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OZET

Bu ¢alismada Curculionidae (Coleoptera) familyasina ait 5 tiiriin (Curculio nucum
(Linnaeus, 1758); Eusomus ovulum Germar, 1824; Hypera postica Gyllenhal, 1813,;
Lixus cardui Olivier, 1808; Sitona pucticollis Stephens, 1831) sindirim
sistemlerindeki bakteri floralar1 incelenmistir. Ornekler 2014 yili Mayis-Agustos
aylar1 arasinda Kirsehir ilindeki farkli lokalitelerden toplanmistir. Yakalanan
ornekler steril tiipler igerisine konularak laboratuvara canli olarak getirilmis, disekte
edilerek sindirim sistemleri ¢ikarilmisg ve steril kosullarda nutrient agar plaklara
yayma ekim yapilmistir. Gelisen tek koloniler secilerek saflastirma islemi
gerceklestirilmis ve 17 izolat elde edilmistir. Morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
testler ve molekiiler tan1 yontemi ile (16S rRNA PCR ve 16S rRNA gen bolgesi
DNA dizi analizi) izolatlar tanimlanmistir. Fenotipik ve genotipik verilerin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda; 17 izolatin karakterizasyonu ve tanisi yapilarak 11
tanesinin farkli bakteri tiirii (Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus
subtilis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Lactococcus
garviae, Stenotrophomonas maltophilia, Stenotrophomonas rhizophila, Pantoea
agglomerans ve Pseudomonas trivialis) oldugu belirlenmistir. Sonug olarak ekolojik
ve ekonomik Oneme sahip Curculionidae familyasi bireylerinden elde edilen bu

tiirlerin ayn1 gruba karsi biyolojik kontrol amagh kullanilabilecegi diisiintilmektedir.
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ABSTRACT

In this study, the bacteria flora in digestive system of 5 species (Curculio nucum
(Linnaeus, 1758); Eusomus ovulum Germar, 1824; Hypera postica Gyllenhal, 1813,;
Lixus cardui Olivier, 1808; Sitona pucticollis Stephens, 1831) of Curculionidae
(Coleoptera) were investigated. The samples were collected from different localities
in Kirgehir city between May and August in 2014 year. The catch samples put in
steril tube and lively bring to laboratuary. Samples dissected and removed to
digestive system, and spreaded to plaque of nutrient agar at the steril conditions.
Developed single colonies selected and purified and achieved 17 isolates. The
isolates were described by morphologic, physiological, biochemical tests and method
of molecular methods ( 16S rRNA PCR and 16S rRNA sequence analysis). As a
result of assessment which datums of phenotypic and genotypic characterization and
identified of 17 isolates were made and 11 different bacterial species (Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Lactococcus garviae, Stenotrophomonas
maltophilia, Stenotrophomonas rhizophila, Pantoea agglomerans ve Pseudomonas
trivialis) determined. As a result, the bacterial species that achieved from the spesies

of Curculionidae family which have economic and ecological importance can used.
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TESEKKUR
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caligmasi ile sindirim sistemlerinin elde edilmesinde yardimci olan hocam Yrd. Dog.
Dr. Mahmut ERBEY’e, laboratuvar ¢alismalarim esnasinda goriis ve yardimlarini
esirgemeyen Ars. Gor. Dr. Tayfun KAYA ve Ars. Gor. Esin KIRAY’a,
calismalarimda yardimeci olan arkadaslarim Hiilya AVSAR, Muhammed Yunus Emre
KARAMAN’a, ayrica izolatlarimin molekiiler tanis1 asamasinda destek olan Prof.
Dr. Medine GULLUCE, Dog. Dr. Ozlem BARIS, Do¢. Dr. Elif SEVIM, Ars. Gor.
Mehmet KARADAY!I ve Biyolog Selma SEZEN’e tesekkiirii bir borg bilirim. Yine
calismalarim esnasinda sevgi, ilgi, maddi ve manevi desteklerini her zaman yanimda

hissettigim Annem, Babam ve Kardeslerime en i¢ten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alisma Ahi Evran Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (4003/2.13.002)

kapsaminda desteklenmistir.
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1. GIRIS

Bocek mikrobiyal florasinin en 6nemli iiyelerini bakteriler olusturmakta ve
bu mikroorganizmalar bdcekler i¢in uygun gida olusturmak, besin sindirimine
yardimct olmak, faydali enzimler tiretmek, vitaminler sentezlemek, azot baglamak,
feromonlar iiretmek ve bdcek patojenleri ile rekabet etmek suretiyle onlarin
yasamia Onemli katkilar saglarlar. Ancak biitiin bu yararli etkilerine ragmen
bocekleri 6ldiiren, hastalandiran, pasifize eden ve kontrol eden bakteriler de

bulunmaktadir (Gok, 2012).

Boceklerin gerek larva gerekse ergin donemlerinde bagirsak sistemleri ve
diger viicut bolgelerinde bircok mikroorganizmay1 igerdigi bu mikroorganizmalarin
bocekler ile patojenik iligkilerden zorunlu mutualistik iligkilere kadar bir¢ok

etkilesim tipine kaynaklik yaptig1 da bilinmektedir (Iskender ve Algur, 2009).

Mikrorganizma, viriisler dahil bir hiicre veya hiicre toplulugundan olusmus
mikroskobik organizmalardir. Bazilar1 patojeniktir, genellikle boceklerin 6liimiine
neden olurlar ve bunlarin ¢ogu belli bocek cinslerine veya familyalarina
Ozellesmislerdir. Bocegin ¢evresinde ve genellikle toprakta bulunan organizmalar,
sporlar ve viral partikiiller enfeksiyona neden olur. Bu patojenler boceklerin
viicuduna ¢esitli yollarla girerler. Dogal veya kiiltiire edilmis bdcek
populasyonlarinda hastaliga neden olan mikroorganizmalar, diger dogal diismanlar

gibi biyolojik kontrol ajan1 olarak kullanilabilirler (Gok, 2012).

Curculionidae; Coleoptera takiminin tiir sayist bakimimndan en zengin
familyalarindan biridir. Bu familya, iiyelerinin bas kisimlarinin ileriye dogru
uzamastyla olugsan hortumdan dolay1 “Hortumlu Kinkanatlilar” olarak bilinmektedir.
Familya bireylerinin viicutlari oval, silindirik veya dikdortgeni andirir bigimde olup
boylar1 1-35 mm arasinda degismektedir. Viicut seklini genellikle pronotum ve

elitranin dig goriintimii belirlemektedir (Sert, 1995; Marvaldi ve Lanteri, 2005).

Basin gozlerin onilinde ileriye dogru uzamasiyla olusan hortum (rostrum)

tiirlere gore degisen sekil, uzunluk ve kalinlikta olmaktadir (Lodos, 1960; Sert,

11



1995). Rostrumun sekli ve uzunlugu beslenme ve yumurta koyma davranisina bagl
olarak degismektedir (Rhichards ve Davies, 1977) (Resim 1.1). Rostrumun apikaline
agiz kisimlar yerlesmistir. Bu durum Curculionoidea’nin karakteristik bir 6zelligidir.
Rostrumun sekli, uzunlugu ve genisligi taksonlar arasinda Onemli varyasyonlar
gostermektedir. Rostrum, Curculioninae altfamilyasinda ince, uzun, Entiminae

altfamilyasinda kisa, genis olabilmektedir (Marvaldi ve Lanteri, 2005) (Resim 1 a-c).

Resim 1.1. a) Curculinidae familyasinda rostrum durumlar1 (a-c) (Erbey, 2010).

Rostrum eseysel dimorfizm gosterir, genellikle dislerde erkeklere oranla daha
uzundur. Cigneyici tipte olan agiz pargalart hortumun ucunda yer almaktadir.
Mandibullar ¢ok degisik sekillerde olmakla birlikte genellikle kiiciik ve hanger
seklinde goriinmektedir (Resim 1.2). Mandibullarin i¢ yiizeyi genellikle disli, dis
yiizeyi diizdiir. Mandibullar genis burunlu gruplarda belirgin olarak biiyiik, gii¢lii ve

tizeri killi, uzun burunlularda ise daha kiiciik, zayif ve daha az tiiyliidiir (Marvaldi ve

Lanteri, 2005).

Resim 1.2. Curculionidae familyasi bireylerinde rostrumun ucunda bulunan
mandibul yapilar (a-c) (Erbey ve Candan, 2013).
Curculionidae familyasinin tiimiinde bacaksiz (apode) larva tipi goriiliir.

Larva genellikle ig veya “C” seklindedir (Resim 1.3a). Curculionidae familyasi
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tiirlerinde serbest pupa tipi goriiliir (Resim 1.3b). Basin dorsalinde tiiy ve dikenler
yer almig olup hortum her zaman belirgindir. Anten uzun ve belirgin segmentlidir.
Pupa lizerinde kanat izleri belirgindir. Pupa donemi toprakta yada konukgu bitki

tizerinde gecirilir (Lodos, 1960).

Resim 1.3. Curculionidae familyasinda; a- Larva, b- Pupa (www.barkbeetles.org).

Curculionidae familyas: bireyleri birkag istisnanin disinda tiimii fitofagdir. Bu
biliylik grup ayni zamanda ekonomik 6nemi olan bir¢ok bitkide biiyiik zararlara
neden olmaktadir (Hoffmann, 1950) . Bitkilerin kok, gévde, yaprak veya meyve gibi
kisimlar1 {izerinde birden ¢ok tiir bulunabildigi gibi ayni tiire ait hem larva hem de

ergin ayni1 bitki {izerinde zarara neden olabilmektedir (Mihajlova, 1978) (Resim 1.4).

Resim 1.4. Konukgu bitki iizerinde bulunan Curculionidae familyas1 bireyleri (a-c)

(www.barkbeetles.org).

Familya tiirleri kis1 genellikle ergin formda gegirirler. ilkbaharda bocek
faaliyetinin baslamasiyla erginler zarar vermeye baslar. Disi bocek konukcu bitki
tizerinde rostrumuyla delikler acar. Bu deliklerin i¢ine genellikle birer tane yumurta
birakir. Yumurtadan ¢ikan larva bulundugu yerde beslenmeye baslar. En ¢ok zarar
verdigi donem larva donemidir (Resim 1.5). Pupa donemini ayni bitki iizerinde veya

toprakta gecirdikten sonra ¢ikan ergin zarara devam eder (Richard ve Davies, 1977).
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Resim 1.5. Konukgu bitki tizerinde beslenen larva (a-c) (www.barkbeetles.org).

Boceklerde ve dolayisiyla caligma materyalimizi olusturan Curculionidae
(Coleoptera) familyasinda, sindirim kanali 6nde agiz ve arkada aniis acgiklig1 olan
viicudu bastan sona kateden bir boru seklindedir. Sindirim kanali ii¢ kisimdan
olusmaktadir: Onbagirsak (stomadeum), ortabagirsak (mesenteron) ve arkabagirsak

(proctodeum) (Gok, 2012).

Yapt olarak Onbagirsak ile arkabagirsak ektodermden, ortabagirsak
endodermden geligmistir. Sindirim kanalinin uzunlugu ot yiyenlerde (herbivor,
fitofag), et yiyenlere gore (kornivor, zoofag) daha uzundur. I¢ yiizeyi kitinden
olugmus dis gibi ¢ikintilarla kapl olan 6nbagirsak, besinin ufalanmasini saglar; fakat
yiizeyi kitinsel oldugundan besin absorbsiyonu olmaz. Ortabagirsak yani mideye
gecen besin maddesi, sindirim i¢in gerekli sivilarla karsilasir ve yavas yavas
absorbsiyona ugrayarak sindirilir. Ortabagirsak sindirim kanalinin baslica salgi
bolgesidir. Besin sindirildikten ve biiyiik bir kismi absorbsiyona ugradiktan sonra
geri kalan kismi arka bagirsaga geger. Burada da (6n kisimda) az miktarda
absorbsiyon olur; 6zellikle besin artiklarindan kalmis olan su bu boliimde alinir.
Geriye kalan sindirim atiklar1 aniisten disar1 atilir. Boceklerde bagirsak bolgeleri
farkli tiirlerde beslenmeye bagli olarak g¢esitli sekillerde gelismis bazi lokal
ozellesmeler gosterirler (Gok, 2012).
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Sekil 1.1. Boceklerde goriilen sindirim kanali (Gok, 2012).

Calisma konusu ile ilgili literatiir incelendiginde; Nuttall (1899) sarbonun
sineklerle bulasmast konusundaki gozlemlerini yayinlamistir. Daha sonra
Tabanidlerin sarbon basilini transmit etmeye uyumlu oldugunu kanitlayan ilk ¢alisma
Mitzman (1914) tarafindan Filipinler’de yapilmistir. Kolonin (1969), Tabanus
autumnalis, Tabanus bovinus, Tabanus bromius, Tabanus rusticus, Tabanus
solstitialis, Haematopota pluvialis ve Chrysops caecutiens’in Anthraxbasili (sarbon
basili) Bacillus anthracis (Cohn)’i tasidiklarini bildirmistir (Tetik, 2007).

Morris (1918) enfekte ve saglikli domuzlar arasinda sarbon basilinin mekanik
transmisyonunu Tabanus nigrovittatus ile saglayarak taginimin tabanid tiirleri ile

yakindan ilgili oldugunu kanitlamistir (Tetik, 2007).

Steinhaus (1941) 7 takima ait 30 tiiriin bakteri florasini ¢alismistir. 30 bocek
tirtinden Escherichia spp., Aerobacter spp., Proteus spp., Eberthella spp., Serratia
spp., Pseudomonas spp., Alcaligenes spp., Achromobacter spp., Flavobacterium
spp., Bacterium spp., Micrococcus spp., Sarcina spp, Streptococcus spp., Bacillus
spp., Corynebacterium spp. cinsine ait 83 bakteri tiiriinii morfolojik, kiiltiirel ve

fizyolojik karakterlerine gore belirlemistir.
Amass ve ark., (1999) Tabanus lineola ve Tabanus quinqueuittatus tiirlerinin

infekte olmus domuzlarla beslendigini ve deneysel olarak kolera etkenini

tasidiklarin1 gozlemlemistir. At sineklerinin bu bakteriyi hasta olan domuzlarin
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gozlerine temas ederek aldiklar1 ve daha sonra saglikli olan domuzlarin gozlerine

temas ederek enfeksiyona neden olduklarini bildirmislerdir.

Vries ve ark., (2001) bir fitofag olan Frankliniella occidentalis boceginin
sindirim sistemi kanalinda Erwinia cinsine ait bakteri tiirlerinin yogun olarak

bulundugunu ifade etmistir.

Demir ve ark., (2002) findik ve mese agaglar1 zararlist olan Anoplus roboris
Sufr., (Coleoptera: Curculionidae)’den Bacillus circulans, Bacillus polymyxa,
Bacillus sphaericus ve Enterobacter sp. bakterilerini izole etmislerdir. Bu
bakterilerin insektisidiyal etkilerinin kullanilmas:t ile biyolojik kontroliiniin

yapilabilecegini ifade etmislerdir.

Dharne ve ark., (2006) biitiin bocek tiirlerinin viicutlarinda ve sindirim
sistemlerinde zengin ve kompleks mikroorganizma toplulugunun oldugunu ifade
etmislerdir. Bu mikrobiatalarin ¢ogunlugunun patojen ve =zorunlu mutualist
olduklarimi  belirtmislerdir.  Gelecekte boceklerin  sindirim  sistemlerindeki
mikroorganizmalarin bilinmesinin iki temel faydasi olacaktir. Birincisi, mikrobiyal
cesitlilik biyoaktif igerikler agisindan (6rnegin; antimalariyal, antiviral, antitimor
peptitler, enzimler ve metabolitler) énemli bir kaynak olusturacak; ikincisi ise
mikrobiyal simbiyontlar bdceklerin sindirim kanalinda bulunan patojenlerin
yayillmasinin  kontroliinde ve dolayisiyla biyolojik miicadelede etkili olarak

kullanilabilecektir.

Tetik (2007) Tabanidae (Diptera) familyasina ait 10 tiiriin sindirim sisteminde
bulunan 36 bakteri tiirii tamimlamistir; Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila,
Aeromonas sobria, Achromobacter xylosoxidans, Bacillus alvei, Bacillus mycoides,
Bacillus subtilis, Brevundimonas vesicularis, Burkholderia mallei, Chryseobacterium
indolegenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter asburiae, Enterobacter clocea,
Enterococcus faecalis, Enterococcus gallinarum, Klebsiella oxytoca, Micrococcus
lylae, Pseudomonas aeroginosa, P.alcaligenes, P. stutzeri, Raoultella (Klebsiella)

terrigena, Serratia marcescens, Staphylococcus cohnii, S. epidermidis,
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Staphylococcus equorum, Staphylococcus hominis, Staphylococcus hominis ss
novobiosepticus,  Staphylococcus  pasteuri,  Staphylococcus  saprophyticus,

Sphingomonas paucimobilis, Stenotrophomonas maltophila’dir.

Brinkmann ve ark., (2008) Lepidopter larvasi olan Manduca sexta’nin
bagirsak florasini inceleyerek Enterococcus sp. ve Citrobacter sedlakii tiirlerini

teshis etmislerdir.

Iskender ve Algur (2009) ladin agaglarmin en énemli zararlilarindan biri olan
sekiz digli kabuk boceginin (Ips typographus, Coleoptera: Scolytidae) bakteriyal
florasin1 arastirmiglardir. Burada zararlinin erginlerinden 7 bakteriyal izolati;
Paenibacillus macquariensis, Erwinia chrysanthemi, Serratia odorifera,
Photorhabdus luminescens, Kluyvera cryocrescens ve Chryseobacterium balustinum

elde etmislerdir.

Killer ve ark., (2010) Bombus (Hymenoptera) cinsine ait tiirlerin (Bombus
lucorum, Bombus pascuorum ve Bombus lapidarius) sindirim sisteminde bulunan
mikroorganizmalart incelemigler, fakiiltatif anaerob ve laktobasilleri izole

etmislerdir.

Segil ve ark., (2011) musir kurdu (Ostrinia nubilalis, Lepidoptera: Pyralidae)’
nun sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmalar1 incelemislerdir. Morfolojik,
biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler ozellikleri dikkate alarak; Pseudomonas
aeruginosa, Brevindimonas aurantiaca, Cryseobacterium formosense, Acinetobacter
sp., Microbacterium thalassium, Bacillus megaterium, Ochrobactrum sp.,
Variovorax paradoxus, Microbacterium testaceum, Leucobacter sp., Serratia

marcescens tiirlerini tespit etmislerdir.

Muratoglu ve ark., (2011) 6nemli bir ladin zararlis1 olan Ips typographus (L.)
tirtinden 8 bakteri izolati (Bacillus sphaericus, Acinetobacter sp., Kluyvera
cryocrescens, Acinetobacter sp., Vagococcus sp., Acinetobacter sp., Proteus vulgaris

ve Serratia liquefaciens) elde etmislerdir. Insektisidiyal etki sonuglarma gére en
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yiksek etkiyi gosteren Serratia liquefaciens tiiriiniin Ips typographus’e karsi

biyolojik kontrol 6zelligine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Muratoglu ve ark., (2011) Patates bocegi olan Leptinotarsa decemlineata
(Say) (Col.: Chrysomelidae) tiirlinden yeni bir bakteri izolat1 (Pseudomonas putida)
elde etmislerdir. Insektisidiyal test sonuglarmna gore elde edilen izolatin Leptinotarsa
decemlineata tiiriiniin biyolojik kontrolii i¢in énemli bir biyolojik ajan olabilecegini

ifade etmislerdir.

Ademoglu ve Idowu (2011) bir orthopter tiirii olan Grasshopper zonocerus
variegatus’ un sindirim kanalindaki bakteri florasini incelemislerdir. Staphylococcus
aureus tlirliniin genis yayilis gosterdigini ifade ederek, Klebsiella sp. Penicillium sp.

Aspergillus niger, Candida sp. tiirlerini elde etmislerdir.

Demir ve ark., (2012) ozellikle meyve ve orman agaglari zararlist olan
Lymantria dispar L. (Lepidoptera: Lymantriidae)’da bulunan patojenik bakterileri
rutin tekniklerle izole etmisler, biyokimyasal ve metabolik enzim  profillerini
API20E ve Phoenix 1000A ile belirlemislerdir. Testler sonucunda, Pantotea
agglomerans, Klebsiella sp., Acinetobacter calcoaceticus, Serratia marcescens,

Erwinia sp., Bacillus thuringiensis tiirlerini tespit etmislerdir.

Tang ve ark., (2012) kara sineklerdeki (Diptera: Simuliidae) bakteri florasini
incelemisler. Aeromonadaceae, Enterobacteraceae, Moraxellaceae,
Pseudomonadaceae, Neisseriaceae,  Sphingomonodaceae  familyalar1  ve
Actinobacteria, Bacteriodetes cinslerine ait 16sSRNA gen bolgesini ¢alisarak bunlarin

biyolojik kontrol amagh kullanilip kullanilmayacagini belirlemislerdir.

Geiger ve ark., (2013) Glossina spp. (Diptera) bagirsak florasini
incelemislerdir. Sphingobacterium sp., Crysobacterium sp., Enterococcus sp.,
Providencia sp., Staphylococcus sp., Lactococcus sp., Enterobacter sp.,

Acinetobacter sp. cinslerine ait bakteri tiirlerini izole etmislerdir.
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Toprak ¢ok sayida ve ¢esitlilikte mikroorganizma topluluklarini barindirir. Bu
mikroorganizma topluluklar1 arasinda bitki kokleri ile iligkili olan bakterilere kok
bakterileri denir. Bu kok bakterileri bitki kokleri ile olan etkilesimleri gbz Oniine
alindiginda bir kisminin yararli bir kisminin zararli etkide bulundugu goriilmektedir.
Yararli etkide bulunan kok bakterilerinin bazilar1 bitkilerde gelismeyi uyarict veya
biyokontrol ajani gibi rol oynayarak ya da her iki sekilde de davranarak bitkilere
yararli etkide bulunurlar (Romerio, 2000). Bu tiir yararli etkide bulunan kok
bakterileri i¢in dilimizde “bitki gelisimini uyaran kok bakterileri” diyebilecegimiz
ingilizcede “Plant Growth Promoting Rhizobacteria” denilmekte ve PGPR olarak
kisaltilmaktadir. Bu terim ilk kez 1978 yilinda kullanilmistir (Kleopper ve Schroth,
1978). Bitki gelisimini uyaran kok bakterilerinin bitki gelisimini uyarici etkisinin
yant sira hastaliklara 6zellikle de toprak kaynakli patojenlere karsi biyolojik savasta
etkili olduklar1 bilinmektedir (Kloepper, 1993; Lucas ve ark., 2000; Lemanceau ve
ark., 2000; Parmar ve Dudarwal, 2000). Ancak, pek c¢ok arastirict tarafindan bitki
gelisimini uyaran kok bakterilerinin yararli etkileri olarak ortaya konmus olan bitki
gelisimini uyarma etkisi ile biyolojik kontrol etkilerini birbirinden kesin bir sekilde
ayirmanin o kadar kolay olmadig1 vurgulanmaktadir (Chen ve ark., 1996). Bu durum
bir metal paranin iki yiizii gibidir. Bir yiizii bitki gelisimini uyarict etki diger ytizii de
biyolojik savas etkisi gosterir (Kloepper, 1993). Zaten kok bakterilerinin bitki
gelisimini uyarmasi dolayli bir biyolojik savas mekanizmi olarak da kabul
edilmektedir (Altin ve Bora, 2005).

Bugiin diinyanin pek cok iilkesinde, hem bitki gelisimini uyaran hem de
biyokontrol ajani olarak hastaliklar1 Onleyen bu kok bakterileri ile ilgili yapilan
caligmalar incelendiginde bitki gelisimini uyaran kok bakterilerinin genelde Bacillus,
Lactobacillus,  Paenibacillus,  Arthobacter,  Streptomyces, = Pseudomonas,
Burkholderia, Comamonas, Hydrogenophaga, Agrobacterium, Alcaligenes
variovorax, Enterobacter, Pantoae, Klebsiella, Xanthomonas, Serratia, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azosprillium, Azotobacter gibi genuslarda yer aldigi goriilmektedir.
Bu genuslar arasinda 6zellikle Pseudomonas ve Bacillus’lar bitki gelisimini uyarict
etkilerinin yani sira patojenler agisindan cok iyi antagonistik Ozelliklere sahip

olmalar1 nedeniyle de dikkat ¢ekmektedirler (Yaman ve Demirbag, 1998).
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Kimyasal insektisitlerin olumsuz etkilerinin kesfedilmesi bilim adamlarim
daha etkili ve daha giivenli bir miicadele ajan1 bulmaya yoneltmistir. Gelecekte
kimyasal miicadelenin yerini biyolojik miicadelenin alacagi diisiiniilmektedir.
Biyolojik miicadelede kullanilan ajanlar ya dogadan izole edilmekte ya da
rekombinant tekniklerle tiretilmektedirler. Gerek dogal sartlarda zararli boceklerde
bulunabilen viriis, bakteri, protozoa gibi patojenlerin gerekse rekombinant tekniklerle
tiretilen Bacillus thuringiensis toksinleri gibi protein veya transgenik organizmalarin
zararl bocekler tizerindeki insektisidal etkileri belirlenmelidir (Yaman ve Demirbag,

1998).

Zararli boceklerden izole edilen mikroorganizmalann ve rekombinant
tekniklerle elde edilen biyolojik ajanlarin zararli bocekler iizerinde insektisidal etkiye
sahip olup olmadiklari, sahip iseler ne oranda insektisidal etkiye sahip olduklari, bu
ajanlann ziral alanlarda pratik uygulamasinin gerceklesip gergeklesemeyecegi ve
uygulama esnasinda ne gibi sorunlann ortaya ¢ikacagi hakkinda bilgiler elde
edilecektir. Bu bilgiler sayesinde zararli bocekler ile miicadelede yeni biyolojik
kontrol teknikleri gelistirilecek ve kimyasal insektisitlerin olumsuz etkilerinden
kurtularak ekolojik ¢evre bozulmadan miicadele siirdiiriilecektir (Yaman ve

Demirbag, 1998).

Calisma materyalimiz olan Curculionidae (Coleoptera) familyas1 bireylerinin
sindirim sistemlerinde bulunan bakteriler ile ilgili diinyada ve iilkemizde calisma
bulunmamaktadir. Yukarida belirtilen literatlir taramasi incelendiginde bdceklerin
sindirim sistemlerinde bulunan mikroorganizmalar ile ilgili az sayida calisma
bulunmaktadir. Caligma grubumuzu olusturan Curculionidae (Coleoptera) familyasi
bireyleri belirtildigi gibi fitofagdir. Bu familya bireyleri ekonomik &nemi olan
bitkilerde, tarimsal iriinlerde ve ormanlik alanlarda 6nemli derecede zararlar
meydana getirmektedirler. Dolayisiyla ekonomik ve ekolojik 6neme sahip bdcek
grubunu olusturmaktadirlar. Bu nedenle familyaya ait bireylerin sindirim
sistemlerinde bulunan mikroorganizmalarin ve oOzellikle de bakteri florasinin
bilinmesi zararli olan bu gruba kars1 yapilacak biyolojik miicadeleye dogrudan katki

saglayacaktir. Ayn1 zamanda bu familya {iyelerinin 6nemli bir zararli olmas1 ve
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sindirim sistemlerinde bulunan mikrorganizmalar ile ilgili calismalarin yetersiz olusu

bu konunun segilmesinde etkili olmustur.
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2. MATERYAL VE METOD

Ornekler 2014 yili Nisan-Temmuz aylar1 arasinda Kirsehir ilindeki farkli
lokalitelerden toplanmustir. Orneklerin yakalanmasinda atrapla siipiirme teknigi
kullanilmigtir (Resim 2.1). Yakalanan ornekler steril tiipler igerisine konularak
laboratuvara canli olarak getirilerek (Resim 2.1) teshisleri Ahi Evran Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Mahmut ERBEY tarafindan
yapilmistir.

Resim 2.1. Atrapla siipiirme teknigi (a-b).

2.1. Cahsilan Curculionidae (Coleoptera) tiirleri

- Curculio nucum (Linnaeus, 1758)
- Eusomus ovulum Germar, 1824

- Hypera postica Gyllenhal, 1813

- Lixus cardui Olivier, 1808

- Sitona pucticollis Stephens, 1831

2.2. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Teshis edilen Ornekler laboratuarda steril bir ortamda disekte edilmis,
sindirim kanallar1 ¢ikarilarak (Resim 2.2) 5 ml steril fizyolojik tuzlu su igerisinde
cam baget ile ezilerek, vorteks yardimiyla homojenize edilmistir. Buradan ayr1 ayri

10 cm gapinda igerisinde nutrient agar bulunan petrilere yayma plak yontemiyle ekim
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yapilmistir. Bunun i¢in orijinal 6rnekten otomatik pipet yardimiyla 1000 pl alinarak

petrilere aktarilmis,

Resim 2.2. a- Steril tiip i¢erisindeki drnekler, b- Sindirim kanali.

alkol ile steril edildikten sonra iyice yakilarak steril edilmis drigalski spatiilii ile tiim
agar yiizeyine yayilmig ve petriler aerob ve anaerob sartlarda 32°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen farkli koloniler segilerek
saflagtirllmak amaci ile nutrient agar petrilerine ekim yapilmistir. Buradan gelisen
tek kolonilerden yatik nutrient agar bulunan tiiplere alinarak + 4 °C’de saklanmistir.
Stok ortamina aktarim esnasinda her mikroorganizmanin izole edildigi Curculionid

tirtinii belirtecek sekilde izolat numarasi verilmistir.

2.3. Kullanilan Mikroorganizmalar
Yapilan biyokimyasal testlerde kullanilan mikroorganizmalar Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumonia,

Staphylococcus aureus’dur.

2.4. Kullanilan Besiyerleri

- Glukoz fosfat peptonlu su,

- Kanl agar,

- Nutrient agar (Fluka-70148),

- Simmons sitrat agar (Fluka-85463),
- Triptik soy agar (Merck-1.05458),
- Triptik soy agar (%10 NaCl),
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- Triptik soy agar (%15 NaCl),
- Ug sekerli demir agar ( TSI ) (Merck-1.03915)

2.4.1. Glukoz fosfat peptonlu su

Pepton 7049
Glukoz 50¢9
Sodyum Kloriir 7549
Dipotasyum Hidrojen Fosfat 250
Distile Su 101t

Maddeler karistirilarak pH 7.0’ye ayarlanmigtir. Tiiplere dagitilarak 121 °C’de 1.5
atm. basingta 15 dk. sterilize edilmistir (Tetik, 2007; Temiz, 2010).

2.4.2. Nutrient agar (Fluka-70148)

Et Ekstrat 309
Pepton 509
Agar 15.0¢
Distile Su 101t

Bu maddeler distile suda eritilirek pH 7°ye ayarlanmig ve 121 °C’de 1.5 atm.
basingta 15 dk. sterilize edilmistir (Tetik, 2007; Temiz, 2010).

2.4.3. Triptik soy agar (%10 NacCl)

Trypticase 1709
Phytone 309
Sodyum Kloriir 100.0¢
Dipotasyum Hidrojen Fosfat 2590
Glukoz 2549
Agar 1509
Distile Su 101t

Ticari Triptik soy agar besiyerine (Merck-1.05458) 100.0 g NaCl eklenmistir.
Maddeler distile su igerisinde karistirilarak pH’s1 7.2°ye ayarlanmis ve 121 °C’de 1.5
atm. basingta 15 dk. sterilize edilmistir (Tetik, 2007; Temiz, 2010).
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2.4.4. Triptik soy agar (%15 NaCl)

Tripticase 17.0¢g
Phytone 309
Sodyum Kloriir 150.0¢g
Dipotasyum Hidrojen Fosfat 2590
Glukoz 25¢
Agar 1509
Distile Su 101t

Ticari Triptik soy agar besiyerine (Merck-1.05458) 150.0 g NaCl eklenmistir.
Maddeler distile su icerisinde karistirilarak pH’s1 7.2°ye ayarlanmig ve 121 °C’de 1.5
atm. basingta 15 dk. sterilize edilmistir (Tetik, 2007; Temiz, 2010).

2.4.5. Kanh Agar
Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuvarindan temin edilmistir.

Simmons sitrat agar (Fluka-85463), Ug sekerli demir agar ( TSI ) (Merck-1.03915)

besiyerleri ticari olarak temin edilmistir.

2.5. Kullanilan ayiraclar

2.5.1. Metil kirmzisi

Metil Kirmizisi 0.19g
Etil Alkol (% 95) 30.0 mi
Distile Su 20.0 ml

Metil kirmizist etil alkol igerisinde ¢oziilmiis ve iizerine distile su ilave edilmistir

(Tetik, 2007; Temiz, 2010).
2.5.2. a-Naftol ayiraci (% 5’lik)

a-Naftol 5049
Etil Alkol 100.0 ml
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a-Naftol 80 ml etil alkol ¢oziilmiis ve hacmi 100 ml ye tamamlanmustir (Tetik, 2007;
Temiz, 2010).

2.5.3. Tetrametil-p-fenilendiamin ayiraci (% 0.5’lik)

Tetrametil-p-fenilendiamin 059

Distile Su 100.0 ml

Tetrametil-p-fenilendiamin 80.0 ml distile su igerisinde ¢6ziilmiis ve hacmi 100.0
ml’ye tamamlanmustir (Tetik, 2007; Temiz, 2010).

2.6. Kullanilan boyalar

2.6.1. Kristal viyole

Cozelti A

Kristal Viyole 209
Etil Alkol (% 95) 10.0 ml
Cozelti B

Amonyum Oksalat 08¢
Distile Su 80.0 ml

Cozelti A ve B karistirilmis distile su ile 1:10 oraninda sulandirilip filtre kagidindan

stiziilmustiir (Tetik, 2007; Temiz, 2010).

2.6.2. Safranin

Safranin 0.25¢g
Etil Alkol (% 95) 10.0 ml
Distile Su 100.0 ml

Safranin etil alkolde eritilip su ile karistirilmistir (Tetik, 2007; Temiz, 2010).

2.6.3. Lugol

Iyot 509
Potasyum iyodit 10.0¢g
Distile Su 100.0 mi
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Potasyum iyodit 30 ml distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra iyot ¢ozeltiye eklenmis

ve ¢Ozelti hacmi 100 ml ‘ye tamamlanmistir (Tetik, 2007; Temiz, 2010).

2.7. Kullanilan cozeltiler

2.7.1. KOH Cozeltisi (%40°hk)

Potasyum hidroksit 40.09g

Distile Su 60.0 ml

50.0 ml su iginde 40 gr potasyum hidroksit ¢oziilmiis ve hacim 100 ml’ye
tamamlanmistir (Tetik, 2007; Temiz, 2010).

2.8. Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology” ve “The Prokaryotes” den yararlanilmistir. izole edilen her &rnek
nutrient agar plaklarina ekilerek 24-48 saat 32°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerden preparat hazirlanarak gram boyama teknigi
ile boyamalar1 yapilmis ve kiltiiriin gram 6zelligi, hiicre morfolojisi, mikroskobik
inceleme ile belirlenmistir. Ayrica her izolat ayrt ayr katalaz, oksidaz, metil
kirmizisi, Voges-Proskauer, sitrat, TSI, hareketlilik gibi biyokimyasal testlere tabi
tutulmustur. Ayrica molekiiler tan1 amaciyla; 16S rRNA PCR ve 16S rRNA gen
bolgesi DNA dizi analizi yapilmistir.

2.9. Morfolojik ve biyokimyasal testler

2.9.1. Gram Boyama

Gram-pozitif ve gram-negatif Bacteria’nin duvar yapilar1 arasindaki
farkliliklarin, gram boyama tepkimesindeki farkliliklardan sorumlu oldugu
diisliniilir. Gram boyama sirasinda hiicre i¢inde kristal viyole-iyot kompleksi olusur.
Coziinmeyen bu kompleks, alkol ile gram-negatif Bacteria’dan uzaklagtigi halde,
gram-pozitif Bacteria’da hiicre iginde kalir. Gram-pozitif bakteriler birkag tabakali
peptidoglikandan olusan ¢ok kalin duvarlara sahiptir. Bu duvarlar alkol ile muamele

sonucunda su kaybeder. Su kaybi duvardaki porlarin kapanmasma yol agar ve
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¢oziinmeyen kristal viyole-iyot komplesinin hiicre disina ¢ikmasina engel olur. Buna
karsilik gram-negatif bakteride alkol, lipid agisindan zengin dis duvardan hizla igeri
girer ve kristal viyole-iyot kompleksini hiicreden oziitleyerek uzaklastirir (Brock

Mikroorganizmalarin Biyolojisi, 2010).

32°C’de 24 saat nutrient agarda gelisen kolonilerden preparat hazirlanmistir.
Preparat fikse edildikten sonra kristal viyole ile 1 dakika boyanmistir. Siire sonunda
su ile iyice yikandiktan sonra liigol soliisyonu ile 1 dakika muamele edilip kristal
viyole uzaklagtirilmistir. Lugol, su ile giderildikten sonra 10 saniye %70’lik alkol
icerisinde boya giderimi saglanmistir. Bu iglemden sonra preparat karsit boya olan
safranin soliisyonu ile 30 saniye boyanip su ile yikanmistir. Kurutma kagidiyla
kurutulduktan sonra 1s1tk mikroskopunun 100x objektifinde immersiyon yagi
damlatilarak hiicreler incelenmistir. Mor renkte goriilen bakteriler gram pozitif,
pembe renkte goriilenler gram negatif olarak degerlendirilmistir (Orhan, 2013;
Ogiitcii ve ark., 2014).

2.9.2. Hemoliz testi

Baz1 bakteriler sahip olduklart ¢esitli tipteki hemolizin enzimleri ile kandaki
hemoglobini farkli derecelerde hemoliz etme yani parcalama yetenegine sahiptirler.
Bakterilerin hemoliz yetenegi kanli agar besiyeri kullanilarak test edilebilmektedir.
Hemoliz testi, daha c¢ok streptokok ve stafilokoklar1 kendi iglerinde ayirmak igin
kullanilmaktadir. Streptokoklar kanli agar besiyerinde a-, B- ve y- hemolitik
reaksiyon verirler. a-hemolitik streptokoklarin kanli agar besiyerinde olusturduklari
kolonilerin etrafinda, kenarlar1 keskin hatli olmayan, bulanik ve yesilimsi bir zon
olusur. B- hemolitik streptokoklar, ayn1 besiyerinde tam hemoliz yaparak, kolonilerin
etrafinda diizgiin bir hatla ¢evrilmis temiz ve berrak bir hemoliz zonu olusturur. y-
hemolitik streptokoklar ise hemolizin enzimine sahip olmayan, kanli agar

besiyerinde hemoliz olusturmayan streptokoklardir (Temiz, 2010).

Kanli agar besi ortaminda 32°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonucunda gelisen

koloniler incelenmistir. Koloni etrafinda berrak agik renkli zon olugsmus ise B
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hemoliz, koyu bulanik renkli bir zon olusmus ise a hemoliz, zon olusmamis ise &
hemoliz olarak degerlendirilmistir (Tetik, 2007; Celebi, 2012; Orhan, 2013).

2.9.3. Katalaz testi

Genellikle aerobik ve fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalarin sahip oldugu
katalaz enzimi, ortamdaki hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirir. Kati veya sivi
besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltiiriine H,O; ilave edildiginde, serbest oksijenin
gaz kabarciklar1 halinde gozlenebilmesi, hidrojen peroksitin ayrigsmasini, dolayisiyla

katalaz enziminin varligin1 gosterir.

32 °C’de 24-48 saat nutrient agarda gelisen kolonilerin iizerine birkag damla
%?3’liik hidrojen peroksit damlatilarak gaz ¢ikisi olup olmadigi kontrol edilmistir.
Gaz ¢ikis1 goriilen petriler katalaz enzimine sahip olduklari ig¢in pozitif olarak
degerlendirilmislerdir. Pozitif kontrol olarak Staphylococcus aureus kullanilmistir
(Ogiitcii, 2010; Orhan, 2013).

2.9.4. Oksidaz testi
Sitokrom C oksidaz enzimin varligini arayan bir testtir. Bu enzim demir
iceren bir hemoproteindir ve aerobik solunuma katilir. Zorunlu anaeroplarda

genellikle bulunmaz (Aydin, 2004; Adigiizel ve ark., 2010).

izolatlar 32°C’de 18-24 saat nutrient broth’a ekilerek inkiibasyona
birakilmisgtir. Tiiplerin  igine % 0.5’lik  Tetrametil-p-fenilendiamin  ayiraci
damlatilmistir. Okside olmus sitokrom C, ayiragta bulunan p-amino dimetilanilini
okside ederek, mavi renkli bilesik olusturmaktadir. Mavi renk pozitif olarak
degerlendirilmis ve pozitif kontrol olarak Pseudomonas aeroginosa kullanilmistir
(Ogiitcii ve ark., 2010; Orhan, 2013).

2.9.5. Metil Kirmizis1 (MR) Testi

Bazi1 bakteriler ortamda bulunan glikozu kullanarak ¢esitli organik asitleri

olustururlar. Sonucta ortamin pH’s1 diiser ve bu 6zellikten faydalanarak bakterilerin
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glikozdan asit olusturup olusturmadigini belirleyebilmek amaciyla MR testi yapilir

Temiz, 2010).

Icerisinde 5 ml glukoz fosfat peptonlu su bulunan tiipler icerisine izolatlardan
ekim yapilarak 32°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda gelisen kiiltiirlerin iizerine 4-5
damla Metil kirmizist ayiract damlatilmistir. Metil kirmizist ayiract pH 6.0 da sari
renk ve pH 4.4’den asagida kirmizi renk gosterir. Kirmizi renk pozitif olarak
degerlendirilirken sar1 renk negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol igin
Escherichia coli, negatif kontrol olarak da Klebsiella pneumonia kullanilmigtir
(Tetik, 2007; Celebi, 2012; Orhan, 2013).

2.9.6. Voges - Proskauer (VP) Testi

Baz1 bakteriler glikoz bulunan ortamda glikozu kullanarak asetoin, 2,3-
biitilen glikol gibi gesitli notral Giriinler olustururlar. Bunlardan asetoin, ortama alkali
bir madde eklendiginde okside olarak diasetil’e doniislir. Bu madde ise peptondaki
kreatin, arjinin veya kreatinin ile birleserek pembe-kirmiz1 bir renk olusumuna neden
olur. Metil Red ve Voges-Proskauer testleri beraber uygulanacak ise MR-VP gibi bir
besiyerine ekilen kiiltiiriin bir kism1 metil red testi igin bir kismi1 Voges-Proskauer
testi i¢in kullanilir (Temiz, 2010).

Icerisinde 5 ml glukoz fosfat peptonlu su bulunan tiipler igerisine ekim
yapilarak 32°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda kiiltiiriin {izerine 0.6 ml % 5’lik a-
naftol ayiract ve 0.2 ml % 40’lik potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Tiipler calkalanarak 5 dakika beklenmis ve pembe-kirmizi renk pozitif kabul
edilmistir. Negatif tiiplerde ise renk degisimi gozlenmemistir. Pozitif kontrol olarak
Klebsiella pneumonia kullanilir iken negatif kontrol olarak Escherichia coli
kullanilmustir (Tetik, 2007; Celebi, 2012; Orhan, 2013).

2.9.7. Sitrat testi
Bazi bakteriler karbon ve enerji kaynag: olarak sitratlar1 kullanabilirler. Sitrat
testi, bakterinin tek karbon kaynagi olarak kullanip kullanmadigini belirlemek

amacuiyla yapilir.
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Saf kiiltiirlerden tiip icerisinde yatik olarak hazirlanmis Simmons sitrat agara
ekim yapilmis ve 18-24 saat 32 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda mavi renk olusumu pozitif olarak kabul edilirken renk degisimi olmamasi ya
da tireme olmayis1 negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak Klebsiella
pneumonia kullanilir iken negatif kontrol olarak da Escherichia coli kullanilmigtir
(Tetik, 2007; Orhan, 2013).

2.9.8. U¢ Sekerli Demir (TSI) Agar Testi

TSI, o6zellikle Salmonella gibi bazi enterik bakterileri tanimlamak amaciyla
kullanilan t¢ sekerli-demirli  bir  besiyeridir. Bu besiyerinde; sekerlerin
fermantasyonu, fermantasyon sonucu gaz ve hidrojen siilfid (H2S) olusumu olmak
lizere bakterilerin {i¢ temel 6zelligi incelenir. Besiyeri glukoz, laktoz ve siikroz igceren
tic farkli seker, pH indikatorii olarak fenol kirmizist ve H,S olusumunun gostergesi

olan ferrik ammonyum siilfat igerir.

Yatik olarak hazirlanmis ti¢ sekerli demir agar besiyerine 6ze ile yilizeye ekim
yapilirken transfer ignesi ile de dibe daldirma seklinde ekim yapilmistir. Daldirma
islemi bir defada tiipiin merkezinden gececek bir hat boyunca dibe kadar ignenin
sokulmas ile yapilmistir. 24-48 saat 32 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda dip kismin sar1 renk almasi glikozun kullanimi, siyah renk olusmasi
hidrojen siilfiir olusumu, yiizeyin kirmizi renkte olmasi laktoz ve sakkarozun
kullanilmamasi, besiyerinde gaz delikleri veya yariklarin olusmasi ve besiyerinin dip
kismindan yukar1 dogru itilmesi de glikozdan gaz olustugunu gostermektedir. Bu
sekilde olusan renge ve gaza gore tiipler degerlendirilmistir (Tetik, 2007; Celebi,
2012; Orhan, 2013).

2.9.9. Hareketlilik testi
Bazi bakteriler, flagella ad1 verilen hiicre organelleri sayesinde aktif hareket
yetenegine sahiptirler. Bakterilerde hareket daha ¢ok flagella varliginin belirlenmesi

degil, hareketin gosterilmesi seklinde ortaya konmaktadir.
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Hareket muayenesi yar1 kat1 besiyeri ortaminda yapilmistir. Igerisinde % 0.4-
0.5 oraninda agar bulunan nutrient agar besiyerine transfer ignesi ile dibe kadar diiz
bir hat boyunca ekim yapilmis ve 24-48 saat 32 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda, besiyerinin yiizeyinde ve inokiilasyon hatti boyunca iireme
var, saga veya sola dogru bir dallanma ve yayilma yok ise, mikroorganizma
hareketsiz olarak; inokiilasyon hattindan etrafa agarin igine dogru bir yayilma ve
dallanma gozlenir ise mikroorganizma hareketli olarak degerlendirilmistir (Celebi,
2012; Orhan, 2013 ve Ogiitcii ve ark., 2014).

2.9.10. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisim
Triptik soy agar , % 10 ve % 15 NaCl ilave edilmis petrilerine izolatlardan
ekim yapilarak 32 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarin

gelisimi derecelendirilerek degerlendirilmistir (Orhan 2013).

2.9.11. Farkh sicakhklarda gelisim
Nutrient agar petrilerine izolatlardan ekim yapilarak petriler 15 ve 45 °C’de
inkiibe edilmis ve Inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarin  gelisimi

derecelendirilerek degerlendirilmistir (Tetik, 2007; Celebi, 2012; Orhan, 2013).

2.9.12. izolatlarin Baz1 Genetiksel Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.9.12.1. Bakteri Hiicresinden Genomik DNA’larin izolasyonu
Arastirmada kullanilacak olan bakteri izolatlarindan DNA ekstraksiyonu,
Adigiizel 2006 tarafindan uyarlanan izolasyon metoduna gore agagida belirtildigi gibi

gerceklestirilmistir.

1. DNA’s1 izole edilecek olan bakteriler NA besiyerine 3 faz halinde ekilmis ve
petriler 28-32°C’ye ayarli inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir.

2. Steril edilmis, agz1 kapakli 1,5 mI’lik ependorflara 1000 pl STE (hiicre duvarinm
parcalayarak hiicre igeriginin serbest hale gelmesini saglar) tamponu konularak
igerisine 2-3 6ze dolusu bakteri kiiltiirti eklenmistir.

3. Tiiplerin 2500 rpm’de vortekslenerek homojenize olmalari saglanmistir.
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4. Vortekslenen tiipler 10 000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiijlendikten sonra {ist faz
mikropipetle alinarak atilmis ve peletin iizerine tekrar 1000 pl STE tamponu
eklenerek, 10 dk 10 000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu islem iist faz berrak olana
kadar tekrar edilmistir.

5. Santrifiij sonrasi, olusan {iist faz atilarak pelletin {izerine 500 pul STE tamponu
eklendikten sonra mikropipetle dikkatlice alip vermek suretiyle tamponun pelletle
lyice karigmas1 saglanmaistir.

6. Tiipler 75 °C’ye ayarli su banyosunda 30 dk siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun 15. dk’da tiipler alinarak 4-5 kez alt iist edilerek tekrar inkiibe
edilmistir.

7. Su banyosundan c¢ikartilan tiiplere 50 pl %10’luk SDS (proteinler arasindaki
distilfit baglarini pargalar) ve 7 pl proteinaz K (proteinleri parcalar) eklenmis ve 40
°C’ye ayarl1 su banyosunda 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistr.

8. Inkiibasyon sonrasi tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0,75-0,8 M olacak
sekilde 5 M NaCl ve 0,1 hacim %10’luk CTAB/0,7 M NaCl (DNA’y1
polisakkaritlerden ve ortamdaki diger bilesiklerden arindirir) ilave edilmistir.

9. Tiipler 65 °C’ye ayarli su banyosunda 15 dk inkiibasyona birakilmustir.

10. Su banyosundan alinan tiiplere esit hacimde 25:24:1
fenol:kloroform:izoamilalkol ~ (genellikle,  niikleik  asitlerden  proteinlerin
uzaklastirilmasinda kullanilir. Kloroform proteinleri denatiire ederek, sivi ve organik
fazlarin ayrigmasim saglar. izoamilalkol ise ekstraksiyon esnasinda meydana
gelebilecek kopiirmeyi engeller) eklenerek 15 dk oda sicakliginda calkalayiciyla
calkalanmustr.

11. Tiipler 16 000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten sonra olusan iist faz yeni steril
ependorf tiiplere konulmustur. Her bir tiipe 0,1 hacim %10CTAB / 0.7 M NaCl
(ortamda bulunabilecek polisakkarit kalintilarini elimine etmede kullanilir) ilave
edilmistir.

12. 65°C’ye ayarli su banyosunda tiipler 15 dk bekletilmistir.

13. Tiiplere esit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol ilave edilmis ve tiipler 15 dk
oda sicakliginda, ¢alkalayiciyla karistirilmistir.

14. Tiipler bir daha 16 000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis, santrifiij sonras: olusan

iist faz tekrar yeni steril bir ependorfa konulmustur.
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15. Tiipler iizerine 0,6 hacim izopropanol (DNA’y1 baglayarak, iplikcikler halinde
¢okmesini saglar) ilave edilmistir.

16. Tiipler -20 °C’de 1 gece siiresice bekletilmistir.

17. Buzdolabindan ¢ikartilan tiipler 15 000 rpm de 15 dk santrifiijlenmistir.

18. Uzerine -20 °C’de bekletilen %70 lik etanolden (DNA’y1 yikamak amaciyla
kullanilir) 500-600 pl eklenmis ve 15 000 rpm de 15 dk siireyle santrifiijlendikten
sonra siipernatant kismi dikkatlice atilmistir.

19. Peletin iizerine tekrar %70 lik etanolden 500-600 pl ilave edilerek, 15 000 rpm de
15 dk santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi dikkatlice uzaklastirilarak tiipler agz1 agik
bir sekilde etil alkoliin ugmasi, DNA’nin kuruyarak seffaf bir goriiniim almasi
amactyla 2-3 saat siireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

20. Kuruma islemi gerceklestikten sonra, DNA’lar 50-70 pl TE icinde oda
sicakliginda 30 dk bekletilerek, iyice ¢oziinmeleri saglanmig ve lizerlerine 2-3 pl
RNAse eklenmistir.

21. DNA’lar %0,6’lik agaroz jelinde yliriitiilmiis ve jelde tek parca bant veren

ornekler + 4 °C’ye kaldirilarak sonraki ¢aligmalar igin saklanmistir (Orhan 2013).

2.9.12.2. Bakteri izolatlarinin 16S rDNA Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu
Test izolatlarindan elde edilen genomik DNA’lardan, bakteri sistematigi i¢in
onemli olan 16S rRNA bdlgesi evrensel primerler (forward ve reverse primerler)

kullanilarak PCR yardimi ile ¢ogaltilmistir (Orhan 2013).

2.9.12.3. Reaksiyonun (Master mix’in) Hazirlanmasi

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 3 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris —
HClL, 500 mM KCI, 15 mM MgCI2, %0.01 jelatin pH: 8.3), 0.6 pl dNTP
(deoksintikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10mM), 3 ul UNI 16S-L
(forward ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA), 3 ul 16S-R (reverse ATG
GTA CCG TGT GAC GGG GGG TGT GTA), 1.2 ul DMSO, 0.6 pl MgCI2(50 uM),
0.3 uM / ml Tag DNA polimeraz ve 15.3 ul sdH20 ile 27 pl’lik reaksiyon karisimi
hazirlanmis ve karisima son olarak 3 pl template DNA (100 ng/ul) ilave edilerek son

hacim 30 pl’ye tamamlanmistir. Master mix ve template DNA igeren ependorf
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tiiplerin iizerine buharlasmay1 engellemek i¢in 15 pl mineral yag eklenmistir (Orhan

2013).

2.9.12.4, PCR Program

PCR igin hazirlanan 6rnekler, 95 °C’de 2 dk 6n denetiirasyon, bunu takiben
36 dongii olacak sekilde 94 °C’de 1 dk denatiirasyon, 54 °C’de 1 dk baglanma ve 72
°C’de 2 dk uzama basamaklar1 ve son olarak 72 °C’de 5 dk uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongli cihazina konuldu. Segilen

programda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi yapildi (Orhan 2013).

2.9.12.5. 168 rRNA PCR Uriinlerinin Elektroforezi
1.50 gr agaroz iizerine 150 ml 0.5X TBE (%]1’lik agaroz jel) tamponu

eklenerek karigim mikrodalga firinda iyice c¢oziiniinceye kadar kaynatilmistir. 50
°C’ye kadar sogutulan agaroz jele 0.8 pg/ml olacak miktarda ethidium bromiir
eklenerek icerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiilmiistiir.
30-35 dk beklenerek jelin donmasi saglanmis, donan jelden taraklar dikkatlice
cikartlmis ve igerisinde 0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine
yerlestirilmistir. Jeldeki ilk ¢ukura, 10 kb DNA markirindan [50-100-200-300-400-
500-750-1000-1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10
pl yiiklenmistir. Diger ¢ukurlara ise her bir 6rnek i¢in 2.5 pl 6X yiikleme tamponu,
10 pl PCR iriinii karigtirilarak yliklenmistir. Elektroforez jel diizenegi 90 volta
ayarlanarak ornekler 2 saat yiiriitiilmiistiir. Jel {izerinde bulunan ve ethidium bromiir
ile boyanan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenmis ve bilgisayar

ortaminda (DNR Biolmaging Systems Software) analiz edilmistir (Orhan 2013).

2.9.12.6. 16S rDNA Sekans Analizi

16S rDNA PCR yontemi ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bdlgesinin baz
dizilerinin analizi, Hollanda’da bulunan Macrogen firmasina gonderilerek
yapilmustir. Elde edilen 16S rDNA dizileri Gen Bankasinda
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi) var olan diger bakteriyal dizilerle
karsilagtirilmistir (BLAST analizi). Karsilastirma sonucu aralarindaki benzerlik

oranlari tespit edilmis ve gen bankasi kabul numaralar1 alinmistir (Orhan 2013).
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2.9.13. Stok olusturma

Izole edilen orneklerden nutrient agar bulunan petrilere ekim yapilmustir.
Buradan her bir izolat igerisinde %20’ lik gliserol-besiyeri bulunan ependorflara
ekilerek 32° C de 18-24 saatlik inkiibasyona birakilmis ve iiretildikten sonra -86°C’

de saklanmustir.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismada Curculionidae (Coleoptera) familyasina ait 5 tiiriin (Curculio
nucum (Linnaeus, 1758); Eusomus ovulum Germar, 1824; Hypera postica Gyllenhal,
1813; Lixus cardui Olivier, 1808; Sitona pucticollis Stephens, 1831) sindirim

sistemlerindeki bakteri florasi incelenmistir.

Takim: Coleoptera

Familya: Curculionidae

Cins: Curculio Linnaeus, 1758
Curculio nucum (Linnaeus, 1758)

Konukgu: Corylus avellana, Quercus sp. (Lodos ve ark., 2003).

Resim 3. 1. Curculio nucum; a- Lateral goriiniim, b- Dorsal goriiniim

Cins: Eusomus Germar, 1824
Eusomus ovulum Germar, 1824

Konukgu: Medicago sativa, Centaurea sp., Pinus sp., (Lodos ve ark., 2003).

o e

Resim 3. 2. Eusomus ovulum; a- Lateral goriiniim, b- Dorsal goriiniim
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Cins: Hypera Germar, 1817
Hypera postica Gyllenhal, 1813

Konukg¢u: Medicago sativa, Centaurea sp., Verbascum sp., Onopordum sp., Cirsium
sp., Quercus sp., (Lodos ve ark., 2003).

Resim 3. 3. Hypera postica; a- Lateral gériiniim, b- Dorsal goriiniim

Cins: Lixus Fabricius, 1801
Lixus cardui Olivier, 1808

Konukgu: Onopordum sp, Centaurea sp., Cirsium sp., (Lodos ve ark., 2003).

Resim 3. 4. Lixus cardui; a- Lateral gortiniim, b- Dorsal goriiniim
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Cins: Sitona Germar, 1824
Sitona pucticollis Stephens, 1831

Konuke¢u: Medicago sativa, Pinus sp., Quercus sp., Astragalus sp., (Lodos ve ark.,
2003).

@ _lmm

Resim 3. 5. Sitona pucticollis; a- Lateral goriiniim, b- Dorsal goriiniim

3.1. Bakteri izolasyonu Sonuglar

Calisma sonucunda; Bacillus sp., Bacillus pumilus, Bacillus subtilis,
Enterobacter ludwigii, Escherichia coli, Klebsiella sp, Lactococcus garviae,
Stenotrophomonas rhizophila, Pantoea agglomerans ve Pseudomonas orientalis
olmak ftizere toplam 10 farkli bakteri tiirii tespit edilmistir. Curculio nucum-YHC,
Eusomus ovulum-YHE, Hypera postica- YHH, Lixus cardui -YHL ve Sitona
puncticollis -YHS olarak kodlanmustir.

3.2. Izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Izolatlarmn morfolojik &zellikleri Tablo 1’de detayli olarak gdsterilmistir.
Yapilan gram boyamada YHS-2 izolatin yuvarlak (kok), digerlerinin ise g¢ubuk
(basil) oldugu belirlenmis; YHE-1, YHE-3, YHE-4, YHE-5, YHE-7, YHE-8, YHL-
1, ve YHL-4 izolatlar1 pembe boyandig1 i¢in gram negatif olarak belirlenirken YHC-
2, YHH-1, YHL-3, ve YHS-2 izolatlar1 ise mor boyandigi i¢in gram pozitif olduguna

karar verilmistir.
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Resim. 3. 6. Gram Boyama; a) Bacillus pumilus, b) Enterobacter ludwigii c)
Bacillus sp.

% 4’lik yumusak agarda yapilan hareketlilik testi sonucunda YHE-4, YHE-5,

YHE-7 ve YHS-2 izolatlarinin hareketsiz, diger izolatlarin ise hareketli oldugu tespit
edildi.

Resim 3. 7. Hareketlilik Testi Sonuglar1
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Tablo 1. Bakteriyel Izolatlarmin Morfolojik Ozellikleri

iZOLAT GRAM HUCRE SEKLI HAREKET
BOYAMA
YHC-2 + Basil +
YHE-1 - Basil +
YHE-3 - Basil +
YHE-4 - Basil -
YHE-5 - Basil -
YHE-7 - Basil -
YHE-8 - Basil +
YHH-1 + Basil +
YHL-1 - Basil +
YHL-3 + Basil +
YHL-4 - Basil +
YHS-2 + kok -

3.3. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonugclar

Izolatlarin biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglar1 Tablo 2°de verilmistir.
Katalaz test sonucunda sadece YHS-2 izolat1 negatif sonug gosterirken diger tiim
izolatlar hidrojen peroksiti serbest oksijene ayristirarak gaz kabarciklari olusturup

pozitif sonug vermistir.

Resim 3. 8. Katalaz Testi Sonuglari

Oksidaz testi sonucunda; YHE-1, YHE-3, YHE-4, YHL-3, YHH-1 izolatlart
p-amino dimetilanilin ayiracin1 oksidaz enzim varhiginda okside ederek mor-mavi
renk olusturup pozitif sonug¢ verirken YHC-2, YHE-5, YHE-7, YHE-8, YHL-1,
YHL-4 ve YHS-2 izolatlar1 negatif sonug vermistir.
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Resim 3. 9. Oksidaz Testi sonuglar1

Hemoliz testi sonucunda; YHC-2, YHE-1, YHH-1, YHL-1, YHL-3, YHL-4
izolatlar1 kanli agar besiyerinde hemolitik zon olusturken, diger izolatlar (YHE-3,
YHE-4, YHE-5, YHE-7, YHE-8 ve YHS-2) negatif sonu¢ vermistir.

@ ® ©

Resim 3. 10. Hemoliz Testi Sonuglar1 a) B-hemoliz, b) a-hemoliz, c) y-hemoliz

YHC-2, YHE-4, YHE-5, YHE-7, YHH-1, YHL-3 ve YHS-2 izolatlan glikoz
metabolizmast sonucu metil kirmizis1 besiyerinde renk degisimi meydana
getirmedikleri i¢in negatif sonu¢ verirken, diger izolatlarda organik asit

iretildiginden renk degisimi gézlenmis ve sonug pozitif olarak kaydedilmistir.
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Resim 3. 11. Metil Kirmizis1 Testi Sonuglar1 (+) Stenotrophomonas rhizophila, (-)

Lactococcus garviae

Glukoz fosfat peptonlu su ile yapilan Voges-Proskauer testi sonucuna gore;
YHC-2, YHE-5, YHL-1 ve YHL-4 izolatlarinda pembe renk degisimi gozlenmedigi

icin negatif sonug verirken, diger izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

Resim 3. 12. Voges-Proskauer Testi Sonuglari (+) Stenotrophomonas rhizophila, (-)
Bacillus pumilus

Simmon sitrat agara ekim yapilarak uygulanan sitrat test sonucunda; YHE-8,
YHL-1, YHL-4 ve YHS-2 izolatlar sitrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanmadiklari
icin yesilden maviye renk degisimi gdzlenmemis ve negatif sonug verirken diger

izolatlar pozitif sonug vermistir.
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Resim 3. 13. Sitrat Testi Sonuglari (+) Pseudomonas orientalis, (-) Escherichia coli

Ug sekerli demir agar testinde; higbir izolat hidrojen siilfiir olusturmamustir.
YHE-4, YHE-5, YHE-7, YHE-8, YHL-1 izolatlar1 glikozdan asit {iretip gaz olusumu

gozlenirken diger izolatlarda gaz olusumu gézlenmemistir.

G S TR R RS

Resim 3. 14. Ug Sekerli Demir Agar Testi Sonuglar
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Tablo 2. Bakteriyel Izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglari

izolat Katalaz | Oksidaz | Hemoliz | MR | VP | Sitrat TSI H,S | TSA
Glikoz Laktoz- Gaz
sakkaroz
YHC-, + + + - + + + + - - +
YHE-; + + + + - + - - - +
YHE-; + + + - + + + - - +
YHE-, + - + + + + + - +
YHE-5 + - + + + + + - +
YHE-, + - + + + + + - +
YHE- + + - - + + + - +
YHH-; + + + - + + + - - - +
YHL-, + + - - + + + - +
YHL-, + + + - + + + + - - +
YHL-, + - - + - - + + - +
YHS-, - - + - + - + - - +

3.4. Izolatlarin Fizyolojik Test Sonuclari
Bakteriyal izolatlarin fizyolojik test sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir.
Izolatlarin tuz toleranslarini belirlemek amaciyla yapilan testler sonucunda;
YHE-6 ve YHH-1 nolu izolat %15’e kadar, YHC-2, YHE-1, YHE-3, YHL-3, YHL-4
ve YHS-2 izolatlarinin %10’a kadar tuzu tolere ettikleri belirlendi. YHE-4, YHE-5,
YHE-7, YHE-8 ve YHL-1 izolatlar1 ise tuzu tolere etmemislerdir.

Resim 3. 15. izolatlarm %10’luk Tuz Tolerans: Sonuclart;

(+) Bacillus pumilus, (-) Klebsiella sp.
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Resim 3. 16. izolatlarin %15°lik Tuz Toleransi Sonuglari; (+) Bacillus pumulis,
(-) Bacillus subtilis

Farkli sicakliklarda iireme incelendiginde; YHC-2, YHE-4, YHE-5, YHE-7,
YHE-8, YHH-1, YHL-1, YHL-3 izolatlarinin 15-45°C; YHE-1, YHE-3, YHL-4 ve
YHS-2 izolatlarinin ise 15-37°C araliginda biiyiiyebildigi tespit edilmistir.

Resim 3. 17. Izolatlarin Sicaklik Testi Sonuglar1 (Pantoea agglomerans)
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Tablo 3. Bakteriyel Izolatlarin Fizyolojik Test Sonuglar

IZOLAT %10 NaCl %15 NaCL 15°C 45°C
YHC-2 + - n "
YHE-1 + - " .
YHE-3 + - " -
YHE-4 - - + +
YHE-5 - - + +
YHE-7 - - + +
YHE-8 - - + +
YHH-1 + + + +
YHL-1 - - + +
YHL-3 + - + +
YHL-4 + - + -
YHS-2 + - + -

3. 5. izolatlarin 16S rRNA BLAST Sonuclar

Curculionidae bireylerinin sindirim sisteminden elde edilen 17 izolatin 16S
rDNA genlerinin baz dizileri belirlenmis ve diziler Gen bankasinda var olan 16S
rDNA gen dizileri ile karsilagtirllmistir. Karsilagtirmalar sonucunda elde edilen tani
sonucu, yiizdesi ve GenBank numarasi Tablo 4’ te verilmistir. Ayrica bu izolatlarin

16S rRNA gen bolgelerinin baz siralart da EK’ te verilmistir.
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Tablo 4. izolatlarin 16S rRNA BLAST Sonuglari

IZOLAT | BENZER OLDUGU BAKTERILER GenBank No ORTUSME | BENZERLIK
(%) (%)
YHC-2 | Bacillus sp. NM2E17 KM874415.1 | 100 100
Bacillus sp. C1 KM117215.1 | 100 100
Bacillus mojavensis SWFU16 KJ756335.1 | 100 100
YHE-1 | Stenotrophomonas rhizophila SN1 KC790309.1 | 100 100
Stenotrophomonas rhizophila PN8 KC790262.1 | 100 100
Stenotrophomonas rhizophila LY10 KC790249.1 | 100 100
YHE-3 | Pseudomonas orientalis 43110 KC834315.1 |99 99
Pseudomonas orientalis PE38 KJ127247.1 | 99 99
Pseudomonas sp. R11-45-07 FJ652598.1 | 99 99
YHE-4 | Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae LN624808.2 | 100 99
HE19 KM186520.1 | 100 99
Klebsiella pneumoniae OS KJ881161.1 | 100 99
Klebsiella sp. XJ0502-Aks-C1
YHE-5 | Enterobacter ludwigii ALK512 KC456581.1 | 100 99
Enterobacter sp. 09-M1 KC920586.1 | 100 99
Enterobacter ludwigii IHB B 13554 KJ767378.1 | 100 99
YHE-7 | Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae KJ845719.1 | 100 99
KP14013 AB558499-1 | 100 99
Klebsiella sp. NCCP-139
YHE-8 | Cronobacter sakazakii M.D.E.NA5-10 JF690890.1 100 99
Escherichia coli CCFM8331 KJ803888.1 | 100 99
YHH-1 | Bacillus pumilus LX11 KP192031.1 | 100 100
Bacillus pumilus Y4 KF641791.1 | 100 100
Bacillus pumilus Y13 KF641806.1 | 100 100
YHL-1 | Escherichia coli FAP1 CP009578.1 | 100 99
Escherichia coli VR50 CP011134.1 | 100 99
Escherichia coli 6409 CP010371.1 | 100 99
YHL-3 | Bacillus sp. D04-1 JQ675539.1 | 100 100
Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 1S02 JN856456.1 | 100 100
Bacillus subtilis hswx89 JQ237657.1 | 100 100
YHL-4 | Pantoea agglomerans 48b/90 FJ756354.1 100 99
Pantoea agglomerans EL107 FJ357815.1 100 99
Pantoea agglomerans AY395010.1 | 100 99
YHS-2 | Lactococcus garvieae JB282647 2 KM409707.1 | 99 96
Lactococcus garvieae JB282647 R KM409706.1 | 99 96
Lactococcus garvieae Fish 11.909-8 KM409704.1 | 99 96
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3. 6. Filogenetik Agac¢

Curculionidae familyasi bireylerinden elde ettigimiz izolatlarin yakin iligkili
oldugu bakteriler ile filogenetik benzerlikleri belirlenmistir. Elde edilen dendogram'a
gore YHC-2 izolatinin Bacillus sp., YHE-1 izolatinin Stenotrophomonas rhizophila,
YHE-3 izolatinin Pseudomonas orientalis, YHE-4 ve YHE-7 bakteriyel izolatlarinin
Klebsiella sp., YHE-5 izolatinin Enterobacter ludwigii, YHE-8 ve YHL-1 izolatinin
en fazla Escherichia coli, YHH-1 bakteriyel izolatinin Bacillus pumilus, YHL-3
izolatinin Bacillus subtilis, YHL-4 izolatinin Pantoea agglomerans ve YHS-2
bakteriyel izolatinin en fazla Lactococcus garviae suslar ile benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Bakteriyal izolatlarin filogenetik agaci. Dendogram MEGA 5.0 filogenetik
programi kullanilarak neighbor-joining (NJ) metodu ile yapilmistir (Celebi, 2012).
Nodlarin yanindaki rakamlar se¢-bagla (bootstrap) degerlerini gostermektedir. Seklin
altindaki skala ise benzerlik dercesini gostermektedir.

Tablo 5. Bakteriyal izolatlarin tiir tayini sonuglari

IZOLAT TUR

YHC-2 Bacillus sp.

YHE-1 Stenorophomonas rhizophila
YHE-3 Pseudomonas orientalis
YHE-4 Klebsiella sp.

YHE-5 Enterobacter ludwigii
YHE-7 Klebsiella sp.

YHE-8 Escherichia coli
YHH-1 Bacillus pumilus
YHL-1 Escherichia coli

YHL-3 Bacillus subtilis

YHL-4 Pantoea agglomerans
YHS-2 Lactococcus garviae
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3.7. izolatlarin Stoklanmasi

Bakteriyel izolatlar % 20’ lik gliserol besiyeri bulunan kapakli ependorflarda

-86°C’de Ahi Evran Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda saklanmistir.

Resim 3. 18. Saklama Ornekleri
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4. TARTISMA VE SONUC

Boceklerde sindirim sistemi, mikrobiyal koloniler ve bakteriler icin
onemli bir ortam olmasinin yanisira mikrobiyal topluluklar etkileyen ¢ok farkli
morfolojik ve fizikokimyasal faktorler icermektedir. Boceklerin sindirim sisteminde
yeralan bakteriler, onlarin immiin sistemini parazit ve patojenlere karsit korur ancak

bu rolleri heniiz tam olarak bilinmemektedir (Engel ve Moran, 2013).

Ayrica son zamanlarda boceklerin sindirim sistemlerindeki bakterilerin zararl
gruplarda biyolojik kontrol amagh kullanilabilecegi ifade edilmektedir. Dharne ve
ark., (2006) tiim bocek tiirlerinin viicutlarinda ve sindirim sistemlerinde zengin ve
kompleks mikroorganizma toplulugunun oldugunu ifade etmis, bu mikrobiyatalarin
cogunlugunun patojen ve zorunlu mutualist olduklarini da belirtmislerdir.
Gelecekte boceklerin sindirim sistemlerindeki mikroorganizmalarin bilinmesinin iki
temel avantajinin olabilecegi tahmin edilmektedir. Bunlardan birincisi; mikrobiyal
cesitlilik biyoaktif igerikler agisindan (6rnegin; antimalariyal, antiviral, antitimor
peptitler, enzimler ve metabolitler) 6nemli bir kaynak olabilecegi diisiincesi, ikincisi
ise mikrobiyal simbiyontlar bdceklerin sindirim kanalinda bulunan patojenlerin
yayillmasinin kontroliinde ve dolayisiyla biyolojik miicadelede etkili olarak

kullanilabilecegi fikridir.

Bu ¢aligmada sonucunda morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlere ve
molekiiler yontemlere (16S rRNA PCR ve 16S rRNA gen bolgesi DNA dizi analizi)
gore; Bacillus sp, Stenotrophomonas rhizophila, Pseudomonas orientalis, Klebsiella
sp., Bacillus pumilus, Escherichia coli, Pantoea agglomerans, Bacillus subtilis,
Enterobacter ludwigii ve Lactococcus garviae olmak tizere 10 farkli bakteri tiirii
tespit edilmistir ( Tablo 4).

Bacillus cinsi; ¢ubuk seklinde diiz ya da diize yakin hiicrelerdir. Cogu koti
sartlara direncli, genelde gram pozitif, peritrik flagellali ve flagellalar1 hareketli,
aerobik ve fakiiltatif anaerobturlar. Cogunda oksijen terminal elektron alicisidir.

(Kalayli ve Beyatli, 2003).

53



Bacillus 'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C da ve pH 7 civarinda
iirerler. Biitiin tiirleri nutrient agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve
kanl1 agar gibi besiyerlerinde oldukea iyi tirerler. Karbon kaynagi olarak organik asit,
seker ve alkol igeren; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik

ortamlarda cok iyi gelisirler (Kalayli ve Beyatli, 2003).

Cawoy ve ark. (2011), bitkilerde iiriin kaybina sebep olan zararlilara karsi
kimyasal pestisitler yerine Bacillus grubunun biyopestisitler olarak biyolojik kontrol
amaciyla kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Bizimde izole ettigimiz Basillus sp.

tiirlerinin bu amacla kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Hypera postica (Curculionidae) tiiriinden izole edilen Bacillus pumilus tiirii
simbiyotik bir bakteridir. Ozellikle bitki gelisiminde rol oynamakla birlikte; klinikte
(insan yiiz ve kalin bagirsaginda), evcil hayvanlarda, besinlerde ve sporlar1 dogada
(toprak ve bitkilerde) yayilis gosterir. Gram pozitif veya degisken, peritrik flagellal,
hareketli ve ¢ubuk seklinde, sporlu (elips veya silindirik, sentral, parasentral veya
subterminal) koloni morfolojisi degiskendir (biikiilmiis veya diizensiz).
Pigmentlesme yok ve cogu opaktir. Nutrient agarda diiz ve hafif sarimsi renkte
tirerler. Koyun kanli agarda hemoliz olusturmazlar. Aerobik olup, pH 5.7-9.5,
bazilar1 pH 4.5 da iirerler. NaCl toleranslari % 0-10 dur. Biiyiime sicakligr 5-15°C ve
40-50°C’dir. Genis bir yayilisa sahiptirler, sporlar1 dogada (toprak, bitkiler) yaygin
olup kliniklerden, evcil hayvanlardan izole edilir (Handtke ve ark., 2014)

Lixus cardui (Curculionidae) tiiriinden izole edilen Bacillus subtilis tiirii;
gram pozitif, cubuk sekilli, aerob, hareketli peritrik flagellali, sporlu (elips veya
silindirik, sentral veya parasentral, bazen subterminal), biiyiime sicaklign 5-15°C ve
40-50°C olup optimum 28-30°C, NaCl tolerans1 % 2, % 5, % 7°dir. Agar ortaminda
koloniler yuvarlak veya diizensiz, yiizey mat, kalin veya opak, krem veya
kahverengi, koloni morfolojileri degiskendir. Sporlar1 dogada genis yayilis gosterir.
Genellikle sicak materyallerde, bitkisel ve hayvansal orneklerde, asidik olmayan

besinlerde bulunur (Earl ve ark., 2007).
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Calismamiz sonucunda Bacillus pumilus, Bacillus subtilis ve Bacillus sp.
olarak tanimlanan izolatlarin yukarida belirtilen 6zelliklerde oldugu (Tablo-1, Tablo-
2 ve Tablo-3) ve uygulanan testlerin sonuglar1 Karacaoglu ve ark. (2014), Slepecky
ve Hemphill (2006)‘in belirttigi fiziksel ve biyokimyasal test sonuglariyla uyumlu
oldugu tespit edilmistir.

Gogiisgeren (2009), arastirmasinda Gonoderma lucidum gibi endiistriyel
mantarlarin ticari tiretiminde biiyiik bir sorun teskil eden besin ortakgist Trichoderma
sp. mantarina karsi Bacillus sp. bakterisinin biyolojik kontrol ajani olarak
kullanilmasiyla problemin ¢oziimiinii amaclamislardir. Ozellikle Bacillus subtilis’in
tirettigi subtilin ve bacilycin gibi peptid antibiyotikler ile siklik proteinlerden olan
iturin bircok mantar ve mayanin neden oldugu hastaliklarla miicadelede

kullanilmaktadir.

Asaka ve Shoda (1996) calismalarinda; domates bitkisinde kok g¢okerten
Rhizoctania solani ‘nin Dbiyolojik kontroliinde Bacillus subtilis RB14 ‘i
kullanmislardir. Arastirmalarinda B. subtilis RB14 tarafindan {iretilen iturin A ve
surfaktin antibiyotiklerinin bazi fitopatojenlere kars1 Oonemli diizeyde aktivite
gosterdikleri  kanitlanmistir. Nielsen ve Sorensen (1996) deneylerinde, arpa
rizosperindeki Bacillus polymyxa ve Bacillus pumilus’un hidrolitik enzimlerinin
patojen mantarlar lizerine etkisini incelemisler, ¢ok yonlii ve farkli ortamlarda fungal
antagonizm etkisini ve biyokontrol uygulamalar1 i¢in ¢ok uygun oldugunu tespit
etmiglerdir. Kloepper ve ark. (2004) bitkilerde, Bacillus tiirleri tarafindan
indiiklenmis sistemik direnglilik (ISD) ve bu niteliklerin arttirilmasina yonelik
caligmalar yapmiglardir. Deneylerinde Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis,
Bacillus pateurii, Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus mycoides, Bacillus
sphaericus gibi tiirlerin spesifik soylarinin bitkilerde gesitli hastaliklara neden olan
ziyaretgileri ve etki alanlarini ciddi bir diizeyde azalttigini goézlemlemislerdir. Sera
kosullarinda yapilan deneylerde bu soylarin bitkilerde indiiklenmis sistemik
direngliligi sagladigin1 ve ozellikle domates, kavun, karpuz, sekerpancari, tiitiin,

lizim, arnavut biberi gibi {irlinlerin iizerinde yasayan tarim zararlilarinin yok
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edilmesine yonelik olumlu etkileri ortaya c¢ikarildigi belirtilmektedir (Gogiisgeren,
2009).

Enterobacteriacea familyasi liyeleri, gram negatif ¢ubuk, peritrik flagellali,
fakiiltatif anaerobik, kemoorganotrofik ve optimum biiyiime sicakligi 30-37 °C’dir.
D-glukoz ve diger karbonhidratlari katabolize edip asit ve gaz iiretirler. Indol negatif
olup bir¢ok susda Voges- Proskauer, Simmons Sitrat pozitif ve Metil Kirmizisi test

sonuglar1 degiskendir. (Tetik, 2007)

Enterobacteriacea ailesi genis yayilim gosterirler; taze suda, toprakta, pis
sularda, bitkilerde, hayvan ve insanlarin digkilarinda, serbest yasayan organizmalarda

yer alirlar. Dogal ortamlari ise insan ve hayvan bagirsaklaridir (Tetik, 2007).

Enterobacteriacea, insan sagligi agisindan Onem tasimakta olup bazilar
karakteristik hastalik etkenidirler. Bu bakteriler siklikla hastane enfeksiyonlarindan
sorumludurlar. Bagirsak infeksiyonlari tiim diinya da en sik rastlanilan hastaliklardan
biri olup tg¢iincii diinya iilkelerinde bes yasin altindaki ¢ocuklarda en sik rastlanilan

sliim etkenidir. (Tetik, 2007)

Eusomus ovulum (Curculionidae) tiirtinden izole edilen Enterobacter

ludwigii; gram negatif gubuk, fakiiltatif anaerob, optimum biiyiime sicakligi 37°C’dir
(Khajuria ve ark., 2013).

Eusomus ovulum ve Lixus cardui (Curculionidae) tiirlerinden izole edilen
Escherichia coli; gram negatif, 1,1-1,5 x 2,0-6,0 um biiyiikligiinde, koloniler,
nutrient agarda diiz, piiriizsiiz, parlak ylizeyli ve optimum biiylime sicaklig1 37°Cdir.
Dogada bolca bulunmakla birlikte, bagirsak sistemi florasidir. Insan ve hayvanlarda,
su, toprak, yiyecekler ile klinik 6rneklerden izole edilmistir (Bergey's Manuel of

Determinative Bacteriology).

Eusomus ovulum (Curculionidae) tiirtinden izole edilen Klebsiella sp.; gram

negatif, diiz, fakiiltatif anaeobik, hareketsiz 0,3-1,0 X 0,6-6 pm biiyiikliiglinde, nemli
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parlak gubuklardir. Optimum biiyiime sicakligi 35-37°Cdir. Dogada genis yayilis
gosterdikleri igin topraktan, bitkilerden, sulardan ve klinik 6rneklerden (insan ve

hayvan) izole edilirler (The Prokaryotes, 2006).

Lixus cardui (Curculionidae) tiiriinden izole edilen Pantoea agglomerans;
gram negatif, fakiiltatif anaerob, diiz, sporsuz, cubuk, kendiliginden hareket eden
peritrik flagellali, nutrient agarda kolonilerin pigmentsiz veya sar1, soluk bej, soluk
kirmizimsi renkli, saydam, piirlizsiiz ve daha az dis biikey, gelistigi sicaklik 30-
37°C’dir. Baz1 bakteriler simplasmata denilen agregat yapilar olusturur. Dogada
yaygin olarak bulunup topraktan, sulardan, bitkilerden, insan ve hayvan diskisindan

izole edilirler (Cruz ve ark., 2007).

Yaptigimiz ¢alismada Enterobacter ludwigii, Escherichia coli, Klebsiella sp.
ve Pantoea agglomerans olarak tanimlanan izolatlarin yukaridaki belirttigimiz
ozelliklerde oldugu ve uygulanan testlerin sonuglarinin (Tablo-1, Tablo-2 ve Tablo-
3) Cetinkaya (2011), Celebi (2012), Cakic1 ve ark. (2014), Muratoglu ve ark. (2009),
The Prokaryotes ve Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’in belirttigi

fiziksel ve biyokimyasal test sonuglar1 ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Karagéz ve Kotan (2010), marul yaprak lekesi hastaligima neden olan
Xanthomonas axonopodis pv. vitians’ 1 kimyasal pestisitler kullanilarak kontroliiniin
zor oldugunu ifade ederek MIS ve Biolog tanm1i  sonuglarma goére Pantoea
agglomerans, Bacillus subtilis, Bacillus atrophaeus, Bacillus cereus, Bacillus
megaterium,  Paenibacillus polymyxa, Biolog sistemi ile metabolik enzim
profillerine goére degerlendirilen izolatlar ~ Pantoea agglomerans, Raoultella
terrigena, Bacillus amyloliqufaciens,  Bacillus subtilis, Escherichia vulneris,
Enterobacter sakazakii, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis ve Paenibacillus
polymyxa olarak tanmimlamistir. Bu bakterilerin (bitki gelisimini tesvik edici
rizobakterileri (PGPR) ve bitki gelisimini tesvik edici endofitik (PGPE) bakterileri)
hastalik siddeti ve marulun gelisimi iizerine etkilerini arastirmislardir. Bizim de elde
ettigimiz bu tiirler de PGPR olarak ileride yapilacak ¢alismalarda biyogiibre olarak

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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Cakmaker (2004), arastirmasinda yogun tarimin asir1 giibre kullanimini
zorunlu kildigini, yiiksek verim igin glibre uygulamasini minimum, bitki gelisme ve
beslenmesini maksimum diizeye ¢ikarmak amaciyla rizosferden seg¢ilmis farkl
mikroorganizmalarin kullnilabilecegini belirtmistir. Mikrobiyal tiirlerdeki genis
genetik varyasyon, farkli ¢evre kosullarina adapte olabilen yiiksek potansiyele sahip
mikroorganizmalar1; Bacillus subtilis, Bacillus pumulis, Bacillus amyloliquefaciens,
Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacea ve birgok tiiriin bitki gelisimini tesvik
eden rizobakteriler (PGPR) olarak biyolojik giibre (BG) olarak kullanilabilecegini

ifade etmistir.

Gram negatif, aerop, ¢omak seklindeki Pseudomonas’lar dogada nemli
ortamlarda ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Toprakta, yiizey sularinda, bitkilerde ve az

sayida olmak kosulu ile insan ve hayvan bagirsaklarinda bulunurlar (Tetik, 2007).

Sitona puncticollis (Curculionidae) tiirtinden izole edilen Lactococcus
garviae; gram pozitif, fakiiltatif anaeob, oval, hareketsiz ve sporsuz, nutrient agar ve
kanli agarda koloniler pigmentsiz, diiz, piirlizsiiz ve dairesel, biiyiiyebildigi sicaklik
aralig 10-40°C ve tuz tolerans1 %10 NaCl’dir. Alabalik, ¢ig siit, atik peynir alt1 suyu,

ineklerin cilt ve tiikiirigiinden izole edilir (Russo ve ark., 2012).

Ancak son zamanlarda 6zellikle zararli boceklerin sindirim sistemlerindeki
bakteri floralar1 arastirilmakta ve belirlenen bakterilerin bu zararhilara kars1 biyolojik

miicadele amach kullanilabilecegi stratejileri tizerinde durulmaktadir.

Dharne ve ark. (2006), mikrobiyal simbiyontlarin bdceklerin sindirim
kanalinda bulunan patojenlerin yayilmasinin kontroliinde ve dolayisiyla biyolojik
miicadelede etkili olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Muratoglu ve ark.
(2009), patates bocegi olan Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Crysomelidae)’
dan yeni bir bakteri izole etmisler ve bu bdcegin larvasi iizerinde insektisidiyal
etkisini test etmislerdir. Elde edilen sonuglarin (Ld4 izolat1) Leptinotarsa

decemlineata’ nin biyolojik kontroliinde etkili olabilecegini ifade etmislerdir. Yine
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Muratoglu ve ark. (2011), onemli bir ladin zararlisi olan Ips typographus (L.)
tirinden 8 bakteri izolati (Bacillus sphaericus, Acinetobacter sp., Kluyvera
cryocrescens, Acinetobacter sp., Vagococcus sp., Acinetobacter sp., Proteus vulgaris
ve Serratia liquefaciens) elde etmislerdir. Insektisidiyal etki sonuclarma gére en
yiksek etkiyi gosteren Serratia liquefaciens bakterisinin Ips typographus tiiriine

kars1 biyolojik kontrol 6zelligine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Muratoglu ve ark. (2009), diinya ¢apinda 6nemli bir zararli olan ve bocek
oldiirticti ilaglara kars1 direng gelistiren colorado patates bocegi (CPB) Leptinotarsa
decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae)’ne kars1 daha etkili ve gilivenli biyolojik
kontrol ajani bulmak igin bakteriyel florasini incelemislerdir. Morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal testler ve 16S rRNA sonuglarina gore; Enterobacter amnigenus,
Leclercia adecarboxylata, Pantoea agglomerans, Citrobacter braakii, Citrobacter
freundii, Enterobacter ludwigii, Enterobacter nimipressuralis, Enterobacter
hormaechei, Citrobacter werkmanii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Klebsiella ornithinolytica ve Enterobacter cancerogenus tiirlerini tanimlayip bu

bakterilerin insektisidiyal etkilerini arastirmiglardir.

Sevim ve ark. (2010) arastirmalarinda Tiirkiye’de hemen hemen biitiin
sebzelerin en 6nemli zararlilarindan biri olan Agrotis segetum Schiff. (Lepidoptera:
Noctuidae)’ in larvalarinin florasini daha etkili ve giivenli biyolojik miicadele etmeni
bulmak amaciyla incelemisler; morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri,
rutin  ve geleneksel teknikler kullanilarak  belirlemislerdir.  Izolatlarm
karakterizasyonu i¢in VITEK 32 bakteriyal tanimlama sistemi kullanilmis; Bacillus
cereus, Bacillus sp., B. megaterium, Enterobacter aerogenes, Acinetobacter
calcoaceticus, Enterobacter sp., Pseudomonas putida, Enterococcus gallinarum ve
Stenotrophomonas maltophilia tiirlerini tanimlayip bunlarin insektisidal etkilerini

Agrotis segetum Schiff. larvalarina kars1 incelemislerdir.
Caglayan (2013), yaptig1 calismada Tokat bolgesindeki bazi sert keneler

(ACARI: Ixodidae)’ in bakteriyel florasin1 16S-rDNA temelli PCR yontemiyle

belirlemis, ozellikle Lysinibacillus sp. Pantoea agglomerans ve Stenotrophomonas
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sp. tiirlerini entemopatojen bakteri olarak tespit etmis ve bunlarin kenelerin

kontroliinde biyokontrol ajan1 olarak kullanilabilecegi ifade etmistir.

Tang ve ark. (2012), kara sineklerdeki (Diptera: Simuliidae) bakteri
kompozisyonunu incelemisler. Aeromonadaceae, Enterobacteraceae, Moraxellaceae,
Pseudomonadaceae, Neisseriaceae, Sphingomonodaceae, Actinobacteria ve
Bacteriodetes cinslerine ait 16sRNA gen boélgesini ¢alismislardir. Bu bakterilerin
biyolojik kontrol amagli kullanilabilecegini tespit etmislerdir. Azizoglu ve ark.
(2012), zararl bocekler ile miicadelede yaygin olarak kullanilan mikrobiyal kontrol
ajanlart bakteri, viriis, fungus, protozoa ve nematodlar oldugunu belirtmislerdir.
Mikrobiyal kontrol ajanlar1 i¢erisinde yer alan entomopatojen biyoinsektisitlerin, tiire
0zgl etki gostermelerinden dolay1 diismanlarina kars1 daha fazla avantaj sagladigini

ifade etmislerdir.

Celebi ve ark. (2014), bugday ve tahillara ciddi zarar veren Eurygaster
integriceps  (Put.) (Hemiptera: Scutelleridae) tiiriiniin  bakteriyel florasini
incelemislerdir. Rutin olarak kullanilan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler (16S rRNA dizin analizi) 6zelliklerinin yan sira, API 20NE ve API Staph
panel test sistemleri kullanilarak metabolik enzim profilleri ve biyokimyasal
ozellikleri belirlenerek; Pantoea sp., Pantoea agglomerans, Pseudomonas sp.,
Micrococcus luteus bakterilerini tanimlayip, bu bakterilerin E. integriceps (Put.)
erginleri iizerindeki 6liim oranlarini da belirlemisler ve en yliksek 6liim oranini %100

Pantoea sp. ve Pantoea agglomerans olarak ifade etmislerdir.

(Calisma materyali olarak segilen, ekolojik ve ekonomik Onemi olan
Curculionidae (Coleoptera) familyasi ile ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.
Literatiirler incelendiginde bu familya ile ilgili ¢alismalarin sadece Demir ve ark.
(2002) tarafindan yapildig1 goriilmiistiir. Findik ve mese agaclari zararlisi olan
Anoplus roboris Sufr., (Coleoptera: Curculionidae) tiiriinden; Bacillus circulans,
Bacillus polymyxa, Bacillus sphaericus ve Enterobacter sp. bakterilerini izole
etmislerdir ve bunlarin insektisidiyal o6zelliklerinin kullanilmasi ile biyolojik

kontroliiniin yapilabilecegini belirtmislerdir.
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Sonug olarak, I¢ Anadolu Bolgesi'nde zirai ve tarimsal alanlar yogun
bulunmaktadir. Familya bireyleri ekonomik ©nemi olan bitkilerde ve tarimsal
iiriinlerde 6nemli derecede zararlar meydana getirmektedir. Ozellikle tarimsal
iriinlerde zararli olan bu gruba karsi miicadele olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Bu
zararlilara karsi yapilan kimyasal (pestisitler vb.) miicadele yetersiz kalmakta ve
etkin sonu¢ alinamamakta dolayisiyla bu gruba karsi biyolojik miicadele 6n plana
cikmaktadir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde son zamanlarda gerek diinyada ve
gerekse iilkemizde biyolojik miicadele yontemleri {izerinde durulmaktadir. Bu
amagla zararlilarin sindirim sistemlerindeki bakteri floralari tespit edilmekte ve bu
mikroorganizmalarin 6zellikleri belirlenerek biyolojik kontrol konusunda stratejiler
gelistirilmektedir. Bu ¢alismada Curculionidae (Coleoptera) familyasina ait 5 tiiriin
sindirim sistemlerindeki bakteri floralar1 tespit edilmis ve bakterilerin 6zellikleri
belirlenmistir. Boylelikle elde edilen verilerin bu zararlilara kars1 yapilacak biyolojik
miicadele konusunda 6nemli bir alt yap1 olusturacagi agiktir. Yine ¢alisma sonucunda
elde edilen bazi tiirlerin de PGPR 0zelliginin oldugu bildirilmektedir. Yukarida
belirtilen 6zelliklerinden dolayr arastirmanin ileride bu konular ile ilgili yapilacak

caligmalara 151k tutacagi da diistiniilmektedir.
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6. EKLER

EK-2: YHC-2 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Sayisi: 1401
Baz igerigi: 352 A 333C 438G 278T
Gen Bankasi No: KR010969

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

ATGCAAGTCG
AACACGTGGG
GATGCTTGTT
TGGACCCGCG
GCCGACCTGA
AGGCAGCAGT
TGATGAAGGT
AGGGCGGTAC
CGGTAATACG
GTTCCTTAAG
GAACTTGAGT
GTGGAGGAAC
AGCGTGGGGA
AAGTGTTAGG
GGAGTACGGT
GCATGTGGTT
ATCCTAGAGA
AGCTCGTGTC
GCCAGCATTC
ATGACGTCAA
ACAAAGGGCA
CGCAGTCTGC
GCGGTGAATA
ACCCGAAGTC

AGCGGACAGA
TAACCTGCCT
TGAACCGCAT
GCGCATTAGC
GAGGGTGATC
AGGGAATCTT
TTTCGGATCG
CTTGACGGTA
TAGGTGGCAA
TCTGATGTGA
GCAGAAGAGG
ACCAGTGGCG
GCGAACAGGA
GGGTTTCCGC
CGCAAGACTG
TAATTCGAAG
TAGGACGTCC
GTGAGATGTT
AGTTGGGCAC
ATCATCATGC
GCGAAACCGC
AACTCGACTG
CGTTCCCGGG
GGTGAGGTAA

TGGGAGCTTG
GTAAGACTGG
GGTTCAAACA
TAGTTGGTGA
GGCCACACTG
CCGCAATGGA
TAAAGCTCTG
CCTAACCAGA
GCGTTGTCCG
AAGCCCCCGG
AGAGTGGAAT
AAGGCGACTC
TTAGATACCC
CCCTTAGTGC
AAACTCAAAG
CAACGCGAAG
CCTTCGGGGG
GGGTTAAGTC
TCTAAGGTGA
CCCTTATGAC
GAGGTTAAGC
CGTGAAGCTG
CCTTGTACAC
c

CTCCCTGATG
GATAACTCCG
TAAAAGGTGG
GGTAACGGCT
GGACTGAGAC
CGAAAGTCTG
TTGTTAGGGA
AAGCCACGGC
GAATTATTGG
CTCAACCGGG
TCCACGTGTA
TCTGGTCTGT
TGGTAGTCCA
TGCAGCTAAC
GAATTGACGG
AACCTTACCA
CAGAGTGACA
CCGCAACGAG
CTGCCGGTGA
CTGGGCTACA
CAATCCCACA
GAATCGCTAG
ACCGCCCGTC

EK-3: YHE-1 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1393

TTAGCGGCGG
GGAAACCGGG
CTTCGGCTAC
CACCAAGGCA
ACGGCCCAGA
ACGGAGCAAC
AGAACAAGTA
TAACTACGTG
GCGTAAAGGG
GAGGGTCATT
GCGGTGAAAT
AACTGACGCT
CGCCGTAAAC
GCATTAAGCA
GGGCCCGCAC
GGTCTTGACA
GGTGGTGCAT
CGCAACCCTT
CAAACCGGAG
CACGTGCTAC
AATCTGTTCT
TAATCGCGGA
ACACCACGAG

ACGGGTGAGT
GCTAATACCG
CACTTACAGA
ACGATGCGTA
CTCCTACGGG
GCCGCGTGAG
CCGTTCGAAT
CCAGCAGCCG
CTCGCAGGCG
GGAAACTGGG
GCGTAGAGAT
GAGGAGCGAA
GATGAGTGCT
CTCCGCCTGG
AAGCGGTGGA
TCCTCTGACA
GGTTGTCGTC
GATCTTAGTT
GAAGGTGGGG
AATGGACAGA
CAGTTCGGAT
TCAGCATGCC
AGTTTGTAAC

Baz icerigi: 351 A 320C 438G 284T
Gen Bankasi No: KR010970

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGCAGTCGAA
GAGGAATACA
CCGCATACGA
GATGTCGGAT
CTGAGAGGAT
CAGTGGGGAA
AGGCCTTCGG
TGTTCTGACG
ACGAAGGGTG
AAGTCTGTTG
AGTGTGGTAG
AACATCCATG
GGAGCAAACA
GGGTGCAATT
GGTCGCAAGA
GTTTAATTCG
AGATGGATTG
GTCGTGAGAT
CGTAATGGTG
GTCAAGTCAT
GGGCTGCAAA
TCTGCAACTC
TGAATACGTT
GAAGCAGGTA

CGGCAGCACA
TCGGAATCTA
CCTTCGGGTG
TAGCTAGTTG
GATCAGCCAC
TATTGGACAA
GTTGTAAAGC
GTACCCAAAG
CAAGCGTTAC
TGAAAGCCCT
AGGGTAGTGG
GCGAAGGCAG
GGATTAGATA
TGGCACGCAG
CTGAAACTCA
ATGCAACGCG
GTGCCTTCGG
GTTGGGTTAA
GGAACTCTAA
CATGGCCCTT
CCCGCGAGGG
GACTCCATGA
CCCGGGCCTT
GCT

GTAAGAGCTT
CCTTTTCGTG
AAAGCAGGGG
GCGGGGTAAA
ACTGGAACTG
TGGGCGCAAG
CCTTTTGTTG
AATAAGCACC
TCGGAATTAC
GGGCTCAACC
AATTCCCGGT
CTACCTGGAC
CCCTGGTAGT
TATCGAAGCT
AAGGAATTGA
AAGAACCTTA
GAACTCGAAC
GTCCCGCAAC
GGAGACCGCC
ACGACCAGGG
CAAGCCAATC
AGTCGGAATC
GTACACACCG

GCTCTTATGG
GGGGATAACG
ACCTTCGGGC
GGCCCACCAA
AGACACGGTC
CCTGATCCAG
GGAAAGAAAA
GGCTAACTTC
TGGGCGTAAA
TGGGAATTGC
GTAGCAGTGA
CAACACTGAC
CCACGCCCTA
AACGCGTTAA
CGGGGGCCCG
CCTGGTCTTG
ACAGGTGCTG
GAGCGCAACC
GGTGACAAAC
CTACACACGT
CCAGAAACCC
GCTAGTAATC
CCCGTCACAC

GTGGCGAGTG
TAGGGAAACT
CTTGCGCGGA
GGCGACGATC
CAGACTCCTA
CCATACCGCG
GCAGTCGATT
GTGCCAGCAG
GCGTGCGTAG
AGTGGATACT
AATGCGTAGA
ACTGAGGCAC
AACGATGCGA
GTTCGCCGCC
CACAAGCGGT
ACATGTCGAG
CATGGCTGTC
CTTGTCCTTA
CGGAGGAAGG
ACTACAATGG
TATCTCAGTC
GCAGATCAGC
CATGGGAGTT

GCGGACGGGT
TACGCTAATA
TAGATGAGCC
CGTAGCTGGT
CGGGAGGCAG
TGGGTGAAGA
AATACTCGGT
CCGCGGTAAT
GTGGTTGTTT
GGGCGACTAG
GATCGGGAGG
GAAAGCGTGG
ACTGGATGTT
TGGGGAGTAC
GGAGTATGTG
AACTTTCCAG
GTCAGCTCGT
GTTGCCAGCA
TGGGGATGAC
TAGGGACAGA
CGGATTGGAG
ATTGCTGCGG
TGTTGCACCA
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EK-5: YHE-3 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Sayisi: 1384
Baz igerigi: 350A 309C 435G 290T
Gen Bankasi No: KR010972

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

GCAGTCGAGC
CTAGGAATCT
TCCTACGGGA
TTAGCTAGTT
TGATCAGTCA
ATATTGGACA
GATTGTAAAG
GTTACCGACA
GCAAGCGTTA
GTGAAATCCC
GAGGGTGGGT
TGGCGAAGGC
CAGGATTAGA
TGAGCTCTTA
GTTAAAACTC
GAAGCAACGC
GGTGCCTTCG
TGTTGGGTTA
GGGCACTCTA
TCATGGCCCT
AGCCGCGAGG
CGACTGCGTG
CCCGGGCCTT
GTCT

GGTAGAGAGA
GCCTGGTAGT
GAAAGCAGGG
GGTGAGGTAA
CACTGGAACT
ATGGGCGAAA
CACTTTAAGT
GAATAAGCAC
ATCGGAATTA
CGGGCTCAAC
GGAATTTCCT
GACCACCTGG
TACCCTGGTA
GTGGCGCAGC
AAATGAATTG
GAAGAACCTT
GGAACATTGA
AGTCCCGTAA
AGGAGACTGC
TACGGCCTGG
TGGAGCTAAT
AAGTCGGAAT
GTACACACCG

AGCTTGCTTC
GGGGGATAAC
GACCTTCGGG
TGGCTCACCA
GAGACACGGT
GCCTGATCCA
TGGGAGGAAG
CGGCTAACTC
CTGGGCGTAA
CTGGGAACTG
GTGTAGCGGT
ACCAACACTG
GTCCACGCCG
TAACGCATTA
ACGGGGGCCC
ACCAGGCCTT
GACAGGTGCT
CGAGCGCAAC
CGGTGACAAA
GCTACACACG
CCCACAAAAC
CGCTAGTAAT
CCCGTCACAC

TCTTGAGAGC
GTTCGGAAAC
CCTTGCGCTA
AGGCGACGAT
CCAGACTCCT
GCCATGCCGC
GGCAGTTACT
TGTGCCAGCA
AGCGCGCGTA
CATTCAAAAC
GAAATGCGTA
ACACTGAGGT
TAAACGATGT
AGTTGACCGC
GCACAAGCGG
GACATCCAAT
GCATGGCTGT
CCTTGTCCTT
CCGGAGGAAG
TGCTACAATG
CGATCGTAGT
CGCGAATCAG
CATGGGAGTG

EK-6: YHE-4 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Sayisi: 1386
Baz icerigi: 348 A 318C 445G 275T
Gen Bankasi No: KR010973

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGCAGTCGAG
TATGTCTGGG
ATAACGTCGC
TGGGATTAGC
GAGGATGACC
GGGGAATATT
CTTCGGGTTG
TTGACGTTAC
AGGGTGCAAG
CGGATGTGAA
TTGTAGAGGG
CCGGTGGCGA
CAAACAGGAT
CCCTTGAGGC
CAAGGTTAAA
ATTCGATGCA
GATTGGTGCC
GAAATGTTGG
GCCGGGAACT
TCATCATGGC
CGACCTCGCG
ACTCGACTCC
GTTCCCGGGC
GTAGCT

CGGTAGCACA
AAACTGCCTG
AAGACCAAAG
TAGTAGGTGG
AGCCACACTG
GCACAATGGG
TAAAGCACTT
CCGCAGAAGA
CGTTAATCGG
ATCCCCGGGC
GGGTAGAATT
AGGCGGCCCC
TAGATACCCT
GTGGCTTCCG
ACTCAAATGA
ACGCGAAGAA
TTCGGGAACT
GTTAAGTCCC
CAAAGGAGAC
CCTTACGACC
AGAGCAAGCG
ATGAAGTCGG
CTTGTACACA

GAGAGCTTGC
ATGGAGGGGG
TGGGGGACCT
GGTAACGGCT
GAACTGAGAC
CGCAAGCCTG
TCAGCGGGGA
AGCACCGGCT
AATTACTGGG
TCAACCTGGG
CCAGGTGTAG
CTGGACAAAG
GGTAGTCCAC
GAGCTAACGC
ATTGACGGGG
CCTTACCTGG
GTGAGACAGG
GCAACGAGCG
TGCCAGTGAT
AGGGCTACAC
GACCTCATAA
AATCGCTAGT
CCGCCAGTGA

TCTCGGGTGA
ATAACTACTG
TCGGGCCTCA
CACCTAGGCG
ACGGTCCAGA
ATGCAGCCAT
GGAAGGCGAT
AACTCCGTGC
CGTAAAGCGC
AACTGCATTC
CGGTGAAATG
ACTGACGCTC
GCCGTAAACG
GTTAAATCGA
GCCCGCACAA
TCTTGACATC
TGCTGCATGG
CAACCCTTAT
AAACTGGAGG
ACGTGCTACA
AGTATGTCGT
AATCGTAGAT
CACCATGGGA

GGCGGACGGG
GGACGCTAAT
TCAGATGAGC
CCGTAACTGG
ACGGGAGGCA
GTGTGTGAAG
TAATACGTGA
GCCGCGGTAA
GGTGGTTTGT
TGACTGACTA
GATATAGGAA
GCGAAAGCGT
CAACTAGCCG
CTGGGGAGTA
TGGAGCATGT
GAACTTTCCA
CGTCAGCTCG
AGTTACCAGC
GTGGGGATGA
GTCGGTACAG
CCGGATCGCA
AATGTCGCGG
GGTTGCACCA

CGAGCGGCGG
GAAACGGTAG
TGCCATCAGA
ACGATCCCTA
CTCCTACGGG
GCCGCGTGTG
GAGGTTAATA
CAGCAGCCGC
ACGCAGGCGG
GAAACTGGCA
CGTAGAGATC
AGGTGCGAAA
ATGTCGATTT
CCGCCTGGGG
GCGGTGGAGC
CACAGAACTT
CTGTCGTCAG
CCTTTGTTGC
AAGGTGGGGA
ATGGCATATA
AGTCCGGATT
CAGAATGCTA
GTGGGTTGCA

TGAGTAAAGC
ACCGCATACG
CTAGGTCGGA
TCTGAGAGGA
GCAGTGGGGA
AAGGTCTTCG
TTGTTTTGAC
TACAGAGGGT
TAAGTTGGAT
GAGTGTGGTA
GGAACACCAG
GGGGAGCAAA
TTGGGAGCCT
CGGCCGCAAG
GGTTTAATTC
GAGATGGATT
TGTCGTGAGA
ACGTTATGGT
CGTCAAGTCA
AGGGTTGCCA
GTCTGCAACT
TGAATACGTT
GAAGTAGCTA

ACGGGTGCGT
CTAATACCGC
TGTGCCCAGA
GCTGGTCTGA
AGGCAGCAGT
TGAAGAAGGC
ACCTTGTCGA
GGTAATACGG
TCTGTCAAGT
GGCTAGAGTC
TGGAGGAATA
GCGTGGGGAG
GGAGGTTGTG
AGTACGGCCG
ATGTGGTTTA
TCCAGAGATG
CTCGTGTTGT
CAGCGGTTCG
TGACGTCAAG
CAAAGAGAAG
GGAGTCTGCA
CGGTGAATAC
AAAGAAGTAG
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EK-7: YHE-5 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Sayisi: 1386
Baz icerigi: 350 A 319C 444G 273T
Gen Bankasi No: KR010974

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGCAGTCGAA
AATGTCTGGG
ATAACGTCGC
TGGGATTAGC
GAGGATGACC
GGGGAATATT
CTTCGGGTTG
TTGACGTTAC
AGGGTGCAAG
CGGATGTGAA
TTGTAGAGGG
CCGGTGGCGA
CAAACAGGAT
CCCTTGAGGC
CAAGGTTAAA
ATTCGATGCA
GATTGGTGCC
GAAATGTTGG
GCCGGGAACT
TCATCATGGC
CGAACTCGCG
ACTCGACTCC
GTTCCCGGGC
GTAGCT

CGGTAGCACA
AAACTGCCTG
AAGACCAAAG
TAGTAGGTGG
AGCCACACTG
GCACAATGGG
TAAAGTACTT
CCGCAGAAGA
CGTTAATCGG
ATCCCCGGGC
GGGTAGAATT
AGGCGGCCCC
TAGATACCCT
GTGGCTTCCG
ACTCAAATGA
ACGCGAAGAA
TTCGGGAACT
GTTAAGTCCC
CAAAGGAGAC
CCTTACGAGT
AGAGCAAGCG
ATGAAGTCGG
CTTGTACACA

GAGAGCTTGC
ATGGAGGGGG
AGGGGGACCT
GGTAATGGCT
GAACTGAGAC
CGCAAGCCTG
TCAGCGGGGA
AGCACCGGCT
AATTACTGGG
TCAACCTGGG
CCAGGTGTAG
CTGGACAAAG
GGTAGTCCAC
GAGCTAACGC
ATTGACGGGG
CCTTACCTAC
CTGAGACAGG
GCAACGAGCG
TGCCAGTGAT
AGGGCTACAC
GACCTCATAA
AATCGCTAGT
CCGCCCGTCA

TCTCGGGTGA
ATAACTACTG
TCGGGCCTCT
CACCTAGGCG
ACGGTCCAGA
ATGCAGCCAT
GGAAGGTGTT
AACTCCGTGC
CGTAAAGCGC
AACTGCATTC
CGGTGAAATG
ACTGACGCTC
GCCGTAAACG
GTTAAGTCGA
GCCCGCACAA
TCTTGACATC
TGCTGCATGG
CAACCCTTAT
AAACTGGAGG
ACGTGCTACA
AGTGCGTCGT
AATCGTAGAT
CACCATGGGA

EK-9: YHE-7 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Saysi: 1387
Baz Igerigi: 349 A 319C 445G 274T
Gen Bankasi No: KR010976

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGCAGTCGAG
TAATGTCTGG
CATAACGTCG
ATGGGATTAG
AGAGGATGAC
TGGGGAATAT
CCTTCGGGTT
ATTGACGTTA
GAGGGTGCAA
TCGGATGTGA
CTTGTAGAGG
ACCGGTGGCG
GCAAACAGGA
GCCCTTGAGG
GCAAGGTTAA
AATTCGATGC
GGATTGGTGC
TGAAATGTTG
GGCCGGGAAC
GTCATCATGG
GCGACCTCGC
AACTCGACTC
CGTTCCCGGG
GGTAGCT

CGGTAGCACA
GAAACTGCCT
CAAGACCAAA
CTAGTAGGTG
CAGCCACACT
TGCACAATGG
GTAAAGCACT
CCCGCAGAAG
GCGTTAATCG
AATCCCCGGG
GGGGTAGAAT
AAGGCGGCCC
TTAGATACCC
CGTGGCTTCC
AACTCAAATG
AACGCGAAGA
CTTCGGGAAC
GGTTAAGTCC
TCAAAGGAGA
CCCTTACGAC
GAGAGCAAGC
CATGAAGTCG
CCTTGTACAC

AGAGAGCTTG
GATGGAGGGG
GTGGGGGACC
GGGTAACGGC
GGAACTGAGA
GCGCAAGCCT
TTCAGCGGGG
AAGCACCGGC
GAATTACTGG
CTCAACCTGG
TCCAGGTGTA
CCTGGACAAA
TGGTAGTCCA
GGAGCTAACG
AATTGACGGG
ACCTTACCTG
TGTGAGACAG
CGCAACGAGC
CTGCCAGTGA
CAGGGCTACA
GGACCTCATA
GAATCGCTAG
ACCGCCCGTC

CTCTCGGGTG
GATAACTACT
TTCGGGCCTC
TCACCTAGGC
CACGGTCCAG
GATGCAGCCA
AGGAAGGCGG
TAACTCCGTG
GCGTAAAGCG
GAACTGCATT
GCGGTGAAAT
GACTGACGCT
CGCCGTAAAC
CGTTAAATCG
GGCCCGCACA
GTCTTGACAT
GTGCTGCATG
GCAACCCTTA
TAAACTGGAG
CACGTGCTAC
AAGTATGTCG
TAATCGTAGA
ACACCATGGG

CGAGTGGCGG
GAAACGGTAG
TGCCATCAGA
ACGATCCCTA
CTCCTACGGG
GCCGCGTGTA
GCGGTTAATA
CAGCAGCCGC
ACGCAGGCGG
GAAACTGGCA
CGTAGAGATC
AGGTGCGAAA
ATGTCGACTT
CCGCCTGGGG
GCGGTGGAGC
CAGAGAACTT
CTGTCGTCAG
CCTTTGTTGC
AAGGTGGGGA
ATGGCGCATA
AGTCCGGATT
CAGAATGCTA
GTGGGTTGCA

ACGAGCGGCG
GGAAACGGTA
ATGCCATCAG
GACGATCCCT
ACTCCTACGG
TGCCGCGTGT
TGAGGTTAAT
CCAGCAGCCG
CACGCAGGCG
CGAAACTGGC
GCGTAGAGAT
CAGGTGCGAA
GATGTCGATT
ACCGCCTGGG
AGCGGTGGAG
CCACAGAACT
GCTGTCGTCA
TCCTTTGTTG
GAAGGTGGGG
AATGGCATAT
TAGTCCGGAT
TCAGAATGCT
AGTGGGTTGC

ACGGGTGAGT
CTAATACCGC
TGTGCCCAGA
GCTGGTCTGA
AGGCAGCAGT
TGAAGAAGGC
ACCGCAGCAA
GGTAATACGG
TCTGTCAAGT
GGCTAGAGTC
TGGAGGAATA
GCGTGGGGAG
GGAGGTTGTG
AGTACGGCCG
ATGTGGTTTA
TCCAGAGATG
CTCGTGTTGT
CAGCGGTCCG
TGACGTCAAG
CAAAGAGAAG
GGAGTCTGCA
CGGTGAATAC
AAAGAAGTAG

GACGGGTGAG
GCTAATACCG
ATGTGCCCAG
AGCTGGTCTG
GAGGCAGCAG
GTGAAGAAGG
AACCTTGTCG
CGGTAATACG
GTCTGTCAAG
AGGCTAGAGT
CTGGAGGAAT
AGCGTGGGGA
TGGAGGTTGT
GAGTACGGCC
CATGTGGTTT
TTCCAGAGAT
GCTCGTGTTG
CCAGCGGTTC
ATGACGTCAA
ACAAAGAGAA
TGGAGTCTGC
ACGGTGAATA
AAAAGAAGTA
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EK-10: YHE-8 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi
Baz Sayisi: 1388
Baz igerigi: 345 A 322C 444G 277T
Gen Bankasi No: KR010977

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGCAGTCGTA
GTGAGTAATG
TACCGCATAA
CCCAGATGGG
GTCTGAGAGG
AGCAGTGGGG
GAAGGCCTTC
TAGCTCATTG
AATACGGAGG
GTTAAGTCAG
TTGAGTCTCG
AGGAATACCG
TGGGGAGCAA
GGTTGTGCCC
ACGGCCGCAA
TGGTTTAATT
AGAGATGAGA
GTGTTGTGAA
CGGTCCGGCC
CGTCAAGTCA
AGAGAAGCGA
GTCTGCAACT
TGAATACGTT
GAAGTAGT

CGGTGGATCA
TCTGGGAAAC
CGTCGCAAGA
ATTAGCTAGT
ATGACCAGCC
AATATTGCAC
GGGTTGTAAA
ACGTTACCCG
GTGCAAGCGT
ATGTGAAATC
TAGAGGGGGG
GTGGCGAAGG
ACAGGATTAG
TTGAGGCGTG
GGTTAAAACT
CGATGCAACG
ATGTGCCTTC
ATGTTGGGTT
GGGAACTCAA
TCATGGCCCT
CCTCGCGAGA
CGACTCCATG
CCCGGGCCTT

GCGCAGCAGC
TGCCTGATGG
CCAAAGAGGG
AGGTGGGGTA
ACACTGGAAC
AATGGGCGCA
GTACTTTCAG
CAGAAGAAGC
TAATCGGAAT
CCCGGGCTCA
TAGAATTCCA
CGGCCCCCTG
ATACCCTGGT
GCTTCCGGAG
CAAATGAATT
CGAAGAACCT
GGGAACCGTG
AAGTCCCGCA
AGGAGACTGC
TACGACCAGG
GCAAGCGGAC
AAGTCGGAAT
GTACACACCG

TTGCTTGCTT
AGGGGGATAA
GGACCTTCGG
ACGGCTCACC
TGAGACACGG
AGCCTGATGC
CGGGGAGGAA
ACCGGCTAAC
TACTGGGCGT
ACCTGGGAAC
GGTGTAGCGG
GACGAAGACT
AGTCCACGCC
CTAACGCGTT
GACGGGGGCC
TACCTGGTCT
AGACAGGTGC
ACGAGCGCAA
CAGTGATAAA
GCTACACACG
CTCATAAAGT
CGCTAGTAAT
CCCGTCACAC

EK-11: YHH-1 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Sayisi: 1396
Baz icerigi: 347 A 329C 439G 281T
Gen Bankasi1 No: KR010978

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGCAGTCGAG
CACGTGGGTA
TAGTTCCTTG
GACCCGCGGC
CGACCTGAGA
GCAGCAGTAG
ATGAAGGTTT
CTCGCACCTT
TAATACGTAG
TCTTAAGTCT
CTTGAGTGCA
GAGGAACACC
GTGGGGAGCG
TGTTAGGGGG
GTACGGTCGC
TGTGGTTTAA
CTAGAGATAG
TCGTGTCGTG
AGCATTTAGT
ACGTCAAATC
AAGGGCTGCG
AGTCTGCAAC
GTGAATACGT
CGAAGTCGGT

CGGACAGAAG
ACCTGCCTGT
AACCGCATGG
GCATTAGCTA
GGGTGATCGG
GGAATCTTCC
TCGGATCGTA
GACGGTACCT
GTGGCAAGCG
GATGTGAAAG
GAAGAGGAGA
AGTGGCGAAG
AACAGGATTA
TTTCCGCCCC
AAGACTGAAA
TTCGAAGCAA
GGCTTTCCCT
AGATGTTGGG
TGGGCACTCT
ATCATGCCCC
AGACCGCAAG
TCGACTGCGT
TCCCGGGCCT
GAGGTA

GGAGCTTGCT

AAGACTGGGA
TTCAAGGATG
GTTGGTGGGG
CCACACTGGG
GCAATGGACG
AAGCTCTGTT
AACCAGAAAG
TTGTCCGGAA
CCCCCGGCTC
GTGGAATTCC
GCGACTCTCT
GATACCCTGG
TTAGTGCTGC
CTCAAAGGAA
CGCGAAGAAC
TCGGGGACAG
TTAAGTCCCG
AAGGTGACTG
TTATGACCTG
GTTTAGCCAA
GAAGCTGGAA
TGTACACACC

CCCGGATGTT
TAACTCCGGG
AAAGACGGTT
TAATGGCTCA
ACTGAGACAC
AAAGTCTGAC
GTTAGGGAAG
CCACGGCTAA
TTATTGGGCG
AACCGGGGAG
ACGTGTAGCG
GGTCTGTAAC
TAGTCCACGC
AGCTAACGCA
TTGACGGGGG
CTTACCAGGT
AGTGACAGGT
CAACGAGCGC
CCGGTGACAA
GGCTACACAC
TCCCATAAAT
TCGCTAGTAA
GCCCGTCACA

CGCTGACGAG
CTACTGGAAA
GCCTCTTGCC
TAGGCGACGA
TCCAGACTCC
AGCCATGCCG
GGGAGTAAAG
TCCGTGCCAG
AAAGCGCACG
TGCATCTGAT
TGAAATGCGT
GACGCTCAGG
GTAAACGATG
AAGTCGACCG
CGCACAAGCG
TGACATCCAC
TGCATGGCTG
CCCTTATCCT
CTGGAGGAAG
TGCTACAATG
GCGTCGTAGT
CGTGGATCAG
CATGGGAGTG

AGCGGCGGAC
AAACCGGAGC
TCGGCTGTCA
CCAAGGCGAC
GGCCCAGACT
GGAGCAACGC
AACAAGTGCG
CTACGTGCCA
TAAAGGGCTC
GGTCATTGGA
GTGAAATGCG
TGACGCTGAG
CGTAAACGAT
TTAAGCACTC
CCCGCACAAG
CTTGACATCC
GGTGCATGGT
AACCCTTGAT
ACCGGAGGAA
GTGCTACAAT
CTGTTCTCAG
TCGCGGATCA
CCACGAGAGT

TGGCGGACGG
CGGTAGCTAA
ATCGGATGTG
TCCCTAGCTG
TACGGGAGGC
CGTGTATGAA
TTAATACCTT
CAGCCGCGGT
CAGGCGGTTT
ACTGGCAAGC
AGAGATCTGG
TGCGAAAGCG
TCGACTTGGA
CCTGGGGAGT
GTGGAGCATG
GGAAGTTTTC
TCGTCAGCTC
TTGTTGCCAG
GTGGGGATGA
GCGCATACAA
CCGGATTGGA
AATGCCACGG
GGTTGCAAAA

GGGTGAGTAA
TAATACCGGA
CTTACAGATG
GATGCGTAGC
CCTACGGGAG
CGCGTGAGTG
AGAGTAACTG
GCAGCCGCGG
GCAGGCGGTT
AACTGGGAAA
TAGAGATGTG
GAGCGAAAGC
GAGTGCTAAG
CGCCTGGGGA
CGGTGGAGCA
TCTGACAACC
TGTCGTCAGC
CTTAGTTGCC
GGTGGGGATG
GGACAGAACA
TTCGGATCGC
GCATGCCGCG
TTGCAACACC
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EK-12: YHL-1 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Sayisi: 1038
Baz igerigi: 262A 239C 326G 211T
Gen Bankasi No: KR010979

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

1021

GCGTGTATGA
GTTAATACCT
CAGCCGCGGT
CAGGCGGTTT
ACTGGCAAGC
AGAGATCTGG
TGCGAAAGCG
TCGACTTGGA
CCTGGGGAGT
GTGGAGCATG
GGAAGTTTTC
TCGTCAGCTC
TTGTTGCCAG
GTGGGGATGA
GCGCATACAA
CCGGATTGGA
AATGCCACGG
GGTTGCAAAA

AGAAGGCCTT
TTACTCATTG
AATACGGAGG
GTTAAGTCAG
TTGAGTCTCG
AGGAATACCG
TGGGGAGCAA
GGTTGTGCCC
ACGGCCGCAA
TGGTTTAATT
AGAGATGAGA
GTGTTGTGAA
CGGTCCGGCC
CGTCAAGTCA
AGAGAAGCGA
GTCTGCAACT
TGAATACGTT
GAAGTACG

CGGGTTGTAA
ACGTTACCCG
GTGCAAGCGT
ATGTGAAATC
TAGAGGGGGG
GTGGCGAAGG
ACAGGATTAG
TTGAGGCGTG
GGTTAAAACT
CGATGCAACG
ATGTGCCTTC
ATGTTGGGTT
GGGAACTCAA
TCATGGCCCT
CCTCGCGAGA
CGACTCCATG
CCCGGGCCTT

AGTACTTTCA
CAGAAGAAGC
TAATCGGAAT
CCCGGGCTCA
TAGAATTCCA
CGGCCCCCTG
ATACCCTGGT
GCTTCCGGAG
CAAATGAATT
CGAAGAACCT
GGGAACCGTG
AAGTCCCGCA
AGGAGACTGC
TACGACCAGG
GCAAGCGGAC
AAGTCGGAAT
GTACACACCG

EK-14: YHL-3 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Sayisi: 1399
Baz Igerigi: 350 A 332C 438G 279T
Gen Bankasi No: KR010981

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGCAGTCGAG
CACGTGGGTA
TGCTTGTTTG
GACCCGCGGC
CGACCTGAGA
GCAGCAGTAG
ATGAAGGTTT
GGCGGTACCT
GTAATACGTA
TTCTTAAGTC
ACTTGAGTGC
GGAGGAACAC
CGTGGGGAGC
GTGTTAGGGG
AGTACGGTCG
ATGTGGTTTA
CCTAGAGATA
CTCGTGTCGT
CAGCATTCAG
GACGTCAAAT
AAAGGGCAGC
CAGTCTGCAA
GGTGAATACG
CCGAAGTCGG

CGGACAGATG
ACCTGCCTGT
AACCGCATGG
GCATTAGCTA
GGGTGATCGG
GGAATCTTCC
TCGGATCGTA
TGACGGTACC
GGTGGCAAGC
TGATGTGAAA
AGAAGAGGAG
CAGTGGCGAA
GAACAGGATT
GTTTCCGCCC
CAAGACTGAA
ATTCGAAGCA
GGACGTCCCC
GAGATGTTGG
TTGGGCACTC
CATCATGCCC
GAAACCGCGA
CTCGACTGCG
TTCCCGGGCC
TGAGGTAAC

GGAGCTTGCT
AAGACTGGGA
TTCAAACATA
GTTGGTGAGG
CCACACTGGG
GCAATGGACG
AAGCTCTGTT
TAACCAGAAA
GTTGTCCGGA
GCCCCCGGCT
AGTGGAATTC
GGCGACTCTC
AGATACCCTG
CTTAGTGCTG
ACTCAAAGGA
ACGCGAAGAA
TTCGGGGGCA
GTTAAGTCCC
TAAGGTGACT
CTTATGACCT
GGTTAAGCCA
TGAAGCTGGA
TTGTACACAC

CCCTGATGTT
TAACTCCGGG
AAAGGTGGCT
TAACGGCTCA
ACTGAGACAC
AAAGTCTGAC
GTTAGGGAAG
GCCACGGCTA
ATTATTGGGC
CAACCGGGGA
CACGTGTAGC
TGGTCTGTAA
GTAGTCCACG
CAGCTAACGC
ATTGACGGGG
CCTTACCAGG
GAGTGACAGG
GCAACGAGCG
GCCGGTGACA
GGGCTACACA
ATCCCACAAA
ATCGCTAGTA
CGCCCGTCAC

GCGGGGAGGA
ACCGGCTAAC
TACTGGGCGT
ACCTGGGAAC
GGTGTAGCGG
GACGAAGACT
AGTCCACGCC
CTAACGCGTT
GACGGGGGCC
TACCTGGTCT
AGACAGGTGC
ACGAGCGCAA
CAGTGATAAA
GCTACACACG
CTCATAAAGT
CGCTAGTAAT
CCCGTCACAC

AGCGGCGGAC
AAACCGGGGC
TCGGCTACCA
CCAAGGCAAC
GGCCCAGACT
GGAGCAACGC
AACAAGTACC
ACTACGTGCC
GTAAAGGGCT
GGGTCATTGG
GGTGAAATGC
CTGACGCTGA
CCGTAAACGA
ATTAAGCACT
GCCCGCACAA
TCTTGACATC
TGGTGCATGG
CAACCCTTGA
AACCGGAGGA
CGTGCTACAA
TCTGTTCTCA
ATCGCGGATC
ACCACGAGAG

AGGGAGTAAA
TCCGTGCCAG
AAAGCGCACG
TGCATCTGAT
TGAAATGCGT
GACGCTCAGG
GTAAACGATG
AAGTCGACCG
CGCACAAGCG
TGACATCCAC
TGCATGGCTG
CCCTTATCCT
CTGGAGGAAG
TGCTACAATG
GCGTCGTAGT
CGTGGATCAG
CATGGGAGTG

GGGTGAGTAA
TAATACCGGA
CTTACAGATG
GATGCGTAGC
CCTACGGGAG
CGCGTGAGTG
GTTCGAATAG
AGCAGCCGCG
CGCAGGCGGT
AAACTGGGGA
GTAGAGATGT
GGAGCGAAAG
TGAGTGCTAA
CCGCCTGGGG
GCGGTGGAGC
CTCTGACAAT
TTGTCGTCAG
TCTTAGTTGC
AGGTGGGGAT
TGGACAGAAC
GTTCGGATCG
AGCATGCCGC
TTTGTAACAC
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EK-15: YHL-4 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Sayisi: 1386
Baz icerigi: 348 A 324C 445G 269T
Gen Bankasi No: KR010982

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

EK-17: YHS-2 Kodlu izolatin 16S rRNA Geninin Baz

TGCAGTCGGA
AATGTCTGGG
ATAACGTCGC
TGGGATTAGC
GAGGATGACC
GGGGAATATT
CTTCGGGTTG
TTGACGTTAC
AGGGTGCAAG
CAGATATGAA
TTGTAGAGGG
CCGGTGGCGA
CAAACAGGAT
CCCTTGAGGA
CAAGGTTAAA
ATTCGATGCA
CATTGGTGCC
GAAATGTTGG
GTCGGGAACT
TCATCATGGC
CGACCTCGCG
ACTCGACTCC
GTTCCCGGGC
GTAGCT

Baz Sayisi: 935
Baz igerigi: 206 A 279C 207G 243T
Gen Bankasi No: KR010984

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

TGTGTACAAG
CCGACTTCAT
AGCGCACCCT
GGTCATAAGG
GTCTCACTAG
GGACTTAACC
TGTCCCGAAG
TCTTCGCGTT
CCTTTGAGTT
GCTACAGAGA
GGGTATCTAA
GAGCCGCTTT
ATTCCACTCT
CACTGCCTTT
GGACAACGCT
CTGGTTAGAT

CGGTAGCACA
GATCTGCCCG
AAGACCAAAG
TAGTAGGCGG
AGCCACACTG
GCACAATGGG
TAAAGTACTT
CCGCAGAAGA
CGTTAATCGG
ATCCCCGGGC
GGGTAGAATT
AGGCGGCCCC
TAGATACCCT
GTGGCTTCCG
ACTCAAATGA
ACGCGAAGAA
TTCGGGAACG
GTTAAGTCCC
CAAAGGAGAC
CCTTACGAGT
AGAGCAAGCG
GTGAAGTCGG
CTTGTACACA

GCCCGGGAAC
GCAGGCGAGT
CGCGGGTTGG
GGCATGATGA
AGTGCCCAAC
CAACATCTCA
GAACTCCTTA
GCTTCGAATT
TCAACCTTGC
ACTTATAGCT
TCCTGTTTGC
CGCCTCCGGT
CCTCTCCTGC
TACATCAGAC
TGGGACCTAC
ACCGTCACTT

GAGAGCTTGC
ATAGAGGGGG
AGGGGGACCT
GGTAATGGCC
GAACTGAGAC
CGCAAGCCTG
TCAGCGGGGA
AGCACCGGCT
AATTACTGGG
TTAACCTGGG
CCAGGTGTAG
CTGGACAAAG
GGTAGTCCAC
GAGCTAACGC
ATTGACGGGG
CCTTACCTAC
CTGAGACAGG
GCAACGAGCG
TGCCGGTGAT
AGGGCTACAC
GACCTCACAA
AATCGCTAGT
CCGCCCGTCA

GTATTCACCG
TGCAGCCTGC
CGACTCGTTG
TTTGACGTCA
TTAATGATGG
CGACACGAGC
TCTCTAAGGA
AAACCACATG
GGTCGTACTC
CCCTACAGCT
TCCCCACGCT
GTTCCTCCAT
ACTCAAGTCT
TTAAGAAACC
GTATTACCGC
AAGTAATTTT

TCTCGGGTGA
ATAACCACTG
TCGGGCCTCT
CACCTAGGCG
ACGGTCCAGA
ATGCAGCCAT
GGAAGGCGAC
AACTCCGTGC
CGTAAAGCGC
AACTGCATTT
CGGTGAAATG
ACTGACGCTC
GCCGTAAACG
GTTAAGTCGA
GCCCGCACAA
TCTTGACATC
TGCTGCATGG
CAACCCTTAT
AAACCGGAGG
ACGTGCTACA
AGTGCGTCGT
AATCGTGGAT
CACCATGGGA

Sirasi

CGGCCTGTTG
AATCCGAACT
TACCATCCAT
TCCCCACCTT
CAACTAGTAA
TGACGACAAC
TAGCACGAGT
CTCCACCGCT
CCCAGGCGGA
AGCACTCATC
TTCGAGCCTC
ATATCTACGC
CCCAGTTTCC
ACCTGCGCTC
GGCTGCTGGC
CCACT

CGAGTGGCGG
GAAACGGTGG
CACTATCGGA
ACAATCCCTA
CTCCTACGGG
GCCGCGTGTA
GGGGTTAATA
CAGCAGCCGC
ACGCAGGCGG
GAAACTGGCA
CGTAGAGATC
AGGTGCGAAA
ATGTCGACTT
CCGCCTGGGG
GCGGTGGAGC
CAGCGAACTT
CTGTCGTCAG
CCTTTGTTGC
AAGGTGGGGA
ATGGCGCATA
AGTCCGGATC
CAGAATGCCA
GTGGGTTGCA

ATCCGCGATT
GAGAATGGTT
TGTAGCACGT
CCTCCGGTTT
TAAGGGTTGC
CATGCACCAC
ATGTCAAGAC
TGTGCGGGCC
GTGCTTAATG
GTTTACGGCG
AGTGTCAGTT
ATTTCACCGC
AATGCACACA
GCTTTACGCC
ACGTAGTTAG

ACGGGTGAGT
CTAATACCGC
TGAACCCAGA
GCTGGTCTGA
AGGCAGCAGT
TGAAGAAGGC
ACCCTGTCGA
GGTAATACGG
TCTGTTAAGT
GGCTTGAGTC
TGGAGGAATA
GCGTGGGGAG
GGAGGTTGTT
AGTACGGCCG
ATGTGGTTTA
AGCAGAGATG
CTCGTGTTGT
CAGCGATTCG
TGACGTCAAG
CAAAGAGAAG
GGAGTCTGCA
CGGTGAATAC
AAAGAAGTAG

ACTAGCGATT
TTAAGAGATT
GTGTAGCCCA
ATCACCGGCA
GCTCGTTGCG
CTGTATCCCG
CTGGTAAGGT
CCCGTCAATT
CGTTAGCTGC
TGGACTACCA
ACAGGCCAGA
TACACATGGA
ATGGTTGAGC
CAATAAATCC
CCGTCCCTTT
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