc
atccggaatt
cacggctcaa
ggaattccat
gactttctgg
taccctggta
agtgctgcag
caaaggaatt
cgaagaacct
cgggggacaa
ttaagtcccg
aagttgactg
ttatgatttg
gtcaagcaaa
gaagctggaa
tgtacacacc
ttatggagct

aatgcctagg
atacgtccta
tcggattagce
gaggatgatc
ggggaatatt
cttcggattg
ttgacgttac
agggtgcaag
tggatgtgaa
tggtagaggg
ccagtggcga
caaacaggat
gccttgagct
caaggttaaa
attcgaagca
gattggtgcc
gagatgttgg
tggtgggcac
gtcatcatgg
gccaagccgc
atcgcaactc
acggtgaata
accagaagta

tttgacgtta
aacttcggga
aaggcggctt
acggcttacc
tgagacacgg
agcctgacgg
cagggaagaa
acggctaact
attgggcgta
ccgtggaggg
gtgtagcggt
tctgtaactg
gtccacgccg
ctaacgcatt
gacggggacc
aaccaaatct
agtgacaggt
caacaagcgc
ccggtgacaa
ggctacacac
tcccataaag
tcgctagtaa
gcccgtcaca
agccgtcgaa



EK-3: Ns3 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1464 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544100

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

tggagctggc
gacgttagcg
ttcgggaaac
atggtttcgg
ggctcaccaa
agacacggcc
tctgacggag
gggaagaaca
ggctaactac
tgggcgtaaa
gtggagggtc
gtagcggtga
tgtaactgac
ccacgccgta
aacgcattaa
cgggggcccg
ccaggtcttg
tgacaggtgg
acgagcgcaa
ggtgacaaac
ctacacacgt
ccataaaacc
gctagtaatc
ccgtcacacc
cgcctaaggt

ggcgtgccta
gcggacgggt
cgaagctaat
ctatcactta
ggcaacgatg
cagactccta
caacgccgcg
agtacgagag
gtgccagcag
gcgcgcgcecag
attggaaact
aatgcgtaga
gctgaggcgce
aacgatgagt
gcactccgcece
cacaagcggt
acatcctctg
tgcatggttg
cccttgatct
cggaggaagg
gctacaatgg
attctcagtt
gcggatcagce
acgagagttt
ggacagagat

tacatgcagt
gagtaacacg
accggatagg
cagatgggcc
catagccgac
cgggaggcag
tgagtgatga
taactgctcg
ccgcggtaat
gcggtttcectt
ggggaacttg
gatgtggagg
gaaagcgtgg
gctaagtgtt
tggggagtac
ggagcatgtg
acaactctag
tcgtcagcetc
tagttgccag
tggggatgac
atggtacaaa
cggattgtag
atgccgcggt
gtaacacccg
agag

cgagcgaact
tgggcaacct
atcttctcct
cgcggtgcat
ctgagagggt
cagtagggaa
aggctttcgg
taccttgacg
acgtaggtgg
aagtctgatg
agtgcagaag
aacaccagtg
ggagcaaaca
agagggtttc
ggtcgcaaga
gtttaattcg
agatagagcg
gtgtcgtgag
catttagttg
gtcaaatcat
gggctgcaag
gctgcaactc
gaatacgttc
aagtcggtgg

EK-4: Ns4 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1453 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544101

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

tggcgectggce
gtgacgagtg
actggaaacg
ctcttgccat
ggcgacgatc
cagactccta
ccatgccgcg
cgataaggtt
gtgccagcag
gcgcacgcag
attcgaaact
aatgcgtaga
gctcaggtgc
aacgatgtcg
tcgaccgcecct
acaagcggtg
catccagaga
atggctgtcg
ttatcctttg
gaggaaggtg
tacaatggca
tcgtagtccg
ggatcagaat
gggagtgggt
tcagactggg

ggcaggccta
gcggacgggt
gtagctaata
cagatgtgcc
cctagctggt
cgggaggcag
tgtatgaaga
aataaccttg
ccgcggtaat
gcggtctgte
ggcaggctgg
gatctggagg
gaaagcgtgg
acttggaggt
ggggagtacg
ggagcatgtg
acttagcaga
tcagctcgtg
ttgccagcgg
gggatgacgt
tatacaaaga
gattggagtc
gccacggtga
tgcaaaagaa
cac

cacatgcagt
gagtaatgtc
ccgcataacg
cagatgggat
ctgagaggat
cagtggggaa
aggccttcgg
ttgattgacg
acggagggtg
aagtcggatg
agtcttgtag
aataccggtg
ggagcaaaca
tgttcccttg
gccgcaaggt
gttaattcga
gatgctttgg
ttgtgaaatg
tccggcecggg
caagtcatca
gaagcgacct
tgcaactcga
atacgttccc
gtaggtagct

55

cgaacggtag
tgggaaactg
tcgcaagacc
tagctagtag
gaccagccac
tattgcacaa
gttgtaaagt
ttacccgcag
caagcgttaa
tgaaatcccc
aggggggtag
gcgaaggcgg
ggattagata
aggagtggct
taaaactcaa
tgcaacgcga
tgccttcggg
ttgggttaag
aactcaaagg
tggcccttac
cgcgagagca
ctccatgaag
gggccttgta
taaccttcgg

gattagaagc
gcctgtaaga
tcatgggaga
tagctagttg
gatcggccac
tcttccgcaa
gtcgtaaaac
gtacctaacc
caagcgttat
tgaaagccca
agaaaagcgg
gcgaaggcgg
ggattagata
cgccctttag
ctgaaactca
aagcaacgcg
ttcceectteg
atgttgggtt
ggcactctaa
catgcccctt
accgcgaggt
gcctacatga
ccgggcecttg
agtaaccgta

cacagagagc
cctgatggag
aaagaggggyg
gtggggtaac
actggaactg
tgggcgcaag
actttcagcg
aagaagcacc
tcggaattac
gggctcaacc
aattccaggt
ccccectggac
ccctggtagt
tccggagcta
atgaattgac
agaaccttac
aactctgaga
tcccgcaacg
agactgccag
gagtagggct
agcggacctc
tcggaatcgce
cacaccgccc
gagggcgccet

ttgcttctat
ctgggataac
tgattgaaag
gtgaggtaac
actgggactg
tggacgaaag
tctgttgtta
agaaagccac
ccggaattat
cggctcaacc
aattccacgt
ctttttggtc
ccctggtagt
tgctgcagcet
aaggaattga
aagaacctta
ggggacagag
aagtcccgca
ggtgactgcc
atgacctggg
caagccaatc
agctggaatc
tacacaccgc
aggagctagc

ttgctctcgg
ggggataact
accttcgggce
ggctcaccta
agacacggtc
cctgatgcag
gggaggaagyg
ggctaactcc
tgggcgtaaa
tgggaactgc
gtagcggtga
aaagactgac
ccacgctgta
acgcgttaag
gggggcccge
ctactcttga
caggtgctgc
agcgcaaccc
tgataaactg
acacacgtgce
ataaagtatg
tagtaatcgt
gtcacaccat
accacttgga



EK-5: Ns5 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1452 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544102

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

taccgcttgg
ggtgacgagt
tactggaaac
cctcttgcca
aggcgacgat
ccagactcct
gccatgccgce
ggcgataagg
tccgtgceccag
aaagcgcacg
tgcattcgaa
tgaaatgcgt
gacgctcagg
aaacgatgtc
gtcgaccgcc
cacaagcggt
acatccagag
catggctgtc
cttatccttt
ggaggaaggt
ctacaatggc
gtcgtagtcc
tggatcagaa
tgggagtggg
atcagaacta

cggcaggcct
ggcggacggg
ggtagctaat
tcagatgtgc
ccctagctgg
acgggaggca
gtgtatgaag
ttaataacct
cagccgcggt
caggcggtct
actggcaggc
agagatctgg
tgcgaaagcg
gacttggagg
tggggagtac
ggagcatgtg
aacttagcag
gtcagctcgt
gttgccagcg
ggggatgacg
atatacaaag
ggattggagt
tgccacggtg
ttgcaaaaga
ga

acacatgcag
tgagtaatgt
accgcataac
ccagatggga
tctgagagga
gcagtgggga
aaggccttcg
tgtcgattga
aatacggagg
gtcaagtcgg
tggagtcttg
aggaataccg
tggggagcaa
ttgttccctt
ggccgcaagg
gtttaattcg
agatgctttg
gttgtgaaat
gttcggtcgg
tcaagtcatc
agaagcgacc
ctgcaactcg
aatacgttcc
agtaggtagc

tcgaacggta
ctgggaaact
gtcgcaagac
ttagctagta
tgaccagcca
atattgcaca
ggttgtaaag
cgttacccgce
gtgcaagcgt
atgtgaaatc
tagagggggg
gtggcgaagg
acaggattag
gaggagtggc
ttaaaactca
atgcaacccg
gtgccttcgg
gttgggttaa
gaactcaaag
atggccctta
tcgcgagagce
actccatgaa
cgggccttgt
ttaaccttcg

EK-6: Ns6 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1467 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544103

1
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481
541
601
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721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

gggggggctg
tgacgttagc
cttcgggaaa
gacggccttg
ggcttaccaa
agacacggtc
cctgacggag
gggaagaaca
ggctaactac
tgggcgtaaa
gtggagggtc
gtagcggtga
tgtaactgac
gtccacgccg
ctaacgcatt
gacggggacc
accaaatctt
gtgacaggtg
aacgagcgca
cggtgacaaa
gctacacacg
cccataaagt
cgctagtaat
cccgtcacac
agccgtcgaa

gcggcgtgcece
ggcggacggyg
ccggagctaa
ctgtcactta
ggcaacgata
cagactccta
caacgccgcg
aacgtgtaag
gtgccagcag
gcgcgcgtag
attggaaact
aatgcgcaga
cgctgatgtg
taaacaatga
aagcactccg
cgcacaagcg
gacatccttt
gtgcatggtt
acccttaagce
ccggaggaag
tgctacaatg
tgttctcagt
cgtagatcag
cacgagagtt
ggtggacaaa

tatactgcaa
tgagtaacac
taccggataa
tagatggatc
cgtagccgac
cgggaggcag
tgagtgatga
taactgtgca
ccgcggtaat
gcggtttttt
ggaaaacttg
gatatggagg
cgaaagcgtg
atgctaagtg
cctggggagt
gtggagcatg
gaccgctcta
gtcgtcagcet
ttagttgcca
gtggggatga
gacaatacaa
tcggattgta
catgctacgg
tgtaacaccc

gatgggg

56

gtcgagcgaa
gtggataacc
gattttgaac
cgcgccgtat
ctgagagggt
cagtagggaa
aggtcttcgg
cgtcttgacg
acgtaggtgg
aagtctgatg
agtgcagaag
aacaccagtg
gggatcaaaa
gtagggggtt
acgaccgcaa
tggttaattc
gagatagagt
cgtgtcgtga
tcattaagtt
cgtcaaatca
agggcagcta
gtctgcaact
tgaatacgtt
gaagccggtyg

gcacagagag
gcctgatgga
caaagagggg
ggtggggtaa
cactggaact
atgggcgcaa
tactttcagc
agaagagacc
taatcggaat
cccgggcetcea
tagaattcca
cggccccectg
atacctggta
ttccggagcet
aatgaattga
aagaacctta
gaactctgag
gtcccgcaac
gagactgcca
cgagtagggc
aagcggacct
gtcggaatcg
acacaccgcc

ggagggcgcet

cagataagga
tacctataag
cgcatggttc
tagctagttg
gatcggccac
tcttccgcaa
atcgtaaaac
gtacctgatc
caagcgttat
tgaaagccca
aggaaagtgg
gcgaaggcga
caggattaga
tccgccectt
ggttgaaact
gaagcaacgc
tttcecectte
gatgttgggt
gggcactcta
tcatgcccct
aaccgcgagg
cgactacatg
cccgggtcett
gagtaaccat

cttgctctcg
gggggataac
gaccttcggg
cggctcacct
gagacacggt
gcctgatgca
ggggagagaa
accggctaac
tactgggcgt
acctgggaac
ggtgtagcgg
gacaaagact
gtcacgctgt
aacgcgttaa
cgggggcccg
cctactcttg
acaggtgctg
gagcgcaacc
gtgataaact
tacacacgtg
cataaagtat
ctagtaatcg
cgtcacacca
caccacttgg

gttgctcctt
actgggataa
aatagtgaaa
gtaaggtaac
actggaactg
tgggcgaaag
tctgttatca
agaaagccac
ccggaattat
cggctcaacc
aattccatgt
ctttctggtc
taccctggta
agtgctgcag
caaaggaatt
gaagaacctt
gggggacaaa
taagtcccgce
agttgactgc
tatgatttgg
tcaagcaaat
aagctggaat
gtacacaccg
ttatggagct



EK-7: Ns7 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1453 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544104
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721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

taccgctggce
gtgacgagtg
actggaaacg
ctcttgccat
ggcgacgatc
cagactccta
ccatgccgceg
cgataaggtt
gtgccagcag
gcgcacgcag
attcgaaact
aatgcgtaga
gctcaggtgc
acgatgtcga
cgaccgcctg
caagcggtgg
catccagaga
atggctgtcg
ttatcctttg
gaggaaggtg
tacaatggca
tcgtagtccg
ggatcagaat
gggagtgggt
atcagactgg

ggcaggccta
gcggacgggt
gtagctaata
cagatgtgcc
cctagctggt
¢gggaggcag
tgtatgaaga
aataaccttg
ccgcggtaat
gcggtctgtce
ggcaggctgg
gatctggagg
gaaagcgtgg
cttggaggtt
gggagtacgg
agcatgtggt
acttagcaga
tcagctcgtg
ttgccagcgg
gggatgacgt
tatacaaaga
gattggagtc
gccacggtga
tgcaaaagaa
gcg

cacatgcagt
gagtaatgtc
ccgcataacg
cagatgggat
ctgagaggat
cagtggggaa
aggccttcgg
ttgattgacg
acggagggtg
aagtcggatg
agtcttgtag
aataccggtg
ggagcaaaca
gttcccttga
ccgcaaggtt
ttaattcgat
gatgctttgg
ttgtgaaatg
tcecggteggg
caagtcatca
gaagcgacct
tgcaactcga
atacgttccc
gtaggtagct

cgaacggtag
tgggaaactg
tcgcaagacc
tagctagtag
gaccagccac
tattgcacaa
gttgtaaagt
ttacccgcag
caagcgttaa
tgaaatcccc
aggggggtag
gcgaaggcgyg
ggattagata
ggagtggcett
aaaactcaaa
gcaacgcgaa
tgccttcggg
ttgggttaag
aactcaaagg
tggcccttac
cgcgagagca
ctccatgaag
gggccttgta
taaccttcgg

EK-8: Ns8 izolatiin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1451 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544105
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781
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901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

ttgacgctgg
ggtgacgagc
tactggaaac
cctcatgcca
aggcgacgat
ccagactcct
gccatgccgce
gcattaaggt
cgtgccagceca
agcgcacgca
catttgaaac
aaatgcgtag
cgctcaggtg
aacgatgtcg
tcgaccgcct
acaagcggtg
acatccagag
catggctgtc
cttatccttt
ggaggaaggt
ctacaatggc
gtcgtagtcc
tagatcagaa
tgggagtggg
tcagactgga

cggcaggcct
ggcggacggyg
ggtagctaat
tcagatgtgc
ccctagctgg
acgggaggca
gtgtatgaag
taataacctt
gccgcggtaa
ggcggtttgt
tggcaagctt
agatctggag
cgaaagcgtg
acttggaggt
ggggagtacg
gagcatgtgg
aacttagcag
gtcagctcgt
gttgccagcg
ggggatgacg
atatacaaag
ggattggagt
tgctacggtg
ttgcaaaaga
c

acacatgcag
tgagtaatgt
accgcataac
ccagatggga
tctgagagga
gcagtgggga
aaggccttcg
ggtgattgac
tacggagggt
taagtcagat
gagtcttgta
gaataccggt
gggagcaaac
tgttcccttg
gccgcaaggt
tttaattcga
agatgctttg
gttgtgaaat
gttcggtcgg
tcaagtcatc
agaagcgacc
ctgcaactcg
aatacgttcc
agtaggtagc

57

tcgagcggta
ctgggaaact
gtcgcaagac
ttagctagta
tgaccagcca
atattgcaca
ggttgtaaag
gttactcgca
gcaagcgtta
gtgaaatccc
gaggggggta
ggcgaaggcyg
aggattagat
aggagtggcect
taaaactcaa
tgcaacgcga
gtgccttcgg
gttgggttaa
gaactcaaag
atggccctta
tcgcgagagce
actccatgaa
cgggccttgt
ttaaccttcg

cacagagagc
cctgatggag
aaagaggggg
gtggggtaac
actggaactg
tgggcgcaag
actttcagcg
aagaagcacc
tcggaattac
gggctcaacc
aattccaggt
ccccctggac
ccctggtagt
ccggagctaa
tgaattgacg
gaaccttacc
aactctgaga
tcccgcaacg
agactgccag
gagtagggct
agcggacctc
tcggaatcgc
cacaccgccc
gagggcgcect

gcacagagag
gcctgatgga
caaagtgggg
ggtggggtaa
cactggaact
atgggcgcaa
tactttcagc
gaagaagcac
atcggaatta
cgggctcaac
gaattccagg
gccccctgga
accctggtag
tccggagcta
atgaattgac
agaaccttac
gaactctgag
gtcccgcaac
gagactgcca
cgagtagggc
aagcggacct
gtcggaatcg
acacaccgcc

ggagggcgcec

ttgctctcgg
ggggataact
accttcgggce
ggctcaccta
agacacggtc
cctgatgcag
gggaggaagg
ggctaactcc
tgggcgtaaa
tgggaactgc
gtagcggtga
aaagactgac
cacgctgtaa
cgcgttaagt
ggggcccgea
taactcttga
caggtgctgc
agcgcaaccc
tgataaactg
acacacgtgc
ataaagtatg
tagtaatcgt
gtcacaccat
accacttgtg

cttgctctcg
gggggataac
gaccttcggg
tggctcacct
gagacacggt
gcctgatgca
gaggaggaag
cggctaactc
ctgggcgtaa
ctgggaactg
tgtagcggtg
caaagactga
tcacgctgta
acgcgttaag
gggggcccge
ctaactcttg
acaggtgctg
gagcgcaacc
gtgataaact
tacacacgtg
cataaagtat
ctagtaatcg
cgtcacacca
accacttgga



EK-9: Ns9 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1425 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544106
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1141
1201
1261
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1381

cctacacatg
acgggtgagt
ctaataccgc
tgaacccaga
tctggtctga
aggcagcagt
tgaagaaggc
accgcgtcga
ggtaatacag
tctgttaact
gcttgactct
ggaggaatac
gtggggagca
gttgttccct
cggccgcaag
ggttaattcg
agatgctttg
gttgtgaaat
attcggtcgg
tcaagtcatc
agaagcgacc
ctgcaactcg
aatacgttcc
agtaggtagc

cagtcggacg
agtgtctggg
ataacgtcgce
tgggattatc
gaggatgacc
ggggaatatt
cttcgggttg
ttgacgttac
agggtgcaag
cagatgtgaa
tgtagagggg
cggtggcgaa
aacaggatta
tgaggagtgg
gttaaaactc
atgcaacgcg
gtgccttcgg
gttgggttaa
gaactcaaag
atggccctta
tcgcgagagc
actccgtgaa
cgggccttgt
ttaaccttcg

gtagcacaga
gatctgcccg
aagaccaaag
tagtacgcgg
agccacactg
gcacagtggg
taaagtactt
ccgcagaaga
cgttaatcag
atccccgggce
ggtagaattc
cgcggceccect
gatacctggt
cttccggagce
aaatgaattg
aagaacctta
gaacggtgag
gtcccgcaac
gagactgccg
cgagtagggc
aagcggacct
gtcggaatcg
acacaccgcc
ggagggcgcec

ggagcttgct
atagaggggg
agggggacct
ggtagtggcce
gaactgacac
cgcaagcctg
tcagcgggga
agcaccggct
aattactggg
ttaacctggg
catgtgtagc
ggacaaagac
agtcacgccg
taacgcgtta
acgggggcecc
cctactcttg
acaggtgctg
gagcgcaacc
gtgataaacc
tacacacgtg
cacaaagtgc
ctagtaatcg
cgtcacacca
taccacttgg

ccttgggtga
ataaccactg
tcgggcctct
cacctaggcg
acggtccaca
atgcacccat
ggaaggcgat
aactccgtgce
cgtaaagcgc
aactgcattt
ggtgaaatgc
tgacgctcag
taaacgatgt
agtcgaccgc
gcacaagcgg
acatccagcg
catggctgtc
cttatccttt
ggaggaaggt
ctacaatggc
gtcgtagtcc
tggatcagaa
tgggagtggg
atcag

EK-10: Ns10 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1470 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544107

61
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541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

aaggacgctg
ttgacgttag
acttcgggaa
agacggcctt
cggcttacca
gagacacggt
gcctgacgga
agggaagaac
cggctaacta
ttgggcgtaa
cgtggagggt
tgtagcggtg
ctgtaactga
ccacgccgta
aacgcattaa
cggggacccg
ccaaatcttg
tgacaggtgg
aacgagcgca
cggtgacaaa
gctacacacg
cccataaagt
cgctagtaat
cccgtcacac
agccgtcgaa

gcggcgtgcece
cggcggacgg
accggagcta
gctgtcactt
aggcaacgat
ccagactcct
gcaacgccgce
aaacgtgtaa
cgtgccagca
agcgcgcgta
cattggaaac
aaatgcgcag
cgctgatgtg
aacgatgagt
gcactccgcece
cacaagcggt
acatcctttg
gtgcatggtt
acccttaagce
ccggaggaag
tgctacaatg
tgttctcagt
cgtagatcag
cacgagagtt
ggtggacaaa

tatacatgca
gtgagtaaca
ataccggata
atagatggat
acgtagccga
acgggaggca
gtgagtgatg
gtaactgtgc
gccgcggtaa
ggcggttttt
tggaaaactt
agatatggag
cgaaagcgtg
gctaagtgtt
tggggagtac
ggagcatgtg
acagctctag
gtcgtcagcect
ttagttgcca
gtggggatga
gacaatacaa
tcggattgta
catgctacgg
tgtaacaccc
tgattggggg

58

gtcgagcgaa
cgtggataac
agattttgaa
ccgcgccgta
cctgagaggg
gcagtaggga
aaggtcttcg
acgtcttgac
tacgtaggtg
taagtctgat
gagtgcagaa
gaacaccagt
gggatcaaac
agggggttte
gaccgcaagg
gtttaattcg
agatagagtt
cgtgtcgtga
tcattaagtt
cgtcaaatca
agggcagcta
gtctgcaact
tgaatacgtt

gaagccggtg

cagataagga
ctacctataa
ccgcatggtt
ttagctagtt
tgatcggcca
atcttccgca
gatcgtaaaa
ggtacctgat
gcaagcgtta
gtgaaagccc
gaggaaagtg
ggcgaaggcg
aggattagat
cgccccttag
ttgaaactca
aagcaacgcg
ttcccectteg
gatgttgggt
gggcactcta
tcatgcccct
aaccgcgagg
cgactacatg
cccgggtcett
gagtaaccat

cgagtggcgg
gaaacggtgg
cactatcgga
acgatcccta
ctcctacggg
gccgcgtgta
gcggttaata
cagcagccgc
acgcacgcgg
gaactggcac
gtagagatct
gtgcgaaagc
cgacttggag
ctggggagta
tggagcatgt
aatttagcag
gtcagctcgt
gttgccagcg
ggggatgacg
gcatacaaag
ggatcggagt
tgccacggtg
ttgcaaaaga

gcttgctcct
gactgggata
caatagtgaa
ggtaaggtaa
cactggaact
atgggcgaaa
ctctgttatc
cagaaagcca
tccggaatta
acggctcaac
gaattccatg
actttctggt
acctggtagt
tgctgcagct
aaggaattga
aagaacctta
ggggacaaag
taagtcccge
agttgactgc
tatgatttgg
tcaagcaaat
aagctggaat
gtacacaccg
ttatggagct



EK-11: Ns11 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1453 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544108
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901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

tttacgttgg
tgggtgacga
accactggaa
ggcctctcac
ctaggcgacg
gtccacactc
cacccatgcc
aggcgatgcg
tccgtgceccag
aaagcgcacg
tgcatttgaa
tgaaatgcgt
gacgctcagg
taaacgatgt
agtccaccgc
gcacaagcgg
gacatccagg
gcatggctgt
ccttatcctt
cggaggaagg
gctacaatgg
cgtcgtagtc
gtggatcaga
atgggagtgg
gatcagactg

cggcaggcct
gtggcggacg
acggtggcta
tatcggatga
atccctatct
ctacgggagg
gcgtgtatga
gttaataacc
cagccgcggt
cacgcggtcet
actggcaggc
agagatctgg
tgcgaaagcg
cgacttggag
ctggggagta
tggagcatgt
gaatgtagca
cgtcagctcg
tgttgccagce
tggggatgac
cgcatacaaa
cggatcggag
atgccacggt
gttgcaaaag

gga

acacatgcag
ggtgagtagt
ataccgcata
acccagatgg
ggtctgagag
cagcagtggg
agaaggcctt
gcgtcgattg
aatacagagg
gttaagtcag
ttgactcttg
aagaataccg
tggggagcaa
gttgttccct
cggccgcaag
ggtttaattc
gagatgcttt
tgttgtgaaa
gattcggtcg
gtcaagtcat
gagaagcgac
tctgcaactc
gaatacgttc
aagtaggtag

tcggacggta
gtctggggat
acgtcgcaag
gattagctag
gatgaccacc
gaatattgca
cgggttgtaa
acgttacccg
gtgcaagcgt
atgtgaaatc
tagagggggg
gtggagaagg
acaggattag
tgaggagtgg
gttaaaactc
gatgcaacgc
ggtgccttcg
tgttgggtta
ggaactcaaa
catggccctt
ctcgcgagag
gactccgtga
ccgggcecttg
cttaaccttc

gcacagagga
ctgcccgata
accaaagagg
taggcggggt
cacactggaa
cagtgggcgce
agtactttca
cagaagaagc
taatcggaat
cccgggcetta
tagaattcca
cggccctcetg
ataccgtgat
cttccggagce
aaatgaattg
gaagaacctt
ggaaccgtga
agtcccgcaa
ggagactgcc
acgagtaggg
caagcggacc
agtcggaatc
tacacaccgc

gggagggcgce

EK-12: Ns12 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1453 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544109

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

tgtgcgtggce
tgacctagcg
tctcgaaagg
cttgcgctaa
ggcgacgatc
cagactccta
ccatgccgceg
taccgagatt
ctgtgccagc
aagcgcgcgt
gcattcgata
gaaatgcgta
acactgaggt
taaacgatgt
agtagaccgc
gcacaagcgg
gacatagtaa
gcatggctgt
ccttttectt
ctggaggaag
tgctacaatg
cgatcgtagt
cgcggatcag
catgggagtt
gcagagactt

ggcaggctta
gcggacgggt
gatgctaata
tagatgagcc
tgtagcgggt
cgggaggcag
tgtgtgaaga
aatactcttg
agccgcggta
aggtggccaa
ctggttggct
gagatctgga
gcgaaagcat
ctactagccg
ctggggagta
tggagcatgt
gaactttcca
cgtcagctcg
atttgccagc
gcggggacga
gtcggtacaa
ccggattgga
aatgccgcgg
tgttgcacca
gct

cacatggcag
gagtaatgct
ccgcatacgt
taagtcggat
ctgagaggat
cagtggggaa
aggccttttg
gatagtggac
atacagaggg
ttaagtcaaa
agagtatggg
ggaataccga
ggggagcaaa
ttggggcctt
cggtcgcaag
ggtttaattc
gagatggatt
tgtcgtgaga
gggttaagcc
cgtcaagtca
agggttgcta
gtctgcaact
tgaatacgtt
gaagtaggta

59

tcgagcgggg
taggaatctg
cctacgggag
tagctagttg
gatccgccac
tattggacaa
gttgtaaagc
gttactcgca
tgcaagcgtt
tgtgaaatcc
agaggatggt
tggcgaaggc
caggattaga
tgaggcttta
actaaaactc
gatgcaacgc
ggtgccttcg
tgttgggtta
gggaacttta
tcatggccct
ccacgcgagt
cgactccatg
cccgggectt
gtctaacgca

gagggtagcc
cctattagtg
aaagcagggg
gtggggtaaa
actgggactg
tggggggaac
actttaagcg
gaataagcca
aatcggattt
ccgagcttaa
agaattccag
agccatctgg
taccctggta
gtggcgcagc
aaatgaattg
gaagaacctt
ggaacttaca
agtcccgcaa
aggatactgc
tacgaccagg
ggatgctaat
aagtcggaat
gtacacaccg

aggaggacgc

gcttgctcct
gagggggata
gggaccttcg
agtggcccac
ctgacacacg
aagcctgatg
gcggggagga
accggctaac
tactgggcgt
acctgagaac
tgtgtagcgg
gacaaagact
actcacgccg
taacgcgtta
acgggggcecc
acctactctt
gacaggtgct
cgagcgcaac
ggtgataaac
ctacacacgt
tcacaaagtg
gctagtaatc
ccgtcacacc
tcaccacttg

ttcgcgtacc
ggggacaaca
accttcgggce
ggcctaccaa
agacacggcc
cctgatccag
aggaggaggc
ccggctaact
actgggcgta
cttgggaatt
gtgtagcggt
cctaatactg
gtccatgccg
taacgcgata
acgggggccc
acctggtctt
tacaggtgct
cgagcgcaac
cagtgacaaa
gctacacacg
ctcaaaaagc
cgctagtaat
cccgtcacac
caccacgggg



EK-13: Ns13 izolatinin 16S rRNA Geni, Kismi Sirasi
Baz Sayisi: 1456 bp
Gen Bank Erisim Numarasi: MG544110
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

tttacctggc
gggtgacgag
ccactggaaa
gcctctcact
taggcgacta
tccacactcc
acccatgccg
ggcgatgcgg
ccgtgccage
aagcgcacgc
gcatttgaaa
tgaaatgcat
gacgctcagg
gtaaacgatg
aagtcgaccg
cgcacaagcg
tgacatccag
tgcatggctg
cccttatcct
ccggaggaag
tgctacaatg
gcgtcgtagt
cgtggatcag
catgggagtg
gtgatcagac

ggcaggccta
tggcggacgg
cggtggctaa
atcggatgaa
tccctatctg
tacgggaggc
cgtgtatgaa
ttaataaccg
agccgcggta
acgcggtctg
ctggcaggct
agagatctgg
tgcgaaagcg
tccacttgga
cctggggagt
gtggagcatg
cgaatttagc
ccctcagcectce
ttgttgccag
gtggggatga
gcgcatacaa
ccggatcgga
aatgccacgg
ggttgcaaaa

tgggaa

ccatggcagt
gtgagtagtg
taccgcataa
cccatatggg
gtctgagagg
agcagtgggg
gaaggccttc
cgtcgattga
atacagaggg
ttaactcaga
tgactcttgt
aagaataccg
tggggagcaa
ggttgttccc
acggccgcaa
tggtttaatt
agagatgctt
gtgttgtgaa
cgattcggtc
cgtcaagtca
agagaagcga
gtctgcaact
tgaatacgtt
gaagtaggta

60

cggacggtag
tctggggatc
cgtcgcaaga
attatctaat
atgaccaccc
aatattgcac
gggttgtaaa
cgttacccgce
tgcaagcgtt
tgtgatatcc
agaggggggyg
gtggcgaacg
acagagatta
ttgaggagtg
ggttaaaact
cgatgcaacg
tggtgccttc
atgttgggtt
gggaactcaa
tcatggccct
cctcgcgaga
cgactccgtg
cccgggectt
gcttaacctt

cacagaggag
tgcccgatag
ccaaagaggg
acgcggggta
acactggaac

aatgggcgca
gtactttcag
agaagaagca
aatcagaatt
ccgggcttaa
taaaattcca
cggccccectg
gataccctga
gcttccggag
caaatgaatt
cgaagaacct
gggaacggtg
aagtcccgca
aggagactgc
tacgagtagg
gcaagcggac
aagtcggaat
gtacacaccg
cgggagggcg

cttgctcctt
agggggataa
ggaccttcgg
atggcccacc
tgacacacgg
agcctgatgce
cggggaggaa
ccggctaact
actgggcgta
cctgagaact
ggtgtagcgg
gacaaagact
tactcacgcc
ctaacgcgtt
gacgggggcc
tacctactct
acacaggtgc
acgagcgcaa
cggtgataaa
gctacacacg
ctcacaaagt
cgctagtaat
cccgtcacac
cctaccactt
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