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OZET

SIVRISINEK MUCADELESI iCIiN YENi BACILLUS
FORMULASYONLARININ GELISTiRILMESI

ISIKCI, Elif

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof.Dr. Rengin ELTEM
Haziran, 2014, 106 sayfa

Onemli insan hastaliklarinda tasiyict olan bdceklerin  kontroliinde
kimyasal bocek oldiirticiilerin kullanilmasi, ¢ogunlukla patojen olmayan yararl
bocekleri de oldiirmekte ve zararlt bocekleri de bu ilaglara karsi direncli hale
dontstiirmektedir. Belli bocek tiirleri ig¢in oldukga spesifik olarak etki edebilen
Bacillus thuringiensis delta endotoksinleri (Cry proteinleri), bu amag
dogrultusunda hem zirai uygulamalarda hem de sivirisinek miicadelesinde son

yarim yiizyildir kullanilmaktadir.

Calismamizda Oncelikle sivrisinek miicadelesinde kullanilan Bacillus
thuringiensis ile Bacillus sphaericus tiirlerine ait yeni suslarin izolasyonu
yapilmistir ve daha sonra izolatlarin toksin proteini igerip icermedigi
belirlenmistir. Bu amagla Ege Bolgesi’nden degisik habitatlardan alinan toprak ve
su orneklerinden asetatl se¢ilim yontemi ile 1097 adet olmak tizere toplam 1574
adet izolat elde edilmistir. Faz kontrast mikroskobu kullanilarak incelenebilen 850
adet izolatin toksin proteini igerdigi gozlenmistir. Toksin protein lrettigi
belirlenen izolatlarin 160 tanesi, Culex sp. larvalar iizerinde biyolojik etkinlik
testlerinin yapilabilmesi icin laboratuvar olgeginde {iretilmistir. Laboratuvar
Olgeginde tretimler igin T3, NY (NutrientYeast) ve NYSM (NutrientYeast Salt
Medium) ortamlar1 ile denemeler yapilmis ve denemeler sonucunda NYSM
ortaminin en uygun iiretim ortami olduguna karar verilmistir. Biyolojik etkinlik
testleri sonucunda yliksek biyolarvasidal aktivite (%85.33) gosterdigi saptanan

30-2 kodlu izolatin laboratuvar oOlg¢eginde {iretimi igin bazi parametrelerin



VIl

optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon islemi i¢in Design-Expert 9.0.0
programi ile RSM analizi yapilmis, deney tasarimi olarak, merkezde 6 tekrari
iceren  2%-tam  faktoriyel  merkezi  kompozit  tasarmmi  (“2°-full
factorialcentralcompositedesign, CCD”) wuygun bulunmustur. Optimizasyon
sonucunda 30-2 kodlu izolatin en iyi tiredigi kosullar pH: 6,76, karbon kaynagi
orani (%) : 1,70 ve inokulum miktar1 (%) : 4,68 olarak belirlenmistir. Ayrica bu

izolat i¢in 5 giinliik tiretim siiresinin uygun oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoinsektisit, Sivrisinek, Bacillus, Izolasyon,

Biyolarvasidal etkinlik.
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ABSTRACT

DEVELOPING NEW BACILLUS FORMULATIONS FOR
CONTROL OF MOSQUITOS

ISIKCI, Elif

MSc in Bioengineering Department
Supervisor : Prof. Dr. Rengin ELTEM
June 2014, 106 pages

Chemical pesticides proved to be valuable tools for controlling insect
vectors in the fight against infectious human diseases. However, despite their
potential benefits chemical pesticides also have detrimental impacts on the
environment. These include encouraging the development of pesticide resistant
insect vectors and the wiping out of useful, non-pathogenic insects. Bacillus
thuringiensis delta-endotoxins (Cry proteins) can be highly selective towards
specific insect species therefore, these proteins confer a great advantage both in
agricultural applications and in fighting against mosquitoes. The use of Bt
endotoxins as biopesticides were developed in the last half of this century and

they have been in use ever since.

Our study primarily focused on the isolation of new strains from Bacillus
thuringiensis and Bacillus sphaericus species. With this aim in mind, various soil
and water samples taken from different habitats in the Aegean Region in Turkey
were analyzed. 1097 isolates of 1574 isolates were obtained by the acetate
selection method. Toxin protein content of 850 isolates were determined with
phase contrast microscope. 160 isolates containing toxin protein were used to
produce lab scale quantities of endospores and toxin proteins. T3, NY
(NutrientYeast) and NYSM (Nutrient Yeast Salt Medium) media were compared
and NYSM medium was determined for the best production medium. As a result
of the biolarvacidal activity test of strains, it was determined that the Bacillus sp.
30-2 coded isolate had high biolarvacidal activity (85.33%). Afterwards, some
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parameters of Bacillus sp. 30-2 were optimized for producing lab scale. Design
Expert 9.0.0 programme was used for RSM analysis and 2°-full factorial central
composite design, CCD was found suitable for optimization. Optimum conditions
were determined as pH: 6.76, carbon source ratio (%) : 1.70 and inoculum ratio
(%) : 4.68 at the end of optimization studies. In addition optimum time for
production was determined as 5 days.

Keywords: Bioinsecticide, Mosquito, Bacillus, Isolation, Biolarvicidal

activity.
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1. GIRIS

Tarimda bitki zararlis1t bocekler ile onemli insan hastaliklarinda tastyici
(vektor) durumdaki boceklerin  kontroliinde kimyasal bocek oOldiiriiciilerin
kullanilmas1 ile basariya ulagilmistir. Ancak bu kimyasal bdcek Oldiiriiciilerin
kullanilmas1 beraberinde bir ¢ok problemi de getirmistir (Bravo et al., 2011).
Kimyasal bocek oldiiriiciiler, cogunlukla patojen olmayan bdcekleri de
oldiirmekte ve zararli bocekleri de bu kimyasal bocek oOldiiriicti ilaglara karsi
direncli hale déniistiirmektedirler. Ustelik bu kimyasallarin yanlis ve dikkatsiz bir
bicimde kullanimlar1 sonucu, yilda 3 milyon insan zehirlenmektedir (United
States Environmental Protection Agency, 2008; Avisar et al., 2009).

Biyolojik Miicadele (BM) en basit haliyle “dogal diismanlar (predatorler,
parazitoidler, mikrobiyal etmenler vb.) kullanilarak, hastalik ve zararli
popiilasyonlarinin baski altina almmas1” olarak tanimlanmaktadir. Diger bir
tanimla da genel anlamda zararli bir organizmanin sayismin ya da normal
kosullarda goriilen zarar verici etkisinin azaltilmasi i¢in canli bir organizmanin
kullanilmas1 olarak tanimlanmaktadir. Mevcut bilgilere gore Biyolojik
Miicadele’nin yeryiiziinde yasamin basladigi M.O. 500 milyon y1l éncesinden beri
var oldugu kabul edilmektedir.

Biyolojik savasin popliler duruma gelmesi temelinde pestisit kullanimin
yarattig1 dogal denge bozulmasinin, saglik sorunlarmin, ¢evre kirlenmesinin ve
pestisitlere kars1 giderek yayginlasan bagisiklik sorunun yattigi bilinmektedir.
Kisaca belirtmek gerekirse, biyolojik savas kimyasal savasin yarattigi
olumsuzluklardan gilic almaktadir. Biyolojik Miicadele’de 3 farkli ydntem
kullanilmaktadir: a) Biyolojik yontemler (Parazitoidler, Predatorler, Patojenler);
b) Biyoteknik Yontemler (Sari-Mavi Yapiskan Tuzaklar, Feromen Tuzaklar, Isik
Tuzaklari, Su Tuzaklar1); c) Mikrobiyolojik Yontemler (Funguslar, Bakteriler,
Virtisler).

Mikrobiyolojik Miicadele etmenlerinden biri olan bakteriler biyokontrol
ajan1 olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Agrobacterium, Bacillus,
Burkholdria, Pseudomonas, Pantoea (Erwinia), Streptomyces, Serratia

genuslarna ait tiirler en fazla ¢alisilmig bakteri tiirleridir (Haggag, 2002).



Bacillus thuringiensis bilimsel olarak ¢ok fazla ilgi ¢eken bir biyokontrol
ajant olup c¢oksayida tarimsal uygulamalarda ve sivrisinek miicadelesinde
kullanilan bir bakteridir. Bacillus thuringiensis (Bt), sporlanmis hiicrelerinin
sitoplazmasinda kristal proteinlerin varligi ile bilinen endospor olusturabilen bir
bakteri tiiriidiir. Bu kristalin i¢indeki proteinler, bocekler i¢in toksiktirler, bu
Ozellikleri de onlarin biyolojik olarak bocek oOldiiriicii olarak kullanilmasina
imkanvermektedirler. Bu bakteri ve alt tiirleri, ¢ok c¢esitli bocek konakgilarini
hatta nematotlar1 bile oldiirebilme 06zelligine sahiptir (Maagd et al, 2001).
B.thuringiensis tiirii B. thuringiensis subsp. israelenis, B.thuringiensis subsp.
kurstaki, ve B.thuringiensis subsp. darmstadiensis gibi 60 farkli alt tiire
ayrilmaktadir. Ayrica, 260 endotoksin protein sekansi “Cry Nomenclature Web
Page”de listelenmistir (Schallmey et al, 2004). Cry proteinleri, bdcek
smiflarindan olan Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera ve de
nematotlara kars1 aktiftirler (Avisar et al., 2009). Bu gruplar, Lepidoptera (kelebek
ve giive), Diptera (sinek ve sivrisinekler), Coleoptera (kin kanathilar ve
ekin/bugday biti) ve Hymenoptera (esek arisi, ar1) olarak belirlenmistir. Kristal
toksinlerin az bir kismi ise bdcek olmayan tiirler grubunda yer alanlara, 6rnegin
nematotlara kars1 aktivite gosterirler. (Maagd et al., 2001).

Calismamizin en O6nemli amaclarindan biri siirdiiriilebilir bir ¢evre icin
stirdiiriilebilir sivrisinek miicadelesinin saglanmasidir. Siirdiiriilebilir miicadelenin
en Onemli 08esi ise canli olmasi sebebiyle ortamda ¢ogalarak yasamini devam
ettirmesi ve dogaya uyum sagladiginda stirekli bir denge unsuru olmasi nedeniyle
Biyolojik  Miicadele  Uriinleridir. Bu sebeple c¢alismamizda; —sivrisinek
miicadelesinde etkinligi yiiksek olan, ¢evrede birikim olusturmayan, miicadele
sirasinda biyogesitlilige zarar vermeyen suslarin izolasyonu amag¢lanmistir. Bu
sayede secilen suslarla yapilacak iiretimler sonucunda yiiksek derisimde endospor
ve toksin proteini igeren biyokiitle iiretimi yapilarak biyolarvasit etkinligi yiiksek
olan, cevreyle dost biyolojik preparat iiretiminde kullanilabilecek suslarin
kazanimi hedeflenmistir. Tez kapsaminda planlanan sivrisineklere karsi etkinligi
kanitlanmig yerel ve biyoinsektisit Ozellikli Bacillus suslarmm eldesi ve
laboratuvar dlgeginde iiretiminin yapilabildiginin gosterilmesiyle basar1 saglanmis
olacaktir. Calisma sonucunda Izmir ve c¢evresinden toplanan toprak ve su
orneklerinden izole edilmis 6zgiin potansiyel Bacillus thuringiensis ve Bacillus

sphaericus suslarmdan olusan biiyiik bir koleksiyonun kazanim1 hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETi

Sivrisinekler, bulagici hastaliklara aracilik eden canlilar arasinda biyolojik
potansiyelleri en yiiksek olan vektorler arasindadir. insanla birlikte sicakkanli ve
sogukkanli birgcok hayvan grubundan kan emmelerinin yani sira, Diinya {lizerinde
kutuplar hari¢ her kitada, hemen hemen tiim zoocografik bolgelerde bulunmalari,
hizli iiremeleri, ¢ok sayida verimli yumurta olusturabilme yetenekleri, aktif ugucu
olmalar1 ve larva evrelerinin ¢ok genis bir yasama alanina hos goriisii olmasi gibi
nedenlerle bu canlilar ayricalikli bir konuma gelmistir. Diinyada 3357,

yurdumuzda ise 67 sivrisinek tiirii bulunmaktadir (Alten ve Caglar, 1998).
2.1 Sivrisineklerin Neden Oldugu Hastahklar

Sivrisinekler insan ve hayvanlara yaklasik 120 cesit hastalik etmenini
bulastrmaktadir. Sivrisineklerin insan ve hayvan viicudunda olusturduklari
etkilerin basinda sokma aktivitesiyle olusan yanma, 6dem ve alerjik durumlar
gelmektedir. Giiniimiizde bilinen ve sayilar1 stirekli artis gosteren 182 arboviral
(eklembacaklilar aracilifi ile bulasan viriisler) enfeksiyondan 147’°sine
sivrisinekler vektorliik yapmaktadir. Sivrisinekler Sitma (Malaria), Sar1t Humma
(yellowfever), Dank Hummas1 (denque) ve Filarya (Filariasis) olmak tizere dort

onemli hastaligin vektorliigiinii yapmaktadirlar.
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Sekil 2.1 Malarya hastaliginin viicuttaki dongtisti (http://www.nkfu.com/sir-ronald-ross-ve sitma-
hastaligi/)


http://www.nkfu.com/sir-ronald-ross-ve

Her yil yaklagik 300 milyon kisi sitmadan etkilenmektedir (Poopathi and
Abidha, 2010). Ayrica sivrisinekler mekanik olarak tularemi ve frambozi

hastaliklarini da bulastirmaktadirlar.

Sivrisineklerin rol oynadig1 hastaliklar grubuna iliman iklimlerde daha ¢ok
goriilen Bat1 Nil Viriisii olarak bilinen “West Nile Virus” de dahil edilmistir.
1999’dan bu yana, Fransa ve Amerika’nin da dahil oldugu bat1 yarim kiirede
siklikla goriilmektedir. 2002°de Amerika Birlesik Devletleri’da bu hastaliktan
otlirti 3475 vaka tespit edilmis ve 201 Sliim vakasi yaganmistir ki bu oran daha
onceki yillara gore olimlerde % 200’lik artis1 ifade etmektedir (Poopathi and
Abidha, 2010). Diinyanin en 6nemli bulasici hastaliklarindan biri olan sitma
iilkemiz a¢isindan da biiyiik bir sorundur (Sekil 2.1). Hastaligmm etmeni olan
Plasmodium tiirleri, sadece Anopheles tiirii sivrisineklerin disileri tarafindan

insanlara bulastirilmaktadir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2 Anophelestiiriine ait bir sivrisinek

(http://aramel.free.fr/INSECTES15-3.shtml)

Diinya genelinde Vivax, Malariae, Ovale ve Falciparum olmak iizere dort
tip sttma enfeksiyonu tespit edilmistir. Plasmodium falciparum insan
plasmodiumlar1 arasinda en tehlikeli olanidir ve yetersiz tedavi sonucunda

insanlar 6liime gotiirebilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Plasmodium falciparum plasmodiumunun viicuttaki dongiisii
(http://okulsel.net/docs/index-150634.html)

Yurdumuzda goriilen sitma vakalarma Plasmodium vivax tirii neden
olmaktadir. Sekil 2.4’te dongiisii goriilen Oldiiriici olmayan bu tiir insanlar1

yipratmakta ve is giicii kaybima neden olmaktadir.
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Sekil 2.4  Plasmodium vivax plasmodiumunun  viicuttaki  dongiisii  (http:/mail-

grubu.com/shared/resources/22828,omurgasizlar/71010,sunumlar)



Hizli niifus artisginin getirdigi sosyo-ekonomik dengesizlik ve insan gogleri
sonucunda sitma hastaligi yurdumuzda kontrol altina alinmasi gereken ciddi bir
sorun haline gelmistir (Alten ve Caglar, 1998). Ayrica yurdumuzun Ege ve
Akdeniz kiy1 seridinde baskin sivrisinek tiirii olan Culex pipiens, Fil Hastaligi’na

(Elephantiasis) neden olan Wuchereria bancrofti mikroflaryanin en 6nemli

vektorlerindendir (Sekil 2.5).

a)

Sekil 2.5 a)Culex pipiens; b) Culex quinquefasciata (http://aramel.free.fr/INSECTES15-3.shtml)

2.2 Sivrisineklere Kars1 Yiiriitiilen Kontrol Programlar

Gilintimiizde giderek artan kiiresel 1sinma sonucunda gerceklesen iklimsel
degisiklikler sivrisineklerin yayilim alanlarin1 genisletmekte ve sivrisineklerin
insanlar iizerinde olusturdugu riskin boyutlarini arttrmaktadir. Bu riskin ortadan
kaldirilmasi i¢in ¢esitli kontrol programlar uygulanmaktadir. Kontrol programlar1
cercevesinde yapilacak miicadele yonteminin niteligi, canlilar arasindaki dogal

denge agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Diinya genelinde zararli boceklere karsi kullanilan savasim yontemleri,
mekanik miicadele (batakliklarin kurutulmasi, akarsularin 1slahi, ¢esitli tuzaklarin
kullanimi), kimyasal miicadele (insektisitlerin kullanimi) ve biyolojik miicadele
(steril erkeklerin dogaya salinimi, béceklerin kendi hormonlarini kullanima, kitin
sentez inhibitorlerinin kullanimi, parazit, parazitoid ve predatér kullanimi) olmak

iizere li¢ grupta toplanabilir.

Kimyasal miicadele yontemleri, maliyetin diisiik olusu, uygulama kolaylig:
ve ¢ok uzun siire kalict etki gdstermesi gibi 6zellikleri nedeni ile diinyanin birgok

iilkesinde uzun yillar boyunca tercih edilen yontem olmustur.



Ancak pestisitlerin zararlarinin insan saghigi ve cevre agisindan tehlikeli
boyutlara varmasi iizerine pek ¢ok iilke ve kurulus soruna titizlikle egilirken,

iilkemizde konuya gereken dnem verilmemektedir.

Pestisitlerin yaygin olarak kullanilmasindan kisa siire sonra 1950°1i yillarda
once DDT (dikloro difenil trikloroethan)’nin daha sonrada kullanilan diger
ilaglarin insanlar ve hedef olmayan canlilara zararli etkileri ortaya konmaya
baglanmugtir (Sekil 2.6-a).

Kullanilan pestisitler yiizey ve yer alti sularina bulasmakta ve toprakta
birikmektedirler. Dogada birikim sonucunda besin zincirine dahil olan
kimyasallar, hedef dis1 organizmalar1 etkilemektedir. Bunun yaninda ayni
kimyasal maddenin uzun siireli kullanimi ile savasilan zararli organizmalarda
seleksiyon sonucu direngli popiilasyonlar ortaya ¢cikmaktadir. Bu olay sonucunda
daha yiliksek oranda kimyasal kullanimi1 veya daha etkili maddelerin kullanimi
gerekmektedir (Sekil 2.6-b). Boylece dogada biriken kimyasal madde miktari

surekli olarak artmaktadir.

Sekil 2.6-a DDT  kullamm  (http://wwwl.umn.edu/ships/pesticides/background.htm;
http://mww.audubonmagazine.org/articles/conservation/ddt-here-stay;
http://organic-center.org/hot-science/great-grandparents-exposure-to-ddt-may-
affect-your-weight/)


http://www1.umn.edu/ships/pesticides/background.htm
http://www.audubonmagazine.org/articles/conservation/ddt-here-stay

Sekil 2.6-b Kimyasal insektisit kullanim1 http://foto.internetara.com/?a=insektisit&id=352228)

Kimyasal miicadelenin getirdigi tiim bu olumsuzluklar sebebiyle, diinyanin
bircok iilkesinde biyolojik miicadelenin O6nemi anlasilmis ve bu dogrultuda
yapilan ¢alismalar sonucunda sivrisinek kontroliinde Bacillus thuringiensis subs.
israelensis (Bti) ve Bacillus sphaericus (Bs) bakterilerinin biyolojik miicadele
ajan1 olarak kullanilabilecekleri farkedilmistir. Sivrisinek larvalar1 {izerine
oldiiriicii etki gdsteren bu bakteriler minimum ¢evresel riskleri, hedef tiire spesifik
oluglar1 ve yiiksek etki orani gibi 6zellikleri ile sivrisinek kontrol ¢aligmalarinda
kullanilan pestisitlerin alternatifi olarak goriilmektedirler. Ayni1 zamanda bu
bakterilerin sporlarmi ve toksinlerini igeren ticari formulasyonlarin uzun raf
Oomiirleri ve kolay uygulama kosullar1 sayesinde, giiniimiizde diinyanin birgok
ilkesinde sivrisineklere karsi yapilan kontrol ¢alismalarinda Bacillus sphaericus
ve Bacillus thuringiensis subs. israelensis bakterileri yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Cry proteinleri, bocek oldiiriicii aktiviteleri ile genis bir spektrumdaki
boceklere karsi etkili olmakla birlikte birkac familya i¢in 6zellikle toksin 6zellik
tagirlar. Bu gruplar, Lepidoptera (kelebek ve giive), Diptera (sinek ve
sivrisinekler), Coleoptera (kin kanatlilar ve ekin/bugday) ve Hymenoptera (esek

aris1, ar1) olarak belirlenmistir.

Kristal toksinlerin az bir kismi ise bocek olmayan tiirler grubunda yer

alanlara, 6rnegin nematodlara kars1 da aktivite gosterirler.



2.3 Biyokontrol Ajam Olarak Bacillus Genusu

Bacillus cinsi bakteriler, genis metabolik aktiviteye sahip olusu,
izolasyonunun kolayligi, tiretiminde kompleks besi ortamina ihtiya¢c duymamasi
ve kisa siirede gelisimi vb. nedenlerden dolayr arastrmalarda siklikla
kullanilmaktadir. Bitki hastaliklarinin kontroliinde kullanilan kimyasal insektisit
ve pestisitlerin yarattig1 cevre kirliligi ve patojen direngliligi, patojene 6zgii dogal
bakteriyel antagonist ajanlarla biyolojik kontrol saglamanin Gnemini ortaya
cikarmistir (Yilmaz ve Beyath, 2003). Bacillus bakterileri bu agidan ciddi
potansiyele sahiptirler ve bitki hastaliklarin1 baskilayan bir¢ok metabolit iiretirler.

Son yillarda kimyasal miicadelenin insan ve hayvan saghgi ile c¢evre
iizerindeki olumsuz etkileri her gecen giin daha iyi anlagilmaktadir. Buna baglh
olarak, tarimsal iiretimde kimyasal pestisitlerin kullanimini azaltan veya
yasaklayan yeni tarim politikalarinin (organik tarim ve siirdiiriilebilir tarim)
gelistirilmesi ile tarimsal savas stratejileri icerisinde biyolojik miicadele oldukca
fazla ilgi gormeye baslamistir. Bu nedenle, 6zellikle gelismis tilkelerde biyolojik
kontrol ajanlarinin tespiti ve bu ajanlarin degisik ¢evre sartlarma adaptasyonu,
sera ve tarla sartlarinda etkinlikleri, uzun vadeli depolama ve tasima sartlarina
dayanikli formulasyonlarin gelistirilmesi {izerine ¢ok sayida bilimsel ¢alismalar

yapilmasi dikkat ¢ekmektedir (Sahin vd., 2013).

Bacillus thruingiensis’in insanlara, faydali boceklerin ¢oguna ve diger
canlilara toksik etkisinin olmamasi nedeniyle, geleneksel insektisitlerin meydana
getirdigi  ¢evre ve saglik sorunlarma neden olmamaktadir.  Genetik
miihendisligindeki son gelismeler ile Bacillus thuringiensis genlerinin pamuk,
tiitlin ve domates gibi 6nemli {iriinlere ve bitkilerde yasayan ve patojenik olmayan
baz1 bakterilere nakledilmesi ayrica farkli konuk¢u spektrumuna sahip yeni

wrklarm gelistirilmesi bu bakterinin 6nemini oldukc¢a artirmistir (Tuncer ve Ecevit,

1994).
2.3.1 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt), fakiiltatif anaerobik, gram-pozitif bakterilerdir.
Bt ilk olarak 1901 yilinda Japonya’da hastalikli ipek bdcegi larvalarindan izole
edilmigtir. Bt bakterileri uygun olmayan kosullarda elipsoidal sporlar ve

karakteristik parasporal kristaller (5-endotoksin) olustururlar (Sekil 2.9).
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Bu kristaller bircok bocek tiirli tizerinde oldiiriicii etki gosterirler (Sekil 2.7).
Bt kristalleri bipiramidal, kiibik, yasst veya bunlarin birlesimi seklindedir
(Dogaroglu, 2008).

Bacillus thuringiensis bilimsel olarak ilgilenilen ve biiyiik tarmmsal
uygulamalar1 olan bir bakteri tirtiidiir (Sekil 2.8). Bu bakteri ve alt tiirleri ¢cok
cesitli bocek konakgilarini hatta nematotlar: bile oldiirebilme 6zelligine sahiptir;
ancak her sus, yliksek 6zgiilliikk gosterir. Bu ise, bakterinin sporlanmasi sirasinda
iirettigi kristal proteinleri ile aciklanabilmektedir (Maagd et al., 2001). Cry
proteinleri, bocek oldiirticii aktiviteleri ile genis bir spektrumdaki bdceklere karsi
etkili olmakla birlikte birka¢ familya i¢in 6zellikle toksin Ozellik tasirlar. Bu
gruplar, Lepidoptera (kelebek ve giive-butterflies and moths), Diptera (sinek ve
sivrisinekler, flies and mosquitoes), Coleoptera (kin kanathilar ve ekin/bugday
biti-beetles and weevils) ve Hymenoptera (esek arisi, ar1 —wasps and bees) olarak

belirlenmistir.

Kristal toksinlerin az bir kismi ise bocek olmayan tiirler grubunda yer

alanlara, 6rnegin nematodlara kars1 da aktivite gosterirler.

Sekil 2.7 Bacillus thuringiensis petri gorlintiisi
(http://genpeace.blogspot.com.tr/2013/06/failure-to-demonstrate-any-
harm-from.html; http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/44118.pdf)


http://genpeace.blogspot.com.tr/2013/06/failure-to-demonstrate-any-harm-from.html
http://genpeace.blogspot.com.tr/2013/06/failure-to-demonstrate-any-harm-from.html
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Sekil 2.8 Bacillus thuringiensis genusuna ait faz kontrast mikroskobu goriintiisii
(http://worldofvet.blogspot.com.tr/2011 11 01 archive.html;
http://textbookofbacteriology.net/Anthrax.html)

Sekil 2.9  Bacillus  thuringiensis  bakterisine  ait  sporlanma  dongisi
(http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:Bt5.JPG)

2.3.2 Bacillus thuringiensis subs. israelensis

Bacillus thuringiensis subs. israelensis (Bti), ilk olarak 1976 yilinda
Israil’de bulunmus, 6zellikle sivrisinek larvalarma ve kara sinek larvalarma kars1
yiiksek etki gosterdigi i¢in sivrisinek miicadelesinde yaygm olarak kullanimi ise
1980’11 yillarda baglamistir (Sekil 2.10). Bu bakterilerin hedef dis1 organizmalar
ve cevre lizerine zararl etkisi olmadigi gézlenmistir. Bti sporlar1 6li sivrisinek
larvalar1 iizerinden cogalamadigindan ve uygulama ortamindaki kaliciliklari
cevresel faktorlere bagli oldugundan; Bti uygulanan alanlarda, uygulamadan
hemen sonra spor sayisinda énemli dlglide azalmalar olmaktadir. Bu nedenle Bti
uygulamalarmm belirli periyotlar ile (ortamdaki suyun organik madde
ozelliklerine gore 7-14 giinde bir ) tekrarlanmasi gerekmektedir (Dogaroglu,

2008).


http://worldofvet.blogspot.com.tr/2011_11_01_archive.html
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Sekil 2.10 Bacillus thuringiensis subs. israelensis bakterisine ait goriintii: a) faz kontrastta
alinan protein ve endospor goriintiisi, b)saflastirilmig proteinlerin taramali
elektron mikroskobu gorintlisii, €) spor ve kristal protein gorintisil.

(http://lwww.mddefp.gouv.qc.ca/pesticides/virus-nil/bti/chap3.htm)

2.3.3 Bacillus sphaericus

Bacillus sphaericus (Bs), aerobik, gram pozitif ¢ubuk sekilli bakterilerdir.
Larvisidal etkisi oldugu 1960’11 yillarda 6grenilmistir. Yaygin olarak toprakta ve
sucul ¢evrelerde bulunurlar. Bs bakterileri sporlanma esnasinda kristal proteinler
tiretirler (Sekil 2.11; Sekil 2.12). Bu kristal proteinler sivrisinek larvalari tizerinde
oldiiriicti etkiye sahiptirler. Sivrisinek kontrol caligmalarinda Bs kullanilmasinin
minimum ¢evresel etki, tiire 6zel olusu, yiiksek etki orani ve uzun kalicilik siiresi
gibi bir¢cok avantaji vardir. Bs’nin sucul bocekler ve invertebratlar lizerine zararlh
bir etkisinin olmadig1 bilinmektedir. Farelere ve baliklara, iizerlerinde Bs sporlar1
bulunan 6lii sivrisinek larvalar yedirilmis ve hicbir zararli etkisinin olmadig1
gbzlenmistir. Bs uygulamalarmin g¢evresel faktorlere bagli olarak yaklagik dort

haftalik rezidiiel etkiye sahip oldugu bilinmektedir.


http://www.mddefp.gouv.qc.ca/pesticides/virus-nil/bti/chap3.htm
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Bacillus sphaericus uygulamalarinin Bacillus thuringiensis subs. israelensis
uygulamalarina goére daha uzun siire kalici etki gostermesinin nedeni, Bs
sporlarmnin 6lii sivrisinek larvalar1 tizerinde c¢ogalabilmeleridir. Bu yetenek,
uygulamadan birka¢ hafta sonra dahi yumurtadan yeni c¢ikan sivrisinek
larvalarmin enfekte edilmesini ve rezidiel etkinin artmasmi saglar. Culex
quinquefasciatus tiirii sivrisinek larvalarinin kadavralar tizerinde ortalama olarak
10°-10° arasi Bs sporu oldugu belirtilmistir. Bs 6zellikle Culex ve bazi Anopheles
tiirleri lizerine ¢ok etkilidir (Dogaroglu, 2008).

Sekil 2.11A. Rekombinant Bacillus sphaericus 2297 (pcyt1Al) susunun hiicre lizisi sonrasi
elektron mikroskobu goriintiisii, B. Bacillus sphaericus 2297 nin spor kristalinin
elektron mikroskobu goriintiisii, C. Rekombinant 2297 (pMK3) susuna ait
saflagtirilmis inkuluzyon cisimciklerinin goriintiisi (200 nm). S: spor; Cry:

Kristal. (http://aem.asm.org/content/64/10/3910.full)


http://aem.asm.org/content/64/10/3910.full

Sekil 2.12 Bacillus sphaericus 2297 ve Bacillus sphaericus 2297 (pBB544-trP42A) suslarina
ait taramali elektron mikroskobu goriintiileri

(http://aem.asm.org/content/68/7/3300/F5.expansion.html)

2.4 Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus Bakterilerinin Etki

Mekanizmasi

Bacillus thuringiensislerin ekolojisi tam olarak agikliga kavusamamustir. Bu
bakteriler; topraktan, tahil depolarindan, 6lii boceklerden, bitki yiizeylerinden
izole edilebilir ve bu habitatlar onun patojen oldugunun bir gostergesidir.
Sporlanma esnasinda kristal proteinin sentezinin bakterinin kendi gelecegini
giivence altma almak i¢in oldugu diisiiniilebilir. Olii bir bécek, etkin olmayan bir
sporun germinasyona ge¢mesi i¢in yeterli miktarda besini saglayabilir. Var olan
bir ¢ok patojenik faktére ragmen Bt memelilere karsi patojenlik
gostermemektedir, bu sebeple calismalar bocek 6ldiiriicli olan kristal proteinlerin
(aynm1 zamanda 6 endotoksin de denilen Cry, Cyt proteinleri,) {izerinde
yogunlagmaktadir (Maagd et al., 2001). Bu toksik proteinler, sivrisinek larvalar1
tarafindan beslenme yolu ile alinirlar ve larval orta bagirsak epitel hiicrelerinin
yikimi sonucunda larvanin 6liimiine neden olurlar. Kristal toksinlerinin ¢aligma
mekanizmasi s0yle agiklanabilir; sivrisinek larvasi kristal proteini beslenme yolu
ile sudan alir, kristal protein yliksek pH (alkalin) ortamindaki orta bagirsakta
¢coziliniir, proteazlarin etkisi ile aktif hale gecer, aktif toksin orta bagirsak

hiicresinin apikal mikrovilluslarindaki reseptorlere baglanir (Sekil 2.13).



15

Toksinin 6zel bir kismi reseptdre baglandiktan sonra, toksin hiicre zarini
gecer ve zarda delikler acar. Bu durumda bagirsak epitel hiicresinin iyon dengesi
larva oOliir (Sekil 2.14). Sivrisinek larvalarina Bti ve Bs

bozulur ve

uygulanmasindan yaklasik olarak bir saat sonra larvanin beslenmesi durmaktadir,
iki saat igerisinde larval aktivitede azalmalar gdzlenmekte ve alt1 saat sonunda ise

larva felg olmaktadir (Dogaroglu, 2008).

l *> ¢ @ ."
A v { v
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<
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Bt toksin Larvanin, Kristalin | Kristalin

kristali toksin larva | aktive
kristalini tarafindan | olmasi
yemesi sindirilmesi |

Bacek Aktive olmusg Hiicre Hicreler
bagirsak Bt toksinleri, ceperlerinde olar.
hicreleri bagirsak delikler

hiicrelerine olusur.
baglanir.

RAPAX (EG2348), insektisit etkili cesitli toksinler salgilar (Cry 1Aa, 1Ac ve 2A gibi).
Bu toksinler pek ¢ok lepidopter tiirl Gizerinde etkilidir.

Sekil 2.13 Bti ve Bs bakterilerinin etki mekanizmasi

(http://www.boyutft.com/rapax.php)

Bir kag toksin de 2 ya da 3 bdcek sinifini iceren bir gruba karsi aktivite
gosterirler. En ¢ok bilinen, kin kanatlilara, sineklere ve giivelere karsi etkili olan
CrylBa toksinidir. Toksinlerin uzun yillardir karisik toksinler halde sprey formda
biyolojik bocek dldiiriicti olarak kullanimlarinin yani sira, Cry toksinleri tek tek
olarak transgenik bitkilerde, iiriinleri bitki zararlis1 boceklere karsi direngli hale
getirmek tizere ifade edilmektedirler. Cry geni tastyan transgenik musir, pamuk ve
patatesler 1996’dan bu yana 6zellikle Amerika Birlesik Devletleri’nde biiytik bir
pazar potansiyeline sahip olarak bulunmaktadirlar (Maagd et al., 2001).


http://www.boyutft.com/rapax.php
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Sekil 2.14 Bacillus kristal proteinlerinin etki mekanizmasi 1. Kristal toksinin ¢dziinmesi, 2.
Sindirim kanalindaki proteazlarla ilk agilimlarin saglanmasi, 3. Reseptorlere
toksin monomerlerin baglanmasi ve ikinci agilimin olmasi, 4. Membrana girilme
ve oligomerlerin olusmasi, 5. Reseptorlere oligomerik toksinlerin baglanmasi, 6.

Litik por olusumu. (http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/44118.pdf)

2.5 Bacillus sphaericus ve Bacillus thuringiensis subs. israelensis

Uygulamalarinin Kaheilik Siiresine Etki Eden Faktorler

Yapilan cesitli ¢alismalar sonucunda bu bakterilerin etkinliklerinin sicaklik,
su kalitesi ve su derinligi, vejetasyon zamani ve pH gibi faktorler ile degiskenlik
gosterdigi  gozlenmistir.  Bti  bakterisinin  insektisidal  toksinlerinin
mikroorganizmalar tarafindan inaktive edildigi bilinmektedir (Tuncer ve Ecevit,
1994). Dalgaboyu 300-700 nm arasindaki giines 1sinlar1 Bti spor ve Kristallerini 3
giin icerisinde inaktive ederken Bs sporlar1 ¢ok daha kisa siirelerde etkisini
kaybetmektedirler. Diisiik su sicakligi, hem bakterilerin toksik etkisini hem de
larvanin beslenme oranini azalttigindan miicadele ¢alismalarinda basari oranini
diigirmektedir. Bti i¢in ideal gelisim ve toksin iiretim sicakligr 25 ile 30 °C
arasidir. Bs 25 ve 40 °C arasinda yasayabilirken, 35 °C’den yiiksek sicakliklarda
toksin liretimi inhibe olmaktadir. Bti, 5.5 ve 8.5 pH araliklarinda yasayabilirken,
ideal pH aralig1 6.8 ve 7.2 araligidir. Bs i¢in ise pH 7,0 idealdir (Usta, C., 2013).
Sulardaki atik madde orani ve bakterinin maruz kaldig1 giines 1sinlarmin siddeti

arttikca rezidiiel etki azalmaktadir.


http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/44118.pdf
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Ayn1 zamanda larva yogunlugu ve etki orani arasinda ters iliski vardir. Cok
miktarda larva bulunan sularda, larva bagina diisecek bakteri sayis1 azalacagindan
kullanilan formulasyonundozu artirilmalidir (Tuncer ve Ecevit, 1994). Ayni
sekilde, larva miicadelesi yapilacak olan sularda filtrasyon ile beslenen diger
canlilarin miktar1 da bakteri oranini etkilemektedir (Dogaroglu, 2008; Usta, C.,
2013).

2.6 Diinya'da Ve Tiirkiye’de Sivrisinek Miicadelesi I¢in Biyoinsektisit
Gelistirmek Uzere Bacillus Suslan ile ilgili Yiiriitiilen Bilimsel Cahsmalar

Diinya'da Bacillus tiirlerinin insektisidal aktivitesinden yararlanmak {izere
bircok bilimsel biyolojik miicadele arastirmalari yapan arastirma merkezleri
bulunmaktadir. Bu {ilkelerin ¢ogunda sivrisinek miicadelesinde kullanmak iizere
yeni sus arayistyla ilgili caligmalar bu arastirma merkezlerinde ve {iniversitelerde

surdirilmektedir.

ABD (Park et al., 2007, 2008) , Ispanya (Iriarte et al., 1997), Hindistan
(Surendran and Vennison, 2011; Patel et al., 2012), Misir (Foda et al., 2010),
Brezilya (Regis et al., 2000), Kanada (Mostafa et al., 2005; Gringorten et al.,
1992; Morris, 1973) , Belgika (Brunet et al., 2010), iskogya (Pendleton, 1969),
Isvigre (Perronand Benz, 1968), Ingiltere (Burges and Bailey, 1968), Finlandiya
(Meretoja and Carlberg, 1977), Almanya (Heckel, 2012), Cin (Gong et al., 2010),
Tunus (Zouari and Jaoua, 1999), Hollanda (Geest and Wassink, 1972), Avustralya
(Pinnock, 1994), Iran (Keshavarzi, 2008), Nijerya (Obeta, 1986) ve diger bir ¢ok
iilkede Dbiyoinsektisit  Ozelligine sahip Bacillus tiirlerinin  izolasyonu,
tanimlanmasi, sivrisinekler {izerindeki etkinligi, uygulama alanlarindaki
etkinliklerinin ~ belirlenmesi ~ konusunda  siirekli  sayisiz ~ arastirmalar

yapilmaktadir.

Bacillus thuringiensis alt tiirleri ve Bacillus sphaericus bakterilerinin
biyoinsektisit 6zellikleri uzun yillardir bilinmektedir. Konu hakkinda Tiirkiye’de
de yillardanberi birgok ¢alisma yapilmig ve halen yapilmaya devam etmektedir.
Bu c¢aligmalarin biyiik bir kisminda Bacillus thuringiensis alt tiirlerinin ve

Bacillus sphaericus’un izolasyonu ve tanimlanmas1 amaglanmaktadir.
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Ayrica arastirmalar, biyolojik etkinlik belirleme ¢alismalarma (Yazic1 vd.,
2013; Doruk vd., 2013; Dogaroglu, 2008; Oztiirk, 2007; Demirci, 2006; Bozlagan,
2006; Apaydin, 2004; Aslim vd., 2002; Tuncer ve Ecevit, 1994; Karacasu, 1998;
Nalgacioglu, 1998; Cokmiis, 1989) yoneliktir.

Gliniimiizde tanimlama testleri daha c¢ok molekiiler yOntemlerle
yapilmaktadir. Bacillus thuringiensis alttiirlerinin ve Bacillus sphaericus’un
iiretim parametreleri ilizerine ¢ok fazla c¢alisma yapimamistir. Bu tiirlerden
endospor ve toksin proteininin liretimi iizerine de genellikle laboratuar dlgceginde
yapilmis calismalar (Ozcan, 2008; I¢gen vd., 2002; Tokcaer vd., 2006; Ozkan vd.,
2003) mevcuttur.

2.7 Bacillus thuringiensis’in Uretimi ve Biyolojik Etkinliginin Olciilmesi

Bacillus thuringiensis‘in  biyoteknolojik olarak iiretiminde birgok
parametrenin ayni anda degerlendirilmesi ve de uygun kosulllarin tasarlanmasi
gerekebilir. Oncelikli olarak suslarm izolasyonu ve sus secimi dnem tasimaktadir.
Bunun i¢in farkli biyokimyasal testler olmakla beraber mikroskobik incelemeler
de segimler i¢in yapilabilir. Uretim ortaminin ¢ok iyi olarak optimizasyonunun
yapilmasi gereklidir. Bunun igin genellikle soya, glukoz, sakaroz, protein (pepton
olabilir), nisasta, maya ekstrakti ve cesitli iz elementlerin farkli oranlarda
bulundugu ortamlarda istatiksel deney diizeneklerine dayanan denemelerle en iyi
vejetatif hiicre ve ardindan spor olusumunu tesvik eden ortam bilesenleri ve
oranlar1 belirlenmektedir. Uretim i¢in en uygun sicaklik olarak 30°C (Park et al.,
2008) ve calkalama olarak da 150-200 rpm araligi (Prabakaran et al., 2005;
Anderson et al., 2002) verilmektedir. Biiyiik 6lgekli iiretimlere gegilecek olursa
burada oksijen temini, karistrma hizi gibi ekstra parametreler devreye
girmektedir ki bu durum baska deneme setlerinin kurulumunu da

gerektirmektedir.

Uretimin sonlarma dogru vejetatif hiicre biiyiimesi duracak seviyeye gelir,
spor ve kristal olusumu baslar. Biyoinsektisit 6zelligi gdsteren kisim da bu spor
ve kristal formlardir. Bu asamadan sonra laboratuvar 6lgegi tiretimler icin 5000 g

10 dakikalik 3 tekrar santrifiij uygulamas ile hiicreler fermentasyon ortamimdan

ayrilabilir (Thomas and Ellar, 1983).



19

Liyofilizasyon, piiskiirtmeli kurutma gibi yontemler ile hiicreler toz halinde
veya baska formiilasyon ajanlari ile de sivi halde olarak hiicreler tiriin haline

doniistiiriilebilir (Boyetchko et al.,1999).

Biyoinsektisit 6zellik gosterdigi bilinen Bacillus tiirleri {izerinde biyolojik
etkinlik testleri yapilmaktadir. Bu sayede Bacilluslarin spesifikliginden
yararlanilarak hangi bocek tiirleri {izerinde etkin oldugu belirlenmeye
calisilmaktadir, iistelik buradan mortalite oranlarina da ulasilmakta bu sayede de
elde edilen veriler, ticari iirlinlerin ne kadar miktarda ve yogunlukta kullanilacagi

ile ilgili agiklamada yararlanilan potens katsayisina ulasmay1 saglamaktadir.

Uriiniin Potensi =Standart potensi x LC50 (mg/ml) / Uriiniin LC50 (mg/ml)

2.8 Biyoinsektisit Kullanimindaki Kisitlamalar

Bacillus thuringiensis tiriinlerinin kullanimindaki en biiyiik tehditlerden biri
bocek direncinin goriilmesidir. Cry toksinlerine kars1 direng, bdceklerde
mutasyonun meydana gelmesi ile olusabilir ve bu mutasyonlar Cry toksinlerinin
etkilerinin her asamasinda belirebilir. Laboratuarda sec¢ilmis direngli bocek
populasyonlar1 gostermistir ki Cry toksin aktivasyonunu da igceren degisik
mekanizmalarla diren¢ olusabilmektedir. Bu mekanizmalar; esteraz veya
lipoporinlerle toksinlerin ayrilmasiyla, yiikksek immUn cevaplarla, bdceklerin
mide/bagirsak membranina baglanmada azalmaya yol acacak toksin
reseptorlerindeki degismelerle olabilmektedir. C. elegans mutasyonlari, Cry5
toksinlerine karsi direncin olusumunda glikolipid biyosentezine etki etmektedir.
Bocek pestisitlerinde toksinlere karsi su ana kadar bilinen en yaygin direng
mekanizmasi, orta mide/bagirsak hiicrelerine toksinlerin baglanmasindaki
azalmadir, bu da degisik bocek tiirlerinde Cry toksinlerinin kaderin, ALP veya
APN gibi reseptorlerinde mutasyonlarm olmasi1 ile saglanmaktadir. Son
zamanlarda, H. virescens direngli populasyonundan bir allel, ABC transport
molekiillerinde bir genin mutasyonunda tanimlanmistir. Bu mutasyon, CrylA
toksinlerinin membran vesikiillerine baglanmasma etki etmistir. Bu da, ABC
transport molekiillerinin yeni CrylA toksin reseptorii oldugunu ve sonraki

membrna giriste oligomer adimlarinda gerekli oldugunu gostermektedir.
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Aslinda, en sik bocek direng fenotipi, “mode 1 of Resistance” diye ifade
edilen ve CrylA toksin baglanmasinda azalmayla, CrylAa, CrylAb ve
CrylAc’nin c¢apraz direnci ile ve CrylC’ye kars1 direncin olmamas: ile
karakterize edilir. Bir ka¢ lepidopteran boceklerinde, mod of 1 direnci, kaderin
genindeki mutasyonlarla bag yaptirilir. Bu kosullarda 3 lepidopteran bdcek
pestisiti (Plodia interpunctella, Plutella xylostella ve T. Ni), formiile edilmis Bt

iirlinlerine kars1 direng gelistirmistir (Bravo et al., 2011).

Gectigimiz yillarda, Bt drlinlerine karsi en azmdan 4 diren¢ durumu
kaydedilmistir. Bunlar: Amerika’da CrylAc’yi kodlayan Bt-pamuga kars1 H. zea,
Porto Riko’da CrylF ‘yi eksprese eden Bt musira karsi S. frugiperda, Giiney
Afrika’da CrylAb’yi ekspres eden Bt musira karsi Busseola fuscato ve
Hindistan’da Cryl Ac ‘yi eksprese eden Bt pamuga kars1 P. gossypiella’dir.

Transgenik tirtirnlerde Cry toksinlerine kars1 bocek direncinin goriilmesi,
“High Dose Refuge Strategy” olarak adlandirilan bir  durumla
ertelenebilinmektedir. Bu strateji, yliksek dozda Cry toksini eksprese eden Bt
irlinlerinin oldugu civarlara Bt olmayan bitkilerin belirgin bir yiizdelikle

ekilmesini gerektirmektedir.

Bt olamayan bitkiler, duyarli bocek populasyonlarini devam ettirmek igin
barmak olarak tasarlanirlar. Cry toksinlerine karsi duyarli bocekler, direngli
olanlarla eslesirler ve direnglilikle karakterize edilen allellerinden resesif
olanlardan dolay1 duyarli yavrular olustururlar. Barmak taktigi olarak bilinen bu
modelin ¢iktilar1 olarak Amerika Birleik Devletleri’nde Bt pamuga kars1 direngli
P. gosypiella olusumunda gerilemeler saglanmistir. Bu durum, Hindistan’da Bt

pamuga kars1 ayn1 bocek tiiriinde direncin goriilmesi ile agiklanabilir.

Son ¢aligmalarda, Bt pamugu kullanilarak yapilan bir imha programinda,
disi kisir P. gosypiella salinimi, alanda direngli allellerin sikhiginda etkili bir
yavaslama/azalma oldugunu gostermistir. Bu strateji, barmak taktiginin yerine
kullanilabilir; ¢linkii barmak taktiginde Bt olmayan bitkiler, bocek saldirilarina
kars1 korunmasiz kalmakta ve bu da iiriin kaybina yol agmaktadir. Ayrica bu
strateji, barmak taktiginin uygulanamadigir bolgelerde o6zellikle uygulanabilir

(Bravo et al., 2011).
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2.9 Biyoinsektisit Kullaniminin Gelecegi

Biyolojik Miicadele uygulamasinin 6niindeki en biiyiik engel bu miicadele
metodunun bilgi yogun bir metot olmasidir. Diger 6nemli bir husus ise iiretici
aliskanligidir. Diinya’da Biyolojik Miicadele ile ilgili olarak yapilan ¢ok sayida
arastirma, iiretim ve salim ¢aligmasina ve ¢ok sayida taltif edici onur verici sdzlere
ragmen maalesef uzun yillar bu konuda istenen seviyede bir gelisme olmamustir.
Uluslararast biyoajan iireticileri dernegi (IBMA) tarafindan 2002 yilinda
yayinlanan bir rapora gore biyolojik miicadele {iriinlerinin toplam kullaniminin
kimyasal igerikli biyolojik kontrol iiriinlerinin ancak %]1°i oldugu belirtilmistir.
Fakat timitvar olan durum ise bu oranin 2010 yilinda iki kat artarak toplam
biyolojik kontrol iirlinleri pazarmnin %?2’sine ulagmasidir. Ancak bu miktarin
%80’1 tek basina Bacillus thrungiensis’e aittir. Bu veriler basarisi kanitlanmis ve
iyi pazarlanabilen bir iiriiniin ne kadar basarili olacagin1 géstermektedir (Anonim
2012e).

Ulkemizde Biyolojik Miicadele alaninda yapilan bilimsel ¢alismalar uzun
yillar yalnizca devlet kurumlar1 ve tiniversiteler tarafindan ¢ogunlukla arastirma
projeleri seklinde yiiriimiistiir. Ozel sektdriin bu alana ilgisi ancak doksanli
yillarda bazi Avrupa menseli sirketlerin yeni pazar arayiglari neticesinde
baslamistir. Bugiine kadar Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlhigi tarafindan
Tirkiye’de Tarimsal Biyolojik Miicadele i¢in Ruhsatli Mikrobiyal Preparatlarin
say1s1 30 adet olmasina karsilik Saglik Bakanligi tarafindan sivrisinek miicadelesi
kapsaminda kullanilmak iizere ruhsatlandirilmis 6 tane mikrobiyal preparat

bulunmaktadir (Cizelge 2.1; Sekil 2.15).

Cevre i¢in son derece giivenli olan ve yalniz sivrisinek tiirli zararlilarin
larvalarina toksik etki gosteren Bacillus kokenli Bakteriyal Larvasitler
genellikle Amerika Birlesik Devletleri’nden ithal edildigi igin (Cizelge 2.1)
ticari pazara ¢ok yiiksek maliyetlerle sunulmakta ve yiiksek maliyet
tiiketicilerin ¢evre saghgi i¢in son derece giivenli olan bu iiriinii kullanmalar1
iizerinde caydirict etki yaratmaktadimr. Tiiketici yiliksek maliyetten dolay:
kullanabilecegi giivenli “Bakteriyal Larvasitler’in yerine hedef zararlilar
digindaki su faunasma zararli (toksik etkisi) olan “Gelisim Diizenleyici

Hormon (IGR) Igerikli Larvasitler’i kullanmaya yénelmektedirler.
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Cizelge 2.1 Saglik Bakanlig1 Tarafindan Ruhsatlandirilmig Bacillus icerikli biyoinsektisitler

Biyoloji . . Uygulanaca T,
Kontrol Mikrobiyal k zararh Uretici Firma ithalater Firma adi
gl etmen (Ulke)
Uriinii adlari
Vektobak Bacillus Sivrisinek, | ValentBioSciences Enwmte.k Ce,‘.’r.e Saghg
o A, . Teknik Egitim ve
AS (1.200 thuringiensis var. Simulium Corporation Kimyevi Maddeler San
mg/ITU israelensis (karasinek) | (ABD,Libertyville) ve Tic. Ltd. Sti.
C o Envirotek Cevre Sagligi
Vektolex - ValentBioSciences A
WG (600 | Bacillus sphericus Sivrisinek Corporation _ Teknik Eitim ve
mg/ITU) (ABD) Kimyevi Maddeler San.
9 ve Tic. Ltd. Sti.
Vektobac G Bacillus ValentBioSciences Enwmte.k Ce,‘.’r.e Saghg
(200 thuringiensis var Sivrisinek Corporation  Teknik Egitim ve
mg/ITU) israelensis . (ABD) Kimyevi Maddeler San.
9 ve Tic. Ltd. Sti.
Aql(? bzao%AS thuriﬁaicel:: ;‘Z var. | Sivrisinek, BeckerMikrobial Kontrol Kimya Ilag
; "ng L Simulium (Parkland, Florida) Mak.Ins.Tic. A.S
mg/ITU) israelensis
Aquabac G Bacillus Il—Mak Beseri Zirai
(200 thuringiensis var. | Sivrisinek BeckerMikrobial Vet.lag ve Mak.san ve
mg/1TU) israelensis Tic.Ltd.sti
Aquabac DF Bacillus 11-Mak Beseri Zirai
(3000 thuringiensis var. | Sivrisinek BeckerMikrobial | Vet.ilag ve Mak.san ve
mg/ITU) israelensis Tic.Ltd.sti

Sekil 2.15 Saglik Bakanlig1 tarafindan sivrisinek miicadelesi kapsaminda kullanilmak

lizere

(http://publichealth.valentbiosciences.com/products)

ruhsatlandirilmig

mikrobiyal

preparat

urtnleri
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Ulkemizde Sivrisinek Tiirii Larva Miicadele Hizmetlerini Belediye
Kuruluglary, Saglik Bakanligi Halk Sagligi Kurumu, Tatil Koyleri ve Yazlik Site
Yoneticileri ve Bakanlik Izinli Ozel Firmalar yapmaktadir. Ulkemizde yillik
larvasit tiikketimi 350-400 ton/yil’dir. Bu miktarin yiiksek maliyetinden dolay1
sadece 60-80 tonunu bakteri esasli larvasitler geriye kalan biiyiik bir kismini ise
gelisim diizenleyici hormon igerikli larvasitler olusturmaktadir. Larvasit olarak
kullanilan ilaglarin tiikketiciye maliyeti 40-60 Milyon TL’sidir. Tamamu ithal olan
bu iiriinler i¢in Ulkemizin yabanci iilkelere 6dedigi doviz miktar ise yillik olarak
yaklagik 15-20 Milyon A.B.D. dolaridur.

Saglik Bakanligina bagli olarak yeni kurulmus bulunan, Tirkiye Halk
Saghigr Kurumu, Zoonotik ve Vektorel Hastaliklar Daire Baskanligi tarafindan
milli biitgeden vektdr miicadelesi amaci ile yillik olarak 10 milyon TL tutarinda
Larva Miicadele Ilac1 satin alinmakta ve alinan bu ilag 11 Halk Sagligi Kurumlar
araciligl ile Belediye Kurulusu olmayan kirsal kesimlerde larva miicadelesinde

kullanilmaktadir.
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3.1.1 Cahismada kullanilan mikroorganizmalar

Bu ¢alismada incelenen mikroorganizmalar, Ege Bolgesi’nden daha 6nce

biyoinsektisit (biyolarvasit) uygulamasi yapilmamis olan su birikintisi, ¢amur,

bataklik, golet, ciftliklerden hayvan yikama sulari,

habitatlardan gelen su, gamur ve toprak numunelerinden izole edilmis olan olas1

Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus izolatlaridir.

Ayrica EU “Biyomiihendislik Boliimii Bacillus Koleksiyonunda yer alan
Bacillus thuringiensis Bt 1i ve B. thuringiensis Bt 7i kodlu izolatlardan da

denemelerde faydanilmistir.

3.1.2 Kullamlan besiyerleri ve ¢ozeltiler

3.1.2.1 Kullanilan besiverleri

Nutrient agar ve Nutrient broth

Bacillus izolatlarinin iiretim, aktiflestirme ve saklanmasinda ticari olarak

hazir halde satilan Nutrient Agar (Merck, 105450) ve Nutrient Broth (Merck,

105443) besiyerleri kullanilmastir.

Bilesenin Adi
Nutrient Agar
Distile Su

Bilesenin Adi
Nutrient Broth
Distile Su

Miktan
20,0 g
1000 ml

Miktan
8,0¢g
1000 ml

agaclik alanlar gibi
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LB Agar (Luria Bertani Agar) ve LB Broth (Luria BertaniBroth)

Calisma kapsaminda asetatli secim yOntemi kullanilarak gerceklestirilen
izolasyon isleminde kullanilan besiyeridir (LB Broth (MERCK, 1102850500),
(Travers et al., 1980;Massie et al., 1985; Park et al., 2008; Foda et al., 2010).

Bilesenin Ad1 Miktar
LB Broth 259
Distile Su 1000 ml

Bilesenin Ad1 Miktarn

25 g LB Broth
LB Agar

%2 Agar Agar
Distile Su 1000 ml

T-3 ortamm

Endospor iretimini tesvik edici iiretim ortami belirleme denemelerinde
kullanilan besiyeridir (Keshavarzi, 2008).

(Sodyum fosfat (Sodyum Dihidrojen Fosfat Dihidrat) — MERCK
M1063451000; Maya Oziiti — MERCK — 103753; Triptoz — MERCK 110676;
Tripton — MERCK, 110859; Mangan Kloriir (Mangan Kloriir Tetrahidrat) —

MERCK M1059271000).

Bilesenin Adi Miktan
Tripton 30
Triptoz 29

Maya Oziitii
15¢9

(‘Yeast Ekstrakt)

Sodyum Fosfat
0,056 M

(pH:6.8)

MnCl, 0,005¢g
Distile Su 1000 ml

NY (Nutrient Yeast) Ortami

Endospor iiretimini tegvik edici iiretim ortami belirleme denemelerinde

kullanilan besiyeridir (Foda et al., 2010).
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Bileseni Ad1 Miktar
Nutrient Broth 8,0¢
Maya Oziitii -
Distile Su 1000 ml

NYSM (Nutrient Yeast Salt Medium) Ortam

Endospor iiretimini tesvik edici tiretim ortami belirleme denemelerinde
kullanilan besiyeridir (Prabakaran and Hoti, 2012).

(Glukoz — SIGMA G8270; NaCl — SIGMA 746398; Pepton — MERCK
107213; Beef Ekstrakt — MERCK 103979; Magnezyum Kloriir (Magnezyum
Kloriir Hekzahidrat) — MERCK M1058331000; Kalsiyum Kloriir — MERCK
M1023821000).

Bilesenin Ad1 Miktan
Glukoz 10¢g
Pepton 59

NaCl 5¢
Beef Ekstrakt 30
Maya Oziitii 059

MgCl, 0.203 g
CaCl, 0.102 g
MnCl, 0.01g
Distile Su 1000 ml
pH 7

Tirozin Agar
Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarinin  ayriminda

faydalanilan biyokimyasal testlerden olan tirozin hidroliz testinde kullanilan
besiyeridir (Aydin, 2004).
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Bilesenin Ad1 Miktan
Pepton 59
Sigir Et Oziitii 39
Agar 159
L-Trozin 59

Distile Su 1000 ml

Nitrat Broth
Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarinin  ayriminda
faydalanilan biyokimyasal testlerden olan nitrat rediiksiyon testinde kullanilan

besiyeridir (Aydin, 2004) (Potasyum Nitrat KNO3 — SIGMA P8394).

Bilesenin Ad1 Miktar
Beef Ekstrakt 30
Pepton 5¢g
Potasyum Nitrat 1lg

Distile Su 1000 ml

Karbonhidrat fermantasvonunda kullanilan bazal medium

Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarmin ayriminda
faydalanilan biyokimyasal testlerden olan karbonhidrat fermantasyon testinde
kullanilan besiyeridir (Tamer vd.,1989).

Bilesenin Adi Miktar
Nutrient Broth 8¢
Seker 59
Distile Su 1000 ml

3.1.2.2 Kullanilan cézeltiler

Nitrat rediiksivon testinde kullanilan cozeltiler

Nitrate Reagent A (o-naphthylamine) — SIGMA 38497-100ML-F
Nitrate Reagent B (sulfanilic acid) — SIGMA 39441-100ML-F

Fenol Red — SIGMA 32661-10G
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Gram bovamada kullanilan cozeltiler

Kristal Viyolet Cozeltisi

Bilesenin Ad1 Miktan
Kristal Viyolet 5
g ..
(%90 boya igeren) A Cozeltisi
Etanol (%95 v/v) 20 ml
Amonyum
0,849 o
Okzalat B Cozeltisi
Distile Su 80 ml

Kullanilan kristal violet ¢ozeltisi; ayr1 ayr1 hazirlanan A ve B soliisyonlari
birlestirilip, iyice karistirilip ve filtre edilerek hazirlanmistir (Etanol — SIGMA
32205-1L ; Kristal Viyolet — SIGMA (3886 — Gram Boyama Kiti — Fluka
77730).

Gram Iyodiir Cozeltisi

Bilesenin Adi Miktar
Potasyum Iyodiir 29
Iyot 1lg

Distile Su 300 ml

Kullanilan Gram iyodiir soliisyonu; potasyum iyodiir ve iyotun bir kap
icerisinde 1iyice ezilerek karistirilmasi ve yavas yavas su eklenmesi ile

hazirlanmistir. Koyu renk siselerde muhafaza edilerek kullanilmistir.

Safranin Cozeltisi

Bilesenin Ad1 Miktar
Safranin 0,259
Etanol (%95 v/v) 10 ml

Distile Su 100 ml
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Safranin 10 ml etanol icerisinde iyice ¢oziilmiis ve lizerine 100 ml distile su
eklenmistir, iyice karistirilarak birkag giin dinlenmesi saglanmistir. Kullanilmadan
once filtreden gegirilerek boyama icin hazir hale getirilmistir (Safranin — SIGMA
94635).

Protein bovamada kullanilan cozeltiler

Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarmin biyoinsektisit
ozellik gostermelerini saglayan toksin proteinlerin boyanmasinda Commasie
Brillant Blue ¢ozeltisi kullanilmastir.

(Commasie Brillant Blue — SIGMA 27815-25G-F ; Asetik Asit — SIGMA -
320099-2.5L).

Commasie Brillant Blue Cozeltisi

Bilesenin Ad1 Miktan
Commasie
_ 0.3 g/100 ml
Brillant Blue
Asetik Asit 10 ml
Etanol 45 ml
Distile Su 45 ml

3.1.3 Kullanilan cihazlar

3.1.3.1 Hassas terazi

Mettler Toledo AL204 hassas terazi, kullanilan besiyerlerinin ve Commasie

Brillant Blue ve Gram Boyama ¢dzeltilerinin hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.2 Isiticihh manyetik karistirici

Heidolph MR 3001 1siticilt mantetik karistirici, kullanilan besiyeri ve diger
cOzeltilerin istenilen kosullarda ve istenilen Ozelliklerde olmas1 igin

homojenizasyonun saglanmasinda kullanilmustur.
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3.1.3.3 Otoklav

Hirayama Hiclave HVE-50 marka ve model numarali otoklav gerekli
besiyerleri ve c¢ozeltilerin hazirlanmasinda, sterilizasyonun saglanmasi amaci ile

kullanilmastir.

Ayrica yapilan analizler sonucunda agiga ¢ikan, mikrobiyolojik olarak
bulagik haldeki cam materyalin tekrar kullanilabilir hale getirilmesi ve tek
kullanimlik materyallerin ise ¢Ope atilmadan 6nce tiim mikroorganizmalardan

armdirilmasi amaci ile kullanilmistir.

3.1.3.4 Pastor firini

Binder marka 1sitic1 firim, 180°C’de 2-3 saat tutularak cam malzemelerin

sterilizasyonu i¢in kullanilmistir.

3.1.3.5 inkiibatorler

Niive EN 120 inkiibator, 30°C’de petri kiiltiivasyonlar1 i¢in kullanilmistir.

3.1.3.6 Calkalamah inkiibator

Certomat R-HK marka calkalamali inkiibator, sivi kiiltiirde hiicrelerin ve
endosporlarin  gelisiminin  saglanmasi vetoksin protein {iretimi amaci1 ile

kullanilmstir.

3.1.3.7 Santrifiij

Sigma 4K15 marka ve model numarali santrifiij 6x250 ml’lik 121256 kod

numarali rotor ile birlikte hiicre hasati i¢in +4 °C’de kullanilmustur.

3.1.3.8 pH metre

InoLab WTW pH metre hazirlanan besiyeri ve diger karigimlarm pH

degerlerinin kontrol edilerek ayarlanmas1 amaci ile kullanilmigtir.
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3.1.3.9 Vorteks

IKA-WERKE TTS 2 (test tube shaker) vorteks, dokme plaka yapilirken

seyreltmelerin homojen olabilmesi amaciyla kullanilmistir.

3.1.3.10 Bivoreaktorler

infors HT labfors 3,5 litre biyorektdr, Sartorius marka 5 L’lik A plus
reaktor, endospor ve toksin protein miktarmm artirilmasi amaciyla iiretimde

kullanilmastir.

3.1.3.11 Faz kontrast mikroskobu

Faz Kontrast Mikroskobu (OLYMPUS-CKX41).

3.1.3.12 Isik Mikroskobu

Isik mikroskobu (OLYMPUS-CX31).

3.1.3.13 Liyofilizator

CHRIST Freeze Dryer Model BETA 2- 8 LD Plus.

3.2 Metot

3.2.1 Olas1 Bacillus thuringiensis ve B. sphaericus tiirlerinin secici
izolasyonu

Calismada incelenen mikroorganizmalarin izolasyonunda oncelikle Ege
Bolgesi’nden daha 6nce biyoinsektisit (biyolarvasit) uygulamasi yapilmamis olan
su birikintisi, ¢camur, bataklik, golet, ciftliklerden hayvan yikama sulari,
agacglikalanlar gibihabitatlardan gelen su, ¢amur ve toprak numuneleri olmak
tizere toplam 18 adet istasyondan 29 numune incelenmistir. Bu kaynaklardan
biyolarvasit olarak kullanilacak, endotoksin iireten, olas1 B. thuringiensis ve B.
sphaericus tiirlerinin izolasyonu amaglanmistir. Calismamizda kullanilan

numunelerin  kaynaklar1 ve kodlari, asagidaki Cizelge 3.1’de verilmistir.



Cizelge 3.1 Calismamizda kullanilan numunelerin kaynaklar1 ve kodlar1
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N ) Numune sayisi ve L
Numune Alinan Yer Tarih Numune Cinsi
0 Kodu
) . . 15.11.2012 1-K, 2-K, 3-K, 3- Su
1 KUS cenneti goz. Ist. Arkasi 3 su birikintisi
saat 16:00 K-S (3 kova)
KUS cenneti gézlem ist. 300-400 m. Uzag: 15.11.2012 Su
2 4-K-a, 4-K-b
su kanali saat 14:30 (2 kova)
Bayindir-Tire yolu, Tire ¢ikist 5 km ciftlik Su (beklemis havuz su
3 Y Y e ¢ T-1,T-2,T-3, T-4 ( ; )
(yolun saginda) (4 kova)
) ) U 0-1, 0-2, 0-3, O- Su (olii larvali beklemis su)
4 Odemis'e gelmeden 2 km sagda ¢iftlik evi 13.12.2012
4 (4 kavanoz)
Bayindir / Bayindir Giiney yonii / Zeytin Toprak
5 ! Y Y . 21.11.2012 B-1 P
bahgesi (1 kavanoz)
Toprak
6 Bayindir-Tire yolu Bat1 Yo6nii 21.11.2012 B-2 o
(Ciftlik topragi)(1 kavanoz)
. Toprak
7 Tire / Izmir Tire Kuzey yonii / Misir Tarlasi 21.11.2012 T-5
(1 kavanoz)
Odemis Bademli / Bademli Baraj1 kenart . Toprak
8 21.11.2012 0O-5
orman topragi Bati1 yonii (1 kavanoz)
C)demis Bademli Giiney Yonii Allah deresi . Toprak
9 21.11.2012 0-6

Kestane orman1

(1 kavanoz)
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Torbal Caybas1 kdyii Hayvan Ciftligi Su
10 Caybagt koyl Hayvan Giftlig 21.11.2012 Cc-1
Hayvan Yikama Havuzu (1 kova)
Torbali Caybasi Sulama havuzu kenar1 su Su
11 o 21.11.2012 C-2
birikintisi (1 kova)
Torbali Caybasi Hayvan Ciftligi Yikama Su
12 Gaybagt Hayvan Gifthig 21.11.2012 C-3
suyu (1 kova)
13 Kus Cenneti Gozlem Ist. 100-150 m. 15.11.2012sa K5 Camur
Cevresi at: 13:30 (1 kavanoz)
1 Kus Cenneti Gozlem Ist. Yaklasik 1000 m. 15.11.2012sa K6 Camur
Uzagi Sulama Kanali at: 14:30 (1 kavanoz)
15 Kus Cenneti Gozlem Ist. Yaklasik 500 m. 15.11.2012sa K7 Camur
Kara i¢i at: 13:50 (1 kavanoz)
16 Kus Cenneti Gozlem Ist. Yaklasik 500 15.11.2012 K8 Camur
m.Sazlik Alan Etrafi saat: 14:00 (1 kavanoz)
17 Kus Cenneti etrafi sulama kanallar1 ve civari 15.11.2012sa K9 Camur
gbzlem ist. Yaklagik 1 km at: 14:40 (1 kavanoz)
. Su
18 Odemis Golciik - 1 su sisesi G-1

(1 sise-500 ml)
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Calismada izolasyonu hedeflenen baslica tiirler olan B. thuringiensis ve B.
sphaericus suglarmin izolasyonunda (Travers et al., 1980;Massic et al., 1985;
Park et al., 2008; Foda et al., 2010) ¢esitli makalelerden derlenen modifiye bir

yontem kullanilmistir.

Sekil 3.1 Toprak ve su Orneklerinden Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus

tiirlerinin asetatli se¢im yontemiyle izolasyon semasi

Izolasyonda oncelikle numuneler 80°C’de 3 dakika bekletilerek vejetatif
hiicrelerden armdirilmaya calisilmistir, 6n pastorizasyon denen bu islemle spor
olusturma yetenegi olan hiicreler geriye kalmistir. On pastdrizasyondan gegirilen
numuneler, c¢ift kuvvet olarak Onceden hazirlanip steril edilmis olan igerigi
3.1.2.1°de verilen Luria BertaniBroth ve 0,25 M sodyum asetat i¢eren ortama
aktarilmistir. Karigim, 30 °C’de 4 saat 150 rpm’de calkalamaya birakilmistir. 4
saatin sonunda yine pastdrizasyon islemine gecilmis olup bu adimdaki
pastorizasyon islemi, 80 °C’de 10 dakika siirmiistiir (Park et al., 2008).
Devaminda aseptik kosullarda seri seyreltmeler yapilarak dokme plaka yontemi
uygulanmistir. Dokme plaka i¢in icerigi 3.1.2.1°de belirtilen Luria Bertani Agar
kullanilmistir. 30 °C’de (Park et al,, 2008) 3-4 giin siireyle inkiibe edilen
petrilerden saf kiiltiir elde etme amaciyla quadrant ya da T cizgi ekimleri

yapilarak saf kiiltlirler elde edilmistir.

3.2.2 Olas1 Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus izolatlarinin
tanimlanmasi
Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarinin tanimlanmasinda bu

suslara ait endospor ve toksin proteini olusturma 6zelliklerinden yararlanilmagtur.
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Bu 6zelliklerin belirlenebilmesi i¢in 6ncelikle 151k mikroskobu, faz kontrast
mikroskobu ve taramali elektron mikroskobunda incelemeler yapilmistir (Iriarte et
al., 1998; Keshavarzi, 2008). Daha sonra ¢esitli biyokimyasal testler yapilmistir
(Thiery and Frachon, 1997; Park et al., 2008; Aslim vd. 2000; Foda et al., 2010;
Massie et al., 1985).

3.2.2.1 Isik mikroskobu ve faz kontrast mikroskobu incelemeleri

Izolatlarm tamimlanmasinda ©Oncelikle izolatlarm parasporal kristal
proteinleri igerip igermediginin belirlenebilmesi amaciyla protein boyamada
kullanilan Coomassie Brilliant Blue ¢ozeltisi kullanilmistir. Her bir izolat
petrilerde endospor ve toksin proteini iiretimi igin 5-10 giin aras1 yeterli siirelerde
inkiibe edildikten sonra lam ilizerine 1 damla su koyarak yayilip ince bir film
halinde kurutularak hazirlanmis preparata, Coomassie Brillant Blue c¢ozeltisi
damlatip 1 dakika  bekletilip distile su ile yikanip kurutulduktan sonra
incelenmistir (Rampersad et al, 2002). Mikroskobik olarak endospor ve
endotoksin varligt hem 1sik mikroskobu (OLYMPUS- CX31) hem de Faz
Kontrast Mikroskobu (OLYMPUS-CKX41) ile incelenmistir.

3.2.2.2 Taramah elektron mikroskopisi (SEM)

Bu ¢aligma kapsaminda ¢esitli numunelerden izole edilen bazi izolatlarin faz
kontrast mikroskobunda incelenmesinden sonra taramali elektron mikroskobunda

incelemeleri yapilarak goriintiiler alinmustir.

3.2.2.3 Biyokimyasal Testler

Calismada elde edilen izolatlarin i¢inden Bacillus thuringiensis ve B.
sphaericus suslarin1 segebilmek amaciyla bu suslara 0Ozgii biyokimyasal
ozelliklerden faydalanilmistir. izolasyon isleminin ardindan faz kontrast ve
elektron mikroskobu gibi morfolojik 6zelliklerin  belirlenmesine dayanan
yontemlerin  yaninda; nitrat indirgenmesi, anaerobik biyiime, tirozin
dehidrasyonu, karbonhidrat metabolizmasi (seker indirgenmesi) gibi bir ¢ok farkli

biyokimyasal testler de yapilmustir.
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Testler sonucunda Bacillus thuringiensis ve B. sphaericus suslarinin ayirt
edilmesi hedeflenmistir (Thiery and Frachon, 1997; Foda et al., 2010; Aslim vd.,
2002).

Cizelge 3.2 Bacillus thuringiensis subs. israelensis ve Bacillus sphaericus tiirlerinin ayirt

edilmesinde kullanilan biyokimyasal testler

ORGANIZMA TURU

UYGULANACAK TEST | Bacillus thuringiensis subs. B. sphaericus
israelensis
Aerobik/Anaerobik Anaerobik / fakultatif Aerobik
Tirozin indirgenmesi + (pozitif) - (negatif)
Nitrat Kullanim + (pozitif) - (negatif)
Seker indirgenmesi (Karbonhidrat Metabolizmasi)
Gliserolden asit + (pozitif) - (negatif)
Nisastadan asit + (pozitif) - (negatif)
Glikozdan asit ve gaz + (pozitif) - (negatif)

Karbonhidrat fermantasyon testleri

Bir bakteri hiicresinde hangi sekerleri fermente edebilen metabolizmanin
bulundugu o bakteri susu i¢in identik deger tasir (Aydin, M., 2004). Literatiir
calismalar1 sonucunda istenilen organizmalarin metabolizmasina goére de nisasta,
gliserol ve glukoz ile seker fermentasyon testlerinin yapilacagi kararlastirilmistir
(Foda et al., 2010; Thiery and Frachon, 1997; Keshavarzi, 2008). Testin
uygulanisina bakildiginda, bu test, incelenecek bakterinin (Bacillus thuringiensis
ve Bacillus sphaericus) tireyebilecegi besiyerinin terkibine sadece denenecek olan
karbonhidratin ilave edilerek, fermente olup olmadigmin izlenmesinden ibarettir
(Aydin, M., 2004).

Yapilan denemede besi ortami ve fermente edilmesi istenen sekeri igeren
tiiplere bir pH indikatorii (fenol red) ilave edilmistir (Tamer vd., 1989). Bakteri,
inkiibasyon donemi sonunda bu sekeri fermente edip asit olusturabilmis ise
ortamin pH’s1 5.5 smir degerin altina diiser (Aydin, M., 2004). Dolayisiyla
indikator olarak kullandigimiz fenol kirmizisinin rengi de kirmizidan sariya
doniigmiistiir. Calismada gaz tiretimi ise Durham tiiplerindeki gaz birikimi ile
gozlenmistir (Tamer vd., 1989).

Denemelerde oncelikle, saf kiltiir haldeki bakteri kolonisinden bakterinin
cogalmasi i¢in ugyun olan besiyerine (Nutrient Broth) ekim yapildi. 30 °C’de 1
giin inkiibasyona birakildi.
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Bu besiyerine denenecek sekerden gereken (3.1.2.1) miktarda eklendi ve
ardindan Durham tiipli ters cevirilerek havasi alindi ve bu halde sterilizasyon
yapildi (121 °C, 15-20 dakika). Sterilizasyonun ardindan uygun sicakliga gelen
ortamlara bakteri kiiltirinden 1’er ml inokulasyon yapilarak 2-3 giin boyunca
30°C’de inkiibasyona birakildi ve her giin gozlem yapildi.

Testin prosediirii geregi inkiibasyon donemi sonucunda olusan sari renk
ortamdaki sekerin fermentasyonu sonucunda asit olustugunu ve pozitif test
sonucunu ifade etmektedir. Bunu g6z Oniine alinarak inkiibasyon sonuclari
degerlendirilmistir.

Renk degisiminin daha net olarak fark edilebilinmesi i¢in kontrol olarak
ekim yapilmamis bir tiip besiyeri ile birlikte inkiibasyon yapilmistir. Testin diger
bir sonucu olarak gaz olusumu ise ters ¢evrili durumdaki Durham tiiplerindeki gaz

birikimi ile gozlenmistir. (Tamer vd.,1989).

Nisasta fermantasyon testi : Seker fermentasyon bazal medium (3.1.2.1)
icerisinde seker kaynagi olarak nisasta eklenmistir ve yukarida agiklanan

yontemle izolatlarin nisasta fermantasyon yetenekleri gdzlenmistir.

Gliserol fermantasyon testi : Seker fermentasyon bazal medium (3.1.2.1)
icerisinde seker kaynagi olarak gliserol eklenmistir ve yukarida agiklanan

yontemle izolatlarin gliserol fermantasyon yetenekleri gézlenmistir.

Glukoz fermantasyon testi : Seker fermentasyon bazal medium (3.1.2.1)
icerisinde seker kaynagi olarak glukoz eklenmistir ve yukarida agiklanan

yontemle izolatlarin glukoz fermantasyon yetenekleri gozlenmistir.

Fenol red indikatorii normalde (pH=7) kirmiz1 renktedir. pH<=5 iken sar1
renk alirken pH>=7.5 ise koyu kirmizi, pembe renk alir. Durham tiipleri (Sekil
3.2) igerisinde olusmus gaz kabarciklar1 fermentasyon sonucu olusan katabolik
gaz lrilinlerinin (CO2, Hz, H2S) bulundugunun kalitatif gostergesidir (Aydin, M.,
2004).

Tirozin hidroliz testi

[zolatlar1 ayirt etmek igin tirozin hidroliz testi de uygulanabilir.
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Tirozin indirgenme testi ile ¢alismamizin diger adimlarinda kullanilacak
hedef organizmalar olan Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarinin
ayirt edilmesi amaglanmistir.

Tirozin, fosfoenolpiruvattan sentezlenen hidroksifenilpiruvat’in aminlenmis
bir derivasyonudur. Aromatik bir amino asittir. Bilhassa Bacillus, Nocardia,
Pseudomonas, Acetobacter ve eugonic Mycobacteria’lar bu aminoasitten melanin
olusturabilir.

Tirozinin deamiasyonu tyrosinase enzimi ile olur ve bu test, ortaya ¢ikan
siyah renkli melaninin tespit edilmesine dayanir.

Tirozin hidroliz testi i¢in, tirozin agar (3.1.2.1) i¢ine veya et infuzyon
buyyon igerisine 0.1 % tyrosine ilave edilerek (tirozin, filtrasyon yontemi ile steril
edilmistir) ekim yapilmistir. Tiire uygun siire kadar inkiibe edilerek her giin siyah
renk aranmustir.

Tirozin hidroliz testinde tirozin agara ekim yapilmigsa siyah koloni olusumu
yaninda, koloni ¢evresinde ve altinda (agar icerisinde) saydamlasma goriilmesi
beklenir (Aydin, M.,2004).

Testin degerlendirilmesi yapilirken, koloni ¢evresinde hem siyah
pigmentasyon ve hem de agarda saydamlagma pozitif test sonucu olarak

yorumlanmustir.

Nitrat indirgenme testi

Nitrat rediiksiyon testi i¢cin asetatli se¢ilim yOntemi ile izole edilen ve
biyolojik etkinlik tetsleri yapilan baz1 Bacillus izolatlar1 kullanilmistir. Bu test ile
calismamizin diger adimlarinda kullanilacak hedef organizmalar olan Bacillus
thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarinin ayrimi amaglanmstur.

Testin uygulanmasinda 3.1.2.1°de icerigi verilen Nitrat Broth ortami
kullanilmigtir, bu ortamda biiyiiyen bakteri ¢ozeltisi lizerine Ayirag-A ve Ayirag-
B damlatilmistir, renk degisimi gozlenmistir. Bu test gerceklesirken bakteri
kolonisi iizerine ayiraglar damlatildiginda ortamda nitrit varsa p-sulfobenzene-
azo-a-naphthylamine olusmaktadir. Bu madde kirmizi renkli bir diazonium

boyasidir. Gergeklesen reaksiyonunun kimyasal ifadesi:

NOs; + 2e + 2H —> NO, + H,0
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Bakteri ¢ozeltisi lizerine Aywac A ve B nin sirasiyla bir kag damla
damlatilmasindan yaklagik 30 saniye kadar sonra renk degisimi incelenmistir.
Kirmizi rengin gozlenmesi pozitif sonug olarak degerlendirilirken kirmizi rengin
gozlenmemesi durumuna farkli yorumlar getirilmistir. Bu yorumlar ya testin
sonucunun negatif oldugunu ya da nitritin baska komponentlerle baglanmis
oldugunu desteklemektedir. Bakteri nitrat1 rediikkleyemezse kirmizi renk
gbzlenmez ve test negatif sonuglanir. Bakteri nitrati nitrite rediikler, nitrit de bagka
komponentlerle baglanirsa (Ornegin nitrat iki defa rediiklenirse sonugta nitrit
degil, NHs, N2, NO, N,O veya hydroxylamine sekline doniigiir) aywraglar bu
durumun ayirt edilmesine yardimec1 olamaz ve sonu¢ negatifmis gibi algilanabilir
(Aydn, M., 2004.)

Calismada nitrat rediiksiyon testindeki anlam kargasasini ortadan kaldirmak
icin renk degisimi gozlenemeyen denemelerde son adim olarak bakteri ¢ozeltisine
manuel olarak kiiciik bir metalik ¢inko parcasi atilmistir. Bdylece ortamda
indirgenmeden kalan nitrat varsa manuel olarak nitrite indirgenmesi saglanmaistir,

yani negatif sonug oldugu ispatlanmustir.

Anaerobik Biiviime

Anaerobik kiiltiirleme testi ile Cizelge 3.2°de goriildiigii lizere ¢alismamizda
onem tasiyan Bacillus sphaericus ve Bacillus thuringiensis suslarinin ayrimi
amaclanmistir (Foda et al., 2010; Thiery and Frachon, 1997; Keshavarzi, 2008).

Bazi1 durumlarda bakteri tiirleri elektron akseptorii olarak nitratlar gibi bazi
akseptorleri kullanabilir; bu yiizden ortam nutrientleri, mineral akseptorleri

icermemelidir. Bu testin uygulanma adimlar ise soyledir:

e Yari kat1 ortam (nitrat igermeyen jeltain agar), ¢éziinmiis oksijeni elimine

etmek i¢in 3 dakika kaynar suda bekletilir.

e Erimis ortam 50-55 °C’de tutulmaya devam edilirken sivi vejetatif
kiiltiirden erimis yiizeye dipten yukar1 dogru pastor pipeti ile inokulasyon

yapilir. Hizli bir sekilde sogutulur.

e Koloni olugana kadar bir kag¢ giin 30°C’de inkiibe edilir (Cizelge 4.6).
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3.2.3 Olas1 Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus izolatlarinin
laboratuar olceginde iiretilmesi

3.2.3.1 Sporlanma ve toksin proteini iiretimini tesvik eden ekonomik bir

“iiretim ortami’belirlenmesi

Tez caligmamizda biyokimyasal testler sonucu seg¢ilmis olan endotoksin
reticisi muhtemel Bacillus thuringinesis ve B. sphaericus izolatlarmin
endotoksin kristalleri ve endospor formunda iiretilmesi amaglandigindan
caligmanin ilk basamaginda sporlanma ve toksin proteini tiretimini indiikleyecek
bir liretim ortaminin secilmesine yonelinmistir. Bu amagcla literatiirden elde edilen
bilgilere dayandirilarak Bacillus’larda spor ve toksin proteini {iretiminde
kullanilan farkli kompozisyonlarda cesitli sporlanma ortamlari, denenmistir. Bu
noktada iiretim ortamlarmin icerigindeki karbon ve azot kaynaklar1 ve mineral tuz
oranlar1 6nem kazanmaktadir. En kisa siirede en yiiksek spor sayisinin elde
edildigi, miimkiin olan en ekonomik besiyeri belirlenmistir (Monteiro et al.,
2005, Prabakaran et al., 2007, Sarrafzadeh et al., 2005, Atehortua et al., 2007).

Calismada, icerikleri 3.1.2.1°de verilen T-3, NY ve NYSM besiyerleri

karsilastirmali olarak denenmistir.

Yukarida belirtilen ortamlarin kullanilmasiyla yapilan {iretimler sonucu
iiretim ortammdan Ornek almarak endospor sayimmi yapilmis ve buradan elde

edilen sayim sonuglarina gore iiretim ortami se¢imi yapilmstir.
Kiiltiirlerin aktivasyonu ve saflik kontrolii

Toprak, su gibi numunelerden dokme plaka ile elde edilen izolatlar, T veya
cizgi ekimler ile saflik kontroliinden gecirilerek yatik Nutrient Agar (3.1.2.1)
iceren tiiplerde 4 °C’de saklanmistir. Tanimlama ya da ortam belirleme
calismalarinda tekrar kullanilmak iizere izolatlarin aktivasyonu, Nutrient Agar ya

da Nutrient Broth kullanilarak 30 °’de (Park et al., 2008) yapilmistur.
Inokulum iiretimi ve inokulasyon

Yatik Nutrient Agar besiyerinde stok olarak saklanan Bacillus izolatindan

bir 6ze alinarak Nutrient Broth ortamina ekim yapilmigstir.
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24 saat 30 °C’de inkiibasyondan sonra aseptik kosullarda % 2 oranmnda 100

ml’lik endospor tiretim ortamlarina inokiilasyon yapilmistir.

Uretim Kosullan

Inokiilasyondan sonra erlenler, 30 °C’de, 150 rpm’de 4 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Uretimin sonlandirilmasmin ardindan birer ml &rnek alinarak endospor

sayis1 belirlenmigtir. Calismalar 2 paralel halinde yiirtitiilmiistiir.
Dokme plaka yontemi ile endospor sayimi

1- Fermantasyon sivisindan alinip 80 %C’de 10 dakika su banyosunda
bekletilen 1 ml kiiltiir sivist 9 ml distile su bulunan steril tiipe aktarilarak 1/10

oraninda seyreltilmistir.

2- 1/10 oraninda seyreltilmis 6rnek sonra bunun igerisinden steril bir pipet

ile 1 ml ¢ekilerek i¢inde 9 ml distile su bulunan bir baska steril tiipe aktarilmistir.

3- Bundan sonra ayni yollar izlenerek 1/10000000 oranina kadar ardisik

seyreltmeler hazirlanmustir.

4- Fermentasyon sivisindaki endospor canli sayimmin yapilmasi igin
1/1000000, 1/1000000, ve 1/100000000°1ik steril pipet ile birer ml 6rnek alinarak
steril petri kaplarina aseptik kosullarda konmus ve iizerine 45°C’ ye kadar
sogutulmus nutrient agar besiyeri 15-20 ml dokiilmiistiir. Her bir dilusyon i¢in iki

paralel olacak sekilde ekim yapilmistir.

5- Besiyeri dokiildiikten hemen sonra petri kaplar1 tezgéh iizerinde i¢indeki
agar katilasmcaya kadar rotasyon hareketi yaptirilarak karistirilmis ve boylece

Ornegin besiyerine homojen olarak yayilmasi saglanmistir.

6- Ardindan petri kaplari ters ¢evrili olarak 30°C’de 2-3 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 30-300 arasinda koloninin olustugu petri
plaklarinda goriilen biitiin koloniler tek tek sayilmis; ortalama koloni sayilari

bulunarak seyreltme faktoriiyle carpilmistir.
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Sonra bakteri siispansiyonunun ml’sindeki endospor sayilar1 kob/ml (koloni

olusturma birimi/ml) cinsinden hesaplanmaistir.

3.2.3.3 Uretim ortamindan endosporlarin ayrilmasi

En yiiksek endospor iiretiminin saglandigi besiyerinde {iretim
tamamlandiktan sonra kiiltiir ortami 10 dakika 6000-7000 g’de santrifiijlenmistir.
Santrifiij isleminden sonra her seferinde siipernatan (iist sivi) kismi uzaklastirilmig
ve lizerine steril deiyonize su eklenerek santrifiijde 3 kez yikanmistir. En sonunda
pelet halindetoplanan hiicreler ya steril distile su ile ¢ozelti halinde ya da iyofilize
edilerek saklanmistir (Thomas and Ellar, 1983; Prabakaran and Balaraman, 2006).

3.2.4 Laboratuvarda biyolarvasit biyolojik etkinlik testleri

Tez caligmas1 kapsaminda laboratuvar ortaminda iiretimi yapilan izolatlarin
larvalar iizerinde denemeye dayanan “biyolojik etkinlik testleri”, Ege Uni. Fen
Fak. Biyoloji Boliimii Zooloji ABD. (Saglik Bakanhg1 Biyosidal Uriin Analizi
Yapmaya Yetkili Laboratuvar) ile birlikte yiiriitiilmektedir.

Biolarvasit (Bacillus thuringiensis subs. israelensis ve Bacillus sphaericus)
etkinliginin laboratuvar degerlendirme protokolii:

Bacillus thuringiensis subs. israelensis (Bti) ve Bacillus sphaericus (Bs)
bakterisinden hazirlanan siispansiyon formiilasyonuyla biyolarvasitin biyolojik
etkisinin laboratuvar kosullarinda etkinliginin degerlendirme protokolu Diinya
Saglik Orgiitiiniin ~ sivrisineklere 6zel larvasitlerin laboratuvar ve arazi
degerlendirme igslemlerinin Yiriitme Y ontemi ile aynidir.

Calismanin amaci: Bu calismanin amaci, incelenen Biyolarvasitin test
kaplar1 igerisindeki 3.-4.donem Sivrisinek Larvalarina karsi etkisini ve
stirekliligini test ederek degerlendirmektir (Anopheles, Aedes veya herhangi bir
Culex cinsi sivrisinek larvasi olabilir).

Test i¢in Gerekli Malzemeler:

» Sivrisinek larvalar1 (belirli 3-4. donem laboratuvar sartlarinda iiremis
sivrisinek larvalar1 (referans sus veya alandan toplanan sivrisinekler)

* 100 litrelik seffaf beyaz polietilen su deposu

* 12 Adet 20-40 cm?2 yiizey alanina sahip cam veya plastik kap
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» musluk suyu.

* Termometre, pH metre

* Normal oda sicakligi ve dogal fotoperiyot. (dogal fotoperiyot saglamak

i¢in test kaplarini uygulamadan 6nce odada yerlestirin)

* Kay1t formlari.

Test yontemi:

I. Laboratuvar degerlendirme testinden once “Toksik Etki Test Kontroli”
yapilmas1 gerekmektedir. 10 litre musluk suyu iceren cam kavanoz veya plastik
kap hazirlanip yukarida yazili g¢evresel kosullara sahip olan bir oda i¢inde
yerlestirilir. Toksin kontrolii yapmak i¢in testten 72 saat once, hedef sivrisinek
larvalarindan 10 adet 3. donem larva ekleyerek 24 saat i¢inde 6lme kontrolu
yapilir. Oliim sayis1 %80'den fazla oldugunda, toksik etkinin oldugu kabul edilir.

I1. Biyolarvasitin larvasit etkinlik degerlendirmesi

Ucg takim olarak her bir takimda biri sahit olmak iizere 3 ayr1 15 litre hacimli
temiz ve kullanilmamis dort adet cam kavanoz veya plastik kap hazirlanir. Bu
kaplara 6nceden 24 saat dinlendirilmis musluk suyu doldurulup yukarida yazili
sartlara uygun ortama yerlestirilir. Biyolarvasit uygulanmadan 24 saat 6nce her bir
kaba 25 Adet 3. - 4. donem larva eklenir. Not: Testlerde ti¢iincii ve dordiincii
donem larvalar kullanilmalidir. Larvalarda herhangi bir anormallik isareti, 6rnegin
parazitlerin varhigi nedeniyle veya kii¢iik boyutlu, arizali veya hasarli larvalar
saglikli larvalar ile degistirilmelidir.

*Test kaplarmmmn yiizey alanlarmin yiizolglimii hesaplanarak kayit altina
alinir.

*Birinci Takimdaki herbir test kabina m2 ye 0,03 ml (300 ml/Ha) su
yiizeyine Biyolarvasit uygulanir

*]kinci takimdaki her bir test kabina m2 ye 0,05 ml (500 ml/ha) su yiizeyine
Biolarvasit uygulanir.

*Ugiincii takimdaki her bir test kabma m2 ye 0,07 ml (700 ml/ha) su
yiizeyine Biolarvasit uygulanir.

e Ik degerlendirme, Biolarvasit uygulamadan 24 saat 6nce her bir test
kabma birakilan 50 adet Ugiincii donem larvalarin uygulamadan 24 saat sonra
oliim sayilar1 tesbit edilerek ve kayit altina alinarak yapilir.

*Sahit Test kabinda bulunan larvalar ayn1 zamanda sayilarak kayit altia

almir.
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11.Olgme

*Uygulamadan sonra larva ¢liimlerinin kayit altina alinmasi,

*Suyun fiziksel ve kimyasal (pH ve sicaklik). parametrelerinin kayit altina
almmasi (Test kabindaki su sicakligi 25-28 °C, suyun pH’1 6-8 arasinda olmalidir)

*Ortamin sicakhignin kayit altma almmasi.(Ortam Ssicakligi 24-34 °C
arasinda olmalidir).

*Fotoperiyot siiresi 12 saat aydinlik 12 saat karanlik seklinde olmalidir

IV. Sonucun Degerlendirilmesi

Larva oliim ylizdesini hesaplamak i¢in, 6liim halinde olan larvalar oli
sayisinda diistiniilmelidir.

* Sahit larvalarda 6liim ylizdesi %5-20 arasinda ise uygulama yapilmis olan
larva gruplarmin 6liim sayis1 Abbott formiiliine gore diizeltilmelidir:

*Test sirasinda pupa haline gelmis larvalarin ¢ikarilmasi gerekmektedir. Test
sirasinda larvalardan yiizde 10 fazlasi pupa haline doniismiis olursa, testin
tekrarlanmasi gerekir.

*Sahit larvalarin 6liim yiizdesi %20 ve iizerinde olursa O takima ait testin
tekrarlanmasi gerekmektedir.

«Oliim yiizdesi ortalamas1 %80 nin altinda bulunan Takimm test sonucu
uygulanan dozun etkisiz oldugu kayit altina alinir.

Olii larvalar boyun bdlgesine igne vuruldugu zaman hareketsiz olan
larvalar1 ifade eder.

#% Oliim halinde olan larvalar (makul siirede) su yiizeyine ulasamayan
larvalar1 ifade eder. Bu larvalarda, bundan oOnce renk degisimi, anormal

pozisyonlar, koordinasyon eksikligi gézlemlenir.

3.2.5 Biyoreaktor denemesi

EU “Biyomiihendislik Béliimii Bacillus Koleksiyonu”nda yer alan Bacillus
thuringiensis Bt 1i ve B. thuringiensis Bt 7i kodlu izolatlar ile endospor tiretim
denemesi yapilmistir.

Fermentor iretimine ge¢gmeden Once bu suslar ile erlenlerde endospor
iretim denemeleri yapilmistir. Literatiir ¢caligmalar1 sonucu endospor iiretimini
tesvik edici belirtilen ortamlardan T-3 ortami, iiretim ortami olarak segilmistir.

500 ml erlenlerde 100 ml ¢alisma hacminde ¢alisilmistir.
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% 2 oraninda as1 miktariyla calkalayicida 150 rpm’de iiretim yapilmistir.
Inokulum ortami nutrient broth tercih edilmis olup as1 24 saat 30 °C inkiibasyon
sonucu elde edilmistir. Calkalayicida ne kadar siire tiretim yapilacagmin karari ise
erlenlerden her giin alman Orneklerden hazirlanmis preparatlarin Commasie
Brillant Blue Cdzeltisi ile boyanmasi ile yapilan mikroskobik gdzlemler sonucu
belirlenmistir.

Erlenlerle laboratuvar dlgeginde yapilan iretimlerin ardindan biyoreaktor
calismasina gegilmistir. Bt 71 susu i¢in 3 It’lik ferment6rde 1 1t calisma hacminde,
Bt 1isusu i¢in 5 1t ‘lik fermentdrde 31t calisma hacminde liretim yapilmaistir.

Biyoreaktor tiretiminde T-3 ortamu igin, 121 °C°de 30 dakikada sterilizasyon
yapilmistir. Sterilizasyonun ardindan ortam, uygun sicakliga geldikten sonra % 2
oraninda 24 saatlik asi inokiile edilmistir. Uretim kosullar1 yine belirlenen
optimum rpm ve sicaklikta, optimum fermentasyon siiresinde gergeklestirilmistir.
Oksijen 2 I/ havalandirma ve karistirma 150 rpm ayarlanarak sabit tutulmustur.
Koplirme olmamasi i¢in liretim ortamima koptik kiricr olarak silikon bazli kopiik

kiric ilave edilmistir.

Her bir fermentasyon sonunda 6rnek alinarak endospor sayimi yapilmstir.
Organizmanin oksijen tiiketim profili belirlenmistir. Bu profile gére fermentasyon
boyunca ortamdaki ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonunun % 30 ve % 50
degerlerinin altina inmeyecek sekilde havalandirma ve karistirma hizi ayarlanarak
yapilan endospor tiretimleri gergeklestirilmistir. pH ise T-3 ortaminin gerektirdigi

sekilde (pH:6.8) ayarlanmistir.

Uretim sonlandirilmasinm ardindan ortamdan santrifiigasyon islemi ile
endosporlar ayrilmistir ve kurutma islemi yapilmistir. Liyofilizasyon yontemi ile
kurutma i¢in endosporlar fermentasyon ortamindan ayrildiktan sonra bir gece -20

9C) sicaklikta bekletildikten sonra liyofilizatdre konmustur.

CHRIST Freeze Dryer Model BETA 2- 8 LD Plus liyofilizator kullanilarak
ornek hacmine bagl olarak secilen siirelerde kurutma islemi gerceklestirilmistir.
Kurutma  isleminin  ardindan  aseptik  kosullarda ~ homojenizasyon

gerceklestirilmistir.
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3.2.6 Biyolojik Etkinligine gore secilen Bacillus izolatimn laboratuvar

olceginde endospor iiretim optimizasyonu

Biyolojik etkinlik denemeleri yapilan izolatlardan mortalite orani yiiksek
olan bir izolat se¢ilmistir. 3.2.3.1°de agiklandig1 sekilde daha Onceden yapilan
denemelerle secgilen ve endospor ve toksin protein liretimini en hizli ve fazla
olarak saglayan ortamda, segilen bu izolat i¢cin {iretim yapilmistir. Bu ortam
kullanilarak izolat i¢in tiiretim siiresi belirlenmistir. Siirenin belirlenmesinin
ardindan pH, inokulum miktar1 ve ortamdaki karbon (C) kaynagim faktor olarak

kabul ettigimiz RSM c¢aligsmas1 yapilmistir.

3.2.6.1 Uretim siiresinin belirlenmesi calismasi

Uretim siiresi {izerinde yapilan denemeler, iiretim siiresinin iiretim ortamina
gore de degistigini gostermistir. Bu durumlar géz oniinde bulundurularak secilen
tiretim ortamu kullanilarak erlenlerde firetilip iizerinde biyolojik etkinlik testi
denenerek yiiksek mortalite yetenegine sahip oldugu gozlenen biyolojik olarak
etkinligi belirlenmis sus Tlzerinde iiretim siiresi denemesi yapilmistir. Bu
calismada en uygun ve kisa slirede spor iiretiminin saglandigi ortamin tespit
edilmesinden sonra (3.2.3.1) 150 rpm ve 30 °C kosullarinda laboratuvar 6lgeginde
secilen organizma i¢in iiretime baslanilmis ve her giin ayni saatte olmak {izere

aseptik kosullarda 6rnek alinarak hem canli hem spor sayimlar1 yapilmustir.

3.2.6.2 Optimizasyon icin diger parametrelerin belirlenmesi calismasi

Spor iretimi i¢in en uygun ortam (3.1.2.1°de igerigi verilen) ve siirenin
belirlenmesinin (3.2.6.1) ardindan biyolojik olarak etkin izolat {izerinde endospor
miktarini artirict optimizasyon denemeleri yapilmistir. Segilen Bacillus izolatinin
maksimum endospor tiiretimlerinin gergeklestirilmesi i¢cin ¢alismamizda optimize
edilmesi planlanan degiskenler: inokulum miktar1 (%), pH, C kaynagi orani (%)
olarak belirlenmistir (Chauhan and Gupta, 2004; Naveena et al., 2005; Aouadhi et
al., 2013; Oskouie et al., 2008; Tanyildizi vd., 2005; Tokcaer vd., 2006). Yanit

yiizey metodolojisi kullanilarak optimizasyon semasi hazirlanmastir.
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Sema hazirlanirken kullanilan RSM ydnteminin gerektirdigi deney tasarimi
ve ilgili tiim matematiksel ve istatistiksel analizler Design-Expert 9.0.0 programi

ile gerceklestirilmistir.
*Set icin deney tasarimi ve analizler

Design expert programi, deneylere dayanan c¢alismalarda kisa zamanda
giivenilir ve genis kapsamli sonuglara ulasilmayr sagladigindan dolay1
optimizasyon c¢alismalarmda siklikla tercih edilen bir programdir ve ozellikle
biyoproses calismalarinda bir ¢ok faktorii bir arada ve az sayida denemelerle
karsilagtrma imkani verdiginden dolayr biiylik onem tagimaktadir. Ayrica
bagimsiz verileri ortak noktalarda kesistirerek iiretim i¢in uygun kosullar1 ifade

etmede bu programdan yararlanilmaktadir (Mandenius et al., 2008).

Sette optimize edilecek parametreler inokulum miktari, pH ve C kaynagidir.
Dolayisiyla, RSM analizi i¢in deney tasarimi olarak, merkezde 6 tekrari iceren 23
tam faktdriyel merkezi kompozit tasarmmui (“2°-full factorial central composite
design, CCD”) uygun bulunmustur. Tasarim parametrelerinin programa
girilmesinin ardindan, merkezde 6 tekrarli deney ile toplam 20 deney setinden

olusan asagidaki tasarim elde edilmistir.

DEE +228 &7 ¢
(20 Motes for C kaynagi = Factor 1 Factor 2 Factor3 | Response 1
_El Design (Actual) ﬁ Std | Run | Acnokulum | B:C kaynagi C:pH spore
D Summary 12 =
[ Graph Colurms l 1 5.00 352 6.00
[ Evaluation I - 8.00 1.00 4.00
[E] anatysis | 8 3 8.00 3.00 8.00
L musporeempty) || 4] e 5.00 3.00 400
-[£] optimization 20 5 5.00 2.00 5.00
Ed Numerical N 14 & 5.00 2.00 9.05
Ed EETIE I 5.00 0.48 .00
Eﬂ FEVIT D 78 £.00 2.00 .00
H EI Point Prediction |
Confrmaton I 9 0.43 2.00 £.00
E Coefficients Table |— 18 10 s 200 &.00
I 9.57 2.00 6.00
72 2.00 3.00 3.00
| 18 13 5.00 2.00 6.00
I 2.00 1.00 4.00
| 8 15 8.00 1.00 3.00
| 3 8 200 3.00 400
| 17 200 1.00 8.00
Design Tool n | 19 12 5.00 2.00 £.00
15 19 5.00 2.00 £.00
] Design Layout ] 1 2 500 200 285
=| Run Sheet
@ Column Info Sheet
Pop-Out View
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Kimyasal miicadelenin getirdigi tiim olumsuzluklar sebebiyle, diinyanin
birgok iilkesinde biyolojik miicadelenin O6nemi anlagilmis ve bu dogrultuda
yapilan ¢aligmalar sonucunda sivrisinek kontroliinde Bacillus thuringiensis subs.
israelensis (Bti) ve Bacillus sphaericus (Bs) bakterilerinin biyolojik miicadele
ajan1 olarak kullanilabilecekleri farkedilmistir. Sivrisinek larvalar1 {izerine
oldiiriicti etki gosteren bu bakteriler minimum ¢evresel riskleri, hedef tiire spesifik
oluglar1 ve yiiksek etki orani gibi 6zellikleri ile sivrisinek kontrol ¢alismalarinda
kullanilan pestisitlerin alternatifi olarak goriilmektedirler. Ayni zamanda bu
bakterilerin sporlarin1 ve toksinlerini igeren ticari formiilasyonlarmm uzun raf
Oomiirleri ve kolay uygulama kosullar1 sayesinde, giiniimiizde diinyanin bir ¢ok
iilkesinde sivrisineklere karsi yapilan kontrol caligmalarinda Bs ve Bti bakterileri

yaygin olarak kullanilmaktadir.

4.1 Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus Suslarmmin izolasyon

Cahismasi

Calismamizda kullanilan mikroorganizmalarin izolasyonunda oncelikle Ege
Bolgesi’nden daha 6nce biyoinsektisit (biyolarvasit) uygulamasi yapilmamis olan
su birikintisi, ¢amur, bataklik, golet, c¢iftliklerden hayvan yikama sulari,
agaclikalanlar gibihabitatlardan gelen su, c¢amur ve toprak numuneleri
kullanilmustir (Sekil 4.1). Bu kaynaklardan endotoksin tireten B. thuringiensis ve

B. sphaericus tiirlerinin izolasyonu yapilmustir.

Izolasyonun yapilacag: kaynaklarin dzellikle Ege Bélgesi’nden segilmesinin
sebebi, bu bdlgenin ¢aligmamiz i¢in kaynak saglayan firma ¢aliganlar tarafindan
oldukca iyi taninmasidir. Bu sayede daha Once ticari biyoinsektisit uygulamasi
yapilmamis olan yerlerden numuneler saglanmistir. Bdylece c¢alismanin
sonucunda biyoinsektisit 6zelligi oldugu goriilen susun ticari bir iriin

olmadigindan emin olunulmustur.

Calismada bakterilerin elde edilecegi numuneler kaynaklarina gore

ayrilarak 18 grup olusturulmustur.
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Asetatli se¢ilim yontemi ile elde edilen izolat sayist 1097 olmak iizere
toplamda 1574 adet izolat elde edilmistir. Calismamizda kullanilan tiim izolatlarin
kaynaklar1 ve kodlari, sayilar1 ile birlikte Cizelge 3.1°de verilmistir. izolasyon
islemi ise Sekil 3.1°de 6zetlendigi ve 3.2.1°de agiklandig1 sekilde sodyum asetat
iceren Luria Bertani Broth ortaminda yapilmistir. Bacillus thuringiensis ve
Bacillus sphaericus’un (Travers et al., 1980) 0,25 M sodyum asetat varhiginda
¢imlenmelerinin inhibe olmasi nedeniyle bu izolasyon yontemi ile incelenen
numunelerden biiyiik olasilikla hedefledigimiz B. thuringiensis ve B. sphaericus

suslarmin izole edilmis oldugu diisiiniilmektedir (Vettori et al., 2003).

Calismada bakterilerin nerelerden izole edilecegine literatiir caligmalari
sonucu karar verilmistir. Bu konuda gerek yurt i¢inde gerekse yurt disinda genis
calismalar bulunmaktadir. Yurt ici ve bolgesel kaynaklardan izolasyon
calismalarina Ornek olarak Aslim ve ark., 2002°’de yaymlanan caligmalari
incelendigine istenilen Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarinin
izolasyon ¢aligmalarinda Ankara’nm Elmadag, Cubuk, Golbasi, Haymana, Polath
ve Kazan ilgelerinde bulunan otlaklarin 0-15 cm. araligindaki tabakalardan

ornekler alindig1 goriilmektedir.

Yurt dig1 ¢alismalar incelendiginde ise daha ¢ok numune kaynaklarma gore
gruplandirma yapildig1 goriilmektedir. Calismalar daha ¢ok gdlet, bataklik,
agachk alan (Massie et al., 1985), sulak alan dere kenari, tarimsal alan gibi

bolgelerden alinan orneklerle siirdiiriilmiistiir (Surendan et al., 2011; Keshavarzi,

2008).

Yurt disinda bolgesel bir caligmaya 6rnek olabilecek nitelikteki Iriarte ve
arkadaslarinin 1998 yilindaki caligsmalarinda kaynak olarak biraz daha farkli olan
(ekilmemis tarimmsal alanlar, tahil depolarinin atiklari, 6lii bécekler) numuneler

kullanilmstir.

Park ve arkadaglarmm 2008 yilinda biyoinsektisit ozellik tasiyan B.
thuringiensis ve B. sphaericus suslarinin izolasyonuna dayanan ¢aligmalarinda da
izolasyonun saglanacagi ornekler; su birikintisi, bataklik, ¢amur, golet, agachk

alan ve hendek gibi alanlardan saglanmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Park ve ark., Bacillus tiirlerine yonelik izolasyon ¢alismasinda kullandigt
kaynaklar

Numune Alinan Yer/Cinsi Ornek Sayisi

hendek
tuz bataklig
su birikintisi
bataklik
ormanlik
golet
bodur alanlar
sulak alan
derin gukur alanlar
kirli alanlar
dere kenar1
yagmur suyu drenaji
agac kokii gukurluklari (¢otuk)
havza

PRk R|RR|N o N w oo R

Calismamizda Bacilluslarin izolasyonunda faydalanilan dogal kaynaklari
cesitlerine gore gruplandirip her ¢esit gruptan edinilen izolat sayisina gore

dagilimi Sekil 4.1°de verilmistir.

izolat sayisi

camur
ciftlik hayvan yikama suyu
orman toprag)

tarla toprag)

ciftlik toprag

bahce toprag M izolat sayisi
havuz suyu

su kanal

su birikintisi

0 50 100 150 200 250 300 350

Sekil 4.1 Bacilluslarin izolasyonunda faydalanilan dogal kaynaklarin gesitlerine gore izole

edinilen izolat sayisi
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4.2 Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus Suslarinin Tanimlanmasi

Bacillus thuringiensis subs. israelensis ve Bacillus sphaericus suslarinin
tanimlanmasinda bu suslara ait endospor ve toksin protein olusturma
ozelliklerinden yararlanilmistir. Ayrica bu tiirlerin ayirt edilmesine yarayan bazi
biyokimyasal testler de uygulanmistir.

Literatiirler incelendiginde Bacillus thuringiensis subs. israelensis ve
Bacillus sphaericus suslarinin diger tiirlerden ayrimimda morfolojik izlenimlerden
(Keshavarzi, 2008) ve bazi biyokimyasal testlerden ((Foda et al., 2010; Thiery and
Frachon, 1997; Keshavarzi, 2008) faydanildig1 goriilmektedir.

Thiery ve Frachon (1997) bu konu iizerinde detayli bir inceleme yapmis ve
tirlerin ayrimina dayanan hem morfolojik hem de biyokimyasal testleri
derlemislerdir.

Bacilluslarin proteolitik ve antimikrobiyal 6zellikleri kullanilarak da bazi
tanimlama ¢aligmalarmin yapildigi goriilmektedir (Aslim vd., 2002). Ayni ekibin
Bacilluslar iizerinde molekiiler tanimlama ¢alismalarina da rastlanmustir.

Bacilluslarin tanimlama ¢alismalarinda Oncelikle kolay ve hizli sonug
almabilinmesinden dolayi, genellikle morfolojik tanimlama (Park et al., 2008)
caligmalarina yonelinmistir. Bacilluslarin Gram (+) 6zelliginden de faydalanilarak
bu tiirler i¢in tanimlama ¢aligmas1 yapilmistir (Park et al., 2008).

Giliniimiizde bu tiirler lizerinde molekiiler tanimlama ¢alismalarina da (Iggen
vd., 2002; Doruk ve ark., 2013; Ozkan ve ark., 2002; Nalgacioglu, 1998; Vachon
et al., 2012; Bravo et al, 2007; Iriarte et al., 2007; Avisar et al., 2009; Go 'mez et
al., 2007; Park et al., Thomas et al., 1983) yogunlagilmistir.

4.2.1 Isik mikroskobu ve faz kontrast mikroskobu incelemeleri

Calismamizda izole edilen izolatlarin mikroskobik olarak endospor ve
endotoksin varligi hem 1sik mikroskobu hem de faz kontrast mikroskobu ile
gbzlenmistir. Asetath secilim yontemi ile izole edilen 1097 adet izolatin 850
tanesi i¢in faz kontrast mikroskobunda toksin protein igerip igermedigine bakilmis
ve bazi izolatlara ait faz kontrast mikroskobundan alinan goriintiiler Sekil 4.2 ve

Sekil 4.3'te verilmistir.
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'

endospor/toksin
protesni

Bacillus sp. 3-K-5-45 izolat

endospor/toksin
proteinl

Bacillus sp. T-3-9 izolats

Sekil 4.2 Su 6rneklerinden Sekil 3.1°deki yontemle izole edilen ¢esitli Bacillus izolatlarina ait
faz kontrast mikroskobunda boyanmamis endospor ve ucunda koyu mavi renkli

boyanmig toksin proteini
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Sekil 4.3 Cesitli Bacillus izolatlarina ait faz kontrast mikroskobu goriintiileri; a) O-4-
40 kodlu izolata ait faz kontrast goriintiisii; b) C-1-27 kodlu izolata ait faz
kontrast goriintiisii; ¢) C-2-20 kodlu izolata ait faz kontrast goriintiisii; d)
K-8-18 kodlu izolata ait faz kontrast goriintiisii.
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4.2.2 Taramah elektron mikroskopisi (SEM)

Bu calisma kapsaminda gesitli su 6rneklerinden izole edilen bazi izolatlarin
(Bacillus sp. T-2-20, Bacillus sp. T-3-9, Bacillus sp. 3-K-S-45 ve Bacillus sp.O-2-
70) faz kontrast mikroskobunda incelenmesinden sonra taramali elektron
mikroskobunda incelemeleri yapilarak goriintiiler alimmuistir.

Bazi izolatlarin SEM goriintiileri Sekil 4.4°te verilmistir. Sekil 4.4’teki

oklar, endospor halindeki Bacilluslarin toksin proteinini isaret etmektedir.

1-2-20




56

3-K-5-45

0-2-70

Sekil 4.4 Su orneklerinden Sekil 3.1°deki yontemle izole edilen ¢esitli Bacillus

izolatlarma ait SEM mikroskobunda endospor ve toksin proteini

4.2.3 Biyokimyasal testler

Calismada elde edilen izolatlarin iginden Bacillus thuringiensis subs.
israelensis ve B. sphaericus suslarmi segebilmek amaciyla bu suslara 6zgi
biyokimyasal 6zelliklerden faydalanilmistir. Izolasyon isleminin ardindan faz
kontrast ve elektron mikroskobu gibi morfoloji ayrimina dayanan yontemlerden

faydanilmustir.
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Ayrica ek olarak nitrat indirgenmesi, anaerobik kiiltiirleme, tirozin hidrolizi,
karbohidrat metabolizmas1 (seker indirgenmesi) gibi bir ¢ok farkli biyokimyasal
(Foda et al., 2010; Thiery and Frachon, 1997; Keshavarzi, 2008; Massie et al.,
1985) testler de yapilmistir. Cizelge 3.2°de belirtilen testlerin uygulanmasi ile
alinan sonuglarla Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus suslarmm ayirt

edilmesi hedeflenmistirdir.

4.2.3.1 Seker fermentasyon testleri

Bir bakteri hiicresinde hangi sekerleri fermente edebilen metabolizmanin
bulundugu o bakteri susu i¢in identik deger tasir (Aydin, M., 2004). Literatiir
calismalar1 sonucunda istenilen organizmalarin metabolizmasina gore de nisasta,
gliserol ve glukoz ile seker fermentasyon testlerinin yapilacagi kararlastirilmistir
(Foda et al., 2010; Thiery and Frachon, 1997; Keshavarzi, 2008).

Mikroorganizmalar ATP sentezi i¢in ¢ok cesitli enerji kaynaklarini
kullanabilirler. ATP sentezinde kimyasal ve 1sik enerjilerinin her ikisi de
kullanilabilir. Kimyasal maddeler organik ve inorganik maddelerdir. Bu maddeler
enerji kaynagi olarak kullanildiginda hem elektron dondrii hem de elektron
akseptorii olarak is gorebilirler (Tamer vd.,1989).

[k elektron vericisi ve son elektron alicis1 organik madde olan ve enerji
veren reaksiyona fermentasyon denir. Fermnetasyon tipik olarak oksijen
yoklugunda yani anaerobik olarak olusur. Herhangi bir karbonhidratin fermente
edilip edilememesi, mikroorganizmanmn igerdigi enzimlere baghdir (Tamer
vd.,1989).

Sekil 3.1’de sematize edilen asetath se¢ilim yontemi ile izole edilen ve
3.1.2.1°de igerigi verilen NYSM ortamu ile (Foda et al., 2010) tiretilip 3.2.3.2 ve
3.2.3.3’te aciklanan sekilde elde edilen endosporlarin biyolojik etkinlik testlerinin
(3.2.4) uygulanmasinin ardindan yanit aliman bazi izolatlar iizerinde seker
fermentasyon testleri denenmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 ; Cizelge 4.2; 4.3; 4.4).

Alman sonuglara gore tabloda yazan degerlerin ifadesi s0yledir:

e Renk kategorisinde:

Actk sart = pH<=5.5 (ortamda asitlik fazla)

Sart = pH< =5.5 (ortamda asitlik var)

kirmuzi = pH = 7 (ortamda asitlik yok)

pembe = pH>= 7.5 (ortamda baziklik var)



Ureme kategorisinde:

Var = Tiiplerde tireme vardir.

Yok = Tiiplerde lireme yoktur.

.. Gaz kategorisinde:
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Var = Durham tiiplerinde gaz kabarciginin goriilmiistiir.

Yok = Durham tiiplerinde gaz kabarciginin goriilmemistir.

.. Asit kategorisinde:

Var = Tiiplerde renk degisimine dayali asit liretimi vardir.

Yok = Tiiplerde renk degisimine dayali asit tiretimi yoktur.

SONUC kategorisinde:

Pozitif = Tiplerde bulunan organzimalar, ortamdaki sekeri fermente

edebilmektedirler.

Negatif = Tiiplerde bulunan organzimalar, ortamdaki sekeri fermente

edememektedir.

Seker fermentasyon testi denenen izolatlardan elde edilen sonugclar,

asagida seker kaynaklarma gore gruplandirilmis halde verilmektedir (Cizelge 4.2.;

4.3; 4.4).

Nisasta fermantasyon testinin sonuclar

Cizelge 4.2 Cesitli Bacillus izolatlarina uygulanan nisasta fermantasyon testi sonuglari

izolat kodu Renk | Ureme gaz esit SONUC
olusumu | uretimi

Bacillus sp. B-2-8 agik sari Var Yok var Pozitif
Bacillus sp. 0-4-35 Kirmizi Var Yok yok Negatif
Bacillus sp. 0-4-37 agik sari Var Yok var Pozitif
Bacillus sp. 0-4-78-b | agik sari Var Yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-24 Pembe Var Yok yok Negatif
Bacillus sp. O-4-49-c Sari Var Yok var Pozitif
Bacillus sp. K-6-36 agik sart Var Yok var Pozitif
Bacillus sp. B-1-25 agik sart Var Yok var Pozitif
Bacillus sp. B-1-11 acik sari Var Yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-18 Kirmizi Var Yok yok Negatif
Bacillus sp. B-2-4 Sari Var Yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-12 agik sart Var Yok var Pozitif
Bacillus sp. K-6-3 Kirmizi Var Yok yok Negatif
Bacillus sp. 0-5-7 Kirmizi Var Yok yok Negatif
KONTROL Kirmizi Yok Yok yok Negatif
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Gliserol fermantasyontestinin sonuclari

Cizelge 4.3 Cesitli Bacillus izolatlarina uygulanan gliserolfermantasyon testi sonuglari

izolat kodu Renk | iireme gaz .. as[t . | SONUC
olusumu | iiretimi

Bacillus sp. B-2-8 acik sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. O-4-35 Kirmizi Var yok yok Negatif
Bacillus sp. O-4-37 | aciksar1 | Var yok var Pozitif
Bacillus sp. O-4-78-b | agik sar1 | Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-24 Pembe Var yok yok Negatif
Bacillus sp. O-4-49-c | agik sar1 | Var yok var Pozitif
Bacillus sp. K-6-36 acik sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-1-25 acik sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-1-11 acik sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-18 acik sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-4 acik sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-12 acik sari Var yok var Pozitif
Bacillus sp. K-6-3 Sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. O-5-7 Kirmizi Var yok yok Negatif
KONTROL Kirmizi Yok yok yok Negatif

Glukoz fermantasyon testinin sonuclari

Cizelge 4.4 Cesitli Bacillus izolatlarina uygulanan glukoz fermantasyon testi sonuglari

izolat kodu Renk Ureme gaz asit SONUC
olusumu | uretimi
Bacillus sp. B-2-8 acik sari Var yok Var Pozitif
Bacillus sp. 0-4-35 koyu sar1 Var yok Var Pozitif
Bacillus sp. 0-4-37 acik sari Var yok Var Pozitif
Bacillus sp. O-4-78-b Sar1 Var yok Var Pozitif
Bacillus sp. B-2-24 Sar1 Var yok Var Pozitif
Bacillus sp. O-4-49-c Sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. K-6-36 Sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-1-25 Sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-1-11 Sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-18 Sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-4 Sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. B-2-12 Sar1 Var yok var Pozitif
Bacillus sp. K-6-3 Kirmizi Var yok az Negatif
Bacillus sp. O-5-7 Kirmizi Var yok az Negatif
KONTROL Kirmizi Yok yok yok Negatif
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Sekil 4.6 Cesitli Bacillus izolatlarina uygulanan seker fermantasyonu testinin gorsel sonuglari-
1
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4.2.3.2 Tirozin hidroliz testi

Sekil 3.1°de sematize edilen asetathi secilim yontemi ile izole edilen ve
Cizelge 3.3’te icerigi verilen NYSM ortamui ile (Foda et al., 2010) iiretilip 3.2.3.2
ve 3.2.3.3’te aciklanan sekilde elde edilen endosporlarin biyolojik etkinlik
testlerinin (3.2.4) uygulanmasmin ardindan yanit alinan bazi izolatlar lizerinde
tirozin hidroliz testleri denenmistir (Cizelge 4.5).

Tirozin hidroliz testleri uygulanirken tirozin iceren agarli petrilere
bakterilerin nokta seklinde ekimleri yapilmistir, ancak 3.2.2.3’te anlatilan ve testin
sonucunun pozitif degerlendirilmesi (Tirozin hidroliz testinde tirozin agara ekim
yapilmigsa siyah koloni olusumu yaninda, koloni g¢evresinde ve altinda (agar
icerisinde) saydamlagsma goriilmesi beklenir) i¢in gereken yanitlar, bu petrilerden
almamamistir. Bunun {izerine agar iceren ortamlara farkli oranlarda (% 0,1; 0,5;
1) tirozin eklenmesi yapilarak denemeler tekrarlanmistir. Ancak yine de testin
sonucunun pozitif oldugunu gosteren siyah koloni olusumu ve agarda
saydamlama gerceklesmesi gozlenememistir. Tirozin hidroliz testi, denenen tiim

izolatlar i¢in negatif olmustur (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5 Cesitli Bacillus izolatlarina uygulanan tirozin hidroliz testinin sonuglar1

siyah koloni cevresinde ve

izolat kodu koloni altinda (agarda) SONUC

olusumu saydamlasma-

gerceklesmesi
Bacillus sp. B-2-8 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. 0-4-35 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. 0-4-37 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. O-4-78-b Yok Yok Negatif
Bacillus sp. B-2-24 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. O-4-49-c Yok Yok Negatif
Bacillus sp. K-6-36 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. B-1-25 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. B-1-11 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. B-2-18 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. B-2-4 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. B-2-12 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. K-6-3 Yok Yok Negatif
Bacillus sp. O-5-7 Yok Yok Negatif
KONTROL Yok Yok Negatif




62

4.2.3.3 Nitrat indirgenme testi

Sekil 3.1°de sematize edilen asetath segilim yontemi ile izole edilen ve
Cizelge 3.3’te icerigi verilen NYSM ortamu ile (Foda et al., 2010) iiretilip 3.2.3.2
ve 3.2.3.3’te aciklanan sekilde elde edilen endosporlarm biyolojik etkinlik
testlerinin (3.2.4) uygulanmasmin ardindan yanit alinan bazi izolatlar {izerinde

nitrat indirgenme testleri denenmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7).

Alinan sonuglara gore tabloda yazan degerlerin ifadesi soyledir:

e Reagent (ayira¢) A sonrasi renk kategorisinde:
Sar1 = sonug net degildir, 2. adima gegilir (reagent B eklenir).
kirmizi = sonug pozitiftir.

e . Reagent (ayirac) B sonrasi renk kategorisinde:

Sar1 = Test sonucu net degildir, sonraki adima gegilir.

e . Cinko tozu eklemesinden sonra:

Sar1 = Test pozitiftir. Bakteri nitrat1 nitrite rediiklemis, nitrit de bagka
komponentlerle baglanmis demektir, yani ortamda nitrat yoktur.

Kirmuzi = Test negatiftir. Ortamda nitrat vardir ve bu nitrat bakteri tarafindan

rediiklenememis, ¢inko tozuyla tepkimeye girdigi i¢in renk degisimi saglanmistir.

e Ureme kategorisinde:
Var = Tiiplerde iireme vardir.

Yok = Tiiplerde tireme yoktur.

e SONUC kategorisinde:

Pozitif = Tiplerde bulunan organzimalar, ortamdaki nitrati
indirgeyebilmektedirler.

Negatif = Tiplerde bulunan organzimalar, ortamdaki nitrati

indirgeyemezler.
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Cizelge 4.6 Cesitli Bacillus izolatlarina uygulanan nitrat indirgenme testinin sonuglari

Reagent | Reagent Cinko

izolat kodu A B tozu | tiiplerde | g6 \y5¢

sonrasi sonrasi sonrasi ureme

renk renk renk

Bacillus sp. B-2-8 Kirmizi Yok Sar1 Var Pozitif
Bacillus sp. 0-4-35 Sar1 Sar1 Sar1 Var Pozitif
Bacillus sp. 0-4-37 | Kirmizi Yok Sar1 Var Pozitif
Bacillus sp. 0-4-78-b Sar1 Sari Kirmizi Var Negatif
Bacillus sp. B-2-24 Sar1 Sar1 Kirmizi Var Negatif
Bacillus sp. 0-4-49-c Sar1 Sar1 Sar1 Var Pozitif
Bacillus sp. K-6-36 Sar1 Sar1 Kirmizi Var Negatif
Bacillus sp. B-1-25 Sar1 Sar1 Kirmizi Var Negatif
Bacillus sp. B-1-11 Sar1 Sar1 Kirmizi Var Negatif
Bacillus sp. B-2-18 Sar1 Sar1 Sart Var Pozitif
Bacillus sp. B-2-4 Sar1 Sar1 Sar1 Var Pozitif
Bacillus sp. B-2-12 | Kirmizi Yok Sart Var Pozitif
Bacillus sp. K-6-3 Kirmizi Yok Sar1 Var Pozitif
Bacillus sp. O-5-7 Sar1 Sari Kirmizi Var Negatif
Kirmizi Yok Yok Var Pozitif
KONTROL Sar1 Sar1 Sar1 Var Pozitif
Sar1 Sar1 Kirmizi Var Negatif

Sekil 4.7 Cesitli Bacillus izolatlarima uygulanan nitrat indirgenme testinin gérsel sonuglar1
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4.2.3.4 Anaerobik kiiltiirleme

Sekil 3.1°de sematize edilen asetatli se¢ilim yontemi ile izole edilen ve
Cizelge 3.3’te igerigi verilen NYSM ortamu ile (Foda et al., 2010) dretilip 3.2.3.2
ve 3.2.3.3’te agiklanan sekilde elde edilen endosporlarin biyolojik etkinlik
testlerinin (3.2.4) uygulanmasinin ardindan yanit alinan bazi izolatlar tlizerinde

anaerobik kiiltiirleme testleri denenmistir (Cizelge 4.7).

Anaerobik kiiltiirleme testi, diiger biyokimyasal testlerle birlikte Bacillus
thuringiensis subs. israelensis ve Bacillus sphaericus suslarinin ayriminda 6nem
tagimaktadir (gizelge 3.2). Anaerobik kiiltiirleme testi, 3.2.2.3’te anlatildig1

sekilde uygulanmis olup sonuglar asagida Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 Cesitli Bacillus izolatlarina uygulanan anaerobik kiiltiirleme testinin

sonuglari
. . . Fakiiltatif Fakiiltatif
IZOLAT KODU Aerobik | Anaerobik Aerobik Anaerobik
Bacillus sp. B-2-8 +
Bacillus sp. B-2-18 +
Bacillus sp. B-1-11 +
Bacillus sp. O-4-40 +
Bacillus sp. 0-4-51 +
Bacillus sp. O-4-2 +
Bacillus sp. 0-4-21 +
Bacillus sp. 0-2-61-a +
Bacillus sp. B-1-25 +
Bacillus sp. B-2-4 +
Bacillus sp. 0-4-35 +
Bacillus sp. O-5-7 +
Bacillus sp. B-2-4 +
Bacillus sp. T-2-20 +
Bacillus sp. B-2-34 +
Bacillus sp. 0-2-75 +
Bacillus sp. T-5-10 +
Bacillus sp. K-6-3 +
Bacillus sp. K-6-36 +
Bacillus sp. T-3-9 +
Bacillus sp. T-5-6 +
Bacillus sp. K-6-35 +
Bacillus sp. B-2-34 +
Bacillus sp. O-4-78-b +
Bacillus sp. 0-4-37 +
Bacillus sp. 0-4-49-c +
Bacillus sp. B-1-17 +
Bacillus sp. B-2-12 +
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. . . Fakiiltatif Fakiiltatif
IZOLAT KODU Aerobik | Anaerobik Aerobik T
Bacillus sp. K-6-11 +
Bacillus sp. K-6-28
Bacillus sp. K-7-33
Bacillus sp. K-7-26
Bacillus sp. 30-4-3
Bacillus sp. 30-10-2
Bacillus sp. 30-11
Bacillus sp. 30-7-2
Bacillus sp. 30-1
Bacillus sp. 30-2
Bacillus sp. 30-4-2-2
Bacillus sp. 30-5
Bacillus sp. 30-8
Bacillus sp. 30-4-2-1
Bacillus sp. 30-7-1
Bacillus sp. 30-3
Bacillus sp. 30-6
Bacillus sp. 30-10-1
Bacillus sp. 30-9

+ |+ [+

|+ |+ |+ ]|+ +][+]+

++ [+ |+ [+ +

Anaerobik kiiltiirleme testi sonucu suslar aerobik ya da fakiiltatif ¢ikmistir.
Sadece bu testin sonuglarina gore izolatlarmm ayrimi i¢cin net bir ifadede
bulunulamayacagindan uygulanan diger biyokimyasal testlerle karsilastirmali
olarak tiirlerin ayrimina g¢aligilmistir. Ancak testlerin sonuglarina bakildiginda
tutarsizlik oldugu saptanmistir, bunun sonucunda biyokimyasal testlerin
uygulanmasmin yerine morfolojik gdzlemler ve de izolatlara ait biyolojik etkinlik
testlerinin yapilmasmim izolatlarin degerlendirilmesinde daha uygun olacagina
karar verilmis olup diger izolatlar i¢in yukarida agiklanan biyokimyasal testler

uygulanmamustir.

4.3 Bacillus thuringiensis subs. israelensis ve Bacillus sphaericus Suslarimin
Laboratuar Olgeginde Uretilmesi

Biyoinsektisit 6zellikleri ile on plana ¢ikan Bacillus thuringiensis ve
Bacillus sphaericus suslariyla ilgili olarak uzun yillardan beri siiregelen ¢aligmalar
mevcut olmakla birlikte son zamanlarda molekiiler yontemlerin gelisimiyle, bu
tiirlere ait molekiiler tanimlama calismalarma agirlik verilmis bulunulmaktadir
(I¢gen vd., 2002; Doruk ve ark., 2013; Ozkan ve ark., 2002; Nalcacioglu, 1998;
Vachon et al., 2012; Bravo et al, 2007; Iriarte et al., 2007; Avisar et al., 2009.)
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Molekiiler agirlikli ¢aligmalar (Go 'mez et al., 2007; Park et al., 2008; Foda
et al., 2010; Surendran et al., 2011), daha ¢ok tanimlama adimlarinda 6nem
tagimaktadir. Bu tiirlere ait iiretime ve ayirma saflastirmaya dayanan ¢aligmalar
kisith kalmakla birlikte daha ¢ok mineral tuzlarin {iretime etkisini inceleyen
calismalara rastlanilmaktadir (Ghribi et al., 2007; Moazami; Ozkan vd., 2003;
Foda et al., 2010; Park et al., 2008; Massie et al., 1985; EI-Bendary, 2006). Biiyiik
Olgekli iiretime ve optimizasyona dayanan caligmalarin sayist olduk¢a azdir

(Moazami, 2007; EI-Bendary, 2006; Monteiro, 2005).

4.3.1 Sporlanma ve toksik protein iiretimini tesvik eden ekonomik bir
“iiretim ortamm” belirlenmesi

Calismamizda oncelikle, elimizdeki izolatlarin biyolojik etkinlik testlerinin
denenebilinmesi i¢in endospor ve toksin protein iiretimini hizli, kolay ve
ekonomik sekilde saglayabilecegimiz bir ortam tespit edilmeye c¢alisilmistir.
Literatiir taramalar1 sonucunda c¢alismada, igerikleri 3.1.2.1°de verilen T-3, NY ve

NYSM besiyerleri karsilastirmali olarak denenmistir.

Buradaki ortamlardan bazilar1 denenerek en kisa siirede en fazla sayida
endospor sayisini veren ortam secilmistir. Uretimler sonucu endospor sayisinin

belirlenmesinde 3.2.3.2’°de agiklandig1 sekilde endospor sayimi1 yapilmistir.

3.1.2.1°de adi1 gecen ve igerigi agiklanan ortamlardan T-3 ortami
(Keshavarzi, 2008) ile daha 6nceden SEM goériintiileri alinarak endospor iiretme
yetenegi ispatlanmis olan Bacillus sp. T-2-20 ve Bacillus sp. 3-K-S-45 kodlu
izolatlar i¢in laboratuvar dlgeginde iiretim yapilmustir. Uretimin devam ettigi her
giin ayn1 saatte Uretimden aseptik kosullarda Ornek alinarak mikroskobik
gozlemler yapilmis ve endosporlarin en fazla miktarda goriildiigii giin tespit

edilerek iiretim siiresi belirlenmeye ¢alisilmistir.

Uretim ortamu olarak T-3 ortaminm ilk olarak denenmesindeki amag, bu
ortamm literatiirlerde endospor olusumunu tesvik ettiginin belirtilmesidir
(Keshavarzi, 2008). Ustelik endospor olusum siiresi, bu ortam saglandiginda 3-4
giin olarak verilmektedir (Moreira et al., 2007). Ancak asagidaki ¢izelgede de yer
aldig1 sekilde bu siire calismamizda 8 giin kadar olmustur (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8 T-2-20 ve 3-K-S-45 izolatlarinin T-3 ortaminda iiretiminden elde edilen spor

sayim sonuglar1

Uretim | Uretim siiresi | Endospor sayisi
Izolat Kodu ortami (giin) (kob/ml)
Bacillus sp. T-2-20 T-3 8 2,3x10’
Bacillus sp. 3-K-S-45 T-3 8 4,5x10"

T-3 ortamu ile yapilan laboratuvar 6lcekli liretimin bitiminde alinan sonuglar
calismamizin devami agisindan ¢ok parlak goriilmediginden bagska iiretim ortami
denemeleri yapilmistir (Monteiro et al., 2005, Prabakaran et al., 2007, Sarrafzadeh
et al., 2005, Atehortua et al., 2007).

SEM ve faz kontrast mikroskobu goriintiileri alinarak endospor ve toksin
protein trettigi goriilen Bacillus sp. B-2-8, Bacillus sp. B-2-18 ve Bacillus sp. B-
1-11 kodlu izolatlarla icerigi 3.1.2.1°de igerigi verilen NYSM ve NY ortamlarda
laboratuvar dlgekli iiretimler yapilmistir. Uretim siiresince her giin ayni saatte
aseptik kosullarda tiretimden 6rnek alinarak mikroskobik incelemeleri yapilmis ve
endosporlarin en fazla goriildiigli giin tespit edilerek iiretim siiresi belirlenmeye
calisiimistir. Bu denemeye ait veriler, asagida Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da

verilmistir.

Cizelge 4.9 Cesitli Bacillus izolatlarinin NYSM ve NY ortamlarinda iiretim sonuglari

TR .. canh sayim
. uretim suresi uretim
izolat kodu (giin) ortamm sonucu
g (kob/ml)
. NY 1,5x10°
Bacillus sp.
B-2-8 . 7
NYSM 1,3x10
. NY 1,5x10°
Bacillus sp. 4
ST NYSM 3,2x10’
_ NY 4x10°
Bacillus sp. 4
B-1-11 NYSM 1,3x10°
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Cizelge 4.10 Cesitli Bacillus izolatlarmin NYSM ortaminda 4 giin siiren iiretimlerinin

sonuglart
. Spor saylim sonucu
izolat kodu (kob/ml)
Bacillus sp. B-2-8 3,5x10°
Bacillus sp. B-2-18 5x10°
Bacillus sp. B-1-11 1,7x10’

T3, NY, NYSM ortamlarmin karsilastirilmas: yapilirsa, T3 ortaminda
organizmanin sporlanma siiresi 7-8 giin arasinda degismekte iken NY ve NYSM
ortamlarinda bu siirenin 4 giine kadar indigi goriilmektedir. T3 ortaminda 8 giin
siiren iiretim sonucu elde edilen spor sayilarmna (2,3x10" kob/ml ve 4,5x10’
kob/ml — Cizelge 4.7) NYSM ortaminda 4 giin siiren liretim ile ulasilabilinmistir
(3,5x10° kob/ml ; 5x10° kob/ml ; 1,7x10” kob/ml — Cizelge 4.8). NY ve NYSM
ortamlarina bakildiginda ise NYSM ortammm NY ortamina gore ayni siirede

koloni olusumunu daha ¢ok tesvik ettigi goriilmiistiir (Cizelge 4.8).

( B-1-11izolatinin NY ve NYSM ortamlarindan elde )

edilen 4. giin canh sayim sonuglarn

B 13x10"8

B NY
B NYSM

B 4x10"6

\ J/

Sekil 4.8 Bacillus sp. B-1-11 izolatina ait NY ve NYSM ortamlarinda 4 giinliik {iretim sonucu

alinan canli sayilart (kob/ml)
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4 I
B-2-18 izolatinin NY ve NYSM ortamlarindan elde

edilen 4. giin canh sayim sonuglari
B 32x10"6

mNY

B 15x1075 ENYSM

A\ J

Sekil 4.9 Bacillus sp. B-2-18 izolatina ait NY ve NYSM ortamlarinda 4 giinliik tiretim sonucu

alinan canli sayilari (kob/ml)

B-2-8 izolatinin NY ve NYSM ortamlarindan elde
edilen 4. giin canh sayim sonuglari

B 13x10"6

mNY
ENYSM

B 1,5x10"6

A\ J

Sekil 4.10 Bacillus sp. B-2-8 izolatina ait NY ve NYSM ortamlarinda 4 giinliik tiretim sonucu

alinan canli sayilari (kob/ml)

Sekil 4.8, 4.9, ve 4.10’da goriildiigii gibi her izolat i¢in NYSM ortaminda
edinilen canli sayisi, NY ortamindan elde edilen sayilara gore daha fazla olmustur

(Cizelge 4.9).

Yukaridaki sekillerde adi gegen izolatlarm NYSM ortammda 4 giinliik
iiretimleri sonucu alinan spor sayilar1 Cizelge 4.10°da verilmekle beraber sematik

hali Sekil 4.11°de verilmektedir.



20

15

10

sayim sonuglari

NYSM ortaminda uretilen izolatlara ait 4. glin endospor

17

3,5x10%

B-2-8

B-2-18

m endospor sayisi (cfu/ml)

B-1-11

Sekil 4.11 Cesitli Bacillus izolatlarimin NYSM ortaminda tiretim sonucu alinan spor

sayim sonuglar1

NYSM ortaminda yapilan iiretimlerden daha kisa siirede ve daha ¢ok
endospor sayisina ulasildigmin goriilmesi tizerine denemelerin karsilastirilabilir
olmas1 amaciyla Bacillus sp. T-2-20 kodlu izolat i¢in de NYSM ortaminda 4 giin

siiren iiretim denemesi yapilmis olup bu tliretimden elde edilen sonuglar Cizelge

4.11°de ve Sekil 4.12°de verilmektedir.

Cizelge 4.11 Bacillus sp. T-2-20 izolatinin NYSM ortaminda tiretiminden elde edilen spor

sayim sonuglar1

izolat Kodu

Uretim ortanm

Uretim siiresi
(giin)

Endospor sayisi
(kob/ml)

Bacillus sp.

T-2-20

NYSM

7x10°8
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T-2-20izolatina ait 4. giin sayim

sonuglari
. 2x1029
//,/
,//' e
27
d -~ 7x10°8
15+
ey
17 7
05« 7
0 = T T

M 1-sporsayimi (kob/ml) ; 2-canh sayimi (koh/ml)

Sekil 4.12 Bacillus sp. T-2-20 izolatinin NYSM ortaminda {iretim sonucu alinan sayim

sonuglari

Ayni izolata ait (Bacillus sp. T-2-20) farkli ortamlarda ve siirelerde ancak
ayni kosullarda (150 rpm, 30 °C sicaklik) yapilan iretimler sonucu alman sayim
sonuglarmi oOzetleyen Cizelge 4.8 ile Cizelge 4.11 karsilastirildiginda iiretim

ortami1 olarak NYSM se¢ilmistir.

4.3.2 Uretim ortamlarinda endospor sayisinin belirlenmesi

4.3.2.1 inokulum iiretimi ve inokulasyon

Yatik nutrient agar besiyerinde stok olarak saklanan Bacillus izolatindan bir
0ze almarak Nutrient Broth (Foda et al., 2010) ortamina ekim yapilmistir. 24 saat
30 °Cde inkiibasyondan sonra aseptik kosullarda % 2 oraninda 100 ml’lik

endospor iiretim ortamlarina inokiilasyon yapilmistir.

4.3.2.2 Uretim Kosullar

Inokiilasyondan sonra erlenler, 30 °C (Prabakaran et al., 2005; Park et al.,
2008; Anderson et al., 2002)’de, 150 rpm’de 4 giin siireyle inkiibe edilmistir.
Uretimin sonlandirilmasinin ardindan 1’er ml 6rnek alinarak endospor sayist

belirlenmistir (Cizelge 4.12).
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4.3.2.3 Uretim ortamlarindan endosporlarin ayrilmasi

En yiiksek endospor {retiminin saglandifi besiyerinde {iretim
tamamlandiktan sonra kiiltiir ortam1 10 dakika 6000-7000 g’de santrifiijlenmistir.
Santrifiijden sonra her seferinde siipernatan kismi uzaklastirilmig ve tizerine steril
deiyonize su eklenerek santrifijde 3 kez yikanmistir. En sonunda pellet
halindetoplanan hiicreler ya steril distile su ile ¢ozelti halinde ya da iyofilize

edilerek saklanmistir (Thomas and Ellar, 1983; Prabakaran and Balaraman, 2006).

Santrifiij sonras1 ¢oken pelletler lizerine aseptik ortamda steril saf su (50 ml)
eklenmistir ve homojenize edilmistir. Ardindan bu homojen karisimdan alinan
ornekle spor sayimi yapilmistir. Cesitli Bacillus izolatlarina ait spor sayim
sonuglar1 Cizelge 4.12°de goriilmektedir. Uretimler sonucu endospor sayisinin

belirlenmesinde 3.2.3.2°de a¢iklandig1 sekilde endospor sayimi yapilmstir.
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Cizelge 4.12 Biyolojik etkinlik testi i¢in tliretilen gesitli Bacicllus izolatlarina ait spor sayilari

urd spor irin spor uriin spor sayimi
n izolat kodu sayimi no izolat kodu sayimi no izolat kodu p(kob /r?wl)
no (kob/ml) (kob/ml)
1 | Bacillussp.B-2-8 | 3,5x10° | 55 Bacillus sp. C-1-27 2,9x10° | 109 | Bacillus sp. K-9-35 1,9x10°
2 1x10° | 56 Bacillus sp. C-2-18 2,2x10" | 110 | Bacillus sp. K-9-27 5,1x10°
3 | Bacillus sp. B-2-18 5x10° 57 Bacillus sp. C-2-22 3,5x10° | 111 Bacillus sp. K-9-36 1x10"°
4 58 Bacillus sp. C-2-26 3,8x10° | 112 Bacillus sp. K-9-5 2,6x10°
5 | Bacillus sp. B-1-11 | 1,7x10’ 59 Bacillus sp. C-2-4 2,9x10" | 113 Bacillus sp. K-9-14 2,4x10°
6 60 Bacillus sp. C-1-23 2,2x10% | 114 Bacillus sp. K-8-30 1,9x10°
7 | Bacillus sp. B-1-17 2x10° 61 Bacillus sp. C-1-24 1,1x1010 115 Bacillus sp. K-8-19 8,4x108
8 | Bacillus sp. 0-4-37 8x10’ 62 Bacillus sp. C-2-9 1x10° 116 Bacillus sp. K-8-12 6x10°
9 | Bacillus sp. B-2-12 | 1,5x10° 63 Bacillus sp. C-2-14 1x10* 117 Bacillus sp. K-8-24 2,4x10°
10 |Bacllussp- 04781 35108 | 64 |  Bacillussp. ¢-115 | 1,8x10° | 118 | Bacillussp. K822 | 2,1x10°
11 | Bacillus sp. B-2-24 1x10’ 65 Bacillus sp. C-2-20 3,8x1010 119 Bacillus sp. K-8-18 7,8x108
1 | BoclUssD- 04491 g 5x10° | 66 | Bacillus sp. ¢-1-22 i 120 |Bacillus sp. T-3-9 (LB) | 2,6x10°
13 | Bacillussp. 0-4-2 | 2x10° | 67 Bacillus sp. C-2-10 1,1x10° | 121 Bac"'“(sl_sg)T'S'“ i
14 | Bacillus sp. 0-451 | 55x10° | 68 Bacillus sp. 0-3-6 4,9x10° | 122 BaCi”“(SLSg)T'S'lo 3x10°
15 | Bacillussp. B-2-4 | 1,5x10° | 69 | Bacillussp. O-3-26:b | 8,2x10° | 123 Bac"'“(sl_sg')T'S'SS 6x10°
16 | Bacillussp. B-1-25 | 2,6x10° | 70 |  Bacillussp. 0-332 | 3,7x107 | 124 BaCi”“(SLSg')T'S"‘g 1,9x10°
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Bacillus sp. T-3-43

17 | Bacillus sp. 0-4-40 | 1,3x10° | 71 Bacillus sp. 0-3-48 - 125 (LB) -

18 | Bacillussp. 0-5-7 | 1,9x10" | 72 Bacillus sp. O-3-60 4,1x10° | 126 | Bacillus sp. K-7-3 2,4x10°
19 | Bacillus sp. 0-4-35 5x10* 73 Bacillus sp. 0-3-82 2,6x10° | 127 Bacillus sp. K-7-10 1,6x10°
20 | BoCHIUS S 02611y gygof | 74 Bacillus sp. T-4-9 35x10° | 128 | Bacillussp. K-7-16 | 2,1x10°
21 | Bacillus sp. 0-4-21 | 1x10° | 75 Bacillus sp. T-4-11 1,1x10" | 129 | Bacillus sp. K-7-5 2,4x10°
22 | Bacillussp. T-3-9 | 1x10’ 76 Bacillus sp. T-4-14 3,5x10° | 130 | Bacillus sp. K-7-27 2x10°
23 | Bacillus sp. T-5-10 |  8x10’ 77 Bacillus sp. T-4-19 1,2x10% | 131 | Bacillus sp. K-7-14-1 |  3,1x10°
24 | Bacillussp. T-56 | 3,1x10° | 78 Bacillus sp. T-4-29 3x10° | 132 Bac""ésjp('NTA'f'lo'b' 5,3x10°
25 | Bacillussp. B-2-34 | 4x107 | 79 |  Bacillussp. T-4-29 | 3,3x10° | 133 BaCi”‘és_;p('NTA'f'lo'b' 4,7x10°
26 | Bacillus sp. T-2-20 | 6x10° | 80 Bacillus sp. 0-2-24 6,6x10° | 134 |Bacillus ™ AT)'3'1°'b'1 2,8x10°
27 | Bacillussp. K-6-3 | 3x107 | 81 Bacillus sp. O-2-42 3,5x10° | 135 Ba"”'”(sl\fX)T'3'20 1,5x10°
28 | Bacillus sp. K-6-39 | 1,2x10° | 82 Bacillus sp. O-2-47 2,1x10" | 136 Ba"”'”(sl\fX)T'3'22 6x10°
29 | Bacillus sp. 0-2-75 | 1,4x10° | 83 Bacillus sp. O-2-78 8,2x10° | 137 Bac”'“(sl\f/‘i')T'&” 5,7x107
30 | Bacillus sp. K-6-36 8x10’ 84 Bacillus sp. C-3-14 1,9x109 138 Bacillus sp. T-5-1 8,7x109
31 | Bacillus sp. K-6-11 5x10’ 85 Bacillus sp. C-3-17 4,6x107 139 Bacillus sp. T-5-17 2,5x109
32 | Bacillus sp. K-6-28 4x10’ 86 Bacillus sp. C-3-20 2,8x10° | 140 Bacillus sp. T-5-9 1,4x10"
33 | Bacillus sp. K-7-26 1,7x108 87 Bacillus sp. C-3-21 2,4x109 141 Bacillus sp. T-5-18 6,3x109
34 | Bacillus sp. K-6-38 | 3,9x10° 88 Bacillus sp. C-3-27 4x10° 142 Bacillus sp. T-5-13 4x10°
35 | Bacillus sp. K-8-38 | 3,5x10’ 89 Bacillus sp. C-3-35 7,3x10° | 143 Bacillus sp. T-5-14 2,1x10°
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36 | Bacillus sp. K-7-33 | 2x10" | 90 YOK 144 | Bacillus sp. K-6-36 2,5x10°
37 | Bacillussp.30-2 | 1,4x10" | 91 Bacillus sp. O-6-46 8,4x10% | 145 | Bacillus sp. O-1-4 7,2x10’
38 | Bacillus sp. 30-3 5,7x10° | 92 Bacillus sp. 0-6-19 2,8x10° | 146 | Bacillus sp. O-1-55 3,2x10°
39 | Bacillus sp. 30-4-1 | 3,6x10° | 93 Bacillus sp. O0-6-12 1,6x10° | 147 | Bacillus sp. O-1-83 7,1x10°
4o | BoclUsSp- 30421 g gy10° | 04 Bacillus sp. 0-6-18 14x10° | 148 | Bacillussp. O-1-11 | 1,2x10%
41 | Bacillussp.30-5 | 1,4x10° | 95 Bacillus sp. O0-6-33 2,3x10° | 149 | Bacillus sp. O-1-62 2x10%
42 | Bacillussp.30-6 | 4,3x10° | 96 Bacillus sp. O-6-14 2,5x10° | 150 | Bacillus sp. T-2-2 3,2x10°
43 | Bacillus sp. 30-7-1 | 3,5x10° 97 Bacillus sp. K-5-18 2,3x10° | 151 Bacillus sp. T-2-28 9x10°
44 | Bacillus sp. 30-8 2,2x10° 98 Bacillus sp. K-5-25 6,7x10% | 152 Bacillus sp. T-2-16 1x10"°
45 Bacillus sp. 30-9 1,1x109 99 Bacillus sp. K-5-36 2,5x109 153 Bacillus sp. T-2-23 2,1x108
46 | Bacillus sp. 30-10-1 | 7,5x10° | 100 Bacillus sp. K-5-19 2x10° 154 Bacillus sp. T-2-10 1x10"°
47 | Bacillus sp. 30-10-2 7,6x10° | 101 Bacillus sp. K-5-11 6x10’ 155 Bacillus sp. T-2-4 -

48 | Bacillussp. 30-11 | 4,3x10° | 102 Bacillus sp. K-5-26 3,8x10° | 156 | Bacillus sp. T-1-10 3,6x10°
49 | Bacillussp.30-1 | 1,8x10" | 103 Bacillus sp. O-5-34 3,8x10° | 157 | Bacillus sp. T-1-5 1,2x10"°
50 | Bacllussp- 30421 5 5410° | 104 | Bacillussp.0-547 | 2,6x10° | 158 | Bacillussp. T-114 |  4,4x10°
51 | Bacillus sp. 30-4-3 | 3,9x10%® | 105 Bacillus sp. O-5-36 2,9x10° | 159 | Bacillus sp. T-1-7 4,8x10°
52 | Bacillus sp. 30-7-2 | 8,4x10" | 106 Bacillus sp. 0-5-33 2,8x10° | 160 | Bacillussp. T-1-9 2,1x10%°
53 | Bacillus sp. C-1-17 | 7,1x10® | 107 Bacillus sp. 0-5-23 2,9x10°

54 | Bacillus sp. C-1-21 6,4x107 108 Bacillus sp. K-9-2 1,9x1010
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4.4 Laboratuvarda biyolarvasit biyolojik etkinlik testleri

Tez ¢aligmasi kapsaminda laboratuvar ortaminda iiretimi yapilan izolatlarin
larvalar iizerinde denemeye dayanan “biyolojik etkinlik testleri”, Ege Uni. Fen
Fak. Biyoloji Boliimii Zooloji ABD (Saghk Bakanligi Biyosidal Uriin Analizi
Yapmaya Yetkili Laboratuvar) ile birlikte yiirtitiilmektedir.

Biyolojik etkinlik testinin uygulanmasi i¢in iretilen ilk 30 6rnek icinse tez
calismamizda bize destek veren Biyokim Hasere Kontrol Hizmetleri Sanayi
Ticaret Limited Sirketi biinyesinde bulunan entomoloji laboratuvarindan yardim

alimustir.

Larvalar kullanilarak gergeklestirilen “biyolojik etkinlik testleri” nden

alman sonuglar, Cizelge 4.11°de goriilmektedir.

Testin degerlendirilmesi yapilirken larvasitlerle ilgili literatiir taramasi
yapilmistir, edinilen bilgiler sonucunda % 80 ve iizerinde mortalite etkisine sahip
olan izolatlar, amaca uygun kabul edilmistir. Ayrica denemeler yapilirken 4.
Gomlekten larvalarin kullanilmasina dikkat edilmistir (Paula de Arau’jo et al.,

2007; TC. Saglik Bakanlig1 Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii, 2014).

%o Test dliimii-%e kontrol §lim
Abbott Formulii: Dilzeltilmis % 8lilm=  -----mmmmmmmmmmm - x 100

100-% kontrol &liim

Bacillus suslarma ait biyoinsektisit 6zelliklerine dayanan caligmalar ¢ok
uzun yillardir devam etmektedir. Caligmalarin genelinde kullanilan larva ¢esidi
ise Culex quinquefasciatus olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Park et al., 2008). Bu
larva tiirtine karsi 6zellikle B. sphaericus susunun etkin oldugu ifadelerde yer
almaktadir (Park et al., 2008; Surendran et al., 2011). O’Callaghan ve ekibinin
biyoassaylerle ilgili yaptiklar1 detayl agiklamalarla potens testlerinin bakterilerin
larvalar lizerinde ne kadar miktarda ve oranda etkili olduklarini belirlemede 6nem
tagidig1 goriilmektedir (Thiery et al., 1997). Bu konuda yapilan bir ¢ok ¢aligma,
bu orani belirlemeye dayanmaktadir (Foda et al., 2010; Surendran et al., 2011,
Regis et al., 2000).
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Biyolojik etkinlik denemelerinin iki farkli laboratuvarda denenmesi , en iyi
mortalite yilizdesine sahip olan izolatin se¢imini zorlagtirmistir . izolatlarin aym
tiretim ortaminda (NYSM) ve ayni kosullarda (30°C, 150 rpm, 4 giin) iiretildigi
g0z Oniine alindiginda, biyolojik etkinlik test sonucu en iyi olan izolatin segiminde
larvalar tizerinde uygulanan spor sayisina (kob/ml) bakilmistir. Bu say1, yukarida
da aciklandig1 tizere, potens degerini belirlemede Onem tasimaktadir ki
literatiirlerden edinilen bilgiler sonucu spor sayisinin az olarak denemeye
baslanmasinm, olumlu sonu¢ alinmasi halinde sayinin daha da artirilarak potens
testlerine gegilmesinin daha uygun olduguna karar verilmistir. Bu yiizden Cizelge
4.13’te verilen izolatlara ait spor sayilarinin 30’dan biiytlik iiriin numaralar1 i¢in,
biyolojik etkinlik denemelerinde, Ege Uni. Fen Fak. Biyoloji Béliimii Zooloji
ABD’da bulunan entomoloji laboratuvarmmdan yardim alinmis ve denemelerde
izolatlara ait endospor sayilar1 1x10° kob/ml olacak sekilde seyreltmeler yapilarak
sabit tutularak uygulanmistir. Dolayisiyla 1x10° (kob/ml) endospor sayisi
uygulanarak elde edilen biyolojik etkinlik deneme sonuclarindan en yiiksek
mortalite degerine (% dx) sahip izolat olan 37 numarali (Bacillus sp. 30-2 kodlu,
Cizelge 4.13) izolat en etkili se¢ilmistir. Bu noktadan sonra bu izolat iizerinde

biitlin optimizasyon ¢aligmalarina devam edilmistir.
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Cizelge 4.13 Cesitli Bacillus izolatlarina uygulanan biyolojik etkinlik testlerinden alinan sonuglar

Biyolojik etkinlik testlerinin sonuglari

Uriin 48 Saat (% dx Uygulama Uriin 48 Saat (% dx | Uygulama Uriin 48 Saat (% dx Uygulama
No ortalama=mortal | Yogunlugu(k | Yapildig:1 Yer No ortalama=mo | Yogunlugu(k | Yapildig1 Yer No ortalama=morta | Yogunlugu( | Yapildig1 Yer
ite) ob/ml) rtalite) ob/ml) lite) kob/ml)
1 82,3 3,5x10° 42 2,67 91 5,33
2 20 1x10° 44 1,33 92 2,67
3 33,3 5x10° 45 1,33 93 1,33
5 40 1,7x10’ 47 1,33 95 17,33
8 88 8x10’ 48 1,33 96 9,33
9 78 1,5x10° Biyokim Hagere [ 49 2,67 97 12
10 58 35x10° | Kontrol Hizmetleri ™57 4 99 6,67
11 90 1107 fﬁgf‘t&gﬁfﬁ 52 5,33 100 2,67
12 62 8,5x10° Entomoloji 53 2,67 ) 101 5,33
6 1 .
15 8 1,5x10 Laboratuvari 55 1,33 Ege Ur_u. Fe_r_l 102 5,33 Ege Uni. Fen Fak.
16 36 2,6x10° 58 2,67 Fak. Biyoloji 103 2,67 Biyoloji Bolimii
7 Boliimii Zooloji -
18 76 1,9x10 59 5,33 ¢ 104 10,67 Zooloji ABD.
19 78 5x10° 64 1,33 6 ABD. (Saghk ™55 6,67 6 | (Saglik Bakanlif
27 86 3x107 68 133 1x10 Bakanhg 106 4 1x10 Biyosidal Uriin
- : Biyosidal Uriin YOS
30 94 8x10 71 1,33 Analizi Yapmaya |07 8 Analizi Yapmaya
31 30,67 75 1,33 Yetkili 108 8 . Jeﬂ:l“
32 36 . 76 1,33 Laboratuvar) 109 9,33 aboratuvar)
33 22,67 Ege Uni. Fen Fak. 78 2,67 110 9,33
34 21,33 Bizyolfi_i_l?:’éili)mﬁ 79 5,33 111 5,33
35 16 ooloji - 82 12 112 1,33
36 34,67 1x10° (Saghk Bakanhgi =g, 2,67 113 2,67
Biyosidal Uriin 8 567 114 1867
37 85,3 Analizi Yapmaya = d d
38 1,33 Yetkili 87 6,67 115 12
39 1,33 Laboratuvar) 88 2,67 116 10,67
40 2,67 89 2,67 119 1,33
41 2,67 90 9,33 120 6,67

NOT: Etkinlik sonucu”0” sifir ¢ikan izolatlara tabloda yer verilmemistir.




79

Sekil 4.13 Cesitli Bacillus izolatlarina uygulanan biyolojik etkinlik testinin gorsel

sonuglar1

4.5 Biyoreaktor Denemesini Sonuclar

EU “Biyomiihendislik Boliimii Bacillus Koleksiyonu™nda yer alan Bacillus
thuringiensis Bt 1i ve B. thuringiensis Bt 7i kodlu izolatlar i¢in biyoreaktorde
sporlanmay1 artirict denemeler yapilmustir. Bt 71 susu i¢in 3 It kapasitesinde 1 It
calisma hacminde, Bt 1i susu icin 5 It kapasitesinde 31t calisma hacminde iiretim
yapilmistir. Biyoreaktor iretiminde T-3 ortami igin, 121 %C’de 30 dakikada
sterilizasyon yapilmistir (Yezza et al., 2005). Sterilizasyonun ardindan ortam, uygun
sicakliga geldikten sonra % 2 oraminda 24 saatlik as1 inokiile edilmistir. Uretim
kosullar1 belirlenen optimum rpm ve sicaklikta, optimum fermentasyon siiresinde

gerceklestirilmistir. Oksijen 2 1/1 havalandirma (Vora et al., 1999) ve karistirma 150



80

rpm, sicaklik ise 30 °C (Vallejo et al., 1999; Vora et al., 1999; Yezza et al., 2005;
Prabakaran et al.,, 2006) ayarlanarak sabit tutulmustur. Kopiirme olmamasi i¢in
iiretim ortamina koptik kirici olarak silikon bazli kopiik kirict ilave edilmistir. Her bir
fermentasyon sonunda ornek alinarak endospor saymmi yapilmistir. Organizmanin
oksijen tiiketim profili belirlenmistir. Bu profile gore fermentasyon boyunca
ortamdaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun % 30 ve % 50 (Prabakaran et al.,
2006) degerlerinin altina inmeyecek sekilde havalandirma ve karistirma hizi
ayarlanarak yapilan endospor iiretimleri gerceklestirilmistir. pH ise T-3 ortammin
gerektirdigi sekilde (pH:6.8) ayarlanmistir.

Biyoreaktor denemesi sonucu endospor saymmi yapilmis ve buradan elde
edilen biyokiitle ile biyolojik etkinlik testi yapilmistir. Ancak kayda deger bir

sonug alinamamistir.

Endospor sayisi bakimindan ¢ok yiiksek sayilara ulasilamamis, 107 kob/ml
(5,7x107) sayisma ¢ikilabilinmistir. Ayrica biyolojik etkinlik testi sonucunda da

kabul degerin ( => % 80) altinda mortalite degeri saptanmustir.

Biyoreaktor denemeleri yapilan 6lg¢ek biiyiitme ¢calismalarinda ise bu sayilar
cok daha yiiksektir. Farrera ve arkadaslarinin 1998 yilinda Bacillus thuringiensis
tizerinde C:N oraninin etkisinin arastirilmasi ¢alismasinda biyoreaktér denemeleri
sonucunda 10® kob/ml spor sayisina ulagilabilinmistir. Prabakaran ve
arkadaslarmm 2005 yilinda yayinlanan bir ¢calismasinda ise spor sayilarinm 10°

lara kadar ulastig1 goriilmektedir.

4.6 Bacillus sp. 30-2 Izolatinin Endospor Uretim Optimizasyonu

4.6.1 Uretim siiresinin belirlenmesi cahsmasi

Uretim siiresi {izerinde yapilan denemeler, iiretim siiresinin iiretim ortamina
gore de degistigini gostermistir. Bu durumlar géz 6niinde bulundurularak segilen
iretim ortamu kullanilarak erlenlerde iiretilip iizerinde biyolojik etkinlik testi
denenerek yiiksek mortalite yetenegine sahip oldugu gozlenen Bacillus sp. 30-2

kodlu izolat lizerinde iiretim siiresi denemesi yapilmustur.



Bu ¢aligmada en uygun ve kisa siirede spor tiretiminin oldugunun goriildiigii
NYSM ortaminda erlenlerde (500 ml erlende 100 ml ¢alisma hacminde) 150 rpm
ve 30 °C kosullarinda laboratuvar dlgeginde tiretime baslanilmis ve her giin ayni

saatte olmak tizere aseptik kosullarda 6rnek alinarak hem canli hem spor sayimlari
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yapilmistir. Edinilen sonuglar Cizelge 4.14°te ve Sekil 4.14°te goriilmektedir.

Cizelge 4.14 Bacillus sp. 30-2 izolatinin endospor iiretim optimizasyon ¢alismasida

siire belirleme ¢alismasinin sonuglari

Canh saymm Spor sayimi
Zaman (kob/mi) koblmi)
giin 1 6,8x10° 3,8x10*
giin 2 1,1x10’ 4,1x10*
giin 3 1,8x10° 1,8x10°
giin 4 7,7x10° 3,9x10°
giin 5 2,1x10’ 2x10’
giin 6 4x10° 6,6x10°

25000

20000

15000

10000

SO00

canlive spor sayilarinin giine gore degisimi

3%

——

GEO0
4000

canli sayim (103}

spor sayimi (x10°3)

Sekil 4.14 Bacillus sp. 30-2 izolatinin endospor iiretim optimizasyon ¢alismasinda siire

belirleme ¢aligmasinin sonuglari

Cizelge 4.14 ve Sekil 4.14’te goriildiigii gibi laboratuvar dlgekli tiretimlerde

maksimum endospor sayisinin saglandigi siire 5 giinliik tiretim siiresidir.
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4.6.2 RSM olusturma

Spor {iretimi i¢in uygun ortam (4.3.1) ve siirenin (4.6.1) belirlenmesinin
ardindan secilen izolat {izerinde endospor miktarini artirict optimizasyon
denemeleri yapilmistir. Secilen Bacillus sp. 30-2 izolatinin maksimum endospor
iiretiminin gerceklestirilmesi i¢cin ¢alismamizda optimize edilmesi planlanan
degiskenler: inokulum miktari, pH, C kaynagi orani (%) olarak belirlenmistir.
Yanit ylizey metodolojisi kullanilarak optimizasyon semasi hazirlanmistir. Sema
hazirlanirken kullanilan RSM yonteminin gerektirdigi deney tasarimi ve ilgili tiim
matematiksel ve istatistiksel analizler Design-Expert 9.0.0 programi ile

gergeklestirilmistir.

Bacillus spp. tizerinde yapilan optimizasyon ¢alismalar1 tarandiginda faktor
olarak genellikle pH (Liu et al., 2010; Najafi et al., 2010), C kaynaginin orant (%)
(Khedher et al. 2011; )ve inokulum miktar: (Reddy et al., 2008; Gangadharan et
al., 2008) iizerinde denemelerin yapildig1 goriilmiistiir (Chauhan and Gupta, 2004;
Naveena et al., 2005; Aouadhi et al., 2013; Oskouie et al., 2008; Tanyildizi vd.,
2005; Tokcaer vd., 2006).

Sicaklik faktorii dikkate alinarak yapilan optimizasyon calismalarina da
sik¢a rastlanmakla birlikte bu ¢alismada tizerinde durulan Bacillus thuringiensis
subs. israelensis ve Bacillus sphaericus suslarinin optimum ¢alisma sicakligi
hemen hemen her literatiirde 30° C olarak belirtildiginden dolay1 sicaklik, faktor
olarak optimizasyona katilmamistir (Brar et al., 2007; Park et al., 2008; Massie et
al., 1985; Prabakaran and Balaraman, 2006 ; Prabakaran and Hoti, 2012).

pH araligmm belirlenmesinde ise Bacillus thuringiensis ve Bacillus
sphaericus tiirleri i¢in uygun aralik, literatiir ¢aligmalari ile belirlenmistir. En
uygun pH aralig1 genellikle Bacillus thuringiensis icin 7 ve iizeri (Ozkan vd.,
2003; Brar et al., 2007; Khedher et al., 2011; Ketseoglou and Bouwer, 2013; Jing-
Wen et al., 2007) olarak belirtilmekle birlikte Bacillus sphaericus igin bu deger 3-
6 arasinda verilmektedir (Tuzen vd., 2007; Moriwaki et al., 2009; Tripathi et al.,
2013).
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C kaynagi, igerigi 3.1.2.1°de verilen NYSM ortammin igerdigi glikozdur.
Ortam regetesi geregi glikoz ortamda % 1 oraninda bulunmaktadir (Prabakaran
and Hoti, 2012; Moriwaki et al. 2009; Singh et al. 2004)). Calismamizda bu
oranin araligi, literatiir verileri ile desteklenerek % 1-3 olarak belirlenmistir.
Programin kendi ¢aligmasi geregi bu araligin da digina ¢ikilarak deney setinin bir
denemesinde C oran1 % 3.52, ve % 0.48 olarak tasarlanmistir. Bu sayede

belirlenen araliklarin diginda da deneme yapabilme imkanimna ulasiimistir.

Literatiir bilgilerinden yola ¢ikilarak bu ¢alisma icin belirlenen faktorler ve

araliklar1 Cizelge 4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.15 RSM faktorlerinin galisma araliklart

Faktor / Yanut Calisma Aralig1/ Amag
pH 4-8
Inokiilasyon Miktar1 (%) 2-8
C Kaynagi (%) 1-3
Endospor iiretimi Maksimizasyon

Eldeki veriler ve sonuglar programa girildiginde asagidaki deney diizenegi
elde edilmistir. Program yapilacak denemelerin siralamasin1  rastgele

belirlemektedir.

Asagidaki Sekil 4.15°te goriildiigii gibi deneytasarimma ANOVA testi
uygulanmistir. Bu deneme igin Ongoriilen modelin quadratic oldugu
goriilmektedir. Model bu hali ile anlamlidir (significant) ve tasarim bu sekilde

her faktor i¢in kullanilabilir.
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OEE & & 7%
3 Notes for enson olduuuuu Transform Fit Summary Model ANOWA D
|=__| Design (Actual) | | | | | | | ~
E D summary Usze your mousge to right click on individual cells for defintiocns.
Graph Columnzs |
E‘ - | Response 1 spore
_EI Analysis | ANOVA for Response Surface Quadratic model
Lm Ri:spore (Analyze _Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Hll]
m Optimization _ Sum of Mean F p-value
Ed MNumerical | Source Squares df Square Value Prob>F
E}j Graphical _r.1c|del 18.56 9 2.06 5402 < 0.0001 significant
F—_’H Post Analysis | A-lnokulum B.967E-003 1 BOETE-003 0.23 .6384
[ Point Prediction | 8-Ckaynagi 0.24 1 0.24 625 0.0315
CHEae | con 0.24 1 024 636 0.0302
-] Coefficients Table _| a8 7.920E-004 1 7.920E-004 0.021 0.8883
| AC 1.782E-003 1 1.782E-003 0.047 08333
_ | BC 0.34 1 034 .02 o133
| Af 0.42 1 42 11.07 0.O077
| B2 5.44 1 544 221.18 = QL.O001
| (o 5.86 1 5.86 232.04 < 0.0001
_Residual 0.38 10 0.038
Lack of Fit 0.31 5 0.063 4.59 (L0600 not significant
Bookmarks n | Fure Eror 0.068 ] 0.014
[#op | Cor Total 18.94 19
(B8] ANOVA N

Sekil 4.15 Tasarimin response icin ANOVA tablosu.

Her faktor igin P degerinin anlamlilik diizeyi olan 0=0.05’ten kiigiik
olmadigmni goriiyoruz. Faktdr A (inokulum miktar1 (%)) i¢in P degeri, response
icin 0.05’ten biiyiik ¢ikmustir. Bu durumda faktér A igin respons iizerinde
etkinliginin en az oldugunu soyleyebiliriz. Bunun disindaki faktorler i¢inse alfa
degerinden diisiiktiir P degerleri, model anlamlidir diyebiliriz. Buna ek olarak

gruplar arasi fark oldugu soylenebilir.

Modeldeki degerler ¢ikartildiginda modelin hala anlamli olup olmadigini
test etmek i¢in kullandigimiz Lack of Fit degeri de beklenildigi gibi not
significant ¢ikmistir. Bu durum, faktorler arasinda etkilesimin oldugunun bir

gostergesidir.

Faktorlerin F degerleri incelendiginde a=0.05’ten kiigiik ¢ikmas1 faktorlerin
respons tizerindeki etkisini gdsterir. Bu durumda respons iizerinde en etkili faktor,
en kiiglik degere sahip olan (0.0302) pH faktoriinii ifade eden faktér C’dir.
Ardindan respons iizerinde C kaynagi orani degisimine dayanan Faktor B
(0.0315) gelmektedir. Respons iizerinde en az etkili olan faktor ise 0.6384 degeri

ile inokulum miktarmi (%) ifade eden faktor A’dur.
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Regresyon analizinden, endospor iiretimini (Y) bagimsiz degiskenler olan

inokulum miktari(A), C kaynagi (B) ve pH (C) cinsinden ifade eden denklemin

asagidaki gibi oldugu anlasilmaktadir (bagimsiz degiskenler kodlanmig

formdadir):

Final Equation in Terms of Coded Factors:

spore =
+217
+0.027 *A
-0.14 *B
014 *C
+5 950E-003 * AB
-1.ME *AC
-i.21 *BC
-0.20 *AZ
-0.38% *B?
-0.51 *C?

Optimizasyon setine iliskin hata dagilim grafigi (Sekil

belirtilmektedir. Lineer dagilim modelin uygunlugunu desteklemektedir.

Normal Plot of Residuals
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Externally Studentized Residuals

Sekil 4.16 Optimizasyon i¢in hata dagilim grafigi

4.16)
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Pertiirbasyon grafigi (Sekil 4.17)’de verilmistir:

Perturbation

sparg
|

Faen] 1030 (=)

Deviation from Refarance Point (Coded Units)

Sekil 4.17 Deney setine ait pertiirbasyon grafigi

Sekil 4.17°de pertiirbasyon grafiginde de goriildiigii lizere faktor A’nin

respons iizerinde etkisi en azdir.

Sekil 4.18’de  faktdrlerin yanit iizerindeki etkileri goriilmektedir. Ug
degiskenin de bir optimum noktasi oldugu goriilmektedir. Burada en ¢ok etki C

kaynag1 (B) ve pH (C) lizerindedir.

Calismamizda yapilan optimizasyona yonelik pertiirbasyon (Sekil 4.17), 3-
D grafikleri (Sekil 4.18) incelendiginde faktorler arasinda etkilesim oldugu
goriilmektedir. Endospor miktar1 iizerinde ise en ¢ok pH (faktor C) ve C kaynagi
orani (faktor B) etkili olmaktadir.

Optimizasyon ¢aligmast sonucunda Bacillus sp. 30-2 kodlu izolatin en iyi
iredigi kosullar pH: 6.76, karbon kaynagi oran1 (%) : 1.70 ve inokulum miktar1
(%) : 4.68 olarak belirlenmistir (Sekil 4.17; 4.18).
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spore

B: C kaynagi

<) C:pH

Sekil 4.18 Respons i¢in faktorler arasi etkilesimler a)inokulum-C kaynagi; b) pH-inokulum
miktar1; ¢)C kaynagi-pH

Denemeler sonucu program bize 35 adet ¢Oziim yolu Onermektedir
(desirability). Bu 35 adet Onerinin desirability oranlar1 1’den baslamakta ve
azalarak 0.884’e¢ kadar diismektedir. Bunlardan bir ka¢ tanesi asagida Sekil
4.19°da goriilmektedir.

8.00 1.00
2.00 8.00 1.00 3.00
A:lnokulum = 8.00 B:C kaynagi = 1.00
8.00 Desirability = 1.000
T
4.00 8.00

a) C:pH =8.00
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8.00 1.00
% T\yi
2.00 8.00 1.00 3.00
A:lnokulum = 8.00 B:C kaynagi = 1.00
8.00 Desirability = 0.987
4.00 8.00
b) C.pH=7.85
8.00 1.00
2.00 8.00 1.00 3.00
A:lnokulum = 8.00 B:C kaynagi = 1.62
8.00 Desirability = 0.884
4.00 8.00
C:pH =8.00
c) P

Sekil 4.19 RSM ¢6ziim onerileria) Solution-1; b) Solution-17; c) Solution-35



90

5. SONUC VE ONERILER

Calismada  kullanilan  mikroorganizmalarin  izolasyonunda  kullanilan
kaynaklardan “asetatli seg¢ilim yontemi” ile endotoksin fiireten potansiyel B.
thuringiensis ve B. sphaericus tiirlerinin izolasyonu yapilmistir. Calismada
bakterilerin elde edilecegi numuneler kaynaklarina gore ayrilarak 18 grup
olusturulmustur ve her gruptan elde edilen toplam izolat sayis1 1574 olarak
belirlenmistir. Bu izolatlardan 1097 adeti asetath segilim yontemi ile izole edilmistir.
Calismanm bu asamasi, biiyik bir Bacillus koleksiyonunun olusumunu ifade
etmektedir. Bilindigi lizere Bacilluslar, 6zellikle de Bacillus thuringiensis mikrobiyal
biyoteknoloji ve endiistriyel biyoteknolojinin bir¢ok alaninda kullanilmakta, bu
sebeple de uzun yillardan beri c¢alisma konusu olarak halen giincelligini
korumaktadir. Bacillus thuringiensis ve Bacillus sphaericus tiirlerinin seg¢ilimini
saglayan bir izolasyon yontemi kullanilan bu calisma sonucunda bu iki tiiriin
suslarmdan olusan biiyiik bir Bacillus koleksiyonu olusturulmustur. Olusturulan
koleksiyon, bundan sonra Bacilluslar ile yapilacak baska ¢alismalar i¢in de temel

olusturacaktir.

Calismamizda “Asetathi Secilim Yontemi” ile izole edilmis olan izolatlarin
cogu i¢in faz kontrast mikroskobu goriintiisii almmarak izolatlar arasinda endospor ve
toksin proteini igerenler ayrilarak bunlar tizerinde biyolojik etkinlik testlerinin
denenmesine agirlik verilmistir. Biyolojik etkinlik testleri sonucu yiiksek mortalite
oranlarma sahip olan izolat dikkate alinarak bu izolatla optimizasyon ¢alismasina

gidilmistir.

Biyolojik etkinlik testlerinin denenmesinden 6nce laboratuvar dlceginde farkli
besiyerlerinde endospor iiretimi hem de bazi iiretim kosullarmin (pH, siire)
belirlenmesi ile ilgili denemeler yapilmistir. Sporlanmayi tesvik edici ortamlar olan
T-3, NY, NYSM besiyerlerinde iiretim denemeleri yapilmistir, en fazla spor sayisina
en kisa siirede ulasilan ortam olan NYSM, iiretim ortami olarak secilmistir. Uretim
stiresi de yine liretimle ayni anda siirdiiriillen mikroskobik gézlemlere ve canli-spor

sayilarina dayandirilarak 4-5 giin olarak belirlenmistir.
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Biyolojik etkinlik testleri sonucunda % 85,33 mortalite degerine sahip olan
Bacillus sp. 30-2 izolati se¢ilmis olup optimizasyon denemeleri bu izolat ile

stirdliriilmiistiir.

Optimizasyon i¢in farkli pH, C kaynag1 miktar1 (%) ve inokulum miktarinda
(%) tretimler denenmistir. Bu sayede en yliksek endospor miktarini veren en iyi

kosullar saptanmaya calisilmistir.
Tez ¢alismasmin devami olarak;

Calismamizda incelenememis olan tiim izolatlarin biyolojik etkinlik testleri
tamamlandiginda biyolojik etkinligi yiiksek yeni suslarn bulunma ihtimali

bulunmaktadir.

Calismanm devami olarak baska yiiksek mortalite degerine sahip izolatlar
iizerinde de optimizasyon denemeleri yapilabilir. Ayrica optimizasyon
calismalarinda faktorler ve bunlari degerlerinin araliklar1 degistirilerek ¢ok genis

kapsamda suslarin endospor veriminin artirilmasi saglanabilir.

Yiiksek etkinlige sahip suslarin potens testlerinin de yaptirilmasi

gerekmektedir.
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e DANONE TIKVESLI Génen fabrikasinda 20 is giinii zorunlu
staj (2011).

e Dokuz Eylll Universitesi Tibbi Biyoloji Genetik Bélimiinde 18
i$ gunU gen transferi, hiicre kuiltiri ve klonlama konularinda
gonulla staj (2011).

e E.U. Mihendislik Fakiltesi Biyomihendislik Bélimii
"Laboratuvar Deneyim  Sertifika Programi" kapsaminda
"Endustriyel  Mikrobiyoloji" ve "Dogal Urin  Kimyasi
Laboratuvarinda" yurimekte olan "Denizel Aktinomisetlerden
Yeni Biyoaktif Metabolitlerin Kesgfine yonelik bir TUBITAK
projesinde 40 is glini gonalla staj (2010 ).

e Gonen Devlet Hastanesi tibbi tahlil laboratuarinda 24 is ginu
gonulla staj (2009).

Seminerler / Aktiviteler:

e |SO 17025: Deney ve Kalibrasyon Laboratuarlarinin Yeterliligi
icin Genel Sartlar Standardi sertifikali egitim programina
katilinmistir (15 Aralik 2012).

e ISO 18000: ISG Yonetim Sistemi (OHSAS) sertifikali egitim
programina katihnmistir (27-28 Eylil 2012).

e [SO 14001:2004 Cevre Yonetim Sistemi sertifikali egitim
programina katilinmistir (27-28 Eylul 2012).

e [ISO 9001:2008 Kalite Yonetim Sistemi sertifikali egitim
programina katilinmistir (27-28 Eylul 2012).

o Kok hilicre sempozyomu dizenleme komitesinde yer

alinmistir
(27-29 Nisan 2012).

e Biyomuhendislik Zirvesi dizenleme komitesinde gorev

alinmigtir
(20-21 Nisan 2012).
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DANONE fabrikasinda yaptigim stajim esnasinda GMP ve
HACCP egitimleri alinmistir (2011).

ISO 9001:2008 Kalite YoOnetim Sistemi sertifikali egitim
programina katilinmistir (2011).

EU Biyomihendislik laboratuarinda yiritilen TUBITAK
projesindeki staj tecrlbesi sonucunda “ Arastirma Deneyim
Sertifikas1” alinmigtir (2011).

MINi MBA ( 26-27 Aralik 2009 ).

EBILTEM ( Ege Universitesi Bilim Teknoloji Toplulugu Uyesi

2008-..).

Katilinan Sempozyumlar:

Yildiz Teknik Uni. IV. Biyomihendislik Gunleri (Katihmci) —
29.05.2014

istanbul AREL Universitesi Elektrik-Elektronik, Bilgisayar,
Biyomedikal Mihendislikleri Bilimsel Toplantisi (gorevli) — 26-
27.05.2014

1. Ege Nanoteknoloji Gunleri (katilimci) — 18-19.04.2013

Kok Hiicre Sempozyumu (goérevli) — 27-29.04.2012

Tirkiye Biyomihendislik Zirvesi (gorevli) — 20-21.04.2012

Doku Mihendisligi Sempozyumu (katilimei) — 11.04.2011

2. Kok Hiicre Sempozyumu (katilimei) — 23.03.2010

Yapay Doku ve Organ Sempozyumu (katilimci) — 27.10.2009

“Ege’den Anadolu’ya” Halk Oyunu gO0sterisi (gorevli) —

23.05.2009

Kok Hiicre Sempozyumu (katilimei) — 16.03.2009

ilgi Alanlarim/hobilerim:

Referanslarim:

Te

Sinema, mizik, yizme, gezi
Halk Danslari ( 2008 — 2010 Ege Universitesi Halk Danslari
Toplulugu Uyesi)

Prof. Dr. Rengin ELTEM (EU)
E-Posta : rengin.eltem@ege.edu.tr
Prof. Dr. Murat ELIBOL (EU)

I:0(232) 388 4000 / 2582, E-Posta : murat.elibol@ege.edu.tr

Prof. Dr. Nuri AZBAR (EU)


mailto:rengin.eltem@ege.edu.tr
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Tel : 232-3880378 (138) , 232, E-Posta : nuri.azbar@ege.edu.tr
. Dog. Dr. E. Esin KOCABAS (EU)

Tel : 232.388 4000 - 2582 , 232 , E-Posta : esin.kocabas@ege.edu.tr
. Dog. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS (EU)

Tel : + 90 232 3434400, E-Posta : ozlem.yesil.celiktas@ege.edu.tr
. Yrd. Dog. Dr. Sait SARGIN (EU)

E-Posta : sayit.sargin@ege.edu.tr

iletisim Bilgilerim: EV ADRESI : Beylikdiizii / istanbul
TEL . Is: 90212 867 25 00/ 1098
Cep: 0536 584 00 83/ 0506 939 03 19

E-MAIL : elif.isikci@gmail.com / elif-bom1@hotmail.com
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