Sinopfbd, 2024; 9(1): 14-25

Sinop Universitesi Fen Bilimleri Dergisi

https://doi.org/10.33484/sinopfbd.1344047

Sinop Uni J Nat Sci =155 29647878

https://dergipark.org.tr/tr/pub/sinopfbd

Boceklerle Tliskili Micrococcus sp. Tiirlerinin Molekiiler
Karakterizasyonu ve Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)’ya

Kars1 Viriilanslan

Ali SEVIM

How to cite: Sevim, A. (2024). Boceklerle iliskili Micrococcus sp. tiirlerinin molekiiler karakterizasyonu ve
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)’ya karsi viriilanslar1. Sinop Universitesi Fen Bilimleri Dergisi,
9(1), 14-25. https://doi.org/10.33484/sinopfhd.1344047

Arastirma Makalesi

Sorumlu Yazar
Ali SEVIM
ali.sevim@ahievran.edu.tr

Yazara ait ORCID
A.S: 0000-0003-2472-599X

Received: 15.08.2023
Accepted: 22.01.2024

Oz

Simdiye kadar 100’den fazla bakteri tiiriiniin eklem bacaklilarda hastalik
olusturdugu bilinmektedir. Entomopatojenik bakteriler ucuz olmalari,
kitle tiretimindeki kolaylik, konak spesifikligi, giivenlik ve gevrede
kalicilik gibi nedenlerden otiirii zararli boceklerle mikrobiyal miicadelede
uzun yillardan beri kullanilmaktadir. Bu c¢alismada ¢esitli bocek
orneklerinden (Malacosoma sp. (Lepidoptera: Lasiocampidae),
Ogcodocera sp. (Diptera: Bombyliidae) ve Orgyia sp. (Lepidoptera:
Erebidae)) izole edilen alt1 (6) adet bakteri susu ilk etapta morfolojik
olarak Micrococcus sp. olarak tanimlanmigtir. Daha sonra bu bakteri
suslarinin 16S rRNA sekans analizi ile molekiiler seviyede tanimlanmalari
gerceklestirilmistir. Ayrica bu bakteri suslarinin Galleria mellonella
(Lepidoptera:  Pyralidae) larvalarina karsi  Oldiriciilik — etkileri
belirlenmistir. Alt1 adet bakteri susu da (MK-5, AS-2, AS-3, AS-4, BB-1
ve BB-5) Micrococcus sp. olarak cins diizeyinde tanimlanmigtir. G.
mellonella larvalarina kars1 patojenite testleri sonucunda ise sadece MK-
5 susu %70 6liim oranina neden olmus diger suslar 6nemli derecede 6liim
oranina neden olmamustir. Elde edilen sonuglarin bdoceklerle iliskili
simbiyotik bakterilerin tanimlanmasinda ve patojenik o6zelliklerinin
belirlenmesinde faydali olacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Malacosoma sp., Ogcodocera sp., Orgyia sp.,
Micrococcus, 16S rRNA, viriilans

Molecular Characterization of Micrococcus sp. Associated with Insects and Their
Virulence Against Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)

Kirsehir Ahi Evran Universitesi,
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Abstract

So far, more than 100 species of bacteria are known to cause disease in
arthropods. Entomopathogenic bacteria have been used for many years in
the microbial control of insect pests due to reasons such as cheapness, ease
of mass production, host specificity, safety, and persistence in the
environment. In this study, six (6) bacterial strains isolated from various
insect samples (Malacosoma sp. (Lepidoptera: Lasiocampidae),
Ogcodocera sp. (Diptera: Bombyliidae) and Orgyia sp. (Lepidoptera:
Erebidae)) were initially identified as Micrococcus sp. at morphological
level. These bacterial strains were then identified by 16S rRNA sequence
analysis at the molecular level. In addition, the mortality effects of these
bacterial strains against Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)
larvae were determined. Six bacterial strains (MK-5, AS-2, AS-3, AS-4,
BB-1, and BB-5) were identified at the genus level as Micrococcus sp. As
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a result of pathogenicity tests against G. mellonella larvae, only the MK-
5 strain caused a 70% mortality rate, while the other strains did not cause
a significant mortality rate. It is thought that the obtained results could be
useful in identifying symbiotic bacteria associated with insects and

. determining their pathogenic properties.
Bu ¢aligma Creative Commons g P g prop

Attribution 4.0 International Keywords: Malacosoma sp., Ogcodocera sp., Orgyia sp., Micrococcus,
License ile lisanslanmigtir 16S rRNA, virulence
Giris

Bocekler Diinya iizerinde yasayan en biiyiik canli grubunu olusturmaktadirlar ve ekosistemde anahtar
role sahiptirler. Diger canlilar gibi bocekler de ekolojilerini ve evrimlerini derin sekilde etkileyen
mikroorganizmalarla yakin iliski icerisinde yasarlar. Bakteriler, arkealar, funguslar, protozoalar ve
viriisler gibi mikroorganizmalar bocek konaklar ile kalici veya gecici olarak iliski igerisindedirler [1].
Diger okaryotik sistemler gibi farkli bocek ve mikroplar arasindaki simbiyotik iliskiler mutualistik,
kommensalistik, saprofitik ve parazitik (veya patojenik) seklinde olabilmektedir [2]. Boceklerde
yasayan simbiyotik mikroorganizmalar bdceklerin biyolojisi ve fizyolojisindeki pek cok olay1
etkilemektedir. Ornegin bu mikroorganizmalar besinlerin sindirilmesi, besin almnimu, {ireme, bagisiklig
kuvvetlendirme ve bitki konagi savunma mekanizmasimin iistesinden gelme gibi pek cok farkli
gorevlerde rol alabilmektedir [3, 4]. Bocek gruplar igerisinde Lepidoptera takimina ait iiyeler Diinya
capinda en Onemli tarim zararhilarin1 igermektedir ve bu grup en ¢esitli ikinci bocek takiminm
olusturmaktadir. Ancak Lepidoptera liyelerinin biyolojisinde temel rol oynayan bakteri tiirlerine dair net
kanitlar oldukga azdir [5]. Bu ylizden bu takimin iiyelerine ait bakteri tiirlerinin tanimlanmasi ve
rollerinin arastirilmasi ihtiya¢ duyulan bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Boceklerle ilisikli olan
bakterilerin bir¢ogu mutualistik olmasina ragmen sadece sinirl sayida bakteri boceklerde patojenik
etkiye sahiptir [6]. Entomopatojenik bakteriler ve tirettikleri toksinler mikrobiyal insektisitler i¢erisinde
ucuz, kitle tiretim kolayligi, konak spesifikligi ve giivenlik gibi nedenlerden otiirii ticari olarak en
basarili olanlardir. Bu organizmalar sindirim sisteminden konaga girmekte, burada toksin iiretmekte
(veya diger baz1 patojenik faktorleri), bu toksinler orta bagirsak epitelini yikmakta ve hemosele ulagarak
konak bdcegi sepsis ile oldiirmektedirler [7]. Entomopatojenik bakterilerin ¢ogunlugu Bacillaceae,
Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, Streptococcaceae ve Micrococcaceae familyasi igerisinde yer
almaktadir. Bu familyalar arasinda en fazla dikkati Bacillaceae familyasi ¢ekmistir [8]. Bacillaceae
familyasi igerisinde ise en fazla ¢alisilan tiir Bacillus thuringiensis (Bt) olup toplam insektisit piyasasinin
yaklasik %2’sini olusturmaktadir [9]. Micrococcus cinsi spor olusturmayan, genellikle hareketsiz, Gram
pozitif, diizensiz kiimeler olusturan veya tetradlar halinde bulunan kiire seklindeki hiicrelerden
olugmaktadir. Cins igerisindeki pek ¢ok tiir karotenoid pigment iiretmektedir. Cins igerisinde simdiye
kadar toplam dokuz tiir tanimlanmigtir (M. luteus, M. lylae, M. varians, M. roseus, M. agqilis, M.
kristinae, M. nishino miyaensis, M. sedentarius ve M. halobius) [10]. insanlar1 da igeren sicak kanl

hayvanlarin derisi genellikle gidalar1 kontamine eden Micrococcus suslarinin ana rezervuaridir. Genel
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olarak Micrococcus cinsi patojenik olarak degerlendirilmez ama bazi tiirlerin firsat¢1 patojen olarak bazi

enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir [11, 12]. Bu ¢alismada gesitli bocek 6rneklerinden izole
edilen Micrococcus sp. suslarinin 16S rRNA dizin analizi ile karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica elde
edilen suslarin Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) tizerindeki Oldiriiciiliik etkileri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin Micrococcus tiirlerinin patojenik 6zelliklerinin (6zellikle bocekler

acisindan) belirlenmesi agisindan faydali olacag: diisiiniilmektedir.
Materyal ve Metot
Micrococcus Suslari

Caligmada kullanilan Micrococcus sp. suslart Lepidoptera takimina ait ¢esitli bocek orneklerinden
(Malacosoma sp. (Lepidoptera: Lasiocampidae), Ogcodocera sp. (Diptera: Bombyliidae) ve Orgyia sp.
(Lepidoptera: Erebidae) izole edilmistir. Larva ornekleri Kirsehir il sinirlari igerisinden toplanmustir.
Larvalardan bakteri izolasyonu Demirci ve arkadaslarimin calisgmasinda belirtilen yonteme gore
gerceklestirilmistir [13]. Izole edilen suslar ¢izgi ekim ile saflastirildiktan sonra 3 ml niitrient broth
besiyerinde 30°C’de gece boyu biiyiitiilmiis ve -20°C’de %20’lik gliserol igerisinde daha sonraki
calismalarda kullanilmak {izere saklanmustir. Suslar sar1 pigment iretimi, S-tipi koloni ve kiire

seklindeki hiicrelere gore secilmistir.
16S rRNA Dizin Analizi

Micrococcus sp. suslarimin molekiiler karakterizasyonu igin 16S rRNA dizin analizi kullanilmustir.
Bunun igin stok kiiltiirlerden niitrient agar besiyerine ¢izgi ekim yapilmigs ve 30°C’de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Buradan tek koloniler segilerek genomik DNA izolasyonunda kullanilmistir.
Bakteriyel suslardan genomik DNA izolasyonu Sambrook ve ark. [14] tarafindan belirlenen standart
prosediire gore gerceklestirilmistir. Micrococcus tiirleri gram pozitif bakteriler oldugundan standart
prosediir uygulamasindan &nce lizozim enzimi ile hiicre duvarmin parcalanmasi saglanmstir. izole
edilen DNA’lar 50 pL Tris-EDTA tamponu (10 mmol/L Tris-HCI, 1 mmol/L EDTA, pH 8.0) i¢erisinde
¢Oziilmiis ve kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Her bir bakteriyel sus i¢cin 16S rRNA
gen bolgesini ¢ogaltmada ileri primer olarak 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') ve geri
primer olarak ise 1492R (5'- GGYTACCTTGTTACGACTT-3") (Macrogen) kullanilmigtir. PCR
reaksiyonlar1 5 pL 10x Taq DNA polimeraz reaksiyon tamponu, 1,5 uL. 10 mmol/L dNTP karigimi, 1.5
pL 10 pmol her bir primerden, 1 pL. 5 U/ uLL Tag DNA polimeraz (Fermentas), 3 pL. 5 mM MgCls, 2 uLL
(100 ng) genomik DNA ve 34.5 puL. dH:0 olacak sekilde ayarlanmistir. PCR kosullari ise 2 dk 94°C’de
baslangi¢ denatiirasyonundan sonra 35 dongii (45 s 94°C (denatiirasyon), 60 s 55°C (baglanma) ve 60 s
72°C (uzama) olacak sekilde ayarlanmigtir. Son uzama adimi ise 10 dk 72°C olacak sekilde
ayarlanmistir. PCR reaksiyonlarindan sonra her bir PCR iiriinii etidyum bromiir igceren %1°lik agaroz

jelde 90 V’da yiriitiilmiis ve dogru olarak tespit edilen bantlar saflastirildiktan sonra dizin analizi i¢in
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Macrogen (Hollanda) firmasina gonderilmistir. 518F (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") ve 800R

(5'-TACCAGGGTATCTAATCC -3') primer ¢ifti dizin analizi i¢in kullamilmustir [13]. Elde edilen
sekanslar NCBI GenBank’ta yer alan BLAST sorusturmasina tabi tutulmus ve bakteriyel suslarin en

yakin iligkili olduklar tiirler/suslar belirlenmistir [15, 16]. Son olarak elde edilen sekanslar filogenetik

agac olusturmak i¢in kullanilmistir.
Patojenite Testleri

G. mellonella’ya kars1 patojenite testleri i¢in her bir bakteriyel izolat stok kiiltiirlerden ¢ikartilmis ve
niitrient agar (NA) besiyerine ¢izgi ekimleri yapilmistir. Buradan alinan tek koloniler her bir bakteri igin
ayr1 ayr1 3 ml niitrient broth (NB) besiyerine inokiile edilmis ve 30°C’de calkalamali inkiibatorde gece
boyu inkiibasyona brrakilmistir. inkiibasyon periyodunun sonunda bakteriyel hiicre yogunlugu PBS
(fosfat tampon soliisyonu) kullanilarak 600mm’de 1.8 x 10° cfu/ml olacak sekilde ayarlanmistir [17].
Bioassay deneyleri i¢in, saglikli G. mellonella larvalar1 (3 veya 4. evre) laboratuvar kiiltiirlerinden elde
edilmis ve rastgele secilerek yalnizca saglikli larvalar patojenite deneylerinde kullanilmistir. 20 gr taze
hazirlanmig yapay besin (180 gr bal, 180 gr gliserin, 50 gr bal mumu, 260 gr bugday unu, 80 gr kuru
maya ve 50 gr bugday kepegi [18] yukarida anlatildigi sekilde hazirlanan 1 ml bakteriyel soliisyonla
inokiile edilmistir. Kontrol grubu sadece steril PBS ile inokiile edilmistir. inokiile edilmis yapay besinler
ayr1 olarak plastik kutular (10 x 10 x 5) icerisine yerlestirilmistir. Kutularin kapagi hava almasi i¢in
delinmistir. Daha sonra 10 adet saglikli larva her bir tekrar ve bakteriyel izolat i¢in kontamine besin
iceren kuyulara yerlestirilmis ve larvalarin beslenmesi saglanmistir. Her bir tekrar i¢in 10 larva
kullanilmis ve biitiin deneyler 3 kere tekrar edilmistir. Son olarak plastik kutular 25°C’de inkiibasyona

birakilmis ve 10. giin sonunda 6lii larvalar sayilmistir [19].
Veri Analizi

Bakteriyel suslarin 16S rRNA genlerine ait sekanslar Bioedit 7.1.3.0 program ile islenmistir [20].
Bakteriyel suslara ait 16S rRNA sekanslari ve GenBank’tan alinan en yakin iligkili olduklar1 bakteri
suslarina ait 16S rRNA sekanslar1 Bioedit programinda yer alan ClustalW ile hizalanmistir [20, 21].
Hizalama sonucunda biitiin sekanslarin bas ve son bolgelerinden gerekli kesimler yapilmistir. Bakteriyel
izolatlarin birbirleri ile olan filogenetik iligskisi Neighbor-Joining (NJ) metodu kullanarak p-distance
analizi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen agacin i¢ dallarimin giivenilirligi 1.000 tekrara dayali
bootstrap analizi ile gergeklestirilmistir. Analizler MEGA 11.0.13 programi ile gergeklestirilmistir [22].
Oliim degerleri Abbott formiilii kullanilarak anlamlandirilmistir ve yiizde (%) 6liim degerleri
hesaplanmustir [23]. Oliim degerleri acisindan bakteriyel izolatlar1 birbirleri ile karsilastirmak icin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmigtir. Post hoc testi olarak Tukey testi kullanilmistir. Biitiin
veriler Arcsin transformasyonuna tabi tutulmus ve Levene istatistigi kullanilarak varyans homojenitesi

acisindan degerlendirilmistir. Analizler Minitab 17.1.0 program ile gerceklestirilmistir.
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Bulgular

Yapilan ¢alismada ti¢ farkli bocek 6rneginden toplam olarak 6 adet Micrococcus sp. susu elde edilmistir.
Micrococcus suslart baglangigta morfolojik olarak sar1 pigment iiretmeleri ve diiz koloni (S-tipi)
olusturmalari ile se¢ilmistir. Daha sonra hiicresel diizeyde incelemeler yapilmis ve hepsinin tetradlar
veya diizensiz kiimeler olusturan bakteriler olduklar: tespit edilmistir. Bakteriyel suslarin molekiiler
karakterizasyonlarin1 yapmak ig¢in 16S rRNA gen bdlgesinin dizin analizi yapilmis ve yiizde (%)
benzerlikler ortaya konmustur. Micrococcus izolatlarimin 16S rRNA gen bolgesine gére BLAST
(GenBank) yiizde (%) benzerlik sonuglari, 16S rRNA gen bolgesi i¢in GenBank numaralar1 ve izole
edildikleri bocek tiirti Tablo 1°de verilmektedir. Yapilan karakterizasyon ¢aligmalari sonrasinda biitiin
suslar (MK-5, AS-2, AS-3, AS-4, BB-1 ve BB-5) Micrococcus sp. olarak tamimlanmigtir. Yapilan
filogenetik analizler bunu desteklemektedir (Sekil 1).
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Tablo 1. Micrococcus izolatlarinin 16S rRNA gen bolgesine gére BLAST (GenBank) yiizde (%) benzerlik sonuglari, 16S rRNA gen bélgesi i¢in GenBank

numaralar: ve izole edildikleri bocek tiirti

Izolat  GenBank Bakteri tiirii En yakin iligkili oldugu bakteri Ortiisen baz Yiizde (%) Izole edilen bécek tiirii
numarasi tiirleri ve suslari orani (%) benzerlik
Micrococcus sp. WY3 %99 %99.57 )
) ) ] Malacosoma sp. (Lepidoptera:
MK-5 OR436472  Micrococcus sp.  Micrococcus yunnanensis SJU9 %99 %99.42 ) ]
) Lasiocampidae)
Micrococcus sp. KA-26 %99 %99.49
Micrococcus sp. 70025 %98 %99.57
AS-2 OR436473  Micrococcus sp.  Micrococcus endophyticus ZGTB14-30 %99 %99.49 Ogcodocera sp. (Diptera: Bombyliidae)
Micrococcus luteus SC1204 %99 %99.49
Micrococcus endophyticus S10-46 %99 %99.64
AS-3 OR436474  Micrococcus sp.  Micrococcus sp. MG-2010-D12 %99 %99.64 Ogcodocera sp. (Diptera: Bombyliidae)
Micrococcus sp. MDYND %99 %99.57
Micrococcus sp. DSM 105846 %100 %99.58
AS-4 OR436475  Micrococcus sp.  Micrococcus sp. CM-CNRG 613 %100 %99.58 Ogcodocera sp. (Diptera: Bombyliidae)
Micrococcus luteus CGAPGPBBS-084 %100 %99.58
Actinomycetia bacterium 1032-12.1 %99 %99.93
BB-1 OR436476  Micrococcus sp.  Micrococcus sp. JNU-H022 %99 %99.93 Orgyia sp. (Lepidoptera: Erebidae)
Micrococcus luteus H399 %99 %99.93
Micrococcus sp. F.1 %99 %99.49
BB-5 OR436477  Micrococcus sp.  Micrococcus yunnanensis QT410 %100 %99.42 Orgyia sp. (Lepidoptera: Erebidae)
Micrococcus sp. XHTSA12 %100 %99.42
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FR750272 Micrococcus sp. MG-2010-D12
KX664446 Micrococcus sp. MDYND
0Q255420 Micrococcus endophyticus S10-46
A AS-3
0Q981440 Micrococcus endophyticus ZGTB14-30
A AS-4
MN537502 Micrococcus sp. DSM 105846
MK456434 Micrococcus sp. CM-CNRG 613
KY495217 Micrococcus luteus CGAPGPBBS-084
A AS-2
MF045105 Micrococcus sp. 70025
KF938934 Micrococcus luteus SC1204
- MH669309 Micrococcus luteus H399
MN511766 Micrococcus yunnanensis SJU9
KX108871 Micrococcus sp. KA-26
KC203068 Micrococcus sp. WY3

A VK5
— A BB-1

— Micrococcus sp. JNU-H022
MTQ033093 Micrococcus yunnanensis QT410

74

MKO033464 Micrococcus sp. XHTSA12
A BB-5

MN120808 Micrococcus sp. F.1

AB279889 Arthrobacter oryzae KV-651

Sekil 1. Cesitli bocek orneklerinden izole edilen Micrococcus sp. suslarinin en yakin iliskili olduklari bakteri tiirleri ile iliskisini gésteren dendogram.
Filogenetik agag¢ 16S rRNA gen bolgesinin kismi sekansi (vaklasik 1.500 bp) elde edilerek olusturulmustur. Agag¢ Neighbor-Joining (N-J) analizi kullanarak p-
distance metodu ile olusturulmustur. Bootstrap analizi 1000 yalanci tekrara dayali olarak olusturulmus ve %70 ve yukarisinda olanlar agacin dallarinda

gosterilmistir. Siyah iiggen Micrococcus sp. suglarin géstermektedir. Agacin dibinde yer alan olgek ise genetik mesafeyi temsil etmektedir. Arthrobacter

oryzae KV-651 dis grup olarak kullanilmistir
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Yapilan patojenite testleri sonucunda sadece bir sus (MK-5) hari¢ digerlerinin hepsi kontrol grubu ile

ayn1 6liim degerine neden olmustur (F=12.9, df=6, p<0.05). MK-5 susu ise %70’lik deger ile kontrol
grubu ve diger suslardan anlamli derecede farkli 6liim oranina neden olmustur (F=12.9, df=6, p<0.05)

(Sekil 2). En yiiksek 6liim degeri MK-5 susundan elde edilmistir.

100
90-A
80 F
E?O-
60
X 50 }
[*]
540-
2 30 f
20 F
10
0

S- AS-3 AS-4 BB-1 B-5 Kontrol
Micrococcus sp. suslari

Sekil 2. Micrococcus sp. izolatlarimin 1.8 < 10° cfu/ml bakteriyel konsantrasyon kullanarak G.
mellonella larvalarina karst uygulamadan sonra 10. giin sonunda patojenite degerleri. Oliim degerleri
Abbott formiilii kullamilarak anlamlandirimistir [22]. Barlar standart hatayr géstermektedir. Biiyiik
harfler larva oliim degerleri arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Tartisma ve Sonug¢

Mikrobiyal pestisitler bakteri, fungus, viriis, protozoa ve alg gibi mikroorganizmalardan tiiretilen ve
zararlilar1 kontrol etmek icin kullanilan {iriinlerdir. Mikroplar genellikle zararhilarin biiylimesini
engellemek veya Oldiirmek i¢in toksik metabolitleri kullanmaktadirlar [24]. Mikrobiyal pestisitler
icerisinde bakteriyal insektisitler ise ticari olarak en fazla 6nem verilen grubu olusturmaktadir [25].
Yaklasik olarak 100 bakteri eklem bacaklilarda patojen olarak tanimlanmasina ragmen sadece birkag
tanesi ticari olarak tiretilmektedir. Ticari olarak iiretilen tiirler arasinda en fazla 6nem gosterilen ve
popiilerlik kazanan tiirler ise Bacillus thuringiensis (Bt) ve Serratia entomophila’dir [26]. Micrococcus
suslari toprak, tatll ve deniz suyu, kum ve bitkisel vejetasyonlar gibi ¢ok genis bir karasal ve sucul
ortamlarda bulunabilmektedir. Ayn1 zamanda bu bakteriler insan deri florasindan yaygin olarak da izole
edilmektedirler [11]. Bu cinse ait bakterilerin boceklerden izole edildigine dair pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir [13, 27-29]. Lipa ve Wiland [30] M. luteus’un Agrotis segetum (Lepidoptera: Noctuidae)
larvalarina karst %8 mortaliteye neden oldugunu gostermislerdir. Sezen ve Demirbag [31] aym
bakterinin Balanicus nucum (Coleoptera: Curculionidae) larvalari tizerinde %30 6liim degerine neden
olduklarini gostermistir. Yine Sezen ve Demirbag [28] M. luteus As-4 bakterisinin Agelastica alni

(Coleoptera: Chrysomelidae) larvalari {izerinde %40 o6ldiiriicii etki gosterdigini belirtmislerdir. Demirci
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ve ark. [13] M. luteus Pv8 bakterisinin Plagiodera versicolora (L.) (Coleoptera: Chrysomelidae)’nin

larvalar1 tizerinde %50 ve erginleri lizerinde ise %40 6liime neden olduklarin1 gdstermistir. Buna karsilik
boceklerden izole edilen ve konaklar tizerinde patojenik etki gostermeyen M. luteus veya Micrococcus
sp. suglar1 da bulunmaktadir [27, 32]. Bizim ¢alisgmamizda ise MK-5 susu (%70 6liim orani ile) hari¢
diger suslar insektisidal aktivite gostermemistir. Biitiin bu bilgiler Micrococcus tiirlerinin boceklerle
yakindan iligkili oldugunu gostermektedir. Fakat bocek patojeni olduklarina dair kesin bir bilgi
bulunmamaktadir. Muhtemelen bdceklerle simbiyotik iliski igerisinde yasayan bu bakterilerin
konaklarindaki rollerinin arastirilmasina yonelik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica patojenik
ozelliklerinin ispatlanmasi ve dogrulanmasi i¢in daha detayli (patolojik ve detayli bioassay deneyleri
gibi) calismalara ihtiya¢ vardir. Bakteriyel taksonomi mikroorganizmalarin tanimlanmasini,
isimlendirilmesini ve siniflandirilmasini igermektedir. Modern bakteriyel taksonomide genel olarak
filogenetik iligkilerin kullanilmas1 kabul gormiistiir. Bakteriler arasindaki filogenetik iligkileri
belirlemede en yaygin kullanilan metot 16S rRNA gen bélgesine ait sekanslarin kargilagtirilmali
analizidir [33]. Oysaki 16S rRNA genine ait sekans analizinde yiizde (%) benzerligin kullanilmasi dogru
tir tanimlamasi agisindan pek ¢ok simirlamalara sahiptir. Bundan dolayr giiniimiizde DNA-DNA
hibridizasyonu, genomun % G+C igerigi, pulsed-field jel elektroforezi, ¢oklu lokus sekans analizi ya da
son zamanlarda tiim genom sekansi gibi teknikler dogru tiir tanimlamasi i¢in tercih edilmektedir [34,
35]. Bunlarin yaninda yeni nesil dizileme ile biiyiik destek kazanan mikrobiyal genomik taksonomi,
hesaplama araclartyla birlestirilmis genomik bilgi elde etmek icin hizli ve uygun maliyetli yaklagimlar
saglar, boylece yeni taksonomik yaklagimlarin giivenilirligini arttirmaktadir [34]. Bizim ¢alismamizda
Micrococcus suslar1 16S rRNA dizin analizi ile cins diizeyinde tanimlanabilmistir. Bu suslarin (6zellikle
MK-5’in) bakteriyel taksonomide kullanilan polifazik yaklasim ile ve 6zellikle yukarida sayilan ileri
molekiiler teknikler ile tiir diizeyinde tanimlanmalari gerekmektedir. Sonug¢ olarak farkli bocek
orneklerinden izole edilen Micrococcus sp. suslart 16S rRNA dizin analizi ile cins diizeyinde
tanimlanmustir. G. mellonella larvalarina karsi patojenik 6zellikleri belirlenmis ve en yiiksek insektisidal
aktivite Micrococcus sp. MK-5 (%70) susundan elde edilmistir. Ileride yapilacak ¢aligmalar ile bu
suglarin tiir diizeyinde tanimlanmast ve MK-5 susu ic¢in detayli viriilans testlerinin yapilmasi

gerekmektedir.

Tesekkiir -

Fon/Finansman bilgileri -

Etik Kurul Onayt ve Izinler Calisma etik kurul izni veya herhangi bir 6zel izin gerektirmemektedir.
Cikar catismalary/Catisan cikarlar-

Yazarlarin Katkisi- Yazar makalenin son halini okumus ve onaylamustir.
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