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OZET

PESTISITLERIN (SENTETIK, DOGAL VE BiYOPESTISIT)
MIKROBIYAL FLORAYA ETKISI

KAYA, Durdane
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Sema CETIN
Mayis 2016, 99 sayfa

Pestisit terimi kisaca pest (zararli, hasarat), adi1 verilen zararli canlilar1 6ldiirmek i¢in
kullanilan madde anlamina gelir. Tarimsal miicadelede pestisitlerin bilimsel
denetimden yoksun, gelisi giizel ve asir1 dozda kullanilmalari sonucunda birgok
olumsuz etkiler ortaya cikmaktadir. Gilinlimiizde organik tarim ve organik tarim
tirtinlerinin tiiketimi 6nem kazandikga sentetik pestisitlerin yerine, dogal pestisitlerin
ve biyopestisitlerin kullanim1 yayginlasmigtir. Tarimsal uygulamalarda kullanilan bu
pestisitlerin ekosistemdeki rolii {izerine bir¢ok arastirma bulunmaktadir. Ancak
mikrobiyal flora tizerine etkisiyle ilgili detayli arastirmalara rastlanilmamistir. Bu
nedenle ¢aligmada tarimsal uygulamalarda kullanilan bazi sentetik, biyopestisit ve
dogal pestisitin mikrobiyal flora iizerine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Ozellikle; tarrm arazilerinden izole edilen bakterilerin pestisitlere duyarliliklart
belirlenerek metabolik aktivitelerindeki degisimlerin ve genetik modifikasyonlarin

belirlenmesi amaclanmustir.

Tarim arazilerinden alinan toprak numunelerinden toplamda 50 bakteri izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu bakterilerde yapilan 6n tanimlama caligsmalarindan sonra
secilen 8 susun molekiiler tanimlama (16S rRNA dizilimine gore) ile tiirleri
belirlenmistir. Pestisit olarak kullanilan Basudin 60 EM, Dursban 4, Cupravit OB 21
(sentetik pestisitler), Bordo Bulamaci (dogal pestisit) ve Componion (Bacillus

Subtilis GB03) (biyopestisit)’a bu suslarin duyarliliklari MIK ydntemiyle



gosterilmistir. Genel inhibisyon testlerinde kuyu ve disk difiizyon yontemleri
kullanilmistir. Ticari olarak giiniimiizde yaygin bir sekilde kullanilan bu pestisitlerin
tarim arazilerinde tavsiye edilen dozlar1 da goéz Oniinde tutularak yapilan genel
inhibisyonlarin belirlenmesinden sonra bu suslarda metabolik aktivitede meydana
gelen degisimler tespit edilmistir. Metabolik aktivite olarak da antibiyotik
duyarliliklart ve iireme egrilerindeki degisimler belirlenmistir. Elde edilen verilere
gore test edilen 8 susta da arazide kullanilan doz uygulamalarinda antibiyotik
duyarhiliklarinda artis tespit edilmistir. Genetik modifikasyonlara dair yapilan
analizlerde ise modifikasyonun gerceklestigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak;
giinimiizde kullanilan tiim pestisitlerin mikrobiyal florada sadece sidal etki
yapmadig1; ayn1 zamanda metabolik aktivitede ve genetik yapida degisimlere neden

oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pestisit, Antibiyotik duyarlilik, MiK, Mikrobiyal flora



ABSTRACT

THE INFLUENCE OF PESTICIDES (BIOPESTICIDE, SYNTHETIC AND
NATURAL PESTICIDE) ON MICROBIAL FLORA

KAYA, Durdane
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Sema CETIN
May 2016, 99 Pages

Pesticides short-term pest, (vermin) refers to the substance used to kill harmful
organisms. Many negative effects arise as a result of using pesticides in agricultural
fight the devoid of scientific audit, indiscriminate and excessive doses. Today, as it
gains importance the consumption of organic farming and organic farming products,
the use of natural pesticides and bio-pesticides instead of synthetic pesticides, have
become widespread. There is a lot of research about the role in the ecosystem of
these pesticides used in agricultural applications. However, 1t has not been found
detailed studies on the effect on the microbial flora. Therefore, in our study, it is
aimed to determine the effects of some synthetic, biyopestisit and natural pesticide
that are used in agricultural applications on microbial flora. Particularly, it is aimed
to identificate the changes in metabolic activity and genetic modifications by
determining the sensitivity to pesticides of the bacteria isolated from agricultural

land.

It was carried out total 50 bacteria isolation from agricultural land as soil samples.
After preliminary studies with these selected 8 bacteria have been identified species
with molecular identification and made identification according to the 16s rRNA
base sequence. The sensitivity of these strains to Basudin 60 EM, Dursban 4,
Cupravit OB 21 (synthetic pesticide), Bordeaux mixture (natural pesticide) and

Componion (Bacillus subtilis GB03) (biopesticide) was determined by MIC method.



Wells and disc diffusion methods were used in general inhibition tests. After the
determination of general inhibition, nowadays in the consideration of commercially
widely used also the recommended dose of these pesticides in agricultural areas,
antibiotic susceptibility are reviewed to detect changes in metabolic activity in these
bacteria. The antibiotic susceptibility and changes in growth curves were determined
as metabolic activity. According to the obtained data, it has been found to increase in
antibiotic susceptibility in the aplications dose used in the field on 8 tested bacteria.
It has been found to modification occurred in analysis on the genetic modifications.
As a result; it has shown all pesticides that are used nowadays don't impact as only
sidal on the microbial flora, at the same time that cause changes in metabolic activity

and genetic structure.

Key Words: Pesticide, Antibiotic Sensitivity, MIC, Microbial Flora
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1.GIRIS

Giliniimiizde artan niifusun besin ihtiyacinm1 karsilayacak tarim alanlarinin kisith
olusu, insanoglunun karsilastigi en 6nemli problemlerden birisidir. FAO (Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii) verilerine gére mevcut diinya niifusunun % 401
yeterli seviyede beslenememekte, bunun sonucunda da aglik ve sefaletten dolay1 her
yil binlerce kisi 6lmektedir [1]. Bitkiler, hizla artan diinya niifusunun temel besin
kaynagint olusturur. Ancak temel besin kaynagini olusturan bu bitkilerin
yetistirilmesi esnasinda gesitli tarimsal zararlilar da bulunmaktadir. Bunlar yabanci
ot, nematod, tarimsal {iriinlere zarar veren mikroorganizmalar ve bocek ¢esitleridir.
Yapilan calismalarda gida iiretiminin 1/3’inin bu zararlilar tarafindan tahrip edildigi
ortaya konulmustur. Bununla birlikte ortalama yilda 80 milyon artan diinya niifusunu
beslemek igin kullanilan tarim alanlarinin miktar1 da sinirlidir ve kiiresel 1sinmanin
sonuglarindan biri olarak giin gegtikge bu alanlar azalmaktadir [2-6]. Ortaya ¢ikan
beslenme problemini ¢éziimlemek amaciyla oOncelikli olarak tarim alanlarindan
maksimum diizeyde {iriin saglanabilmesi hedeflenmis ve bu yondeki ¢alismalar hiz
kazanmistir [7]. Bu nedenle, dogal dengeyi tehdit eden tarim ilaglarindan tiimiiyle
vazgegmemiz de miimkiin degildir. Ulkemizde yaklastk 2000 pestisit
ruhsatlandirilmigtir. Bu ilaglarin % 75 i Cukurova bolgesinde kullanilmakta olup
bilingsizce yapilan uygulamalardan dolay1r ¢esitli sorunlarla karsilasilmaktadir.
Ornegin; ¢ilek iiretiminde bu ilaglarm kullanimindan sonra meydana gelen
olgunlasmis ve olgunlasmamis meyvenin bulunmasindan dolayr hasatin bir kerede
yapilamamasi, olgunlagmamis meyveler i¢in yapilan ilaglamalar sonucunda
olgunlasanlar lizerinde de ila¢ kalintilarinin kalmasi; narenciye agaglarinda meyve
verme asamasinda kullanilmasi gereken sistemik ilaclarin meyve verdikten sonra da

kullanilmasi bu sorunlardan bazilaridir [8].

Diinya niifusunun beslenme ihtiyacinin karsilanmasi, tarimda birim alandan alinan
iirlin miktarinin artmasi, iyi tohum kullanimi, giibreleme, sulama, toprak hazirlama
gibi faktorlerin yaninda hastalik ve zararlilarla miicadele ile miimkiin olmaktadir [9].
Pestisitler; tarim zararlilar1 ve hastaliklarla miicadele, tarimsal liretimde kalite ve

verimliligin arttirllmasinda, hasat Oncesi ve sonrasinda kayiplarin onlenmesinde



onemli bir yere sahiptir. Ulkemizde ve diinyada uygulama kolaylig1 ve iyi sonug
alinmasi nedeniyle daha ¢ok kimyasal savasa basvurulmaktadir. Bu amagla
kullanilan kimyasallar (sentetik, dogal ve biyolojik), bitki koruma iiriinleri olarak
ulusal mevzuata gore kullanilmaktadir [10]. Tirk Gida Kodeksi bitki koruma
tiriinlerini; tarimsal {rlinlerin {iretimi, islenmesi, depolanmasi, tasinmasi ve
dagitilmasi sirasinda hastaliin, zararlilarin, yabanci otlarin ve mikroorganizmalarin
kontrol edilmesi, uzaklastirilmasi, imha edilmesi ve dnlenmesi amaciyla kullanilan,
bitki gelisimini diizenleyiciler dahil, kimyasal maddeler olarak tanimlamaktadir.
Bitkilerin biiylimesini diizenleyen, yaprak diisiiren, filizlenmeyi 6nleyen maddeler de

bu tanim kapsamina girmektedir.

1.1. Pestisitler

Pestisitler, besin maddelerinin iiretimi, tiiketimi, depolanmalar1 sirasinda tarimsal
iriinlere zarar veren ve {iriin kaybina neden olan hastalik yapic1t mikroorganizma ve
bocek, kemirici, yabani ot, mantar gibi zararlilar1 uzaklastirmak, yok etmek ve bitki
biiylimesini diizenlemek amaciyla kullanilan kimyasal ya da biyolojik tiriinlerdir [8,

11].

Bitki zararlilarina karst zehir etkisine sahip olan pestisitler, gida maddeleri
icin“bulasan” niteligindeki istenmeyen maddelerdir. Buna gore bulasanlar; bitki,
hayvan ve/veya toprak kokenli yabanci maddeler, ila¢ kalintilari, insan sagligina
zararl olan plastik madde, deterjan, dezenfektan, radyoaktif madde kalintilar1 ve her

tirlii istenmeyen maddelerdir [12, 13].

Tirkiye' de ve birgok gelismis iilkede tarim zararlilar1 ile miicadele, kimyasal
ilaclarla yapilmaktadir. Bugiin tarim ilaglarmin kullanilmamasi durumunda, bazi
triinlerde ortalama % 65 civarinda kayiplarin meydana gelebilecegi tahmin
edilmektedir. Ancak tarim ilaglari, c¢ogu insan tarafindan bilingsizce
kullanilmaktadir. Bu ilaglardan en onemlisi ve kullanimima dikkat edilmezse en

zararlilar1 ise pestisitlerdir [1, 4, 6, 9, 14-16].



1.1.Pestisitlerin Ozellikleri

Ideal bir pestisit; hedef canliya spesifik olmali, insanlara zarar vermemeli, ucuz
olmal1, kolay uygulanabilmeli, kolayca toksik olmayan maddelere doniisebilmeli ve
yanici, asindirici-patlayict olmamalidir [17]. Pestisitler, oksitleyici ozellige sahip
bilesiklerdir.  Hiicre = membranindaki lipitleri, proteinleri ve DNA’y1
oksitleyebilmektedirler. Membran lipitlerinin  oksidasyonuyla lipitlerin
peroksidasyonuna neden olup, hiicre membran permeabilitesini bozarak hiicre
metabolizmasint ve morfolojisini olumsuz yonde etkilemektedirler [18]. Ancak
giinimiizde kullanilan pestisitlerin ¢ogu aromatik bilesikler olup biyolojik
etkinliklerinin yani sira topraktaki kaliciligiyla kirletici 6zellikler gostermekte ve

diger canlilarda (besin zinciri yoluyla) toksik etkilere neden olmaktadir.

Pestisitlerin topraktaki kaliciligi, pestisitin baslangi¢c diizeyinin yarisinin ortadan
kalkmas1 veya diger bilesiklere ayrisabilmesi i¢in gereken zaman olarak tanimlanir.
Bazi durumlarda ortaya ¢ikan bu ayrigma iriinleri, 6zgiin bilesik kadar veya ondan
daha zararli etkilere sahip olabilmektedir [9]. Insanlar tarafindan tiiketilen
gidalardaki pestisit kalintilari, insan saglig1 agisindan 6nemli bir risk faktoriidiir. Bu
nedenle, tiiketiciye ulastirilan {iriiniin glivenli olmast bakimindan gidalara bulasan
tarim ilaglarinin minimum seviyede tutulmasi gerekmektedir. Yasalarda 6ngoriilen
limitlerin asilmasiyla insan sagligi tehlikeye girebilmekte ve zehirlenmeler ortaya
¢ikmaktadir. Ayrica hayvan yemlerinde kullanilan pestisitlerin besin zinciri yoluyla
iletilmesi de insan saghg@ ac¢isindan risk olusturmaktadir [12]. Bu kimyasal
maddelerin kalintilar1 farkli zamanlarda biyolojik besin zincirine girerek akut ve
kronik zehirlenme tehlikesinden baska, muhtemel mutajenik etkileri ile gelecek
nesillerin genetik saghigini tehdit etmektedir [19]. Birgok arastirici, pestisitlerin
mutajenik ve karsinojenik etkilere sahip olduklarini bildirmistir [20-27]. Bolognesi
ve Morasso (2000), kullandiklar1 pestisitlerin (sentetik pestisit) %59’unun gen
mutasyonu, %83’linlin kromozomal hasar ve %71’inin DNA hasarina neden

oldugunu bildirmislerdir [28].



1.2.Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Formiilasyon sekillerine gore;

Toz ilaglar (DP), islanabilir toz ilaglar (WP), suda ¢6ziinen toz ilaglar (SP), kuru
tohum ilaclar1 (DS), soliisyonlar veya sulu ¢ozeltiler, emiilsiyon konsantre ilaglar
(EC), akic1 konsantre ilaglar (SC), yaglar (GS) (yazlik ve kishk yaglar), tabletler
(TB), graniiller (GR), pelletler, aerosoller (AE), zehirli yemler (RB), kapsiil sekli
verilmig formiilasyonlar (sitispansiyonlar) (CS), giibre karisimlari, yag konsantreleri
ve yag soliisyonlari, ¢ok diisiik hacimli ilaglamaya uygun sulandirilmadan kullanilan

stv1 ila¢ formiilasyonlari, gaz halinde olanlar (ve nesredenler) (VP-GA) ve digerleri

seklinde simiflandirilir [29].

Etkiledikleri zararh gruplarina gore;

insektisit (bdcekleri 6ldiiren), akarisit (akarlari, ériimcekleri éldiiren), nematisit
(nematodlari éldiren), mollusisit (yumusakgalari 6ldiren (salyongozlari)), rodentisit
(kemirgenleri oldiren), avisit (kuslari oOldiiren), afisit (yaprak bitlerini 6ldlren),
fungisit (funguslari éldiren), fungustatik (funguslarin faaliyetini durduran), herbisit
(yabanci otlari oldiren), bakterisit (bakterileri 6ldiren), algisit (algleri 6ldiiren),
mitisit (kurt ve kenelere karsi) ve virusit (virtslere karsi) seklinde siniflandirilir [9,

29].

Kullanma teknigine gore;

Dogrudan kullanilan ilaglar, toz ilaglar, ULV formiilasyonu, graniiller ve bazi
nematisitler ve su veya organik ¢oziicii ile seyreltilerek kullanilan ilaglar seklinde

smiflandirilir [29].



Etkiledigi zararhnin biyolojik donemine gore;

Larvisit (larva oldiiren), ovisit (yumurta oldiiren), ovalarvasit (hem yumurta hem

larva 6ldiiren) ve erginleri 6ldiiren seklinde smiflandirilir [29].

Zararhlara etki yollarina gore;

Zararhlarda; pestisitin zararli organizmaya giris yolu dikkate alinir. Mide zehirleri,
degme (temas) zehirleri ve solunum (teneffiis) zehirleri. Bitkilerde ise; sistemikler,

yari sistemikler ve sistemik olmayanlar seklinde siniflandirilir [29].

Toksik ozelliklerine gore;

Etkiledigi canlilarda meydana getirdigi zehirlenmeler esas alinarak yapilan
smiflandirmadir. Fiziksel zehirler, protoplazma zehirleri, sinir Sistemi zehirleri,
solunum zehirleri ve antikoagulantlar (Kanin pihtilasmasini engelleyerek i

kanamaya sebep olan ilaglar) seklinde siniflandirilir [29].

Kontrol ettigi zararlinin bulundugu yere ve konuk¢u durumuna gore;

Kiiltiir bitkilerindeki zararlilara karsi kullanilanlar, orman zararlilarina karsi
kullanilanlar, kerestelerin korunmasinda kullanilanlar, depodaki iirline zarar
verenlere kars1 kullanilanlar, ev boceklerine karsi kullanilanlar, hastalik vektorlerine
kars1 kullanilanlar, hayvan ve insanlardaki dis parazitlere karsi kullanilanlar olarak
smiflandirilir [29].



Mlacin fiziki haline gore;

Kati formulasyonlar (toz - WP - granil vb.) ve likit formilasyonlar (EC - yaglar -

soltisyonlar vb.) seklinde siniflandirilir [29].

Bilesimindeki etkili madde grubuna gore;

a) Insektisit etkili maddeler; Klorlu hidrokarbonlar, organik fosforlular,

karbamatlar, sentetik piretroitler, benzoyl iireler, bakteriler ve digerleri olarak

smiflandirilir [29].

b) Akarisit etkili maddeler; Halojen ve oksijenliler, amin ve hidrazin tiirevleri,

dinitrojenal ve esterler, kiikiirtler, organik kalaylilar ve digerleri olarak siniflandirilir

[29].

c) Kis miicadele yaglar: ve yazlik yaglar; DNOC ammonium-yag, yag + DNOC ve
yazlik yaglar olarak siniflandirilir [29].

d) Fumigantlar, nematisitler ve toprak fumigantlar

e) Rodentisit ve mollusisit etkili maddeler

f)  Fungisit etkili maddeler; Bakirlilar, dicarboximitler-phytalinidler,
dithiocarbamatlar, kalaylilar, kiikirtliler, nitro bilesikler ve digerleri koruyucu
fungisitler olarak kullanilirken, aminler ve amidler, benzimidiazoller, morpholinler,
pyrimidinler, imidazoller, triazoller ve digerleri sistemik fungisitler olup bunun yani
sira biyolojik fungisitler de biyolojik materyallerden elde edilen organik bilesikler

olarak siniflandirilir [29].

g) Herbisit etkili maddeler; Penoxy bilesikler, karbamatlar, iire bilesikleri, sulfonyl

tireler, anilinler, amidler ve anilidler, benzoik asitler, picolinic asitler, organik



halojen asitler, diazinler, triazinler, benzonitriller, siklohexonlar, imidazolinonlar,

triazoller, oxadiazoller, amino fosfonatlar ve digerleri olarak siniflandirilir [29].

h) Bitki korumada kullanilan diger etkili maddeler; Demirli bilesikler, bocek
cezbediciler, fremonlar, bitki gelisim diizenleyiciler, auxinler, gibberellinler,
gibberellin A4/A7+benzylodinine, sitokininler, inhibitrler ve biiylime gerileticiler

ve digerleri olarak siiflandirilir [29].

1.3.Pestisitlerin Kullanim Alanlar

18. yiizyilda pestisitler kullanilmaya baslanmakla birlikte kimyasal pestisitler 19.
yiizyilin sonlarinda ortaya ¢ikmistir [17]. Eski kiiltiirlerde bazi bitki hastaliklarina
kars1 kiikiirt kullanildig1 bilinmekle birlikte, esas bitki koruma c¢aligmalari, Pasteur'
iin 19. yilizyllda bazi bitkisel ve hayvansal hastaliklara ait mikroorganizmalar
kesfetmesi ile baslamistir. Bu organizmalar1 etkileyebilecek ilaglarin arastirilmasi

sonucunda, tarim ilaglar1 kullanilmaya baglanmistir [30].

Tarimsal pestisitlerin % 14 - 80’ i topraga uygulanmaktadir [31]. ABD’ de pestisit
kullaniminin % 75’ i tarimsal alandadir. Buna karsin diinyada DDT, aldrin, dieldrin,

klordon, heptaklor, lindan, toksofen kullanimlar1 yasaklanmistir [17].

1.4.Diinyada ve Tiirkiye’de Pestisit Kullanimi

1970 yilinda baslayan ¢evre koruma hareketlerinden sonra biitiin diinyada pestisit
kullaniminin ¢ok daha kontrollii yapildigi, mevcut etkili maddelerin yeniden
emniyetlilik testlerine alindigi ve bu degerlendirmeler sonunda bazi pestisitlerin
cesitli iilkelerde yasaklandigi, kisitlandig1 ya da kontrollii kullanildigi bilinmektedir.
Avrupa ve Amerika’da tarim ilaci1 iireten tesisler gevresel baskilar nedeni ile
kapatilmakta, burada {iretilen ilaclarin bircogu Avrupa ve Amerika’ da

kullandirilmamakta ve gelismekte olan {ilkelere satilmaktadir. Diinyada, yilda 2,5



milyon tondan fazla olan kiiresel ¢apta pestisit kullanim oranlar1 Sekil 1.1° de

goriilmektedir [1, 9].

W Herbisitler
W insektisitler
M Fungisitler

m Diger

Sekil 1.1. Diinyada pestisit kullaniminin etkiledikleri zararli gruplarina gore dagilimi
[17]

Tiirkiye’de formiilasyon olarak pestisit kullanim1 49.000 ton civarindadir ve pestisit
pazari yillik 250 milyon dolar1 bulmaktadir [32, 33]. Tiirkiye’de ise pestisit kullanimi
Avrupa iilkelerine oranla daha diisiik olup, yillik tiikketim miktar1 1 hektarlik alanda
400-700 gramdir [17]. Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’ de de etkiledikleri zararl
grubuna gore en ¢ok kullanilan pestisitler sirasiyla, insektisitler, herbisitler ve
fungusitlerdir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Etkiledikleri zararli gruplarina gore pestisitlerin Tiirkiye’deki kullanim

oranlari [17]

Sekil 1.3’ de Tirkiye'deki pestisit kullanim miktarlar1 verilmis olup 1990 yilinda
18.551 ton civarindaki insektisit kullanimi 1991, 1992, 1993 ve 1994 yillarinda
diisme gostermis, fakat 1995 yilinda tekrar 17.383 ton seviyesine yiikselmistir.
Herbisitler ise 1990 yilinda 6.349 ton civarinda iken yillar gectikge tiiketim
miktarlariin arttigi goriilmektedir. Fungisitler i¢in ise tliiketim miktar1 6.000 ton

civarinda seyretmektedir [34].
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Sekil 1.3. Etkiledikleri zararli gruplarina gore pestisitlerin Tiirkiye’deki kullanim
miktarlar1 (ton) [34].

Ulkemizde tarim teskilatlari, pestisit kullanimi icin alinmasi gereken onlemler ile
ilgili olarak kullaniciyr bilinglendirmeye yonelik calismalar yapmaktadir. Daha
onceden kullanilan, fakat ¢ok zehirli oldugu ic¢in kullanimi1 tamamen yasaklanan

ilaglarmn bir kism1 halen iilkemizde ruhsatli olarak satilmaktadir [9].

1.5.Pestisitlerin Ekosistem Uzerindeki Etkileri

Pestisitlerin kullanimi, bir taraftan tarimda tiretimi arttirirken, diger taraftan bilingsiz
ve hatali kullanimlar1 sonucunda, hem insan hem de c¢evre sagligi lizerinde problem
olusturmaktadir. Pestisitler, tavsiye edilen dozlarin {izerinde kullanildiklarinda,
gereginden fazla sayida ilaglama yapildiginda, gerekmedigi halde birden fazla ilag
karistirtlarak kullanildiginda veya son ilaglama ile hasat donemi arasinda birakilmasi
gereken siireye uyulmadigi durumlarda, gidalarda, toprak, su ve havada, kullanilan

pestisitin kendisi ya da doniisiim iirtinleri kalabilmektedir. Yiiksek dozda pestisit

10



kalintis1 igeren gidalarla beslenen insanlarda ve ¢evredeki diger canlilarda, akut veya
kronik zehirlenmeler olabilmekte, 0Ozellikle bazi iriinlerde aroma ve Kkalite
degisimleri meydana gelebilmektedir [1]. Hemen hemen biitiin insektisitler spesifik
olmadiklarindan sadece hedef organizmalar1 6ldiirmekle kalmayip, omurgali ve

omurgasiz organizmalari da etkilemektedir [35, 36, 37].

Pestisitlerin canlilar iizerindeki etkileri ilk kez, 1948 ve 1951 yillarinda insan
viicudunda organik klorlu pestisit kalintilarinin  bulunmasiyla anlasilmistir.
Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik acidan bir zarar olusturmazken, bazilarinin
kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu etkileri
saptanmugtir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynagi gidalardir. Bu nedenle 1960
yilinda FAO (Gida ve Tarim Orgiitii) ve WHO (Diinya Saglik Orgiitii), Pestisit
Kalintilar1 Kodeks Komitesi’ni kurmuslardir. Bu komitenin ¢alismalar1 sonucu, konu
ile ilgili tanimlamalar yapilmis ve bilimsel arastirma verilerine dayanilarak gidalarda
bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 degerleri saptanmistir. Tarimsal pestisit
kullaniminda, diinya capindaki tiim otoritelerce kabul edilen maksimum pestisit
seviyesi 0,1 pg /1’ dir [31]. Ulkemizde de tarimsal iiriinlerde kullanilan pestisitlerin
gidalarda bulunmasina miisaade edilebilir maksimum miktarlari, iirlin ve ilag bazinda
belirlenmistir [38]. Tarimsal alanlara, orman veya bahgelere uygulanan pestisitler,
hava, su ve topraga, oradan da bu ortamlarda yasayan diger canlilara gegmekte ve
dontisiime ugramaktadir. Bir pestisitin ¢evredeki durumunu; kimyasal yapisi, fiziksel
ozellikleri, formiilasyon tipi ve uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi

faktorler etkilemektedir [39].

Pestisitlerin, en 6nemli yan etkileri arasinda;

i. Kus, balik, mikroorganizma ve omurgasizlar gibi hedef olmayan organizmalarda
Oliimler ve ilireme potansiyelinin azalmasi,

ii. Hedef olamayan canlilarda pestisitlere kars1 dayaniklilik olugsmasi sonucu, hastalik
tasiyan bocek ve parazitlerin kontrolden ¢ikmasi,

iii. Ekosistemin yapisinin ve tiirlerin sayisinin degismesi gibi uzun siiren etkilere

neden olmasi sayilabilir [39].
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Pestisitler toprakta, giines 1smlarinin etkisiyle fotokimyasal; bitki, toprak
mikroorganizmalar1 ve diger organizmalarin etkisiyle biyolojik ve topraktaki kil ve
organik maddeler tarafindan adsorplanip desorplanarak kimyasal degradasyona
ugramaktadirlar. Topragin yapisi, tipi, miktari, organik madde igerigi, pH’ s1 ve
toprakta bulunan baskin mikroorganizma tiirleri, tiim bu degredasyon olaylarini

etkileyen faktorlerdendir (Sekil 1.4) [38].

FOTOKIMYASAL
BLTLARLAs‘»m AYRISMA

- KIMYASAL VE BIYOLOJIK
BITKI AL]MI PESTISIT AYRISMA
MIKROBIYOLOJIK

ﬁ% V.\—

YIKANMA N

TOPRAK
KOLLOIDLERINCE
TUTULMA

Sekil 1.4. Pestisitlerin toprak-bitki-gevre sistemindeki davraniglari [40].

Pestisitlerin piiskiirtiilerek uygulanmasi sirasinda ise, bir kismi buharlagsma ve
dagilma nedeniyle kaybolurken, diger kismu bitki {lizerinde ve toprak yilizeyinde
kalmaktadir. Toprak ve bitki uygulamalarindan sonra toprak ylizeyinde kalan
pestisitler, yagmur sular1 ile yiizey akis1 seklinde veya toprak icerisinde asagiya
dogru yikanmak suretiyle taban suyu ve diger su kaynaklarina ulasabilmektedir
(Sekil 1.5). Dogrudan suya yapilan uygulamalar sonucunda (sivrisinek miicadelesi

gibi) ise pestisitler, su bitkileri veya dip ¢amurlar1 tarafindan tutulmaktadir [41].
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Pestisitlerin dogadaki hareketleri
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Sekil 1.5. Pestisitlerin dogadaki hareketleri [17]

Pestisitlerin toprakta kaliciligi, pestisit, toprak ve ¢evre sartlarina bagli olarak
farkliliklar gostermektedir (Cizelge 1.1) [42].

Cizelge 1.1. Pestisitlerin toprakta kalicilik durumlari [42]

Pestisitlerin icerdigi etken Toprakta kalma siiresi Kahcihk
maddeler durumu
Organik fosforlular ve Karbamatlar 1-12 hafta Kalicr degil
2,4-D, Atrazin ve digerleri 1-18 ay Orta derecede
kalic1
Klorlandirilmis hidrokarbonlular 2-5yil Kalici
Civa, arsenik ve kursun bilesikleri | Hi¢ bozulmadan devamli | Devamli kalict
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1.6. Toprak ve Mikroorganizma iliskisi

Toprak yalnizca kum, silt ve kil gibi mineral fraksiyonlarindan ve c¢esitli ayrisma
diizeyindeki c¢esitli organik maddelerden olusmamaktadir. Toprakta hem
mikroskobik ve hem de makroskobik nitelikte canlilar yer almaktadir. Cok sayida
bakteri, mantar, alg, viriis, protozoa gibi organizmalarin yanisira, mikroskobik
bliytikliikteki toprak omurgasizlarindan omurgali canlilara kadar degisen toprak
canlilar1, karmasik bir etkilesim iginde toprakta bulunurlar. Toprak, bu canlilarin
cogalmalart ve varliklarii silirdiirmeleri i¢in iyi bir gelisme ortamidir. Bu
mikroorganizmalar, topragin gelismesinde, kimyasal-fiziksel niteliklerinde ve

verimliligi tizerinde biiyiik rol oynarlar [43].

Duvigneaud [44]" e gore toprak icinde bulunan mikroorganizmalar 5 grupta

incelenmistir.

a) Bitkilerin kokleri icindeki mikroorganizmalar

Organik madde kaynagi olarak diger biitiin organizmalardan daha biiyiik bir 6neme
sahiptirler. Bu kokler, toprak mikroorganizmalara o6lii dokular saglarlar. Bitki
kokleri canliyken topraktaki ¢oziinebilen besinleri alarak bir denge sagladiklar gibi,

besin maddelerinin yararli hale ge¢mesine de dogrudan etki ederler.

b) Algler

Alglerin ¢ogu klorofil i¢eren canlilardir. Bu sebepten dolay:r diger kosullarin uygun
olmas1 halinde, topragin yiizeyine yakin boliimiinde yaygin olarak bulunurlar. Bazi
alg tiirleri ise gerekli enerjilerinin biiyiikk bir bolimiinii organik maddelerden
sagladiklarindan alt horizonlarda da bulunabilirler.

¢) Mantarlar

Mantarlar topragin yapt maddelerinin degisiminde biiyiik rol oynarlar. Mantarlar da

bakteriler ve aktinomisetler gibi, klorofil igermezler ve bu nedenle de enerji ve
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karbon gereksinimleri icin organik maddeye ihtiyag duyarlar. Toprakta bulunan

mantarlarin ¢ogu kiif formunda olup, az sayida maya formlu olanlara da rastlanr.

d) Aktinomisetler

Nemli ve iyi havalanmayan topraklarda gelisen mikrofloradir. Kurak zamanlarda
bazen bakteri ve mantarlara gore daha fazla aktivite gosterirler. Asidik topraklara
kars1 duyarli olup, optimum gelismeleri pH 6.0-7.5 arasindaki topraklarda goriiliir.
Bakterilerden sonra toprakta en fazla sayida bulunan mikroorganizmalardir.
Aktinomisetler organik artiklarin ¢6ziinmesinde ve besin maddelerinin agiga

¢ikmasinda biiyiik rol oynar.

e) Bakteriler

Toprakta ¢ok sayida bulunan ve bakteri populasyonunun %90’ nini olusturan cinsler;
Pseudomonas sp, Arthrobacter sp, Clostridium sp, Achromabacter sp, Bacillus sp,

Micrococcus sp ve Flavobacterium sp.’dur.

Farkli toprak tipleri iizerinde yapilmis olan gesitli arastirmalarda, 1 gram topraktaki

bakteri sayisinin, yliz bin ile bir milyar arasinda degisebildigi saptanmustir.

Toprak verimliligi, birim alandan alinan iiriin ya da saglanan net kardir ve toprak
kalitesinin bir gostergesidir. Toprak bozulduk¢a verim azaliyorsa ya da girdiler
artarken karlilik diisiiyorsa bu durum, toprak kalitesinin azaldigin1 isaret eder.
Toprak kalitesini belirlemede, son yirmi yil i¢inde topraklarin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin degerlendirildigi ve ¢esitli verimlilik endekslerinin kullanildig:

parametrik yaklagimlar ortaya ¢ikmustir [45].

Verimli tarim topraklarinin bir graminda 2.5 milyon bakteri, 400.000 mantar, 50.000
alg ve 30.000 protozoanin bulundugu belirtilmektedir [46]. Bitkilerin gereksinimi
olan Kkarbon, azot, fosfor, kiikiirt, demir, magnezyum gibi elementler,

mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri sonucunda bitkide yararli hale ¢evrilir.
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Ornegin; mikroorganizmalar, bitkilerin  yararlanamadigi  elementel  azotu
(No=dinitrojen) atmosferden tutarak (fiksasyon) bitkilerin yararlanabilecegi formlara
cevirir. Karmasik yapidaki bitkisel ve hayvansal doku kalintilarinin ayristirilmasi ile
blinyede tutulan diger besin elementleri de bu mineralizasyon siirecleri sonucunda
serbest hale gecer. Mikroorganizmalarin karbon dongiisiine yapmis olduklari bu
katkiyla serbest kalan CO,, fotosentez yoluyla bitki dokusunda yeniden regiile olur.
Ayrica topraktaki ¢esitli mikroorganizmalar araciligiyla toprak erozyonu engellenir
[43]. Toprak verimliliginin karakterize edilmesinde, igerdigi organizmalarin tiir

cesitliligi ve sayilar1 da 6nemlidir (Cizelge 1.2) [47, 48].

Cizelge 1.2. Verimli bir toprakta bulunan mikroorganizma ve mikrofaunanin

yaklagik sayilar1 ve biyomas miktarlari [48].

ORGANIZMALAR SAYILAR BIYOMAS

(g toprakta) (Kg/ha)

Bakteriler 10°-10° 300-3000

Aktinomisetler 10-10° 300-3000

Funguslar 10°-10° 500-5000

Algler 10°-10° 10-1500
Protozoa 10°-10° 5-200
Nematodlar 10%-10° 1-100

Yer solucanlari 10° 10-1000
Diger mikrofauna 10° 1-200

Mikrobiyal hiicrelerin pek ¢ogu topragin kurumasi sirasinda 6lmektedir. Sadece
cevre kosullarina direngli olan tiirler, uzun siire kurakliga dayanabilmektedir.
Aragtirmalar, mikroorganizma tiirlerinin kurakliga karsi farkli direng ve tepkiler

gosterdigini ortaya koymaktadir [43].
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Toprak mikroorganizmalar1 topragin fiziksel ve kimyasal yapisim1 diizenler,
oldiirtilmeleri ile topraktaki denge bozulur. Pestisitler, topraktaki mikroorganizma
faaliyetleri sonucunda pargalanarak zararsiz formlara doniisebilmekte, bazi
durumlarda ise mikroorganizmalarin dogaya yararli faaliyetlerini engellemektedir.
Ornegin; pestisitler toprak verimliligini arttirmada énemli rol oynayan solucanlarin
Olmesine neden olmaktadirlar. Pestisitler, mikrobiyal populasyonu, metabolik ve
fizyolojik aktivitesini degistirmek yolu ile dogrudan veya dolayli olarak
etkileyebilirler. Pestisitin etkiledigi bitkiler, hayvanlar ve diger mikroorganizmalar
dengelerinin bozulmasi ile farkli bazi durumlarin ortaya g¢ikmasina da neden
olabilmektedir. Ornegin; bitkilerde uygulanan sentetik pestisitlerin yapraklarin
stomalarinda anomalilere, mezofil dokularinda bozulmalara yol agtig1 tespit
edilmistir [15]. Yine ayni sekilde tarim ile ugrasan ve pestisitlere maruz kalan
bireyler ile kalmayanlar arasinda yapilan caligmalarda, pestisite maruz kalan
bireylerde yapisal ve sayisal kromozom aberasyonlart ile kardes kromatid

degisiminin yiiksek oranlarda tekrarlandigi bildirilmistir. [49].

1.8. Epifitik Mikroflora ve Pestisitler

Genelde bitkilerin yapraklari, ilk olustuklarinda mikroorganizmalardan yoksundur.
Ancak zamanla yaprak ylizeyine degisik mikroorganizmalar gelmekte ve yasamlarini
orada siirdiirmektedirler. Yaprak ylizeyi mikroflorasi; konak tiirii, yapragin yapisi,
olgunluk durumu ve bitki Ortiisiiniin yogunlugu gibi pek ¢ok faktor tarafindan
etkilenmektedir. Mikroorganizmalarin total sayis1 ise 0zellikle sicaklik ve nem gibi
atmosferik kosullara baglidir [50]. Bit, bocek salgilari ve polen tozlari
mikroorganizmalarin ~ gelisimini  desteklemektedirler. Bu besin kaynaklarini
patojenler de kullandigindan, yaprak epifitleri ile hastalik etmenleri arasinda bir
rekabet meydana gelmektedir. Bircok yaprak patojeninin biyolojik kontrolii bu
duruma dayanmaktadir [50, 51].

Yaprak ylizeyine uygulanan kimyasallarin, yapragin epifitik mikroflorast iizerine
etkileri olduk¢a degisken ve karmasiktir [51-54]. Kullanilan fungisitlerin etki

spektrumlarina bagl olarak yapragin saprofitik mikroflorasinda azalmalar ya da

17



onemli degisimler ortaya ¢iktigi tespit edilmistir [55, 56]. Pestisitlerin diger bir etkisi
ise yapilarindaki etken maddenin diger maddeler ile etkileserek bitkinin cins, tiir ve
gelisme devrelerinde degisik fitotoksik etkilerde bulunmasidir [57]. Pestisitler, bitki
yapraklarinda birim alandaki stoma dagilimini azaltarak, fotosentez igin gerekli gaz
alis verisini ve bunun sonucunda bitkinin fotosentez hizini diisiirerek metabolik
faaliyetlerin yavaslamasina sebep olmaktadir [58]. Yiiksek dozlarda pestisit
kullanimi, bitkilerin fotosentez ve transpirasyon gibi islevlerinin gerceklestigi

yapraklarda da fizyolojik yonden 6nemli farkliliklara yol agmaktadir [36].

1.9. Amacg

Bu c¢alismada, bitki zararli ve hastaliklarinin kontroliinde kullanilan sentetik
pestisitler (Basudin 60 EM, Dursban 4, Cupravit OB 21), dogal pestisitler (Bordo
bulamaci) ve biyopestisitler (Componion- Bacillus Subtilis GB03) yer almaktadir.
Tarimsal uygulamalarda kullanilan bu pestisitlerin ekosistemdeki rolii iizerine bir¢ok
aragtirma bulunmaktadir. Ancak mikrobiyal flora iizerine detayli arastirmalara
rastlanilmamistir. Bu nedenle c¢alismada tarimsal uygulamalarda kullanilan bazi
sentetik, biyopestisit ve dogal pestisitin mikrobiyal flora iizerine etkilerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Ozellikle; tarim arazilerinden izole edilen bakterilerin
pestisitlere duyarliliklar1 belirlenerek metabolik aktivitelerindeki degisimlerin ve

genetik modifikasyonlarin belirlenmesi amacglanmistir.
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2.MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

Calismada kullanilan zirai ilag uygulanmamis yaprak ve toprak ornekleri; Mersin
bolgesi tarim arazileri kapsaminda belirlenen 2 istasyondan ( Demirisik Koyii,
Kuyuluk) toplanmistir. Demirisik Koyii, Istasyon A ve Kuyuluk Bolgesi istasyon B
olarak belirlenmistir (Sekil 2.1, 2.2, 2.3). Demirisik Koyt haritada, 36.952175 enlem
ve 34.420696 boylam, Kuyuluk Bolgesi ise 36.763081 enlem ve 34.507137 boylam
konumunda gosterilmektedir [59, 60]. Secilen bolgedeki topraklar; kumlu veya
kumlu killi balgik topragidir ve toprak reaksiyonu alkalidir (pH:7,0 - 8,0) [61].
Demirisik Koyii mevkisinde ormanlik alanlardan alinan toprak orneklerinin pH’sinin

(7,2-7,7) araliginda hafif alkalen karakterde oldugu bilinmektedir [62].
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Sekil 2.1. Toplanan numunelerin istasyon yerleri; A: Demirisik Koyii, B: Kuyuluk
Bolgesi [63].
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Sekil 2.2. Toprak ve yaprak numunelerinin toplandigi Demirisik Koy, Istasyon A

goriintiileri

Sekil 2.3. Toprak ve yaprak numunelerinin toplandig: Kuyuluk Bélgesi, istasyon B

gorintiileri
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2.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Calismada kimyasal pestisit olarak Basudin 60 EM (Bayer), Cupravit OB 21 (Bayer)
ve Dursban 4 (Dow Agro Sciences); dogal pestisit olarak Bordo Bulamaci (Lenafruit

20 WP); biyolojik pestisit olarak ise Componion (Growth Products) kullanilmistir.

Calismada kullanilan diger kimyasallar ise sunlardir;
Niitrient Agar (Oxoid) , Niitrient Broth (Oxoid), sodyum klortir, etanol (% 96), bazik

fuksin, lugol, kristal viyole, gliserin Merck firmasindan temin edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Vorteks (Velp Scientifica), otoklav (Mednif), inkiibatdr (Labart), pasteur firin
(Elektro-mag), 1sik mikroskobu (Olympus), manyetik karistirict (Velp Scientifica),

hassas terazi (Sartorius).

2.1.3. Kullanilan Test Bakterileri

Pseudomonas aeeruginosa ATCC 9027,  Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Bacillus spizenii ATCC 6633, Gazi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitim A.B.D.
Mikrobiyoloji Laboratuvari koleksiyonundan; Escherichia coli KKU ve Salmonella
sp. KKU ise Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar

Merkezi’nden temin edilmistir.
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2.2 Metod

2.2.1. Toprak ve Yaprak Numunelerinden Bakteri izolasyonu

Belirlenen istasyonlardan toprak ve yaprak numunelerinin laboratuvara
getirilebilmesi i¢in, dncelikle toprak numuneleri alinirken 100/100 cm olarak dlgiilen
secilmis parsellerin {ist toprak boélgesi 5 cm derinliginde kazilmistir. Steril metal
kiirek ile alinan bu toprak numuneleri 500 ml’lik steril cam kavanozlar icine
toplanmis ve laboratuvara getirilmistir [64]. Getirilen topraklar 2 mm gozenekli
elekten gecirildikten sonra numunelerden alinan 10 gr toprak ornegi steril erlenler
igerisine alinmistir. 1’den 5’e kadar diliisyon serileri hazirlanmistir. Daha sonra bu
diliisyon serilerinden 0.1’er ml alinarak Nutrient Agarli plaklarin {izerine drigalski

Ozesiyle yayma ekim yapilmistir (Sekil- 2.4) .

Sekil 2.4. Toprak numunelerinden yapilacak bakteri izolasyonunun hazirlik asamasi

Yapraktan izolasyon igin istasyon A ve B’de belirlenen bahgelerden numuneler
toplanmustir. Istasyon A’da mevcut 3 bahgede (dalda bir elma, giilden ¢avus elma ve
seftali) ve Istasyon 2 de mevcut 1 bahgede (portakal) saglikli yaprak tasiyan
agaclardan steril posetlere toplanan 500 gr yaprak laboratuvara getirilmistir. Getirilen
yaprak numunelerinden 10 gram tartilarak direk zenginlestirme ortamina alinmis ve
izolasyon i¢in diliisyona tabi tutulmustur. Diliisyon serilerinden 0.1’er ml alinarak

Nutrient Agar iceren plaklarin iizerine drigalski 6zesiyle yayma ekim yapilmistir.
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Tiim yaprak ve toprak numunelerinden hazirlanan kiiltiirler etiivde 30 °C’de inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden saf kiiltiir eldesi i¢in Niitrient Broth
iceren tiiplere ekim yapilmistir. Bu sekilde tarim arazilerinden alinan toprak ve

yaprak numunelerinden toplamda 50 bakteri izolasyonu gerceklestirilmistir.

Izole edilen saf kiiltiirlerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin
belirlenmesi i¢in gram boyama, spor boyama, hareketlilik testi yapilmis ve koloni
morfolojileri incelenmistir [65]. ileri tanimlama yapilabilmesi igin bu izolatlardan en

kolay iireyebilen ve yogun biyomas elde edilebilen 8 izolat se¢ilmistir.

2.2.2. Molekiiler identifikasyon Testleri

Molekiiler tanimlama icin secilen 8 izolat Gazi Universitesi Yasam Bilimleri
Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne gonderilmistir. Molekiiler identifikasyonlar i¢in
oncelikle saf olarak verilen numunelerden DNA izolasyonu ve sekans analizleri

yapilmistir. Bu asamada merkezde yapilan islemler asagida verilmistir.

1. Thermo Nanodrop 1000 cihazi ile DNA’larin saflik ve miktar tayini
yapilmistir.

2. DNA’lar, Universal 27F/1492R primer ¢ifti ile PCR reaksiyonuna
konulmustur. PCR sartlari; DNA 100 ng, 10X Buffer 5 ul, 25 mM MgCl, 3
ul, 10 mM dNTP 1 pl,10 pmol Primer forward 1,5 pl, 10 pmol Primer
reverse 1,5 ul, 1U taq DNA polimeraz 0,3 pl, ddH20, toplam hacim 50 pl.
PCR Programi;

a) 94°C’ de 2 dakika
b) 94°C de 20 saniye
¢) 53°C’de 30 saniye
d) 72°C’de 1 dakika- 2’ye 35 dongii

23



e) 72°C’de 4 dakika
f) 4 derece sonsuz

3. PCR iirlinleri %2’lik agaroz jel’e yiiklenerek goriintiilenmistir.
4. PCR iiriinleri sekans1 alinmistir.

A) PCR fiiriinleri exosap ile temizlenmistir.

B) Sekans PCR’1 BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit’i ile
yapilmustir.

C) Sekans PCR’lar1 sephadex ile temizlenmistir.

D) Cift yon olarak cihaza yiiklenmistir.

5. Sonuglar; DNA Dragon ve Finch TV programlar ile analiz edilerek
tamimlama i¢in NCBI’a yiiklenmistir (BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit).

2.2.3. Tanimlamasi Yapilan Suslarin Muhafazasi

Her bir bakterinin Nutrient Agar besiyerine ekilen 24 saatlik saf kiiltiiriinden bir 6ze
dolusu alinip, igerisinde 500 ul %30’luk gliserol ve 500 ul Nutrient Broth bulunan
ependorf tliplere aktarilarak karigtirllmis ve daha sonraki calismalarda kullanilmak
tizere —80°C’de saklanmigtir. Ayrica pasajlama yontemiyle de stoklar hazilanmistir.
Bunun i¢in de Niitrient Broth’da aktiflestirilen suglar yatik agara alinarak + 4 °C de

muhafaza edilmistir.

2.2.4. Kullanilan Pestisitler

Calismada kullanilan pestisitler (sentetik, biyolojik ve dogal) ve 6zellikleri Cizelge

2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Caligmada kullanilan sentetik, biyolojik ve dogal pestisitlerin dzellikleri

.. .. CAS No _
Uriin Uretici . Etken Arazi Yiiksek
Pestisit Ad1 ) Uriin
Grubu Firma madde Dozu Doz
Kodu
Basudin 60 | . o
EM Insektisit Bayer 333-1-5 Diazinon 0,75ml/ L 12 ml/L
Cupravit Fungusit 1071-83-6 Bakir 256
Bayer 8 mg/ ml
OB 21 oksikloriir mg/L
Insektisit Klorpirifos-
Dow Agro 070101 .
Durshan4 | (organo- ) etil 15ml/L 24 ml/L
Sciences
fosforlu)
Kalsiyum
Bordo o Lenafruit 20 hidroksit ve 240
Fungisit - 15mg/ml
Bulamaci WP Bakir(Il) mg/ml
Siilfat
Componion .
. L Bacillus
(Bacillus Biyolojik Growth N
- . - Subtilis 0.5 ml/L 16 ml/L
Subtilis Fungisit Products
GBO03
GBO03)

Calismadaki pestisitlerin uygulamalarinda 3 doz kullanilmistir. Bunlar; MIK
degerleri (MIiK denemeleri sonucu elde edilen verilere gore), arazi dozlar (etikette
bildirilen) ve yiiksek dozlar (istasyonlarin bulundugu bolgede yapilan uygulamalar

kapsamina gore) olarak belirlenmistir.

2.2.5. Pestisitlerin Antibakteriyel Aktivitelerinin Tespiti

Calismada kullanilan pestisitlerden sentetik pestisitlerin antibakteriyel 6zelliklerinin
bilinmesine ragmen fungisit olarak piyasada bulunan dogal ve biyopestisitlerin
antibakteriyel ozellikleri hakkinda yeterli bilgiye ulagilamamistir. Bu nedenle test
edilecek bu pestisitlerin antibakteriyel 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kuyu ve

disk difiizyon yontemleri kullanilarak genel inhibisyon etkileri test edilmistir.
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2.2.5.1. Disk Difiizyon Yontemi

Bu yontem “Kirby-Bauer Disk Diflizyon Test Protokolii” ne gére uygulanmistir [66].
Denemelerde aktive edilen test bakterilerinden (Pseudomonas aeeruginosa ATCC
9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus spizenii ATCC 6633,
Escherichia coli KKU ve Salmonella sp. KKU ) 100 pl almip Nutrient Agara
drigalski Ozesiyle yayma islemi gerceklestirilmistir. Whatman No:1 kagitlar1 5-6
mm’lik diskler halinde hazirlanarak steril edilmis ve her birine 100 pl olacak sekilde
emdirilen pestisitlerle (arazi doz ve yiiksek doz) hazirlanan diskler plaklara
yerlestirilmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda olusan zonlar seffaf cetvel kullanilarak
mm cinsinden 6l¢iilmiistiir. Bu yontem 5 adet test bakterisi i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir

[67].

2.2.5.2. Kuyu Difiizyon Yontemi

Denemelerde kullanilan test bakterileri aktiflestirilip Nutrient Agara ekimi
yapildiktan sonra plaklara 7-8 mm ¢apinda kuyular agilmistir. Her bir kuyunun
igerisine 100 pl pestisit (arazi doz ve yiikksek doz) eklenmistir. 24 saat inkiibasyon
sonunda olusan zonlar seffaf cetvel kullanilarak mm cinsinden Ol¢iilmiistiir. Bu

yontem 5 adet test bakterisi i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir [68].

2.2.6. Test mikroorganizmalarinin Pestisitlere Karsti Duyarhhklarimin

Belirlenmesi: MiK tayini

Calismada kullanilan pestisitlerin  MIK konsantrasyonlarmnin belirlenmesi igin
mikrodilisyon denemeleri yapilmistir. Mikrodiliisyon denemeleri igin U tabanli 96
kuyucuklu plaklar kullanilmigtir. Buradaki kuyucuklarin i¢ine 100 pl Nutrient Broth,
50 pl test edilecek bakteri kiiltiirii ve farkli konsantrasyonlara denk gelecek sekilde
pestisitler ilave edilmistir. Her bir pestisit i¢in farkli konsantrasyon araliklari

belirlenmistir [69, 70].
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2.2.7. Pestisitlerin Mikrobiyal Floraya Etkisinin Tespiti

Pestisitlerin mikrobiyal floraya etkisine yonelik olarak, metabolik aktivitelerdeki
degisimler baz alinmistir. Bu nedenle mevcut izolatlarin iginden yaprak-toprak
numunelerinin ayni1 istasyonlardan olmasma dikkat edilerek indikatdr 3 sus
secilmistir. Bu suslar; Bacillus cereus DY6, Micrococcus yunnanensis DT1 ve

Bacillus tequilensis DT2’tir.

227.1. Toprak ve Yaprak Izolatlarimin Antibiyotik Duyarhhklarina
Pestisitlerin Etkisi

Secilen 3 sus Nutrient Broth’da 24 saat boyunca 37 °C’lik etiivde inkiibe edilmis ve
0.5 Mac Farland’a uygun bulaniklikta kiiltiir elde edilmistir.

Kontrol grubu igin; 3 ml’lik Nutrient Broth’a aktiflestirilen suslardan 100’er pl
eklenmis ve 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Secilen 3 sus ile MIK’de kullanilan test bakterileri karsilastirilip her bir pestisite en
uygun MIK degeri secilmistir. Pestisitlerden arazi dozu stogu, MIC stogu ve yiiksek
doz stogu hazirlanip milipordan gecirilmis ve steril ependorf tliplere alinmistir. Daha
sonra hazirlanan 3 ml’lik Nutrient Broth’a; pestisit stoklarindan hesaplanan
miktarlarda pestisitler ve segilen 3 sustan 100’er pl eklenerek, 30 %C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Pestisit iceren besiyerleriyle hazirlanan bu kiiltiirlerden Nutrient
Agar iceren plaklara drigalski 6zesiyle ekim yapilmis ve antibiyotik diskleri steril bir
pens yardimi ile ortama yerlestirilmistir. 30 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda
olusan zonlar seffaf cetvel kullanilarak mm cinsinden Ol¢lilmiistiir. Suglara ait
duyarhilik tespitinde 6 cesit antibiyotik diski kullanilmistir. Bu diskler penicillin
(100), tetracycline (30 pg), ampicillin (10 pg), gentamycin (120 pg), erythromycin
(15 pg) ve vancomycin (30 pg)’dir. Antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda elde
edilen zon c¢aplari, Cizelge 2.2°deki verilere gore degerlendirilmistir (NCCLS, 2011
ve CA-SFM, 2007).
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Cizelge 2.2. Antibiyotik duyarlilik sonucu referans olarak alinan zon ¢aplari
(NCCLS, 2011 ve CA-SFM, 2007)

Antibiyotik Zon Caplar1 (mm)
diskler Disk Icerigi Direngli | Orta Duyarli
Penicillin 10 units <14 - >15
Tetracycline 30 ug <14 15-18 | =19
Ampicillin 10 pg <16 - >17
Gentamycin 120 pg <11 11-16 | =17
Erythromycin 15 pg <13 14-22 | >23
Vancomycin 30 pg <14 15-16 | >17

2.2.7.2. Toprak ve Yaprak izolatlarimin Uremesine Pestisitlerin Etkisi

Pestisitlerin ~ bakteri {iremesine etkisini  belirlemek amaciyla antibiyotik
duyarliliklarinda en fazla degisim gosteren sus secilmistir. Bu sus Bacillus
tequilensis DT2’dir. Bacillus tequilensis DT2 susu, Nutrient Broth’da 24 saat
boyunca 37 °C’lik etiivde inkiibe edilmis ve 0.5 Mac Farland’a uygun bulaniklikta

kiiltiir elde edilerek kontrol grubu olusturulmustur.

Deneme gruplarinda da test edilen bakterilerin antibiyotik duyarliligini en fazla
degistiren sentetik pestisit cupravit (yiiksek doz), dogal pestisit bordo bulamaci
(arazi=MIK ve vyiiksek doz) ve biyopestisit componion (MIK dozu) Bacillus

tequilensis DT2 susuna uygulanmustir.

0.,2.,4.,6.,8.,10.,26., 28. ve 50. saatlerdeki her bir tiipten 100 ul alinarak Nutrient
Agarli plaklarm iizerine drigalski 6zesiyle yayma ekim yapilarak, 30 °C’de 24 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Petrilerin 24 saat sonunda bakteri sayimlari
yapilarak generasyon sayisi (bakteri popiilasyonunda meydana gelen her bdliinme)
ve generasyon siireleri (iki generasyon arasinda gecen zaman) asagidaki formiile

gore hesaplanmistir [71].
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log b- log a txlog 2

log 2 log b- log a
n= Generasyon sayisi
g= Generasyon siiresi
a= Baslangictaki mikroorganizma sayisi
b= Siire sonundaki mikroorganizma sayisi

t= Aradan geg¢en zaman

2.2.7.3. Genetik Modifikasyonlarin Tespiti

Genetik  modifikasyonlarin  tespitinde metabolik aktivitelerden antibiyotik
duyarlilikta ve bakteri iiremesinde en fazla degisikligin tespit edildigi pestisit olan
bordo bulamaci, indikator pestisit olarak secilmistir. Bu nedenle 100°er ml
otoklavlanmis Nutrient Agara bordo bulamacmin hesaplanan uygun Arazi=MIK
dozu ve yiiksek dozu ilave edilmistir. Aktiflestirilmis Bacillus cereus DY®,
Micrococcus yunnanensis DT1 ve Bacillus tequilensis DT2 suslari, 6ze yardimiyla
tek koloni diisiirilecek sekilde bordo bulamagli ortama ekilerek 37 0C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Ornekler, inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerin genetik
modifikasyonlarinin tespiti i¢in Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama Ve
Arastirma Merkezi’ne gonderilmistir. Merkezde bakteri tanimlama icin yapilan
islemler tekrarlanmistir. Buna gore oOnceki ve sonraki sonuclar karsilastirilarak

modifikasyonlar tespit edilmistir.
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3.ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Toprak ve Yapraktan Elde Edilen Izolatlarin identifikasyonlari

Numuneleri topladigimiz 2 istasyonda toplam 4 bahgeden alinan toprak ve yaprak
orneklerinden elde edilen 50 izolatin biyosimik test sonuglar1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Toprak ve yaprak numunelerinden izole edilen saf kiiltiirlerin

morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Izolat | Istasyon Koloni Koloni Gram Hareket- | Hiicre | Spor
Kodu | Adx Morfolojisi | Rengi Ozelligi | lilik Sekli Boyama
DY1 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY2 | Istasyon B R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY3 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY4 | Istasyon B S Tipi Sari Gr(-) - Kok -
DY5 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY6 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY7 | Istasyon B S Tipi Sar1 Gr(-) - Kok -
DY8 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY9 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY10 | istasyon B R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY11 | istasyon B R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY12 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY13 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY14 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DY15 | istasyon B S Tipi Sar1 Gr(-) - Kok -
DY16 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
DT1 | Istasyon A S Tipi Sari Gr (+) - Kok -
DT2 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) - Basil +
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Cizelge 3.1. (devam)

DT3 | Istasyon A S tipi Sari Gr (+) Kok
DT4 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT5 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT6 | Istasyon A S tipi Sari Gr (+) Kok
DT7 | Istasyon A S tipi Sar1 Gr (+) Kok
DT8 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT9 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT10 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT11 | Istasyon A S tipi Sari Gr (+) Kok
DT12 | Istasyon A S Tipi Sar1 Gr (+) Kok
DT13 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT14 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT15 | Istasyon A S tipi Sar1 Gr (+) Kok
DT16 | Istasyon A S tipi Sari Gr (+) Kok
DT17 | Istasyon A S tipi Sari Gr (+) Kok
DT18 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT19 | Istasyon A S Tipi Sari Gr (+) Kok
DT20 | Istasyon A S Tipi Sari Gr (+) Kok
DT21 | Istasyon A S Tipi Sari Gr (+) Kok
DT22 | Istasyon A S Tipi Sari Gr (+) Kok
DT23 | Istasyon A S Tipi Sari Gr (+) Kok
DT24 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT25 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT26 | Istasyon A S Tipi Sar1 Gr (+) Kok
DT27 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT28 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT29 | istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT30 | Istasyon A S Tipi Sar1 Gr (+) Kok
DT31 | Istasyon A S Tipi Sar1 Gr (+) Kok
DT32 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT33 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
DT34 | Istasyon A R Tipi Beyaz Gr (+) Basil
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Cizelge 3.1°de toplam 3 adet Gram negatif bakteri, 47 adet Gram pozitif bakteri, 30
adet sporlu bakteri, 50 adet hareketsiz bakteri, 30 adet R tipi koloni ve 20 adet S tipi
koloni listelenmistir. Bu izolatlardan segilen 8 susun gram boyama sonuglar1 ve

koloni morfolojileri Sekil 3.1°de verilmistir.

Bacillus subtilis DY3 Cellulosimicrobium sp. DY4

Sekil 3.1. Izolatlardan segilen 8 susun morfolojileri
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Bacillus subtilis DY5 Bacillus cereus DY6

Sekil 3.1. (devam)

izolatlardan secilen 8 susun Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve
Arastirma Merkezi kapsaminda yapilan 16S ribozomal RNA’ya dayali tiir tayini

sonuclar1 Cizelge 3.2’°de, dizi analizi sonuglar ise EK.1’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Izole edilen 8 susun 16S ribozomal RNA’ya dayal1 yapilan tiir tayini

sonuglari
Sus Kodu | Istasyon Adive | EMBL/Gen Bank Tiir Adx
izolat Yeri No

DY1 Istasyon 1 KT720227.1 Bacillus invictae
Yaprak

DY2 Istasyon 2 KJ801578.1 Bacillus cereus
Yaprak

DY3 Istasyon 1 HQ678662.1 Bacillus subtilis
Yaprak

DY4 Istasyon 2 KC117526.1 Cellulosimicrobium
Yaprak sp.
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Cizelge 3.2. (devam)

DY5 Istasyon 1 KT720017.1 Bacillus subtilis
Yaprak

DY6 Istasyon 1 KT719870.1 Bacillus cereus
Yaprak

DT1 Istasyon 1 KT719656.1 Micrococcus
Toprak yunnanensis

DT2 Istasyon 1 KT720350.1 Bacillus tequilensis
Toprak

3.2 Calismada Kullanmilan Pestisitlerin Antibakteriyel Etkilerinin Belirlenmesi

Antibakteriyel etkilerin tespitinde sentetik (Basudin 60 EM, Cupravit OB 21,
Dursban 4) biyolojik (Componion (B. Subtilis GB03)) ve dogal (Bordo Bulamaci)
pestisitlerin test mikroorganizmalar1 (P. aeeruginosa ATCC 9027, S. aureus ATCC
6538, B. spizenii ATCC 6633, E. coli KKU ve Salmonella sp. KKU ) iizerine olan
etkileri disk ve kuyu yontemiyle belirlenmis ve sonuglar1 karsilagtirilarak Cizelge
3.3’de verilmistir. Cizelge 3.3’de goriildiigii lizere pestisitlerin konsantrasyonlari
arttikca test edilen mikroorganizmalarin duyarliliklarinda artis gézlenmistir. Kuyu ve
disk diflizyonuna gore pestisitlerin test mikroorganizmalar iizerine inhibisyonlarinin

stitun grafikleri Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Sentetik, biyolojik ve dogal pestisitlerin test mikroorganizmalariyla

yapilan kuyu ve disk yontemiyle belirlenen inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Test Mikroorganizmalari

Pestisit adl

P. aeruginosa

S. aureus B. spizenii

E. coli

Salmonella sp

Componion

(disk-arazi)

8+0.03

- 10+ 0.00

8+0.03

Componion
(disk- yiiksek
doz)

24 +0.02

10+0.01 -

10 £0.01

Componion

(kuyu- arazi)

12 +£0.00

Componion
(Kuyu- yiiksek
doz)

- 19+£0.02

Bordo
Bulamaci

(disk-arazi)

= 7+0.01

9+

0.02

Bordo
Bulamaci
(disk- yiiksek
doz)

18 £0.01

21 +0.00 27 £0.02

22+
0.01

12 +£0.02

Bordo
Bulamac1

(kuyu- arazi)

12 +0.01 -

8+
0.03

Bordo
Bulamaci
(Kuyu- ytiksek
doz)

11+£0.00

20 £0.02 30+0.00

20+
0.02

38+0.02

Cupravit OB
21 (disk-arazi)

10 £0.04

10+ 0.02 -
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Cizelge 3.3. (devam)

Cupravit OB
21 (disk- 9+0.01 9+0.02 - 4+ -
yiiksek doz) 0.03

Cupravit OB - - - - 10 +£0.00
21 (kuyu-

arazi)

Cupravit OB
21 (kuyu- 20£0.02 - 10 +£0.00 20 + 21+0.03
yiiksek doz) 0.03

Basudin 60 - - 10 £0.02 - -
EM (disk-

arazi)

Basudin 60
EM (disk- 12 +0.01 21 +£0.01 30+£0.02 - 10 £0.02
yiiksek doz)

Basudin 60 - - - - 14+0.01
EM (kuyu-

arazi)

Basudin 60
EM (kuyu- - 24 +0.00 40 +0.01 30 + 12+0.03
yiiksek doz) 0.00

Dursban 4 - 14 +0.01 - - R

(disk-arazi)

Durshan 4
(disk- yiiksek - 14 £0.02 29 +0.02 - 14 +£0.02
doz)

Dursban 4 - 12 £0.00 - - R

(kuyu- arazi)

Durshan 4 25+0.00 17+0.01 32+0.02 21+ 36 0.03
(kuyu- yiiksek 0.02
doz)

(-): Inhibisyon yok
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om Com B. b Cup Cup
(@ (yd) (@ (vd) (a) (v.d) (y.d) (y.d)

® Disk Difiizyon = Kuyu Difiizyon

Sekil 3.2. Kuyu ve disk yontemine gore pestisitlerin P. aeruginosa iizerine

inhibisyonlarinin siitun grafigi (Com: Componion, B.b: Bordo bulamaci,
Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM, D: Dursban 4, (a): Arazi doz,
(y.d): Yiiksek doz)

Sekil 3.3. Kuyu ve disk yontemine gore pestisitlerin E. coli izerine siitun grafigi
(Com: Componion, B.b: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21,
B: Basudin 60 EM, D: Dursban 4, (a): Arazi doz, (y.d): Yiiksek doz)
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ifiizyon = Kuyu

Sekil 3.4. Kuyu ve disk yontemine gore pestisitlerin Salmonella sp. tizerine
inhibisyonlarinin siitun grafigi (Com: Componion, B.b: Bordo bulamaci,
Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM, D: Dursban 4, (a): Arazi doz,
(y.d): Yiiksek doz)

1INl BN

Sekil 3.5. Kuyu ve disk yontemine gore pestisitlerin S. aureus iizerine
inhibisyonlarinin siitun grafigi (Com: Componion, B.b: Bordo bulamaci,
Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM, D: Dursban 4, (a): Arazi doz,
(y.d): Yiiksek doz)
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Sekil 3.6. Kuyu ve disk yontemine gore pestisitlerin B. spizenii tizerine

inhibisyonlarinin siitun grafigi (Com: Componion, B.b: Bordo bulamaci,
Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM, D: Dursban 4, (a): Arazi doz,
(y.d): Yiiksek doz)

3.3 Test Mikoorganizmalarinin Pestisitlere Duyarhliklarinin Belirlenmesi: MIK

Tayini
Pestisitlerin test mikroorganizmalari {izerindeki Minimum inhibisyon gosterdigi

konsantrasyonlar (MiK) Cizelge 3.4’de verilmis ve Componion’a (biyolojik pestisit)
ait MIK goriintiisii ise Sekil 3.7’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Pestisitlerin test mikroorganizmalari iizerindeki MIK konsantrasyonlari

Pestisitler

Biyolojik Dogal Sentetik Pestisitler
Pestisit Pestisit
Test
Mikroorganizmalari Companion Bordo Basudin | Cupravit |Dursban
Bulamaci 60 EM OB 21 4
Escherichia coli 12 ml/L 10 mg/mi 3ml/L 128 -
(KKU) mg/ml
Pseudomonas 12 ml/L 13mg/ml | 0.70 ml/L | 5mg/ml | 3 ml/L
aeeruginosa ATCC
9027
Salmonella sp. 8 ml/L 15 mg/ml | 0.65 ml/L 256 24 ml/L
(KKU) mg/mi
Staphylococcus 2ml/L 15mg/ml | 0.55ml/L | 6.5mg/ml | 3 ml/L
aureus ATCC 6538
Bacillus spizenii 12 ml/L 15 mg/mi 3ml/L 128 24 ml/L
ATCC 6633 mg/ml
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Sekil 3.7. Componion (Biyolojik pestisit) konsantrasyonunun MiK gériintiisii
(Plate 1: A-B: Salmonella sp., C-D: E. coli, E-F: P. aeeruginosa,
G-H: B. spizeni (1.kuyucuk: 0.5 ml/L; 2.kuyucuk : 1 ml/L;
3.kuyucuk: 2 ml/L; 4.kuyucuk: 4 ml/L; 5. kuyucuk:8 ml/L;
6.kuyucuk: 12 ml/L; 7.kuyucuk: 16 ml/L)
(Plate 2: A-B: S. aureus (1.kuyucuk: 0.5 ml/L; 2.kuyucuk : 1 ml/L;
3.kuyucuk: 2 ml/L; 4.kuyucuk: 4 ml/L; 5. kuyucuk:8 ml/L;
6.kuyucuk: 12 ml/L; 7.kuyucuk: 16 ml/L) )

Denemeler sonucunda dogal pestisit olan bordo bulamacinin MIK dozunun arazide
uygulanan doz oldugu tespit edilirken, sentetik pestisitlerden Dursban’in MiK degeri

arazi dozundan yiiksek bulunmustur.
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3.4. Toprak ve Yapraktan izole Edilen Suslarin Metabolik Aktiviteleri Uzerine
Pestisitlerin Etkisi

3.4.1. Antibiyotik Duyarhhklara Etkisi

Calismamizda mevcut izolatlarin icinden yaprak-toprak numunelerinin ayni
istasyonlardan olmasina dikkat edilerek secilen Bacillus cereus DY®6, Micrococcus
yunnanensis DT1 ve Bacillus tequilensis DT2 suslarmin pestisitli ortamlarda
hazirlanmis kiiltiirlerine ve kontrol grubuna test edilecek antibiyotik diskleri
(Penicillin, Tetracycline, Ampicillin, Gentamycin, Erythromycin ve Vancomycin)
yerlestirilmistir. Elde edilen veriler NCCLS, (2011) ve CA-SFM, (2007)’ e gore
degerlendirilmistir. Cizelge 3.5 ve Sekil 3.8’de kontrol gruplarina ait veriler
gosterilirken Cizelge 3.6, Cizelge 3.7, Cizelge 3.8’de pestisitle kiiltiire edilen suslarin
antibiyotik duyarliliklar1 sonuglar1 verilmistir. Ayrica Bacillus cereus DY6’un Sekil
3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14’de; Micrococcus
yunnanensis DT1’in Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19, Sekil
3.20’de ve Bacillus tequilensis DT2’in Sekil 3.21, Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24,
Sekil 3.25, Sekil 3.26’da kontrole gore degisimleri grafiklerle gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. Kontrol grubu olarak Bacillus cereus DY6, Micrococcus yunnanensis
DT1 ve Bacillus tequilensis DT2’in antibiyotik duyarliliklari

(zon ¢ap1- mm)

Antibiyotikler Kontrol Kontrol Grubu Kontrol Grubu
Grubu (Micrococcus (Bacillus

(Bacillus yunnanensis tequilensis DT2)

cereus DY6) DT1)

Erythromycin 27 +£0.02 - 12 £0.01
Gentamycin 26 +0.03 23 +£0.02 22 +£0.03
Penicillin - 10 £0.01 9 +0.02
Tetracycline 30+ 0.02 40 +£0.00 13 £0.02
Vancomycin 21 +0.03 24 +£0.01 20 +£0.03
Ampicillin 10+ 0.01 - 12 £0.01

(-): Inhibisyon yok
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Sekil 3.8. Kontrol grubu olarak Bacillus cereus DY6, Micrococcus yunnanensis DT1

ve Bacillus tequilensis DT2’in antibiyotiklere duyarliliginin siitun grafigi

ile gosterimi

Cizelge 3.6. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus cereus DY 6’un antibiyotik

duyarliliklar (zon ¢ap1-mm)

Pestisitler Antibiyotikler Arazi dozu MiK dozu Yiiksek doz
Componion Erythromycin 27+0.01 25+£0.02 25+£0.02
(Bacillus Gentamycin 24 £0.02 28 +£0.00 25+0.00

Subtilis GB03) Penicillin - - -

Tetracycline 27+0.02 32+0.01 30+0.02
Vancomycin 18 £0.03 19 £0.02 23 +£0.00
Ampicillin - 9+0.03 8+£0.02
Bordo Erythromycin 25+0.02 28 +£0.00
bulamact Gentamycin 20£0.03 272001
Penicillin - 16 £0.02
Tetracycline 29 +£0.00 37+0.02
Vancomycin 17 +£0.01 23 +£0.01
Ampicillin - 15+0.03
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Cizelge 3.6. (devam)

Dursban 4 Erythromycin 14 £0.01 25+0.01
Gentamycin 30 +0.00 29 £0.02
Penicillin 10+ 0.01 16 +0.03
Tetracycline 22 +0.02 35+0.02
Vancomycin 24+0.03 24 +0.00
Ampicillin - 14 +£0.01
Basudin Erythromycin 20+0.01 25+0.01 25+0.02
60 EM Gentamycin 26+0.02 25+0.01 25+0.00
Penicillin - 10 +0.03 15+0.02
Tetracycline 34 +£0.01 31+£0.00 35+0.00
Vancomycin 27 +£0.02 20+ 0.02 24 +£0.01
Ampicillin 9+0.01 - 15+0.03
Cupravit Erythromycin 24 +£0.01 34 +£0.00 21 £0.01
OB 21 Gentamycin 25+0.02 29 +0.01 25+0.03
Penicillin - 10 £0.02 16 +0.02
Tetracycline 38 £0.03 32 +£0.03 42 +£0.01
Vancomycin 29 +£0.02 22 +0.01 22 +£0.00
Ampicillin 10 +£0.03 10 +0.02 15+£0.01

(-): Inhibisyon yok
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Sekil 3.9. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus cereus DY 6 un Erythromycin’e ait
antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)

Sekil 3.10. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus cereus DY6’un Gentamycin’e ait
antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)
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m MIC dozu
® Yiiksek doz

Sekil 3.11. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus cereus DY 6’un Penicillin’e ait

antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)

Sekil 3.12. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus cereus DY 6’un Tetracyclin’e ait
antibiyotik duyarhiliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)
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Sekil 3.13. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus cereus DY6’un Vancomycin’e ait
antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)

Sekil 3.14. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus cereus DY6’un Ampicilin’e ait
antibiyotik duyarhiliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)
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Bacillus cereus DY6’un pestisitlerle kiiltiirasyonundan sonra Erythromycin’e karsi
duyarliliklarinin kontrole gore azaldigi tespit edilmistir. Bununla beraber Cupravit’in
yiiksek dozu, Basudin’in arazi dozu ve Dursban’in arazi dozu uygulamalarindan
sonra ise bu susun NCCLS (2011) ve CA-SFM (2007) verilerine gore orta direngli
smifinda yer aldigi anlasilmis ve Tetracycline, Vancomycin, Gentamycin’e karsi
duyarhiliklarinin kontrole gore arttigi tespit edilmistir. Penicillin’in NCCLS (2011)
ve CA-SFM (2007) verilerine gore kontrol grubu direngli smifinda iken; Bordo
bulamacinin yiiksek dozu, Dursban’in MiK=yiiksek dozu, Cupravit’in yiiksek dozu
ve Basudin’in yiiksek dozu uygulamalarindan sonra duyarli smifinda yer aldigi
goriilmistiir. Ampicilin’e karst duyarliliklarinin ise kontrole gore azaldigi tespit

edilmistir.

Cizelge 3.7. Pestisitlerle kiiltiire edilen Micrococcus yunnanensis DT1’in antibiyotik

duyarliliklar1 (zon gap1-mm)

Pestisitler Antibiyotikler Arazi dozu MiK dozu Yiiksek doz
Componion Erythromycin 25+£0.02 22 +£0.01 23 £0.01
(Bacillus Gentamycin 22+ 0.01 42 £ 0.00 26 £0.02
Subtilis GB03) Penicillin 30+0.03 29 +0.01 20 £0.02
Tetracycline 45+£0.01 26 +£0.02 40 +0.01
Vancomycin 22 +£0.01 27 +0.01 26 £0.02
Ampicillin - 15+0.03 25+0.03
Bordo bulamaci Erythromycin 25+0.01 254+0.01
Gentamycin 21 £0.02 30+£0.03
Penicillin 27 +0.02 17+0.01
Tetracycline 43 £0.00 42 £0.00
Vancomycin 27 +0.01 27 +£0.03
Ampicillin 18 £0.03 22 +£0.01
Dursban 4 Erythromycin 30+£0.02 30 £0.02
Gentamycin 27+ 0.01 30+ 0.01
Penicillin 41 +0.00 33+0.02
Tetracycline 42 +0.03 48 £0.00
Vancomycin 28 +0.02 25+0.01
Ampicillin 43 +£0.00 22 +£0.02
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Cizelge 3.7. (devam)

Basudin Erythromycin 29 +0.00 30+£0.01 28 £0.02
60 EM Gentamycin 25+0.01 26 £0.02 22 +0.01
Penicillin 48 £0.00 49 +0.00 29+0.01

Tetracycline 43 £0.02 47 £0.02 38 £0.00

Vancomycin 25+0.02 24 +£0.01 25+0.03

Ampicillin 36+0.01 40 +£0.01 18 +£0.02

Cupravit Erythromycin 30 +0.00 24 +0.01 25 +0.02
OB 21 Gentamycin 30+0.01 25+£0.02 30+0.02
Penicillin 47 +0.00 9+0.03 21+0.03

Tetracycline 43 +£0.01 30+0.02 30+0.02

Vancomycin 28 £0.03 20+ 0.00 26 +0.01

Ampicillin 45 +0.03 9+0.01 26 +0.03

(-): Inhibisyon yok

m Yiiksek
doz

Sekil 3.15. Pestisitlerle kiiltiire edilen Micrococcus yunnanensis DT1’in

Erythromycin’e ait antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol,

Com: Componion, B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B:
Basudin 60 EM, D: Dursban 4)
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Sekil 3.16. Pestisitlerle kiiltiire edilen Micrococcus yunnanensis DT1’in

Gentamycin’e ait antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol,

Com: Componion, B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B:
Basudin 60 EM, D: Dursban 4)

Sekil 3.17. Pestisitlerle kiiltiire edilen Micrococcus yunnanensis DT1’in Penicillin’e
ait antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol,

Com: Componion, B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B:
Basudin 60 EM, D: Dursban 4)
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Sekil 3.18. Pestisitlerle kiiltiire edilen Micrococcus yunnanensis DT1’in

Tetracyclin’e ait antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol,

Com: Componion, B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B:
Basudin 60 EM, D: Dursban 4)

Sekil 3.19. Pestisitlerle kiiltiire edilen Micrococcus yunnanensis DT1’in

Vancomycin’e ait antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol,

Com: Componion, B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B:
Basudin 60 EM, D: Dursban 4)
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m MIC dozu
® Yiiksek doz

Sekil 3.20. Pestisitlerle kiiltiire edilen Micrococcus yunnanensis DT1’in
Ampicilin’e ait antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol,
Com: Componion, B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21,
B: Basudin 60 EM, D: Dursban 4)

Micrococcus yunnanensis DT1’in pestisitlerle kiiltiirasyonundan sonra Tetracycline,
Vancomycin, Gentamycin ve Erythromycin’e karst duyarliliklarinin kontrole goére
arttigr tespit edilmistir. NCCLS (2011) ve CA-SFM (2007) verilerine gore
Micrococcus yunnanensis DT1 igin Penicillin’in kontrol grubu ve Cupravitin MiK
dozu direngli sinifinda iken, diger pestisit konsantrasyonlar1 duyarlilik sinifinda
tespit edilmistir. Ampicilin’de ise kontrol grubu, Componion’un arazi dozu, MIK
dozu ve Cupravitin MIK dozu Micrococcus yunnanensis DT1 igin direngli smifinda

yer alirken diger pestisit konsantrasyonlar1 duyarlilik sinifinda yer almistir.
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Cizelge 3.8. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus tequilensis DT2’in antibiyotik

duyarliliklari (zon ¢api-mm)

Pestisitler Antibiyotikler Arazi dozu MiK dozu Yiiksek doz
Componion Erythromycin 12+0.02 11+0.02 12 +0.01
(Bacillus Gentamycin 22+0.01 26+0.01 23 +0.02
Subtilis GB03) Penicillin 11+0.03 11+0.02 8+0.03
Tetracycline 14 +0.00 12+0.03 13 +0.01
Vancomycin 20+0.01 21+0.01 20+ 0.01
Ampicillin 9+0.03 8+0.01 -
Bordo bulamaci Erythromycin 10 £0.01 25+0.03
Gentamycin 25+0.03 25+£0.01
Penicillin - 31+0.00
Tetracycline 15 +£0.02 40+ 0.01
Vancomycin 19 +0.01 27+0.03
Ampicillin 12 +0.03 23 +0.01
Dursban 4 Erythromycin 17 £0.03 20 £0.02
Gentamycin 24 +0.01 21 +£0.03
Penicillin - 31+0.01
Tetracycline 18 £0.01 -
Vancomycin 21+0.03 22 +0.01
Ampicillin - 22 +£0.02
Basudin Erythromycin - - -
60 EM Gentamycin 19+0.01 30+0.01 21 +£0.01
Penicillin 10+ 0.03 9+0.02 9+0.03
Tetracycline 12+0.01 14 +£0.01 30+0.00
Vancomycin 20+0.02 21+£0.02 20+0.03
Ampicillin 8+0.01 10+0.03 -
Cupravit Erythromycin 28 £0.02 9+0.01 18 £0.01
OB 21 Gentamycin 33+£0.01 20+0.02 25+0.03
Penicillin - 8 +£0.03 23 +0.01
Tetracycline 44 £0.01 16 £0.02 33+ 0.00
Vancomycin 27+0.02 18 £0.01 22 +£0.01
Ampicillin 21+0.01 - 20 +0.02

(-): Inhibisyon yok
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Sekil 3.21. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus tequilensis DT2’in Erythromycin’e ait
antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)

Sekil 3.22. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus tequilensis DT2’in Gentamycin’e ait
antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)
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Sekil 3.23. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus tequilensis DT2’in Penicillin’e ait
antibiyotik duyarhiliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)

Sekil 3.24. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus tequilensis DT2’in Tetracyclin’e ait
antibiyotik duyarhiliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)
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Sekil 3.25. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus tequilensis DT2’in Vancomycin’e ait
antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)

Sekil 3.26. Pestisitlerle kiiltiire edilen Bacillus tequilensis DT2’in Ampicilin’e ait
antibiyotik duyarliliklarindaki degisim (K: Kontrol, Com: Componion,

B.B: Bordo bulamaci, Cup: Cupravit OB 21, B: Basudin 60 EM,
D: Dursban 4)
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Bacillus tequilensis DT2’in pestisitlerle kiiltirasyonundan sonra Vancomycin,
Gentamycin’e kars1 duyarliliklarinin kontrole gore arttig1 tespit edilmistir. NCCLS
(2011) ve CA-SFM (2007) verilerine gore Bacillus tequilensis DT2 i¢in Penicillin ve
Ampicilin’in kontrol grubu direngli sinifinda iken Bordo bulamacinin yiiksek dozu,
Cupravit’in yiiksek dozu ve Dursban’in MiK=yiiksek dozu duyarlilik smifinda yer
almistir. Bacillus tequilensis DT2 igin ise Erythromycin’in kontrol grubu direngli
smifinda iken Bordo bulamacinin yiiksek dozu ve Cupravit’in arazi dozu duyarlilik

sinifinda yer almistir.

3.4.2. Toprak ve Yapraktan izole Edilen Suslarin Uremesine Pestisitlerin Etkisi

Pestisitlerin ~ bakteri iiremesine etkisini belirlemek amaciyla, antibiyotik
duyarlhiliklarinda en fazla degisim gosteren sus olan Bacillus tequilensis DT2
secilmistir. Bu sus sentetik pestisitlerden Cupravit, dogal pestisitlerden Bordo
bulamaci ve biyopestisitlerden Componionla kiiltiire edildikten sonra, generasyon

stire ve sayilarinin degistigi tespit edilmis ve pestisitlerin tiremeye etkisi belirlenerek

Cizelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. Bacillus tequilensis DT2’in pestisitlerle kiiltiirasyonundan sonra

belirlenen generasyon sayilari ve siireleri

Generasyon sayisi Generasyon siiresi
Kontrol Grubu 20 48 dakika (8/10 saat)
Cupravit-yiiksek doz 10 1 saat 36 dakika (16/10
saat)
Componion-MiK dozu 6 2 saat 24 dakika (24/10
saat)
Bordo bulamaci- 13 1 saat 12 dakika (12/10
arazi=MIK dozu saat)
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Bacillus tequilensis DT2’in pestisitlerle muamelesi sonucunda 0. ve 50. saatlerde
tiiplerde goriilen bulaniklik degisimi Sekil 3.32’de gosterilmistir (Mac Farland 5).
Bordo bulamaciin en yiiksek dozunda bulaniklik, diger pestisitlere oranla daha az

goriilmistiir (Mac Farland 3).

50. saat

Sekil 3.27. Bacillus tequilensis DT2’in pestisitlerle kiiltiirasyonundan sonra tiiplerde

goriilen bulaniklik degisimi (1.tlip: Kontrol Grubu, 2.tiip: Cupravit
(yiiksek doz), 3.tiip: Bordo bulamaci (arazi=MIK), 4.tiip: Bordo bulamac

(yiiksek doz), 5.tiip: Componion (MIK))
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Sekil 3.28. Bacillus tequilensis DT2’in (kontrol) iireme egrisi

Zaman (h)

Sekil 3.29. Cupravit (yiiksek doz) ile muamele edilen Bacillus tequilensis DT2’in

iireme egrisi
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Sekil 3.30. Componion (MIK) ile muamele edilen Bacillus tequilensis DT2’in

iireme egrisi

—

Zaman (h)

Sekil 3.31. Bordo bulamaci (Arazi=MIK) ile muamele edilen Bacillus tequilensis

DT2’in lireme egrisi
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Sekil 3.32. Bordo bulamaci (yiiksek doz) ile muamele edilen Bacillus tequilensis

DT2’in lireme egrisi

Bacillus tequilensis DT2’in kontrol grubundaki tireme egrisi Sekil 3.28’de,
pestisitlerle (Sentetik-Cupravit, Biyolojik-Componion, Dogal-Bordo bulamaci)
muamelesi sonucu iireme egrileri ise Sekil 3.29, Sekil 3.30, Sekil 3.31 ve Sekil 3.32°
de verilmistir. Ancak Bordo bulamacinin yiiksek dozunda, organizmanin direk 6liim

fazina gegtigi goriilmekte olup 8.saatin sonunda hiicre sayis1 sifira ulasmigtir. (Sekil
3.33)
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Sekil 3.33. Bordo bulamaci (yiiksek doz) ile muamele edilen Bacillus tequilensis

DT2’in 0- 8.saatlerindeki koloni goriintiileri
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3.4.3. Genetik Modifikasyonlar

Genetik modifikasyonlarin tespitinde metabolik aktivitelerden antibiyotiklere karsi
duyarlilikta ve bakteri iiremesinde en fazla degisikligin tespit edildigi pestisit olan
Bordo bulamaci, indikator pestisit olarak secilmistir. Bordo bulamaciyla muamele
edilen Bacillus cereus DY 6 ‘da meydana gelen genetik modifikasyonlarin tespiti i¢in
elde edilen kiiltiirler, Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama Ve Arastirma
Merkezi’ne gonderilmistir. Merkezde standart kosullarda kiiltiire edilen Bacillus
cereus DY6 ile Bordo bulamaci ile kiiltire edilen Bacillus cereus’un
karsilastirilmasinda (Cizelge 3.10) baz dizilimindeki homolojinin %100°den % 99°a
distiigi tespit edilirken, 126. kodonunda GT@ dizisinin iigiincii niikleotidinin
GTl’ye doniistiigli gortilmiistiir. (Cizelge 3.11, Cizelge 3.12- Sekil 3.34, Sekil 3.35)

Cizelge 3.10. Pestisitle muamele 6ncesi ve sonrasi Bacillus cereus DY6’un 16S

ribozomal RNA’ya dayali tiir tayini sonucu

Sus Istasyon Adi | EMBL/Gen Tiir Ad1 Homoloji
Kodu Bank No
DY6 Istasyon A KT719870.1 Bacillus cereus %2100
Yaprak

Bordo Istasyon A KT719870.1 Bacillus cereus %99
bulamacli Yaprak
DY6
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Cizelge 3.11. Bacillus cereus DY6’un analizi sonucunda elde edilen DNA sekansi

CAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC
GGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGG
CTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTT
CGGGTEGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTG
GCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGT
CATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTC
TGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCG
CCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGA
GCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACA
TGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC
GGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAA
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Cizelge 3.12. Bordo bulamaciyla kiiltire edilen Bacillus cereus DY6’un analizi

sonucunda elde edilen DNA sekansi

CAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC
GGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGG
CTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTT
CGGGTEGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTG
GCACCTTGACGGTACCTAATACAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGG
TCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGGCGAAGGCGACTT
TCTGGTCTGTAACTGACACTGAGCGCGAAAGCGTGGGGGAGAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGCAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCG
CCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGA
GCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACA
TGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC
GGTGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAA
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Sekil 3.35. Bordo bulamaciyla kiiltiire edilen Bacillus cereus DY6’un analizi
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4. TARTISMA VE SONUC

Diinya niifusunun beslenme ihtiyacinin karsilanmasi; tarimda birim alandan alinan
iriin miktarinin artmasi, iyi tohum kullanimi, giibreleme, sulama, toprak hazirlama
gibi faktorlerin yaninda hastalik ve zararlilarla miicadele ile miimkiin olmaktadir [9].
Diinyada ve iilkemizde tarim alanindaki zararlilar1 yok etmek ve kaliteli iirtin elde
etmek amaciyla pestisitler yogun olarak kullanilmaktadir. Tarimsal savasta kullanilan
pestisitler, hedef organizmalar1 yok ederek iiriin artisina neden olabildikleri gibi,
hedef olmayan canlilarda da hasarlara yol agmaktadirlar [72, 73]. Uygulama
kolaylig1 ve iyi sonu¢ alinmasi nedeniyle iilkemizde ve diinyada daha ¢ok kimyasal
savasa bagvurulmaktadir. Bu amacgla kullanilan kimyasallar (sentetik, dogal ve
biyopestisit), bitki koruma iiriinleri olarak ulusal mevzuata gore kullanilmaktadir.
[10]. Bu kimyasallarin; 6zellikle sentetik pestisitlerin bilimsel denetimden yoksun,
gelisi giizel ve asir1 dozda kullanilmalar1 sonunda, zararlilar disindaki yararli canlilar
ve cevrenin diger unsurlari tiizerindeki olumsuz etkileri bir¢ok arastirmada

belirtilmistir [74].

Ulkemizde tarimin hizli artisma paralel olarak tarim ilact kullaniminin (6zellikle
sentetik pestisitler) giderek artmasi sonucu, pestisit uygulanmis iiriinlerden insanlarin
ve hedef alinmayan diger canlilarin zarar gérmemesi i¢in, pestisitlerin mutajenik
etkilerinin de test edilmesi gerekmektedir [3-6]. Kimyasallarin mutajenik ve
genotoksik etkilerinin arastirilmasinda prokaryotik ve Okaryotik sistemler
kullanilmaktadir. Ancak prokaryotik ve Okaryotik canlilarda genel hiicre
metabolizmas1 birbirinden biiyiik farkliliklar gosterir. Bu nedenle kimyasallarin
prokaryotik bakteri sistemleri ile test sonuclari, Okaryotik canlilarda ayni

kimyasallarin olasi etkileri konusunda giivenilir bilgiler veremez [75].

Calismamizda kullanilan; sentetik, dogal ve biyopestisit olarak siniflandirilan
pestisitlerden en yaygin olarak kullanilani da sentetik pestisitlerdir. Yapilan
calismalara bakildiginda da canlilar tizerine etkisine dair ¢alismalarin, sentetik

pestisitler iizerine yogunlastigi goriilmektedir. [76-85].
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Bilaloglu (1989), sectikleri 6 sentetik pestisitin Allium cepa kok ucu meristem
hiicrelerindeki mitotik aktiviteye etkilerini, olusturduklari mitotik anormallikleri ve
kromozom degisimlerini incelemis ve mitotik aktivitenin engellenmesinin, uygulama
dozu ve uygulama siiresine bagl oldugunu belirtmistir [76]. Celik ve arkadaslari
(2003) da sogan kok hiicreleri tizerine uyguladiklart sentetik pestisitin sitogenetik

etkilerini ortaya koymus ve toksik etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir [77].

Pestisit uygulamalarinin bitkilerde meydana getirdigi morfolojik ve anatomik
farkliliklar yaninda bitkinin gelistigi topraklarda bakteri, aktinomiset ve funguslari da
etkilemesi s6z konusudur. Pestisitler dogrudan topraga uygulandigi gibi, dolayl
olarak bitkilere piskiirtiilirken bir miktar1 da topraga karismaktadir. Yapilan
arastirmalar sonucu bazi organik klorlu pestisitlerin topraga tatbik edilmesi halinde,
%50'den fazlasinin 15-16 yil toprakta kalabilecegi tespit edilmistir [86]. Ayrica,
bitkinin yesil kisimlarindaki pestisitler de sulama ve yagmur sular ile topraga
gecebilmektedir. Boylece toprak i¢in faydali olan pekgok mikroorganizma grubu da
pestisitlerden etkilenmektedir [87-89].

Pestisitlerin mikroorganizmalar iizerine etkilerini belirlemek i¢in bazi ¢aligmalar
yapilmistir ve ¢aligmalarin tamami topraga uygulama sonucu elde edilen verileri
icermektedir. Odeyeni ve arkadaslar1 (1977) baz1 fungusitlerin (Phygon, Spergon ve
Thram), bezelyede nodiil olusturan Rhizobium suslarina etkisini arastirmis, ve
fungusit konsantrasyonunun fazla bulundugu ortamlarda hassas Rhizobium suslarinin
cogaldigini tespit etmistir [90]. Yine birgok pestisitin yararli mikroorganizmalar
tizerinde olumsuz etkilerine bakildiginda yararli mikroorganizmalarin pestisite
toleranslarinin  oldugu, ancak amonifikasyon ve denitrifikasyonu engelledigi
belirtilmistir [91, 92]. Yine sentetik pestisit uygulanmis toprakta kontrole oranla
gram negatif bakterilerin sayilarinda azalma oldugu vurgulanmigtir [92]. Tiitiinde
mavi kiif hastaligina kars1 kullanilan sentetik pestisitin de toprak mikrofunguslarinin
sayisini azalttig belirtilmistir [89]. Ancak Digrak ve arkadaslari (1996) ile Kagkar ve
arkadaglar1 (1998); sentetik pestisit uygulanan toprakta, toplam mikroorganizma
sayisinin  degismedigini bildirmislerdir [93,94]. Sentetik pestisitlerin toprak ve
epifitik floraya etkisine dair yapilan bu calismada, test edilen pestisitlerin genel

inhibisyonlarinin ~ yliksek oldugu tespit edilirken, bakterilerin metabolik
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aktivitelerinde de ( antibiyotik duyarlilik, generasyon siiresi, generasyon sayisi)

yiiksek oranda degisimler tespit edilmistir.

Dogal (Bordo bulamaci, bitki ve hayvan yaglari, baz1 bitki ekstraktlar1 vb.) ve
biyopestisitlerin (Bacillus thuringiens preparatlart vb) mikroorganizmalar iizerine
etkisine dair ¢alismalara bakildiginda, ¢ok smurli literatiire rastlanmigtir [95-98].
Tirkiye’de ekolojik tarim yapilan bolgelerde kullanilan bitki ekstraktlarindan
bazilar1; 1sirgan otu ekstresi, aci agag ekstresi, pelin otu ekstresi, kara turp ekstresi,
sogan ekstresi, nane, ¢cam, kimyon yaglar1 ve kullanilan biyopestisitler ise Bacillus

thuringiensis preparatlaridir.

Biyopestisitler, ¢evre ve insan saglhigi iizerinde ¢ogunlukla hi¢bir olumsuz etki
yaratmamakta, besin zincirine zarar vermemekte ve gidalar tizerinde toksik kalinti
birakmamaktadir [99]. Biyopestisitler igerisinde yer alan bakterilerin, bitki hastalik
ve zararlilartyla olan miicadelede etken oldugu mekanizmalara bakildiginda bu
bakterilerin antimikrobiyal 6zellikleri ve olusturdugu toksinler 6n plana ¢ikmaktadir.
Bu antimikrobiyal bilesik ve toksinlerin, mikroorganizmalar iizerindeki etki
mekanizmalart da farkliliklar gostermektedir. Bugiine kadar birgok caligmada
mikroorganizmalarin birbirleriyle iliskilerine yonelik ¢alismalar mevcut iken [100],
biyopestisitlerin ve dogal pestisitlerin mevcut bitki ve toprak florasi tizerindeki

etkisine yonelik herhangibir ¢alisma bulunmamaktadir.

Pestisitlerin mutajenik ve genotoksik etkilerine dair arastirmalarda, prokaryotik ve
Okaryotik  sistemler kullanilmaktadir. Prokaryotik canlilarda genel hiicre
metabolizmasi, birbirinden biiyiik farkliliklar gosterir. Bu nedenle kimyasallarin
prokaryotik bakteri sistemleri {izerine etkileri, daha fazla arastirma gerektirmektedir.
Pestisitlerin  ¢cogu, mikroorganizmalar i¢in yeni bilesiklerdir. Bu nedenle,
mikroflorada yer alan mikroorganizmalar pestisitlere yonelik olarak baglangicta
yavas bir adaptasyon siireci gecirirler. Bu siire¢ sonunda uygulanan pestisit
konsantrasyonlarina mikroorganizmalar, cesitli genetik modifikasyonlarla direng
kazanabildikleri gibi biyolojik ayrisma yetenekleri ile toprak ve epifitik florada

yararli organizmalar haline doniisebilirler.
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Reed ve arkadaslar1 (1987), pestisitlerin pargalanmasinin hizli oldugu anda
topraktaki mikroorganizmalarin 6zelliklerini incelemigler ve pestisit uygulanmig
toprakta sayisi en ¢ok degisenlerin bakteri, en az degisenlerin ise fungus oldugunu
tespit etmislerdir. Bununla beraber topraktan izole edilen bakterilerin ¢ogunun

pestisiti substrat olarak kullanarak gelisme gosterdigi ¢calismalarda mevcuttur [101].

Calismamizda kullanilan pestisitlerin (sentetik, dogal ve biyopestisit) her birine
mikroorganizmalarin duyarliliklar tespit edilmis olup 6zellikle giiniimiizde yogun
olarak kullanilan dogal pestisitlerden Bordo bulamacimin metabolik aktivitedeki
degisimleri tespit edilmistir. Bununla beraber indikator sus olarak secilen Bacillus
cereus DY6’da genetik modifikasyon taramasi yapilmis ve modifikasyonun

gerceklestigi goriilmiistiir.

Giliniimiizde kullanilan sentetik pestisitlerin canlilar iizerinde olumsuz etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Son derece toksik oldugu bilinen sentetik pestisitlerin zorunlu
kullanimlar1 durumunda konsantrasyonlarinin ve hedef organizmalarin ¢ok iyi belir-
lenmesi gerekmektedir. Biyopestisitler hedef olmayan faydali organizmalara karsi
diisiik toksisiteli, ¢abuk pargalanan, mutajen olmayan, se¢ici goriinen ve ekosistemde
minimum zarara yol agan maddeler olarak bilinmektedir [102]. Daha az zararli
oldugu bilinen dogal ve biyopestisitlerin kullanimi1 yayginlastirilmali, ancak bu
biyomateryallerin toksik bilesikler olabilecegi de diisiiniilerek bu tiir ¢alismalara
daha fazla agirlik verilmelidir. Bu anlamda c¢alismamiz, pestisitlerin bakteriyel
etkisini farkli bir acidan degerlendirmis olup 6zellikle ekosistemi olumsuz etkiledigi
diisiiniilen kimyasal pestisitlerin yani sira, herhangibir zarar1 olmadigi diisiiniilen
dogal ve biyopestisitlerin, bakterilerin tirettigi metabolik {iriinler lizerine etkisi ile bu
alana yeni bir bakis acgis1 kazandirarak, literatiire 6nemli katkilar saglayacagi

diistiniilmektedir.
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EKLER

EK. 1.

A. ANALIZI iSTENEN ORNEK

Ad, cinsi: Bakteri kiilttiri
Numune sayisi :8

1. DY1
2. DY2
3. DY3
4. DY4
5. DY5
6. DT1
7. DT2

B. KULLANILAN PRIMERLER

Bakteri tanimlamasinda PCR ve DNA dizi analizi ¢alismalarinda kullanilan

primer ciftleri

Primer 523 Kaynak

27F AGAGTTTGATCCTGG | Singh, V., Chaudhary, D. K.,
CTCAG Mani, 1. 2012. Molecular

1492R TACGGTTACCTTGTT | Characterization and Modeling
ACGACTT of Secondary Structure of 16S

rRNA from Aeromonas Veroii.
International Journal of Applied
Biology and Pharmaceutical
Technology, 3 (1), 253-260.
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C. SONUC

Orneklerin sekanslarinin NCBI Gen bankasi sonuglari ile blastlanmasi sonrasi elde

edilen % benzerlikleri asagidaki ¢izelgelerde belirtildigi gibidir.

DY1 kodlu ornegin 27F/1492R primeri ile sekanslarinin NCBI Gen bankasi

sonuglarina gore % benzerlikleri

Ornek EMBL / Gen Bakteri Tiirleri %
kodu Bank No Homoloji

Bacillus invictae strain T2.22D
DY1 KT720227.1 16S ribosomal RNA gene, 100%
partial sequence
Bacillus invictae strain
DY1 KT719907.1 AMY _17.1 16S ribosomal 100%

RNA gene, partial sequence

Bacillus invictae strain
DY1 KT719885.1 MSL 3055 16S ribosomal 100%
RNA gene, partial sequence

Bacillus invictae strain
DY1 KT719882.1 MSL 3051 16S ribosomal 100%

RNA gene, partial sequence

Bacillus invictae strain
DY1 KT719858.1 MSL 3007 16S ribosomal 100%

RNA gene, partial sequence
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050976?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6FTVD048015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050976
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050976
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050976
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050656?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6FTVD048015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050656
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050656
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050634?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6FTVD048015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050634
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050634
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050634
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050631?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6FTVD048015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050631
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050631
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050607?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=6FTVD048015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050607
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050607
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050607

DY2 kodlu o6rnegin 27F/1492R primeri ile sekanslarimin NCBI Gen bankasi

sonuclarina gore % benzerlikleri

Ornek EMBL / Gen Bakteri Tiirleri %

kodu Bank No Homoloji

Bacillus cereus strain 3PIK2 16S
DY2 KJ722471.1 ribosomal RNA gene, partial 99%
sequence

Bacillus cereus strain BC-2 16S
DY2 KF835391.1 ribosomal RNA gene, partial 99%

sequence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/671756803?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6JUVP0Y301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_671756803
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_671756803
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_671756803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/630256964?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=6JUVP0Y301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_630256964
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_630256964
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_630256964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/590121452?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=6JUVP0Y301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_590121452
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_590121452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/582979494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=6JUVP0Y301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_582979494
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_582979494
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_582979494
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/514251617?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=6JUVP0Y301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514251617
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514251617
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514251617

DY3 kodlu o6rnegin 27F/1492R primeri ile sekanslariin NCBI Gen bankasi

sonuclarina gore % benzerlikleri

Ornek EMBL / Gen Bakteri Tiirleri %

kodu Bank No Homoloji

Bacillus tequilensis strain
DY3 KT720350.1 V48.19f 16S ribosomal RNA 99%

gene, partial sequence

Bacillus tequilensis strain
DY3 KT720333.1 V44.17b 16S ribosomal RNA 99%
gene, partial sequence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/319430288?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6FTVUYK7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_319430288
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_319430288
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_319430288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954051099?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6FTVUYK7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051099
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051099
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954051088?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=6FTVUYK7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051088
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051088
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954051082?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=6FTVUYK7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051082
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051082
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954051080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=6FTVUYK7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051080
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051080
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051080

DY4 kodlu o6rnegin 27F/1492R primeri ile sekanslarmin NCBI Gen bankasi

sonuclarina gore % benzerlikleri

Ornek EMBL / Gen Bakteri Tiirleri %

kodu Bank No Homoloji

Cellulosimicrobium cellulans F16
DY4 EU287931.2 16S ribosomal RNA gene, complete 99%

sequence

Cellulosimicrobium cellulans strain
DY4 GU012422.1 YB-43 16S ribosomal RNA gene, 99%

partial sequence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/493116406?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6JV2YRJT01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_493116406
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_493116406
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_493116406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/923394034?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=6JV2YRJT01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_923394034
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_923394034
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_923394034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/381217495?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=6JV2YRJT01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_381217495
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_381217495
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_381217495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/261363554?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=6JV2YRJT01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_261363554
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_261363554
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_261363554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159000107?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=6JV2YRJT01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_159000107
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_159000107
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_159000107

DYS5 kodlu o6rnegin 27F/1492R primeri ile sekanslarimin NCBI Gen bankasi

sonuclarina gore % benzerlikleri

Ornek EMBL / Gen Bakteri Tiirleri %

kodu Bank No Homoloji

Bacillus subtilis subsp.

inaguosorum strain Ph_01B1.1 16S
DY5 KT719957.1 ] ] 100%
ribosomal RNA gene, partial

sequence

Bacillus subtilis subsp.

inaquosorum strain MSL.3052 16S
DY5 KT719883.1 ] ] 100%
ribosomal RNA gene, partial

sequence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050766?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6JV86GN201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050766
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050766
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050766
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050706?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6JV86GN201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050706
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050706
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050706
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6JV86GN201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050695
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050695
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050695
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050695
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050632?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6JV86GN201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050632
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050632
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050632
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050629?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=6JV86GN201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050629
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050629
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050629
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050629

DY6 kodlu ornegin 27F/1492R primeri ile sekanslarimin NCBI Gen bankasi

sonuclarina gore % benzerlikleri

Ornek EMBL / Gen Bakteri Tiirleri %

kodu Bank No Homoloji

Bacillus cereus strain MPF 58 16S
DY6 KT719800.1 ribosomal RNA gene, partial 100%
sequence

Bacillus cereus strain MER 142 16S
DY6 KT719720.1 ribosomal RNA gene, partial 100%

sequence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050619?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6X4SRKPB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050619
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050619
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050549?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6X4SRKPB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050549
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050549
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050480?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6X4SRKPB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050480
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050480
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050469?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6X4SRKPB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050469
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050469
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050469
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050468?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=6X4SRKPB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050468
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050468
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050468

DT1 kodlu ornegin 27F/1492R primeri ile sekanslarinin NCBI Gen bankasi

sonuclarina gore % benzerlikleri

Ornek EMBL / Gen Bakteri Tiirleri %

kodu Bank No Homoloji

Micrococcus yunnanensis strain
DT1 KT200430.1 KP018f 16S ribosomal RNA gene, 99%

partial sequence

Micrococcus yunnanensis strain
DT1 KP860523.1 EAS4C22 16S ribosomal RNA 99%
gene, partial sequence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954050405?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6X4X8JXF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050405
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050405
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954050405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/856992506?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=6X4X8JXF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_856992506
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_856992506
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_856992506
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/806776926?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=6X4X8JXF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_806776926
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_806776926
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_806776926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/803432242?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=6X4X8JXF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_803432242
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_803432242
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_803432242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/762219252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=6X4X8JXF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_762219252
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_762219252
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_762219252

DT2 kodlu ornegin 27F/1492R primeri ile sekanslarmin NCBI Gen bankasi

sonuclarina gore % benzerlikleri

Ornek EMBL / Gen Bakteri Tiirleri %

kodu Bank No Homoloji

Bacillus tequilensis strain VV44.28fa
DT2 KT720339.1 16S ribosomal RNA gene, partial 100%
sequence

Bacillus mojavensis strain
DT2 KT720331.1 V44.14fff 16S ribosomal RNA 100%
gene, partial sequence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954051099?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6JVDP3ZP01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051099
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051099
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954051088?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6JVDP3ZP01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051088
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051088
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954051082?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6JVDP3ZP01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051082
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051082
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954051080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6JVDP3ZP01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051080
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051080
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954051063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=6JVDP3ZP01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051063
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051063
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051063
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954051063

Sekans analizi sonucunda elde edilen DNA sekanslari

DY1 kodlu 6rnek

CCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG
TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGA
ACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTTCTG
TCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCC
CAACTAAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
CTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCA
AGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTAC
TCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAA
CCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAG
AGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGC
TACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCA
ATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACC
GCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTAC
GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTA
CCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAG
AGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAG
ACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG
GGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACG
CATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATGCGCCGCG
GGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACCATGC
GGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGT
CTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCC
GGGAGCAAGCT
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DY2 kodlu 6rnek

TAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACC
GGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTG
TCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTT
GAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGA
AGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAAGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGG
CGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGA
AGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAA
CCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTG
CAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATT
GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGG
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DY3 kodlu 6rnek

TCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC
GATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAAC
AGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACG
TCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCA
ACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACT
CTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAG
ACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC
TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTC
CCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAAC
CCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTCCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCA
GAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCG
CTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCC
AATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAAC
CGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTA
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGT
ACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACA
GAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCA
GACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTAC
GCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGC
GGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATG
CGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCA
GTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATC
AGGGAGCAAGCTCCC
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DY4 kodlu érnek

TTGGGCCATGGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACTTGACGGGCGGT
GTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATT
ACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACT
GAGACCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCACCTTGCGGTATCGCAGCCCTTTGT
ACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGA
TTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCCATGA
GTCCCCGGCATAACCCGCTGGCAACATGGGACGAGGGTTGCGCTCGTTGC
GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCA
CCTGTGCACGAGTGTCCAAAGAGACCACCATCTCTGGTGGCTTCCCGTGC
ATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGC
TCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGG
CCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTTGCTGCGGCACGGAACTC
GTGGAATGAGCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTG
CGGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCAT
TCCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCC
CGTACCCGATGCAAGCTCGAGGTTGAGCCTCGAGTTTTCACACCAGACGC
GACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTG
CGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTC
TGCAGGTACCGTCACTTGCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCC
GAAGGCCTTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTG
TGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGT
CCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGT
AGGCCATCACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATCCCTGACC
GAAAAACTTTCCAACCACCCCCATGCGAGGGTAGCTCATATCCGGTATTA
GCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCGAAGTCAAGGGCAGGTTACTCACGTG
TTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCACCCAGCAAGCT
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DYS5 kodlu 6rnek

CCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG
TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGA
ACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTG
TCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCC
CAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
CTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCA
AGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTAC
TCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAA
CCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAG
AGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGC
TACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCA
ATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACC
GCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTAC
GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTA
CCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAG
AGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAG
ACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG
GGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACG
CATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCG
GGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGC
GGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCA
GGGAGCAAGCTCCCAT
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DT1 kodlu 6rnek

GTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACT
GGGTCTAATACCGGATAGGAGCGTCCACCGCATGGTGGGTGTTGGAAAG
ATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAA
TGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGG
ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGT
GACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCT
CGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACCCCGGA
TCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATT
CCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCG
AAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGG
AGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCAC
TAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAG
TGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGG
TTTCCCCTTTGGGGCGGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCAT
GTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACT
CGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGG
CTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGT
GGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTC
GACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTC
GGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTTGG
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DT2 kodlu 6rnek

CCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG
TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGA
ACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTG
TCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCC
CAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
CTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCA
AGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTAC
TCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAA
CCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAG
AGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGC
TACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCA
ATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACC
GCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTAC
GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTA
CCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAG
AGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAG
ACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG
GGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACG
CATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCG
GGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGC
GGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAG
TCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCA
GGGAGCAAGCTCCCATC
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