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OZET

Bacillus thuringiensis, bazi bocek gruplarina karsi insektisidal 6zellige sahip kristal
yapida toksin lireten bir toprak bakterisidir. Bu 6zelliginden dolay1r Cry (6-endotoksin)
proteinleri biyolojik miicadele agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu ¢alismada bir findik zararlis1 olan Xyleborus dispar’dan izole edilmis Bacillus
thuringiensis bakterisinden (Bt Xd3) elde edilen cry3Aa geninin farkli bir konak olan
Escherichia coli’ye klonlanmasi, karakterize edilmesi, ekspresyonu ve insektisidal aktivite
testi gerceklestirilmigtir.

Bunun i¢in cry3Aa geni Bt Xd3 bakterisinden PCR ile ¢ogaltildi. Cogaltilan genin
niikleotid dizilimini belirlemek i¢in PCR iiriinii pGEM-T Easy klonlama vektoriine
klonlandi. cry3Aa geninin DNA ve aminoasit dizilimi belirlendi ve mevcut cry3Aa genleri
ile karsilastirildi.

Bu bakteriye ait Cry3Aa proteininin literatiirdeki Bacillus thuringiensis subsp.
tenebrionis (morrisoni)’in sahip oldugu Cry3Aa2, Cry3Aa3, Cry3Aa5 ve Cry3Aa6 ile
%100 benzer oldugu belirlendi. Bt Xd3 cry3Aa gen sirasi gen bankasina cry3Aal2
numarast ile gecirildi.

cry3Aa geni tarafindan tretilen proteini farkli bir konakta ekspres etmek ve
aktivitesini belirlemek icin gen, ekspresyon vektorii olan pET-28a(+)’ya klonlandi.
Ekspresyon vektoriinde ekspres edilen protein izole edildi ve proteinin SDS-PAGE analizi
yapildi. Jel lizerinde cry3Aa genine ait 73kDa’luk protein band1 gozlendi.

Elde edilen bu Cry3Aa d-endotoksininin Coleoptera ordosuna ait Alphitobius
diaperinus larvalarina kars1 olan insektisidal etkileri belirlendi. Yapilan biyotest sonucunda
E.coli BL21(DE3)’de ekspres edilen rekombinant proteinin larvalar iizerinde B.
thuringiensis’teki spor-kristal karisimindan daha az etkili oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, Kristal Protein, Cry3Aa &-endotoksin ve
Ekspresyon



SUMMARY

Cloning, Characterization and Expression of cry3Aa Gene of
Bacillus thuringiensis Xd3

Bacillus thuringiensis, is a soil bacterium which produce insecticidal crystal toxin
against some insect orders. Because of this feature, Cry3Aa (3-endotoksin) proteins have
great importance in terms of biological control.

In the present study, cloning in a different host Escherichia coli, characterization,
expression and bioassay of cry3Aa gene of Bacillus thuringiensis (Bt Xd3) isolated from
Xyleborus dispar which is a hazelnut pest were performed.

For this reason cry3Aa gene was amplified from Bt Xd3 bacteria by PCR. For
identifying the nucleotide sequence of the amplified gene, PCR product was cloned into
the pGEM-T Easy cloning vector. Nucleotide sequence of cry3Aa gene and its deduced
amino acid sequence were determined and compared with other cry3Aa genes.

The Cry3Aa protein belong to B.thuringiensis (Bt Xd3) has %100 homology with
Cry3Aa2, Cry3Aa3, Cry3Aa5 and Cry3Aa6 proteins of Bacillus thuringiensis subsp
tenebrionis (morrisoni) in literature. Bt Xd3 cry3Aa gene sequence was recorded in gene
bank as cry3Aal2.

To express the protein produced by cry3Aa gene in a different host and detect its
insecticidal activity the gene was cloned into pET-28a(+) expression vector. The protein
expressed in expression vector was isolated and SDS-PAGE analysis of the protein was
performed. 73kDa protein band belonged to cry3Aa gene was observed on polyacrylamide
gel.

Insecticidal activity of this obtained Cry3Aa &-endotoxin against Alphitobius
diaperinus larvae belong to Coleoptera order was determined. As a result of the performed
bioassay, recombinant protein expressed in E.coli BL21(DE3) is found as less effective

than spor-crystal complex in B. thuringiensis on Coleoptera larvae.

Key Words: Bacillus thuringiensis, Crystal Protein, Cry3Aa d-endotoxin and Expression

VI



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Bacillus thuringiensis bakterisinin elektron mikroskop goriintiisii..................... 2
B. thuringiensis suslarina ait Cry proteinlerinin yapisi .........ccccoecvereevveeeenreennene. 6
Bacillus thuringiensis’in Cry proteinlerinin filogenetik agacinin kismi
$EMAtIK GOTTUNTISTL ... .eeuvieiieetieeie ettt et 9
Bacillus thuringiensis’in hedef boceklerdeki etki mekanizmasit....................... 11
PCR ile ¢ogaltilmis cry3Aa geninin agaroz jel elektroforezi goriintiisii........... 24
Cry3Aa geninin DINA SITAST ....ueeeiuiieeiieeeiieeciieeeieeesvee et e eieeeere e saeeeeaeeenaneas 25
Cry3Aa geninin amino ASIE SIFAST ....eccuveerueerieerieeneeeieeeiteeteesieeesteesaeeeseesseeeseens 26

Ncol/ BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilen pET-28a(+) ve

cry3Aa’nin %]1’°lik agaroz jel elektroforezi gorintiisii.........ccoeeveveeveeniceneennnen. 29
cry3Aa’nin klonlandig1 pET-28a(+) vektoriiniin Ncol ve BamHI

restriksiyon enzimleriyle KeSiMi.........cueevuieriieiiierieeiiieiie e 30
E.coli BL21(DE3)’de iiretilen Cry3Aa proteininin SDS-PAGE analizi ........... 31

VII



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.
Tablo 5.

Tablo 6.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No

Mevcut B. thuringiensis’lerin flagella (H) antijenlerine bakilarak

SINITTANAITIIMAST ...t 4

Etkili olduklar1 hedef bdcek tiirlerine gore kristal proteinler ve bu

bocek tiirlerinin ait olduklar: bocek gruplart...........ccoecvveeiieiiieiienciieieeieee, 6

Protoksinlerin ve toksinlerin molekiiler biiytikliikleri, multijenik yapisi

ve etkiledigi bOCEK Gruplari ........cceeevieviieriieiiieiieciiee e 8

Ticari olarak kullanilan Bacillus thuringiensis’ler ............ccccovevieieireeeneenn. 12

Bt Xd3’ten elde edilen Cry3Aa proteinine ait aa diziliminin diger

Cry3Aa proteinleri ile karsilagtirtlmast ..........cccocveevieeieniienieniieeeceeee, 26

Ekspreslenmis olan Cry3Aa’nin (100ug) Alphitobius diaperinus

larvalari tizerindeki insektisidal €tkisi .........ccevoueeiiiniiieiiiniieieiceeeeeee, 32
Ek Tablo 1. cry3Aa geninin diger cry3Aa genleri ile DNA siralarinin karsilastirilmasi ... 44
Ek Tablo 2. Yeni siniflandirma sistemine gore Cry toksinlerinin listesi.......c..cccceevuenneeee. 52

VIII



Cry
DNA
dNTP
EDTA
ICP
IPTG
kDa
PAGE
PCR
SDS
X-gal

SEMBOLLER DiZiNi

: Kristal

: Deoksiriboniikleik Asit

: Deoksiniikleosit trifosfat

: Etilendiamin Tetraasetik Asit

: Insektisidal Kristal Protein

: Izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosit
: Kilo dalton

: Poliakrilamid Jel Elektroforezi

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Sodyum Dodesil Siilfat

: 5-bromo-4-kloro-3-indolil -D-galaktopiranosid

IX



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Dogada yararli ve zararli olarak tanmimlanan ¢esitli bocek tiirleri bulunmaktadir.
Dogaya ve insana zararl olan ¢ok az sayida bocek tiirii bulunmasina ragmen 6zellikle bu
zararlt bocek tiirleri tarim alanlarinda biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hizl
niifus artis1 ile birlikte tarim alanlarinda meydana gelen {irtin kayiplari iilkemizi her gegen
gilin disa bagimli hale getirmektedir. Zararlh bocek tiirlerinin olusturdugu zarar nedeniyle
Tiirkiye birgok iilkeden tarim iiriinleri ithal etmektedir.

Zararli  boceklerle miicadelede yaygin  olarak  kimyasal insektisitler
kullanilmaktadir. Kimyasal insektisitlerin kullanimi tarimsal {retimin artirilmasinda
onemli rol oynamaktadir. Fakat kimyasal insektisitlerin uzun siireli ve sik kullanimi insan
sagligint olumsuz etkilemekte ayrica hedef dis1 canlilara etkisi sonucu dogal dengenin
bozulmasina neden olmaktadir. Kimyasal insektisitler hava, toprak ve su kirliliginin
olugmasinda da etkilidir. Kimyasal ilaglarin tarim zararlilarina karsi yiiksek dozda ve
bilingsiz kullanimlari, bunlarin kimyasallara kars1 diren¢ kazanmalarina neden olmaktadir.

Kimyasallarin kullanimi ile gerceklestirilen zararli bocek kontroliine alternatif bir
yontem de biyolojik miicadele yontemidir. Biyolojik miicadele, zararli boceklerin yapmis
oldugu zararlar1 en aza indirmek i¢in bu boceklerin dogal diismanlarini onlara karsi
kullanma olarak tanimlanabilir. Biyolojik miicadelede rol oynayan ajanlar genel olarak
viriisler, bakteriler, mantarlar, protozoonlar ve nematodlardir.

Entomopatojen bakteriler, giiniimiizde zararli boceklere karsi en fazla kullanilan
mikroorganizmalardir. Spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak tiizere iki gruba
ayrilirlar. Boceklere Onemli zararlar veren bakteriler, daha ¢ok spor meydana getiren
gruptandir. Yapilan aragtirmalar, bunlarin sporlariin kuraklik ve yiiksek sicakliga karsi
dayanikli oldugunu gostermistir. Buna ragmen spor olusturmayan bakteriler olaganiistii
sartlar karsisinda oldukc¢a dayaniksiz ve hassas yapidadirlar. Buna gore, boceklere karst
yapilacak miicadelede, spor olusturan ve fakiiltatif bakterilerin kristal tasiyanlarinin

kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Ogurlu, 2000).



En yaygin olarak kullanilan biyolojik miicadele ajan1 Bacillus thuringiensis
bakterisidir. Bacillus thuringiensis Bacillaceae familyasi igerisinde yer alan Lepidoptera,
Diptera ve Coleoptera grubundaki boceklere karsi insektisidal 6zellige sahip kristal yapida
toksin bir protein lireten, spor olusturan, gram-olumlu ve aerobik bir toprak bakterisidir
(Beegle ve Yamamoto, 1992) (Sekil 1). Son zamanlarda yapilan arastirmalara gore
Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera ve Mallophaga bocek gruplar {izerinde ve ayrica
nematodlar, keneler ve protozoalar iizerinde de aktiviteleri tespit edilmistir (Feitelson,
1992; Feitelson vd.,1993). Bacillus thuringiensis’in spor ve kristalleri piyasada toz,

1slanabilir toz veya sulu karigim halinde bulunmaktadir.

Endospor Kiristal

Sekil 1. Bacillus thuringiensis bakterisinin elektron mikroskop
goriintiisii (Waheed ve Kogan, 2003).

B.thuringiensis suslar1 kristal (Cry) proteinlerinin disinda (Cyt) sitolitik proteinler
ve vejetatif biiylime siiresince B-ekzotoksin, fosfolipaz, proteazlar, kitinazlar, vejetatif
insektisidal proteinler (VIP) ve antifungal bilesikler de olustururlar (Porcar ve Juarez-

Perez, 2003).

1.2. Bacillus thuringiensis’lerin Tarihi

B. thuringiensis ilk kez 1901 yilinda Japon bakteriyologu Ishiwata (1901)
tarafindan hastalikli ipek bocegi larvalarindan izole edilmistir. Aoki ve Chigasaki (1915)
adli arastiricilar bakteriyi tantmlamiglardir. Spor bulunan hiicrelerde inkliizyon yapilarinin
(kristal protein) varligini Berliner (1911; 1915) ve Mattes (1927) rapor etmiglerdir. Hannay

(1953) B. thuringiensis’in spor morfolojisini ve parasporal yapi olarak adlandirilan



inkliizyon yapilarini agikladi ve 1955°de bu yapinin protein yapida oldugunu belirledi.
Angus (1954), ipek bocegi larvalarinin orta bagirsaklarindaki B. thuringiensis’in spor
olugmus hiicrelerinde toksik bir maddenin olustugunu buldu. Daha sonra aym arastirici

(Angus, 1956) toksik maddenin parasporal yapi i¢inde oldugunu kesfetti.

1.3. Bacillus thuringiensis’lerin Plazmitleri

B. thuringiensis suslari yaklasik 2,4 ile 5,7 milyon baz ¢ifti uzunlugunda bir
genoma sahiptirler (Carlson, 1994). B. thuringiensis 2-11 arasi plazmit i¢ermektedir
(Gonzalez, 1981). Bu plazmitlerin biytkliikleri 2 ile 272 kb arasinda degismektedir
(Lereclus, 1993). Insektisidal proteini kodlayan genler plazmitler iizerinde yer almaktadir
(Carlton, 1988). Bu plazmitler konjugasyon benzeri mekanizmalar ile bir B.

thuringiensis’den digerine kendiliginden transfer yetenegine sahiptir.

1.4. Bacillus thuringiensis’lerin Alt Tirlerinin Simiflandirilmasi

B. thuringiensis’in ayirt edilmesinde konak segiciligi, alt tiirleri belirleyen H-
serovarlar1 ve cry genleri kullanilmaktadir. Son yillarda alt tiirleri karakterize etmek icin
DNA parmak izi yontemi de kullanilmaktadir (Hansen vd., 1998).

Kullanilan fenotipik yontemlerden birisi olan H-serotiplenme, B. thuringiensis
izolatlarinin simiflandirilmasinda 6nemli bir yontemdir. Bu yontem Barjac ve Bonnefoi
(1962) tarafindan gelistirilmis ve o zamandan beri kullanilmaktadir (de Barjac ve Frachon
1990).

2004 verilerine gore flagella H-serovarlarina bakilarak yapilan smiflandirmada
80’den fazla B. thuringiensis alttiirii tanimlanmugtir (Tablo 1). Serovarlarin mevcut listesi
Paris’deki Pasteur Enstitiisii’'nden (Unite des Bacteries Entomopathogenes, Institut Pasteur,

Paris, France) elde edilebilmektedir.



Tablo 1. B. thuringiensis’lerin flagella (H) antijenlerine bakilarak
siniflandirilmasi

Flagella B.thuringiensis Flagella B.thuringiensis
antijenleri subsp. antijenleri subsp.
1 thuringiensis 29 amagiensis
2 finitimus 30 medellin
3a, 3¢ alesti 31 toguchini
3a, 3b, 3¢ kurstaki 32 cameroun
3a, 3d sumiyoshiensis 33 leesis
3a, 3d, 3e fukuokaensis 34 konkukian
4a, 4b sotto 35 seoulensis
4a, 4c kenyae 36 malaysiensis
Sa, 5¢ galleriae 37 anadalousiensis
5a, 5¢ canadensis 38 oswaldocruzi
6 entomocidus 39 brasiliensis
7 aizawai 40 huazhongensis
8a, 8b morrisoni 41 sooncheon
8a, 8¢ ostriniae 42 jinghongiensis
8b, 8d nigeriensis 43 guiyanguebsus
9 tolworthi 44 higo
10a, 10b darmstadiensis 45 roskildiensis
10a, 10c londrina 46 chanpaisis
I1a, 11b toumanoffi 47 wratislaviensis
11a, 11c kyushuensis 48 balearica
12 thompsoni 49 muju
13 pakistani 50 navarrensis
14 israelensis 51 xiaguangiensis
15 dakota 52 kim
16 indiana 53 asturiensis
17 tohokuensis 54 poloniensis
18a, 18b kumamotoensis 55 palmanyolensis
18a, 18¢c y0S00 56 rongseni
19 tochigiensis 57 pirenaica
20a, 20b yunnanensis 58 argentinensis
20a, 20c pondicheriensis 59 iberica
21 colmeri 60 pingluonsis
22 shandongiensis 61 sylvestriensis
23 japonensis 62 zhaodongensis
24a, 24b neoleonensis 63 bolivia
24a, 24c novosibirsk 64 azorensis
25 coreanensis 65 pulsiensis
26 silo 66 gracioensis
27 mexicanensis 67 vazensis
28a, 28b monterrey 68 thailandensis
28a, 28c jegathesan 69 pahangi

70 sinensis




1.5. Bacillus thuringiensis’lerin Habitatlar

B. thuringiensis suslar1 genellikle topraktan (Carozzi vd., 1991; DeLucca vd., 1979;
Hastowo vd., 1992; Martin ve Travers, 1989; Smith ve Couche, 1991), boceklerden
(Carozzi vd., 1991), depolanmis iiriinlerden (Burges ve Hurst, 1977; Chaufaux vd., 1997;
DeLucca vd., 1984; Meadows vd., 1992) ve kozalakli agaclarin yapraklarindan (Kaelin vd.,
1994; Smith ve Couche, 1991) izole edilmistir.

Cok sayidaki B. thuringiensis 6li boceklerden izole edilmistir ve ¢ogu durumlarda
izolat izole edildigi bocege karsi toksik aktivite gdstermistir (Goldberg ve Margalit, 1977,
de Barjac, 1981; Hansen vd., 1996). Bu organizmalar Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
gruplarinda dar bir konak hassasiyetine sahiptirler ve konak bdceklerin viicutlart i¢inde
cogalirlar. Enfekte olan bocek larvasi dldiigiinde, 6lii bocek viicutlart kristal ve spor

igerirler (Prasertphon vd., 1973; Grassi ve Desed, 1984; Aly, 1985; Aly vd., 1985).

1.6. Insektisidal Kristal Proteinlerin Yapisi

B. thuringiensis subsp. tenebrionis’in 5-endotoksininin aktif kisminin kristal yapisi
X-151n1 kristalografisi ile belirlenmistir (Li vd., 1991). Aktif toksin {i¢ ayr1 etkin bolgeden
olugmaktadir (Sekil 2) (Hofte ve Whiteley, 1989; Li vd., 1991; Grochulski vd., 1995).
Bolge I, bocek bagirsagina tutunma ve delik olusumundan sorumludur. Boélge II’nin bocek
bagirsagindaki epitel hiicrelerindeki reseptorlere baglanma ile ilgili gorevi vardir (Li vd.,
1991). Bolge III’iin fonksiyonu hakkinda herhangi bir bilgi mevcut degildir. Ancak bir
goriise gore Cry toksinin bagirsak proteazlar tarafindan pargalanmasimi onler (Li vd.,
1991). Bir goriise gore de iyon kanallarinin olusumundan, reseptér baglanmasindan ve

bocek 6zgiinliigiinden sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (Rajamohan vd., 1998).



BOLGE 3

BOLGE 1

BOLGE 2

Sekil 2. B. thuringiensis suslarina ait Cry proteinlerinin yapisi
(URL-1, 2002).

Proteinler aktivitelerine bakilarak gruplandirilabilirler. Bu sekilde siniflandirilmig

kristal proteinler etki ettikleri bocek tiirlerine gore farkli siniflara ayrilirlar (Tablo 2).

Tablo 2. Etkili olduklar1 hedef bocek tiirlerine gore kristal proteinler ve bu bdcek tiirlerinin
ait olduklar1 bocek gruplari

Bocek Grubu Hedef Bocek Tiirleri Kristal Protein
Coleoptera Leptinotarsa decemlineata
Diabrotica undecimpunctata Cry3, Cry7, Cry8, Cryl14,
Melolontha melolontha Cry 34, Cry 35, Cry 36,
Agelastica alni Cry 38

Pyrrhalta luteola
Lasioderma serricorne
Anomola cuprea

Diptera Psychoda alternata Cry4, Cry10, Cry 11, Cry 16,
Dixa spp. Cry 19, Cry 20, Cry 24,
Tipula paludosa Cry 25, Cry 27, Cry 29,

Chironomus plumosus Cry 30, Cry 39, Cry 40




Tablo 2’nin devami

Lepidoptera Plutella xylostella
Spodoptera exigua Cryl, Cry9, Cry15
Malocosoma disstria
Bombyx mori
Lepidoptera Heliothis virescens
ve Diptera Trichoplusia ni Cry2
Manduca sexta
Hymenoptera Monomorium pharaonis Cry22
Nematot Caenorhabtidtis elegans Cry$, Cry6, Cry12, Cryl3,

Cry21

Bacillus thuringiensis alttiirlerinin insektisidal aktiviteleri, bakteriyel sporulasyon
esnasinda sentezlenen, ¢ok genis bir yapiya sahip olan ve parasporal kristal yapilari
sayesinde saglanir. Parasporal kristalin kuru agirligi spor olusturmus olan kiiltiiriin yaklasik
%20-30’u olup genellikle bununda %95’1 protein geri kalan 9%5’lik kismi ise
karbonhidrat’tir. Bu kristal, bir protein kiimesidir ve hafif alkali muamelesi ile protoksin
denilen alt iinitelere ayrilabilir. Bu alt birimler ise daha da kiiciik alt birimlerine kadar
ayrigtirilabilirler (Schnepf vd., 1998). Parasporal kristal yapilar bocek viicudundaki etki
mekanizmasi sirasinda bocegin alkali bagirsak ortaminda ¢dziinerek protoksine doniisiirler.

Protoksinler bagirsak enzimleri tarafindan pargalanarak bocek bagirsaginda tahribat

olusturacak form olan aktif toksinlere dondistiiriiliir. Protoksinlerin; multijenik yapisi,

molekiiler biiyiikliigii ve konak 6zgiinliigii Tablo 3’de goriilmektedir.




Tablo 3. Protoksinlerin ve toksinlerin molekiiler biiyiikliikleri, multijenik yapisi ve
etkiledigi bocek gruplar1 (Rukmini vd., 2000).

Gen Alt Etkiledigi Bocek Protoksin Toksin
Simif Gruplan (kDa) (kDa)

cryl TA(a) Lepidoptera 130-160 60

IA(b) | Lepidoptera/Diptera 130-160 60

TA(c) Lepidoptera 130-160 60

IB Lepidoptera 130-160 60

IC Lepidoptera 130-160 60

ID Lepidoptera 130-160 60

IE Lepidoptera 130-160 60

IF Lepidoptera 130-160 60

cryll ITA | Lepidoptera/Diptera 70-71 65

1B Lepidoptera 70-71 65

1C Lepidoptera 70-71 65

crylll | IITA Coleoptera 73 55

I11B Coleoptera 73 55

IIC Coleoptera 73 55

1D Coleoptera 73 55
crylv | IVA Diptera 134 4648
IVB Sivrisinek 128 4648

IVC Karasinek 58 ?

IVD Nematot 72 30

cryv \% Lepidoptera 81.2 ?

Coleoptera

1.7. insektisidal Kristal Proteinlerin Siiflandirilmasi

Bacillus thuringiensis’in insektisidal aktivitesi insektisidal kristal proteinleri (ICP)
sayesinde gerceklesmektedir. Insektisidal kristal proteinleri sirasiyla cry (kristal) ve cyt
(sitolitik) genleri tarafindan kodlanan kristal ve sitolitik proteinleri igerir.

1989 yilinda Hofte ve Whiteley kristal proteinleri, insektisidal aktivitesine ve
molekiiler iligkilerine gore 5 biiyiik sinifa ayirmistir (Cryl, Cryll, Crylll, CrylV and CryV).
Ayn bir simiflandirma da, B. thuringiensis subsp. israelensis ICP’de ve baz1 diger B.
thuringiensis alttiirlerinde bulunan 6zgiin olmayan sitolitik bir faktorii kodlayan sitolitik
(cyt) genler igin kullanilmaktadir. Iki veya ii¢ bdcek grubunu kapsayan bir aktivite
spektrumuna sahip olan yeni tiirlerin kesfi ile beraber bilim adamlar1 aminoasit sira

homolojisine dayanan yeni bir siniflandirma sistemi gelistirmislerdir (Schnepf vd., 1998).



Yeni smiflandirma sistemi tablo 4’te verilmektedir. Bu siniflandirmada Romen rakamlari

yerine Arabik rakamlar1 kullanilmistir.

Yeni smiflandirma planini anlatan bu sema Cry proteinlerinin aminoasit sirasina

dayandirilarak filogenetik bir agacin olusturulmasiyla gosterilmistir (Sekil 3). Boylece

belirli bir dizi protein sekansi arasindaki akrabalik belirlenebilir ve ayr1 bir grup olarak bu

semada temsil edilebilir. Bu filogenetik agacin dallanma noktalar1 proteinlerin benzerlik

olarak birbirinden uzaklastii noktalari temsil eder. %95, %78 ve %45 oranindaki

benzerlikler farkli siniflar1 tanimlayan sinirlart gosterir (Crickmore, 1998).

Primer grup Sekonder grup Tersiyer grup
CrylAb
CrylA
CrylAe
Cryl
CrylFa
Ll CrylFb
Cry7Aa
Cry7 Cry7A - g
e e Cry7Ab
| | | | | | |
30 40 50 60 70 80 90

Aminoasit siralarn arasindaki henzerlik %’si

Sekil 3. Bacillus thuringiensis’in Cry proteinlerinin filogenetik agacinin kismi
sematik goriinlisii. Farkli arka plan renkleri farkli siniflandirma
kisimlari belirtir. Cryl ve Cry7 %45’den daha az benzerlik igerir,
CrylA ve CrylF arasindaki benzerlik %45 ile %78 arasindadir ve
CrylAb ve Cryl Ae arasindaki benzerlik %78 ile % 95 arasindadir.
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Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda 400 cry geni bulunmus ve amino asit sirasi
benzerlik derecesine gore cryl’den cry55°e kadar siniflandirilmistir (Ek Tablo 2).

Yeni siniflandirma sistemine gore Cry toksinlerinin listesi Ek Tablo 2’te verilmistir.

1.8. insektisidal Kristal Proteinin Hedef Boceklerdeki Mekanizmasi

ICP’ler normal kosullar altinda ¢6ziinmeden bulunurlar, bu yiizden insanlar ve
diger yiiksek organizma gruplar i¢in bir risk olusturmazlar. Buna karsilik pH 9,5°de
cozlinebilir Ozellik tasimalari kristal proteinlerine yogun bir insektisit ozelligi
kazandirmaktadir. 0—endotoksinler bagirsakta cozlinerek protoksine donisiirler. Daha
sonra bagirsak enzimleri tarafindan protoksinler parcalanarak aktif toksinler elde edilir.
Aktif toksinler bagirsak epitel hiicrelerinin reseptorlerine tutunarak bocegin bagirsak
duvarini felce ugratir ve burayi tahrip ederek gézenekler olustururlar. Boylece bagirsakta
bulunan besin artiklar1 bocek viicuduna ve kana karisir. Zehirlenen bocek, toksin aktivitesi
sebebiyle hemen Olebilecegi gibi 2-3 giin icerisinde kan zehirlenmesi sonucu da dlebilir. B.
thuringiensis’in larvalar lizerinde sebep oldugu belirtiler; yavas hareket etme, beslenmeyi
birakma, sivi halde diski ¢ikarma, kusma ve viicut igeriklerinin kahverengiden siyaha
doniigsmesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994).

B. thuringiensis’in hedef bdcek iizerindeki mekanizmasi Schnepf ve arkadaslar
(1998) tarafindan Ozetlenmistir. Bu mekanizma maddeler halinde su sekilde ifade
edilebilir; 1) spor ve ICP olusturmus B. thuringiensis’in larva tarafindan sindirilmesi; 2)
orta bagirsakta kristal seklindeki ICP’nin ¢oziinmesi; 3) proteazlar ile ICP’nin
aktiflestirilmesi; 4) orta bagirsak hiicre membranindaki 6zgiin reseptorlere aktif ICP’nin
baglanmasi; 5) hiicre membranina toksinin eklenmesi ve bagirsak hiicre membraninda
kanallar ve deliklerin olusumu, ve bunun sonucunda da epitel hiicrelerinin par¢alanmasi
(Cooksey, 1971; Norris, 1971; Fast, 1981; Huber ve Liithy, 1981; Liithy ve Ebersold,
1981; Smedley ve Ellar, 1996); 6) larvada fazla miktarda B. thuringiensis’in ¢ogalmasi ve

olusan kan zehirlenmesinin 6liimii artirmasi (Sekil 4).



Toksin

Protoksin Toksin bagirsak duvarindaki
epitelyum hiicrelere baglanir
ve membrana zarar verir.

Sekil 4. Bacillus thuringiensis’in hedef boceklerdeki etki mekanizmasi
(Gatehouse vd., 2000).

1.9. Bocek Populasyonlarimin Bacillus thuringiensis’e Direngliligi

Laboratuar sartlarinda farkli bocek tiirlerinde B. thuringiensis’e karsi direnglilik
tespit edilmistir (Schnepf vd., 1998). Direnglilik tespit edilen bocek tiirleri Plodia
interpunctella, Cadra cautella, Leptionatarsa decemlineata, Chrysomela scripta,
Tricholplusia ni, Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Ostrinia
nubilalis ve Culex quinquefasciatus tiirleridir (Schnepf vd., 1998). Diren¢ olusturan B.
thuringiensis suslari; B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp. israelensis,
B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve diger B. thuringiensis alt tiirleridir.

Bir ¢esit giive olan Plutella xylostella’nin B. thuringiensis subsp. kurstaki ve B.
thuringiensis subsp. aizawai’ya karst direng gelistirdigi Hawai, Filipinler, Endonezya,
Malezya, Orta Amerika ve baz1 Amerika sehirlerinde goriilmiistiir (Schnepf vd., 1998).

B. thuringiensis’lerin direng mekanizmasi Schnepf ve arkadaslar1 (1998) tarafindan

ayrintili olarak incelenmistir.



12

1.10. Bacillus thuringiensis Suslarinin Biyoteknolojisi

B. thuringiensis suslar1 zararli kontrol ajani olarak giiniimiizde yaygin bir bigimde
kullanilmaktadir. B. thuringiensis iiriinleri biyopestisit pazarinin %95’ini olusturmaktadir.
Bu iiriinlerin ¢ogu 33 yil 6nce izole edilen B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 izolat
orijinlidir (Dulmage,
endotoksinler tarim zararlilarina karst kullanilmaktadir. En fazla kullanilan 3-endotoksin;

Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera gruplarindaki larvalara kars1 etkili olmaktadir.

1970). B. thuringiensis’in olusturdugu p-ekzotoksin ve &-

Tablo 4. Ticari olarak kullanilan Bacillus thuringiensis’ler

Ticari Ad1 Firmanin Adi B. thuringiensis suslari
Bactospeine Abbott kurstaki HD-1
Biobit Abbott kurstaki HD-1
Dipel Abbott kurstaki HD-1
Florbac Abbott aizawai

Foray Abbott kurstaki HD-1
XenTari Abbott aizawai
Cordalene Agrichem kurstaki HD-1
BMP 123 Becker kurstaki HD263
Biobest-Bt Biobest kurstaki HD-1
Bactimos Abbott B.t. israelensis
Gnatrol Abbott B.t. israelensis
Skeetal Abbott B.t. israelensis
VectoBac Abbott B.t. israelensis




Tablo 4’in devami

13

Acrobe American Cyanamide B.t. israelensis
Aquabac Becker Microbiol B.t. israelensis
Ditera Abbott B.t. tenebrionis
Novodor Abbott B.t. tenebrionis
Raven Ecogen B.t. kurstaki (EG2424)

Copping (1998), CPCR (1998), CDMS (1998), CEPA/DPR (1998)
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1.11. Calismanin Amaci

Biyolojik miicadele amaciyla bakterilerin kullanim1 yaygin olarak tercih
edilmektedir. Ozellikle bu amag igin Bacillus thuringiensis suslar1 tarafindan iiretilen cry
genleri kullanilmaktadir. cry gen iiriinleri zararli bocekler iizerinde insektisidal etkiye
sahiptir. Bacillus thuringiensis bakterisi zararli bocekleri ortadan kaldirmasi agisindan
ekonomik ve ekolojik olarak dnemlidir. Dolayisiyla cry genlerinin yapisinin aydinlatilmasi
ve insektisidal ajan olarak kullanilabilmeleri kacinilmaz olmustur. Bu c¢alismadaki
amacimiz Xyleborus dispar’dan izole edilen Bacillus thuringiensis izolatindaki cry3Aa
genini identifiye etmek ve farkli bir sistemdeki aktivitesini belirlemektir. E.coli’de ekspres
edilen proteinin bir Coleoptera larvasi olan Alphitobius diaperinus iizerinde insektisidal
aktivite testi gergeklestirildi. Bu calisma neticesinde daha 6nce tanimlanan bu bakterinin
icermis oldugu toksin geninin detayli identifikasyonu yapildi. cry3Aa geninin insektisidal
aktiviteye sahip olmasi nedeniyle ekonomik bir 6nemi bulunmakta olup yapisinin

aydinlatilmast  biyolojik miicadele agisindan 6nemli bir katki saglayacaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bacillus thuringiensis Xd3 Bakterisi ve Bilyiime Sartlari

Bu ¢alismada kullanilan ve bir tarim zararlis1 olan Xyleborus dispar’dan izole
edilen Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisi (Sezen vd., 2008) Karadeniz Teknik
Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuari kiiltiir stogundan temin edilmistir.

Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisi nutrient agar (NA;Merck) ve Luria Bertani
besiyerlerinde (LB;1 litre LB i¢in; 10 g Triptone, 5 g NaCl, 5 g Maya 6zii) 30 °C’de
biiyititiildii.

2.2. B.thuringiensis Xd3 Bakterisinden DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin izolasyonu, Sambrook ve arkadaslari (1989) tarafindan

aciklanan yonteme gore yapildi. Calismada kullanilan B. thuringiensis Xd3 Bakterisi, LB

besiyerinde 30 °C'de bir gece inkiibe edilerek tiretildi. Elde edilen siv1 kiiltiir iki kez oda
sicakliginda 13,000xg’de 3-4 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant kismi
dokiilerek pellet kisimlart saklandi. Pelletin tizerine, 500 pl TE tamponu (10 mM Tris-HCI;
1 mM EDTA, pH 8) ilave edilerek pellet ¢oziildii. Daha sonra her bir tiipe 10 pg lizozim

ilave edilerek vortekslendi ve 37°C'de 1 saat bekletildi. Hiicrelerdeki proteinlerin
pargalanmasi i¢in, 50 pl %10’luk SDS eklenerek 37 °C'de 30 dakika bekletildi. Bu siire
sonunda, tiipe 3 M’lik 0,1 hacim sodyum asetat (pH 5,2) eklendi ve 65 °C'de 10-30

dakika alt {ist edilerek hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Uzerine 500 pul
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edildi, tekrar alt-list edilerek karigtirildi ve 5
dakika 13000xg’ de santrifiij edildi. Tipiin tist kismindaki s1v1 alinip temiz tiipe birakildi,
pellet kismu ise atildi. Bu tiipe tekrar 500 pl kloroform eklendi ve alt-iist edilerek 13000xg’
de tekrar 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra, tizerlerindeki sivi

kisim alindi. Bu sivt kisma 0,1 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim %96’lik etanol ilave
edildi ve -20 °C'de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 13,000xg’de 15 dakika santrifiij edildi

ve ist kistmdaki sivi bosaltildi. Kalan pelletin iizerine 500 pul %70’lik etanol ilave edilerek

tekrar 13,000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Ust kisimdaki sivi dokiilerek pellet acik
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havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 100 pl ddH,O’da ¢oziildii ve -20 °C'de

muhafaza edildi.

2.3. cry3Aa Geninin PCR Araciligiyla Cogaltilmasi

Bacillus thuringiensis Xd3 bakteri DNA’s1 daha once yapilan ¢aligmalarda cry3
genel primeri ile ¢ogaltildi. Buna goére cry3 geninin Bt Xd3 bakterisinde varligi tespit
edildi.

cry3Aa geninin c¢ogaltilmast i¢in Oncelikle uygun primerler dizayn edildi.
Aminoasit ve niikleotid siras1 6nceden belirlenmis ve gen bankasindaki yerini almis olan
cry3Aa genleri Clustal W Multiple Sequence Alignment programi yardimiyla aminoasit ve
niikleotid siras1 bakimindan karsilastirildi.

Aminoasit ve niikleotid dizilimi agisindan korunmus olan bolgeler tespit edilerek
1 adet ileri ve 1 adet geri primer dizayn edildi. cry3Aa ileri primer sirasi,
5’-GGCCATGGGCATGAATCCGAACAATCGAAGTGAAC-3’; geri primer sirasi ise,
5-GGATCCTCATTAATTCACTGGAATAAATTC-3’ olarak belirlendi. Ileri primerdeki
alt1 ¢izili kistm Ncol ve geri primerdeki alt1 ¢izili kisim da BamHI restriksiyon enzimi
kesim bolgeleridir.

PCR reaksiyonu, bu primerler kullanilarak 50 pl’lik son hacimde gergeklestirildi.
Her bir tlipe 2,5 iinite Go Taq DNA polimeraz (Promega), 5 pul 5x PCR tamponu( 10mM
Tris-HCI, pH 8,3), 3 wl 2,5 mM MgCl,, 1,5 pl ImM ileri primeri, 1,5 pl 1mM geri
primeri, 1 pl 10 mM dNTP’den ve 2 pl genomik DNA birakilarak steril ddH,0 ile 50 pl’ye
tamamlandi.

PCR sartlar1 94°C’de 3 dakikalik denatiirasyondan sonra 35 dongii olacak sekilde
94°C’de 1 dakika, 50°C’de 1 dakika ve 72°C’de 3 dakika ve son olarak da 72°C’de 10
dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi. PCR sonucunda olusan
DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1°lik agaroz jelde ytiriitiilerek,

jel goriintiileme sistemi (Gel Logic;Kodak) ile goriintiilendi.
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2.4. Bacillus thuringiensis Xd3 Bakterisine Ait cry3Aa Geninin pGEMT-Easy
Vektore Klonlanmasi

PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan cry3Aa geni agaroz jelden kesilerek Nucleospin
Extract DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden temizlendi. Jelden
temizlenen DNA fragmentleri, pGEM-T Easy vektore (Promega) 3 DNA fragmenti 1
vektor oraninda (0,3 pg DNA fragmenti ve 0,1 ng PGEMT-Easy) klonlandi. Reaksiyon
Iul  pGEMT-Easy vektori, 7,5 pl 2x ligasyon tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz ve 5,5 ul
DNA fragmenti bir araya getirilerek 15 pl’lik hacim iginde gerceklestirildi. Karigim
16°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.5. cry3Aa Geninin Elektrokompotent E.coli DH10p’ya Aktarimi

Petriye ekilmis E.coli DH10B hiicrelerinden tek bir koloni alinip NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine asilandi ve 37°C’de gece boyunca biiyiitiildii.
Bu taze kiiltiirden fazla miktarda LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi.
Hiicreler 37 °C’de yogunluklar1 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 olacak sekilde biiyutiildii.
Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dakika buz {izerinde
bekletildi. Ardindan 4 °C’de 4.000xrpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim
dokildii ve ¢okelti iki kez soguk su ile yikanarak aymi hiz ve zamanda santrifiij edildi.
Cokelti %10’luk soguk gliserolde ¢oziildii ve 5.000xrpm’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij
edildi. Tekrar iist kistm dokiildii ve c¢okelti az miktarda %10’luk gliserol icinde
stispansiyon haline getirildi. Elde edilen kompotent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine
boliindii (50 ul’lik hacimlerde) ve -80°C’de saklandi.

Yukaridaki isleme gore hazirlanan elektrokompotent E.coli DH10p hiicrelerinden 2
tiip alinarak buza yerlestirildi. Tiiplerin birine 3 pl ligasyon firiinii birakilirken, digerine
hicbir sey eklenmeyerek kontrol olarak kullanildi. Tipler iyice karistirildi ve tekrar 1
dakika buzda bekletildi. Tiiplerdeki karisimlar, elektroporasyon kiivetlerine aktarildi ve
elektroporasyon cihazi (BioRad Micro Pulser)’nin elektriksel tetik kismina yerlestirilerek
elektrik uygulandi. Kiivetler cihazdan alinarak iglerine 1 ml LB besiyeri eklendi ve
karigtirildi. Daha sonra tiim karigim steril bir cam tlipe birakilarak 37°C’de 200 rpm’de 1
saat boyunca biilyiimeye birakildi. Inkiibasyondan sonra biiyiiyen kiiltiirler ependorf tiiplere
aktarilarak 6000 g’de 3 dakika santrifiij yapildi. Ependorfta 100 pl kalacak sekilde

stipernatant dokiildii ve kalan siipernatant i¢inde pellet ¢oziildiikten sonra 50 pg/ml
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ampisilin iceren LB agar petrilerine (iizerine 100mg/ml IPTG ¢d6zeltisinden 40 pl ve 20
mg/ml X-gal cozeltisinden 40 pl siiriilmiis petriler) yayildi. Gece boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda igerisine plazmid alan hiicrelerin beyaz

koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar secildi.

2.6. Rekombinant Plazmidlerin izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleazlar ile
Muamelesi

Mavi/ beyaz koloni morfolojisine gore ayirim yapilarak secilen beyaz kolonilerden
icerdikleri plazmid DNA’larin izole etmek i¢in 50 pg/ml ampisilin iceren LB besiyerine
ekim yapildi ve 37°C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmit DNA’larinin
izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece kiiltiirleri 14.000xg’de 2 dakika
santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Hiicrelerin {izerindeki siipernatant geride 50 pl kalacak
sekilde dokiildii ve ¢okelti bunun iginde vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 pl TENS
tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N NaOH, % 0,5 SDS) ilave
edilerek karigtirildi. Bunu takiben tizerine 150 ul 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi
ve tekrar 5-6 kez alt st edilerek karistirildi. 14.000xg’de 3 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant temiz tiipe alindi ve tlizerine 900 pl %100°lik etanol ilave edilerek
14.000%g’de 2 dakika santrifiij yapildi. Cokelti %70’lik etanol ile yikandi ve kurumaya
birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 pul ddH,O’da ¢6ziildii.

Izole edilen plazmit DNA’larin DNA fragmentlerini icerip icermedigini tespit
etmek icin bu plazmit DNA’lar1 EcoRI restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 10 pl
DNA, 0,5 pl EcoRI (promega), 2 pl enzime ait 10x reaksiyon tamponu ve 7,5 ul H,O
olacak sekilde 20 ul’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirland1 ve 37 °C’de 2 saat inkiibe
edildi. Ardindan %1°lik jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini iceren

klonlar belirlendi.

2.7. Klonlarin i¢erdigi DNA Parcalarimin Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

Elde edilen klonlardan segilen 3 tanesinin 5 ml ampisilinli LB besiyerine ekimi
yapildi ve 37° C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. 14-16 saatlik biiylime sonucu elde
edilen kiiltiirler, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra “Wizard Plus SV
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Minipreps DNA Purification System” (Promega, USA) kiti kullanilarak izole edildi.
Plazmid DNA konsantrasyonlart ODyep’da belirlendi. Tiim DNA’lardan 20 ul’lik hacim
iginde 200 ng/pl konsantrasyonlarinda hazirland1. Uzerleri dikkatli bir sekilde etiketlenerek
Macrogen Firmasina (Giiney Kore) DNA bazlarinin otomatik analiz edilmesi i¢in

gonderildi.

2.8. Elde Edilen DNA Baz Dizilimlerinin incelenmesi

Sekans sonucunda elde edilen cry3Aa geninin baz ve aminoasit dizilimi gen
bankasinda bulunan diger cry3 genleri ile Clustal W Multiple Sequence Alignment

programi vasitasiyla karsilastirildi ve sonuclar degerlendirildi.

2.9. cry3Aa Geninin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Ekspresyon vektorii olan pET-28a(+)’y1 igeren E.coli BL21 bakterisine ait bir
koloniden 50 pg/ml kanamisin igeren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 200
rpm’de gece boyu biiyiitiildii. 14-16 saatlik biiyiime sonucu elde edilen kiiltiir 14.000
rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra plazmid DNA izolasyonu, “Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, USA) kiti kullanilarak
gercgeklestirildi.

2.9.1. pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriiniin Ncol/BamHI Restriksiyon
Enzimleri ile Kesilmesi

Izole edilen plazmid DNA’sindan 500 ng almarak Ncol ve BamHI enzimleri ile
kesildi. Reaksiyon, 10 pl plazmid DNA 3 pl 10X TA tamponu, 1,5 pl Ncol, 1,5 ul BamHI
ve 14 pl steril ddH,O bir araya getirilerek son hacim 30 pl olacak sekilde hazirland1 ve
37°C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibe edilen iiriin %1’lik agaroz jel elektroforezine
tabi tutuldu. Restriksiyon endoniikleazlarla lineer hale gelmis ve 5369 bp biiyiikliigiindeki
pET-28a(+) vektorii, DNA temizleme (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden

temizlendi.
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2.9.2. cry3Aa Geninin pGEMT-Easy Klonlama Vektoriinden Kesilerek
Cikarilmasi

Rekombinant plazmid igeren E.coli DH10B bakterisine ait bir koloni 50 pg/ml
amfisilin iceren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 200 rpm’de gece boyunca
biiyiitiildii. Elde edilen kiiltiir, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra
plazmid DNA izolasyonu kiti (Promega, USA) kullanilarak plazmid DNA izolasyonu
yapildi. Izole edilen rekombinant plazmid DNA’dan 200 ng almarak, 3 pl 10X TA
tamponu, 1’er ul Ncol ve BamHI restriksiyon enzimi ile toplam 30 pl son hacimde 37°C’de
3 saat boyunca kesildi. Kesim {iriiniit DNA standardi olarak 1kb DNA Ladder (Promega)
ile birlikte %1°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. pGEMT-Easy vektoriinden Ncol
ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilerek ayrilmis cry3Aa geni, agaroz jelden kesilerek

alind1 ve DNA temizleme kiti kullanilarak temizlendi.

2.9.3. cry3Aa Geninin pET-28a(+) Vektoriine Aktarim

Jelden temizlenen cry3Aa geni ve pET-28a(+) vektorii 3 vektor ve 1 DNA olacak
sekilde birbirlerine yapistirildilar. Buna gore reaksiyon; 2 pl 10X T4 DNA ligaz tamponu
(Promega), 1 ul T4 DNA ligaz enzimi (Promega), 2 pl pET-28a(+) vektorii, 6 pl insert
DNA (cry3Aa geni) ve 9 pl ddH,O olacak sekilde hazirlandi ve reaksiyon 16°C’de gece
boyu bekletildi.

2.10. pET-28a(+)’ya Klonlanan cry3Aa Geninin E.coli BL21(DE3) Hiicresine
Aktarim

Rekombinant plazmit E.coli BL21(DE3) hiicresine aktarilmadan once E.coli
DHI10pB elektrokompotent hiicresine aktarildi. Kesim yapilarak genin varligi dogrulandi.
Daha sonra kullanilacak olan E.coli BL21(DE3) hiicresine ait bir koloni 3 ml LB
besiyerine asilandi ve elde edilen kiiltiir 37 °C’de 200 rpm’de gece boyunca inkiibe edildi.
Bu kiiltiirden, CaCl,’lii metoda gore kompotent hale getirilmis E.coli BL21(DE3) hiicreleri
elde edildi. Kompotent hiicrelere DNA aktarimi i¢in rekombinant plazmit DNA’sindan 3
pl alindi ve 200 pl hiicre eklendi. Karisim 30 dakika buz icerisinde bekletildikten sonra 2
dakika 45 °C’de bekletildi. Daha sonra reaksiyon karigimu, igerisinde 1 ml LB besiyeri olan

cam tiipe birakildi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda ependorf tiipe alinan
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kiltir 6000xg’de 3 dakika santrifiij edildi. Pellet halindeki hiicrelerin iizerinde 100 pl
besiyeri kalacak sekilde fazla besiyeri dokiildii. Daha sonra 50 pg/ml kanamisin i¢eren LB
agar petrilerine yayildi ve gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Ayni yontemle pET-28a(+)
vektoriiniin kendisi de E.coli BL21(DE3) hiicresine aktarildi.

2.11. Bacillus thuringiensis Xd3 Bakterisine Ait Spor ve Kristal
Siispansiyonunun Hazirlanmasi

SDS-PAGE analizi ve insektisidal aktivite caligmalarinda kullanmak amaciyla spor-
kristal karigimi hazirlandi. Bunun i¢in B. thuringiensis Xd3 bakterisi petri igerisinde
bulunan nutrient agar besiyerinde bes giin siireyle biiyiitiildii. Besiyerinden toplanan spor-
kristal karisimi soguk 1M’lik NaCl’de siispanse edildi. Daha sonra bu karisim 13000xg’ de
4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pellet steril 1 ml ddH,O’da ¢6ziildii.
Kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

2.12. Protein Ekspresyonu ve izolasyonu

Ilgili proteini ekspres etmek igin cry3Aa genini ihtiva eden pET-28a(+) vektorii,
E.coli BL21(DE3) konak hiicresine aktarildi. Aktarim sonucu olusan kolonilerden 1 tanesi
50 pg/ml kanamisin igeren 3 ml LB besiyerine kiirdan yardimiyla birakildi. Bu tiip 200
rpm’de 37 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi. Elde edilen gece kiiltiiri, 100 ml
kanamisinli besiyerine eklendi. ODgpp=0,5-1 oldugunda gen ekspresyonunu indiiklemek
icin 100 pl IPTG (Stok konsantrasyonu 240mg/ml) besiyerine ilave edilerek tekrar
biliylimeye birakildi. Yaklasik 4 saat sonra kiiltiir alinarak 50 ml’lik propilen (Nalgene,
Sigma-Aldrich) tiiplere aktarildi. 4° C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatant uzaklastirildi. Pellet 12 ml 20 mM Tris-Cl pH=7,5’da ¢oziildii ve tekrar ayni
sekilde santrifiij edildi. Siipernatant dokiilerek pelletin lizerine 5 ml 20 mM Tris-Cl pH=7,5
tamponu eklenerek hiicreler karigtirildi. Daha sonra 50 pl lizozim (10mg/ml) eklenerek
30°C’de 15 dakika inkiibe edildi ve bu siire sonunda hiicreler 1 dakika boyunca
sonikatorde parcalandi. Son olarak, 4° C’de 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
siipernatant atildi. Kalan pellet 2 ml 20 mM Tris-Cl pH=7,5 tamponunda ¢6ziildii ve -80 °
C’de muhafaza edildi. E.coli BL21(DE3)’e aktarilan pET-28a(+) ve E.coli BL21(DE3)’in

kendisinden de ayn1 yontemle protein izolasyonu gergeklestirildi.
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2.13. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarinin tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore
gerceklestirildi.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak sigir serum albumini (BSA)
kullanildi. Kalibrasyon egrisi igin; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA igeren ¢ozeltiler
ddH,0 ile 250 pl’ ye tamamlandi. Ardindan iizerine 250°ser pul hazir boya ¢ozeltisinden
(Protein Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi. Hazirlanan standart ve 6rnekler 96
gozIlii mikroplate iizerine aktarildi ve Bio-rad UV-visible Spektroscopy System cihazi

kullanilarak 595 nm’de Slgiimler yapildi.

2.14. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein ekspresyonunun gozlenmesi amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi. SDS
poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile her bir 6rnekten 80 pg protein kullanilarak
yuritiildi. Her bir 6rnek iizerine muamele tamponu (60mM Tris-HC1 (pH 6,8), %25
Gliserol, %2 SDS, %35 B-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra
numuneler kaynayan su igerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970)
tarafindan tanimlanan %10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 30 mA akim uygulanarak
ayrilma islemi gergeklestirildi.

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue (%0,125
Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 1 saat boyandi ve
hemen ardindan yikama ¢ozeltisinde (%36 Metanol, %9 Asetik Asit) 1-2 saat yikandi. Jel

gorlintiisii tarayici ile bilgisayar ortamina aktarildi.

2.15. insektisidal Etkilerin Belirlenmesi

Cry3Aa proteininin insektisidal aktivitelerini test etmek i¢in caligmalar yapildi.
Insektisidal aktivite ¢alismalarinda Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisine ait spor-kristal
karisimi, E.coli BL21(DE3) bakterisinde ekspreslenen Cry3Aa proteini, pET-28a(+)
vektoriinii ihtiva eden E.coli BL21(DE3) hiicrelerinden izole edilmis protein ve E.coli

BL21(DE3) hiicrelerinden izole edilmis proteinler kullanildi. Bu proteinler Coleoptera
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grubuna ait Alphitobius diaperinus (Tenebrionidae, ¢op bocegi) larvalari ve deneme amaglh
olarak Lepidoptera grubundan Galleria mellonella (Galleridae, biiyiik balmumu giivesi)
larvalari iizerinde test edildi. Spor-kristal karigimi 10° spor-kristal/ml olacak sekilde
hazirlandi. Test edilecek diger numuneler ise Galleria mellonella larvalari i¢in 20 ve 40
ug/ml, Alphitobius diaperinus larvalari igin 100 pg/ml olacak sekilde hazirlandi. Her
numune i¢in 10 tane larva test kaplarina yerlestirildi. Alphitobius diaperinus larvalari igin
besin olarak kiispe kullanildi. Galleria mellonella larvalari i¢in de suni besiyeri hazirlandi.
Bu yiyeceklerin iizerine test edilecek numuneler ilave edildi. Insektisidal aktivite testleri
oda sicakliginda gerceklestirildi. Meydana gelen 6liimler kaydedildi. Deneyler ii¢ tekrarl
yapildi. Insektisidal aktivite test sonuglar1 Abbott formiiliine gdre hesaplandi (Abbott,
1925).



3. BULGULAR

3.1. cry3Aa Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Analizi

cry3Aa geni dizayn edilen uygun primerler ile PCR’da ¢ogaltildi. Beklenilen 1935

bp civarindaki bant agaroz jelde goriintiilendi.

2.0kb —» «— 1035bp

Sekil 5. PCR ile ¢cogaltilmis cry3Aa geninin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. S: 1 kb DNA Ladder
(Promega), 1: cry3Aa geni

3.2. Bacillus thuringiensis Xd3 Bakterisinin cry3Aa Geninin Klonlanmasi ve
Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

cry3Aa geni PCR ile ¢ogaltildiktan sonra pGEMT-Easy klonlama vektoriine
aktarildi. Niikleotid sirasinin belirlenmesi i¢in dizin analizi yapildi. Elde edilen sonuglar
degerlendirildi. Dizin analizi islemi genin her iki tarafindan gergeklestirildi. Analiz
sonucuna gore toplam 1711 niikleotid uzunlugunda bir sira elde edildi. Genin tamami1 1935
bp oldugundan dolay1 aradaki eksik olan bolgenin belirlenmesi i¢in okunmus siralardan
yararlanarak yeni bir primer (Cry3Aa-3Rv; (5’-CACCTGAATATACAGCGGACGG-3’)
dizayn edildi. Ara bolgenin DNA diziliminin belirlenmesi i¢in dizin analizine tekrar

gonderildi. Bdylece ara bolgenin de sirasi belirlenerek DNA dizin analizi tam olarak



25

gerceklestirildi (Sekil 6). DNA dizin analizi gergeklestirilen genin aminoasid siras1 da

belirlendi (Sekil 7).

atg aat ccg aac aat cga agt gaa cat gat aca ata aaa act act gaa aat aat gag gtg cca act
aac cat gtt caa tat cct tta gcg gaa act cca aat cca aca cta gaa gat tta aat tat aaa gag ttt
tta aga atg act gca gat aat aat acg gaa gca cta gat agc tct aca aca aaa gat gtc att caa aaa
ggc att tcc gta gta ggt gat ctc cta gge gta gta ggt ttc ccg ttt ggt gga geg ctt gtt teg ttt tat
aca aac ttt tta aat act att tgg cca agt gaa gac ccg tgg aag gct ttt atg gaa caa gta gaa gca
ttg atg gat cag aaa ata gct gat tat gca aaa aat aaa gct ctt gca gag tta cag ggc ctt caa aat
aat gtc gaa gat tat gtg agt gca ttg agt tca tgg caa aaa aat cct gtg agt tca cga aat cca cat
agc cag ggg cgg ata aga gag ctg ttt tct caa gca gaa agt cat ttt cgt aat tca atg cct tcg ttt
gca att tct gga tac gag gtt cta ttt cta aca aca tat gca caa gct gee aac aca cat tta ttt tta cta
aaa gac gct caa att tat gga gaa gaa tgg gga tac gaa aaa gaa gat att gct gaa ttt tat aaa aga
caa cta aaa ctt acg caa gaa tat act gac cat tgt gtc aaa tgg tat aat gtt gga tta gat aaa tta
aga ggt tca tct tat gaa tct tgg gta aac ttt aac cgt tat cgc aga gag atg aca tta aca gta tta
gat tta att gca cta ttt cca ttg tat gat gtt cgg cta tac cca aaa gaa gtt aaa acc gaa tta aca
aga gac gtt tta aca gat cca att gtc gga gtc aac aac ctt agg ggc tat gga aca acc ttc tct aat
ata gaa aat tat att cga aaa cca cat cta ttt gac tat ctg cat aga att caa ttt cac acg cgg ttc
caa cca gga tat tat gga aat gac tct ttc aat tat tgg tcc ggt aat tat gtt tca act aga cca agc
ata gga tca aat gat ata atc aca tct cca ttc tat gga aat aaa tcc agt gaa cct gta caa aat tta
gaa ttt aat gga gaa aaa gtc tat aga gcc gta gca aat aca aat ctt gcg gte tgg ccg tce get gta
tat tca ggt gtt aca aaa gtg gaa ttt agc caa tat aat gat caa aca gat gaa gca agt aca caa acg
tac gac tca aaa aga aat gtt ggc gcg gtc age tgg gat tct atc gat caa ttg cct cca gaa aca
aca gat gaa cct cta gaa aag gga tat agc cat caa ctc aat tat gta atg tgc ttt tta atg cag ggt
agt aga gga aca atc cca gtg tta act tgg aca cat aaa agt gta gac ttt ttt aac atg att gat tcg
aaa aaa att aca caa ctt ccg tta gta aag gca tat aag tta caa tct ggt gct tcc gtt gtc gca ggt
cct agg ttt aca gga gga gat atc att caa tgc aca gaa aat gga agt gcg gca act att tac gtt aca
ccg gat gtg tcg tac tet caa aaa tat cga gt aga att cat tat get tet aca tet cag ata aca ttt aca
ctc agt tta gac ggg gca cca ttt aat caa tac tat ttc gat aaa acg ata aat aaa gga gac aca tta
acg tat aat tca ttt aat tta gca agt ttc agc aca cca ttc gaa tta tca ggg aat aac tta caa ata

ggc gtc aca gga tta agt gct gga gat aaa gtt tat ata gac aaa att gaa ttt att cca gtg aat taa

Sekil 6. cry3Aa geninin DNA sirast (1935bp)
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MNPNNRSEHDTIKTTENNEVPTNHVQYPLAETPNPTLEDLNYKEFLRMTA
DNNTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWP
SEDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLQNNVEDY VSALSS
WQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQA
ANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNV
GLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYPKEVKTELT
RDVLTDPIVGVNNLRGYGTTFSNIENYIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG
NDSFNYWSGNY VSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVOQNLEFNGEKVYRAVA
NTNLAVWPSAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDSID
QLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRGTIPVLTWTHKSVDFFNMID
SKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSY
SQKYRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASF
STPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVYIDKIEFIPVN

Sekil 7. cry3Aa geninin aa sirasi (644aa)

Elde edilen protein sirasinin NCBI web adresindeki blast programu kullanilarak gen
bankasindaki mevcut kristal proteinler ile karsilastirmasi yapildi. Karsilastirma sonucuna
gore gen bankasinda mevcut cry3Aa2, cry3Aa3, cry3AaS, cry3Aab6 kristal genleri ile %100
benzerlik gosterdigi belirlendi. Baz dizilimlerine ait Clustal W analiz sonuglar1 Ek Tablo

1’de, aminoasit dizilimlerine ait sonuglar ise Tablo 5’te gdsterilmistir.

Tablo 5. Bt Xd3’ten elde edilen Cry3Aa proteinine ait aa diziliminin diger Cry3Aa
proteinleri ile karsilastiriimasi

SeqA  Adi Biytkliigii(aa) SeqB Adi  Bilyiikliigii(aa) Benzerlik %

1 Cry3Aa 644 2 Cry3Aal 439 37
1 Cry3Aa 644 3 Cry3Aa2 644 100
1 Cry3Aa 644 4 Cry3Aa3 644 100
1 Cry3Aa 644 5 Cry3Aad 432 37
1 Cry3Aa 644 6 Cry3Aa5 432 100
1 Cry3Aa 644 7 Cry3Aa6 644 100
1 Cry3Aa 644 8 Cry3Aa7 652 100
1 Cry3Aa 644 9 Cry3Aa8 652 99
1 Cry3Aa 644 10 Cry3Aa9 431 33
1 Cry3Aa 644 11 Cry3Aal0 652 99
1 Cry3Aa 644 12 Cry3Aall 644 99



Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9

Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9

Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9

Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9

Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9
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———————— MNPNNRSEHDT IKTTENNEVPTNHVQYPLAETPNPTLEDLNYKEFLRMTADN 52
———————— MNPNNRSEHDT IKTTENNEVPTNHVQYPLAETPNPTLEDLNYKEFLRMTADN 52
———————— MNPNNRSEHDT IKTTENNEVPTNHVQYPLAETPNPTLEDLNYKEFLRMTADN 52
———————— MNPNNRSEHDT IKTTENNEVPTNHVQYPLAETPNPTLEDLNYKEFLRMTADN 52
———————— MNPNNRSEHDT IKTTENNEVPTNHVQYPLAETPNPTLEDLNYKEFLRMTADN 52
———————— MNPNNRSEHDT IKTTENNEVPTNHVQYPLAETPNPTLEDLNYKEFLRMTADN 52

NTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 120
NTEALDSSTTKDVI1QKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 120
NTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 120
NTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 120
NTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 112
NTEALDSSTTKDVI1QKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTSWPSEDPWKAFMEQ 112
NTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 112
NTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 112
NTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 112
NTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 112
NTEALDSSTTKDVI1QKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 112
NTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNT IWPSEDPWKAFMEQ 112

VEALMDQKTADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 180
VEALMDQK IADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 180
VEALMDQK IADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 180
VEALMDQK IADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 180
VEALMDQKTADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 172
VEALMDQK IADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 172
VEALMDQK IADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 172
VEALMDQK IADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 172
VEALMDQKTADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 172
VEALMDQK IADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 172
VEALMDQK IADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 172
VEALMDQK IADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQ 172

AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKED IAEFYKRQ 240
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANITHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQ 240
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKED IAEFYKRQ 240
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKED IAEFYKRQ 240
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQ 232
AESYFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQ 232
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQ 232
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQ 232
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQ 232
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQ 232
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQ 232
AESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYKKEDIAEFLKRQ 232

*okk - - E

LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 300
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 300
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 300
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 300
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 292
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 292
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 292
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 292
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 292
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 292
LKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 292
LKLTQEYTDHFVQWYYVGLDKIRGSFYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP 292

* =Kk = kkk




Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9

Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9

Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9

Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9

Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4
Cry3Aa9
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KEVKTELTRDVLTDPIVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTQFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDP IVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFRPGYYG
KEVKTELTRDVLTDP IVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDPIVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDPIVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDP IVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFNYLRRIQFHTRFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDP IVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDPIVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDPIVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDP IVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDP IVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG
KEVKTELTRDVLTDPIVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYG

- kK- -k -

NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I ITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I I TSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I I TSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I ITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I ITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I I TSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I I TSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I ITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I ITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I ITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I I TSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEKVYRAVANTNLAVWP
NDSFNYWSGNYVSTRPSIGSND I I TSPFYGNKSSEPVQNLGFNGEKVYRAVANTNLAVWP

SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPPEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSKRNVGAVSWDS IDQLPPETTDEPLEKGYSHQ
SAVNSGVTKVKFSQYNDQTDEASTQTSDSKRNVGAVSWDS IDQLPPEATDEPLEKGYSHQ

*kk -

LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKK I TQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKK I TQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF
LNYVMCFLMQGSRGT IPVLTWTHKSVDFFNMIDSKK I TQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRF

TGGD I IQCTENGSAAT I YVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGDI IQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKHRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGD I IQCTENGSAAT I YVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQ I TFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGD I IQCTENGSAAT I YVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGD I IQCTENGSAAT I YVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGDI IQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGD I IQCTENGSAAT I YVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQ I TFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGD I IQCTENGSAAT I YVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQ I TFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGD I IQCTENGSAAT I YVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGDI IQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGD I IQCTENASAAT I YVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQI TFTLSLDGAPFNQYYFDKT
TGGD I IQCTENGSAAT I YVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDKT

360
360
360
360
352
352
352
352
352
352
352
352

420
420
420
420
412
412
412
412
412
412
412
412

480
480
480
480
472
472
472
472
472
472
472
472

540
540
540
540
532
532
532
532
532
532
532
532

600
600
600
600
592
592
592
592
592
592
592
592



Cry3Aa8
Cry3Aal0
Cry3Aa7
Cry3Aal
Cry3Aa
Cry3Aall
Cry3Aa3
Cry3Aa2
Cry3Aa6
Cry3Aa5
Cry3Aa4d
Cry3Aa9
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INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 652
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 652
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 652
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 652
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 644
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 644
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 644
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 644
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 644
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 644
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 644
INKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSGNNLQIGVTGLSAGDKVY IDKIEFIPVN 644

3.3. cry3Aa Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Sekans1 elde edilen klonlarin bir tanesinden kit kullanilarak plazmid DNA

izolasyonu yapildi. pPGEMT-Easy vektoriine klonlanmig cry3Aa geni ekspresyon vektoriine

aktarilmak tiizere Ncol ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve agaroz jel

elektroforezine tabi tutuldu (Sekil 8). Bu arada pET-28a(+) ekspresyon vektorii de ayni

enzimler ile kesildi. Ncol ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilmis vektor ve cry3Aa

geni birbirine yapistirildi.

5369bp

3015bp
1935bp —»

g — +— 5.0kb

<+— 3.0kb
<«— 2.0kb

—

Sekil 8. Ncol/ BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilen
pET-28a(+) ve cry3Aa’nin %1’lik agaroz jel
elektroforezi goriintlisii (1: pET-28a(+) nin Ncol ve
BamHI kesim sonucu, 2: pGEM-T+cry3Aa’nin Ncol
ve BamHI kesim sonucu , M: 1kb DNA Ladder)
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cry3Aa genini yapistirdigimiz pET-28a(+) plazmidi elektrokompotent E.coli
DH10pB konak hiicresine aktarildi. Elde edilen kolonilerden plazmid DNA’lar izole edildi.
Bu plazmidlerin cry3Aa genini igerip icermedigi Ncol ve BamHI enzimleri ile kesilerek
bakildi. cry3Aa genini igeren bir plazmid secildi ve sonraki ¢alismalarda kullanildi (Sekil
9).

1 M

5369bp —» 5 0kb

1935bp —» <+— 2.0kb

Sekil 9. cry3Aa’nin klonlandig1 pET-28a(+) vektoriiniin
Ncol ve BamHI restriksiyon enzimleriyle kesim
sonucu, M: 1kb DNA Ladder

3.4. Protein Ekspresyonu ve SDS- PAGE Analizi

Protein ekspresyonu icin cry3Aa’nin klonlandigi pET-28a(+) vektord, E.coli
BL21(DE3) konak hiicresine aktarildi. Ayrica kontrol olarak kullanilmak iizere cry3Aa
genini igermeyen pET-28a(+) vektorii de E.coli BL21(DE3) hiicresine aktarildi.

cry3Aa genini yapistirdigimiz pET-28a(+) vektoriiniin transform edildigi E.coli
BL21(DE3) hiicrelerinden, sadece pET-28a(+)nin transfer edildigi E.coli BL21(DE3)
hiicrelerinden ve igerisinde plazmid bulunmayan E.coli BL21(DE3) hiicrelerinden protein
ekspreslenerek SDS-PAGE’de kullanilmak tizere izole edildi.

Protein ekspresyonu 1mM IPTG ile indiiklenerek yapildi ve ekspresyon 4 saat
stireyle gerceklestirildi. Hazirlanan proteinler %10’luk SDS-PAGE’de analiz edildi (Sekil
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10). SDS-PAGE analizi sonucunda, E.coli BL21(DE3) hiicresinde ekspreslenmis olan
Cry3Aa i¢in yaklasik 73kDa’luk bir protein bandi tespit edildi.

Sekil 10. E.coli BL21(DE3)’de iiretilen Cry3Aa proteininin SDS-PAGE
analizi. (M: Protein Markir1 (Bio-Rad),1: E.coli BL21(DE3)’de
IPTG ile indiiklenmis pET-28a(+)-cry3Aa, 2: E.coli
BL21(DE3)’de IPTG ile indiiklenmemis pET-28a(+)-cry3Aa,
3: E.coli BL21(DE3)’de IPTG ile indiiklenmis pET-28a(+), 4:
E.coli BL21(DE3) hiicre proteinleri, 5: B.thuringiensis Xd3’e
ait spor-kristal karigima.

3.5. insektisidal Etkilerin Belirlenmesi

Lepidoptera grubuna ait olan Galleria mellonella larvalar1 bu g¢alismada test
organizmasi olarak kullanildi ve hedef dis1 grup oldugu icin proteinler larvalar iizerinde
etkili olmamustir.

Coleoptera grubundan olan Alphitobius diaperinus larvalari ile yapilan biyotest
sonucunda ekspreslenmis Cry3Aa ve bakteriye ait spor-kristal karigtminin yiiksek oranda
oldiiriicti aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir (Tablo 6).

Ayrica E.coli BL21(DE3)’de ekspreslenen Cry3Aa’nin, Alphitobius diaperinus
larvalar tizerinde Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisine ait spor-kristal karisimindan daha

diistik bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir.
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Tablo 6. Ekspreslenmis olan Cry3Aa’nin (100ug) Alphitobius diaperinus larvalari

uzerindeki insektisidal etkisi

Negatif kontrol

Oliim Oranlar1(%)
E.coli BL21/pET-28a(+)-cry3Aa (100ug) % 86,6
E.coli BL21/pET-28a(+) (100ug) % 3.3
E.coli BL21 (100pg) % 10
9
Xd3(10 spor-kristal/ml)

% 93,3

-: Insektisidal bir etki tespit edilemedi.
* Steril PBS




4.TARTISMA

Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisi Dogu Karadeniz Bolgesinde bir findik zararlist
olan Xyleborus dispar’dan izole edilmis ve cry3 genel primerleri ile Bt Xd3 bakteri
DNA’sindan cry3 geni ¢cogaltilmistir (Sezen vd., 2008).

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen insektisitler hedef bocek tiirli i¢in oldukga
spesifik olmalari, bakteriler sayesinde ayristirilabilir olmalar1 ve zararli bdceklerde bu
bilesiklere karsi direng gelisiminin yavas olmasi bakimindan oldukga avantajlidirlar. Fakat
diisiik tesirli olmalar1 ve yliksek iiretim maliyetleri nedeniyle kullanimlar1 kisitlanmaktadir.
Bunun iistesinden gelmek i¢cin rekombinant DNA teknolojisi kullamlmaktadir. Ozellikle
Bacillus thuringiensis kullanilarak olusturulan insektisitler etkili, giivenli ve spesifiktir.

Mikrobiyal insektisitlerin satiglar1 son yillarda biiyiik artis gostermistir. Ancak bu
miktar toplam {iriin koruma satiglarinin %1-1,5’lik kismini teskil etmektedir. Bu miktarin
¢ok biiyiik bir kismini (%95) Bacillus thuringiensis kokenli insektisitler olusturmaktadir
(Gaugler, 1997; Georgis, 1997).

Bu nedenle, entomopatojenik bir bakteri olan Bacillus thuringiensis Xd3

bakterisinin igerdigi cry3 geninin alt grubunun tespit edilebilmesi i¢in primer dizayn
edilerek PCR ile gen ¢ogaltilmis ve pGEMT easy vektore klonlanmistir. Elde edilen dogru
klonlar DNA dizin analizine gonderilerek gelen sonucglar degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeler sonucunda genin tam sirast belirlenmis ve cry3Aa grubuna ait oldugu
belirlenmistir. Bu sira literatiirde bulunan diger cry3Aa genleri ile karsilastirilmistir. Alt
grubunu tespit ettigimiz genin literatiirdeki cry3Aa2, cry3Aa3, cry3AaS ve cry3Aab ile
%100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bt Xd3 cry3Aa gen sirast cry3Aal2 numarasi
ile gen bankasinda yerini almaktadir.
Karakterizasyonu gergeklestirilen cry3Aa geninin cry3Aal2 olarak siniflandirilmasinin
sebebi, cry genlerinin siiflandirilmasinda 6nemli rolii olan bilim adami Neil Crickmore
tarafindan farkl bir izolattan elde edilmesi nedeniyle mutlaka bir farkliligin olabilecegini
diistinmesidir.

Su ana kadar, farkli cry genleri, E.coli (Jahn vd., 1989; Gomez vd., 2000), Bt
(Lereclus vd., 1989), Pseudomonas cerea (Stock vd., 1990), Cyanobacteria (Murphy ve
Stevens,1992), Rhizobium (Skot vd., 1990) , B.subtilis ve B.licheniformis (Theoduloz vd.,
2003) gibi ¢esitli konaklarda klonlanmis ve ekspreslenmistir.
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Kolay caligilabilir olmast ve rahat elde edilebilmesi nedeniyle bu caligmada
klonlama ve ekspresyon i¢in konak olarak E.coli kullanilmistir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada, Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisinin cry3Aa geni
tam olarak elde edildikten sonra genin ekspresyonu i¢in indiiklenebilir T7 RNA polimeraz
promotoru igeren pET-28a(+)’ya klonlanarak Escherichia coli BL21(DE3) konak
hiicresinde ekspres edilmistir. Ekspres edilen proteinin biiyiikliigii yaklasik 73 kDa
civarinda oldugu SDS-PAGE analizi ile belirlenmistir.

Ik yapilan DNA sira analizlerinden sonra ilgilenilen geni tasiyan pGEM-T
plazmidi ele alinarak genin sirasi elde edilmeye calisilmistir. Baslangigta, Macrogen
(Giiney Kore) firmasina yaptirilan DNA dizin analizi sonucunda 5’ yoniinden 854 baz , 3’
yOniinden itibaren ise 857 bazlik kismi tespit edildi. Genin tamami 1935 bp uzunlukta
oldugundan eksik olan bolgenin belirlenmesi i¢in bir primer dizayn edilmistir. Yapilan bu
dizin analizi sonucunda elde edilen veriler ile ilk sonuglar ¢akistirilarak cry3Aa geninin
tam siras1 ortaya konmustur. cry3Aa geni, 1935 bp biiyiikliigiinde olup 644 aminoaside
sahiptir.

Proteinin agirli§1 Dnastar programi araciligiyla 73107 Da olarak hesaplanmistir. Bu
sonu¢ yapilan SDS-PAGE analizi ile desteklenmistir. Cry3Aa proteinine ait aa diziliminin
diger Cry3Aa proteinleri ile Clustal W programi aracilifiyla karsilastirilmasi sonucunda
elde edilen sonuglar Tablo 6’da verilmistir. Karsilagtirma sonucunda Cry3Aa proteininin
literatiirdeki Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis (morrisoni)’in sahip oldugu
Cry3Aa2, Cry3Aa3, Cry3Aa5 ve Cry3Aa6 ile %100 benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisi i¢in yapilan tiim biyokimyasal, molekiiler ¢aligsmalar
ve ozellikle H-serotiplendirme sonucu bakterinin Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis
(morrisoni) oldugu tespit edilmistir (Sezen vd., 2008).

Ekspreslenmis Cry3Aa’nin insektisidal aktivitesini belirlemek amaciyla testler
yapilmistir. Insektisidal aktivite testi calismalari Coleoptera grubuna ait Alphitobius
diaperinus larvalar1 ve test amagli olarak Lepidoptera grubuna ait Galleria mellonella
larvalart tizerinde gergeklestirilmistir. Bunun i¢in ekspreslenmis olan Cry3Aa’nin yani sira
sadece pET-28a(+)’y1 i¢eren E.coli BL21(DE3), E.coli BL21(DE3)’in kendi proteinleri ve
Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisine ait spor-kristal karisimi da kullanilmustir.

Coleoptera grubuna ait Alphitobius diaperinus larvalart {izerinde 100 pg

konsantrasyonda olan Cry3Aa % 86,6 oraninda oldiirlicii etki gOstermistir. Ayni
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konsantrasyonda E.coli BL21(DE3)/pET-28a(+) %3,3 , E.coli BL21(DE3) % 10 ve spor-
kristal karistmi da %93,3 1k bir etki gostermistir.

Alphitobius diaperinus larvalar1 tizerinde E.coli BL2I1(DE3) hiicresinde
ekspreslenen Cry3Aa’nin Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisine ait spor-kristal karisimina
gore daha disiik bir insektisidal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Larvalar tarafindan yenen B. thuringiensis sporlarinin roliiniin bakterinin
yogunluguna, tipine, Cry toksinlerinin konsantrasyonuna, farkli kombinasyonlarina ve
tiiriine bagli olarak biiylik oranda degisebilecegi sonucuna varilmasi gerekir. Ayrica bocek
tiirlerine ve bocegin bagirsaginda bulunan diger mikroorganizmalara bagl olabilir (Hansen
ve Salamitou, 2000).

Sadece Alphitobius diaperinus larvalari iizerinde insektisidal aktivite testi caligmasi
yapild1 ancak baska bocek tiirleri lizerinde de insektisidal aktivite ¢alismasinin yapilmast
elde edilen sonucu dogrulamak agisindan Snemlidir Fakat bocek bulma imkaninin ve
zamanin kisitl olmasi nedeniyle gerceklestirilememistir.

Sonug¢ olarak Bt Xd3’e ait spor-kristal karisiminin E.coli’de ekspreslenmis olan
Cry3Aa proteinine gore daha etkili olmasinin sebebi spor icermesi ve spor-kristal karigimi
icerisinde farkli cry genlerinin bulunma ihtimali olabilir. Ayrica bagka faktorlerde

bulunabilir.



5. SONUCLAR

Bu ¢alisma sonucunda, Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisine ait cry3Aa geninin
klonlanmasi, karakterizasyonu, ekspresyonu ve insektisidal aktivitesi belirlenmistir.

Bacillus thuringiensis Xd3 bakterisine ait cry3Aa geni dizayn edilen primerler
yardimiyla cogaltildi ve pGEMT Easy klonlama vektoriine klonlanarak baz dizilimi
belirlendi. cry3Aa geni, 1935 bp biiyiikliigiinde olup 644 aa igermektedir.

Protein sirasinin mevcut genler ve proteinlerle karsilagtirilmasi sonucunda Cry3Aa
proteininin literatiirdeki Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis (morrisoni)’in sahip
oldugu Cry3Aa2, Cry3Aa3, Cry3AaS ve Cry3Aab ile %100 benzer oldugu belirlendi. Bt
Xd3 cry3Aa gen siras1 gen bankasina cry3Aal2 olarak yerlestirildi.

Genin ekspresyonunu saglamak icin Oncelikle bir ekspresyon vektorii olan pET-
28a(+)’ya klonland: ve E.coli BL21(DE3) hiicresinde protein iiretimi gergeklestirildi. Daha
sonra SDS-PAGE analizi yapilarak proteinin biiyiikliigiintin yaklasik 73 kDa oldugu
gbzlendi.

Bu proteinin bocekler {iizerindeki insektisidal aktivitesini gdrmek amaciyla
Coleoptera grubuna ait Alphitobius diaperinus larvalari kullanildi. Lepidoptera grubuna ait
Galleria mellonella larvalar1 ise bu ¢alismada test organizmasi olarak kullanilmistir.
E.coli’de ekspreslenmis olan Cry3Aa proteini Alphitobius diaperinus larvalarina karsi
B.thuringiensis Xd3 bakterisine ait spor-kristal karisimma gore daha disiik aktivite

gostermistir.



6. ONERILER

Zararli boceklerle miicadelede kimyasal insektisitlere en 1iyi alternatif
biyoinsektisitlerdir. Bu anlamda biyolojik miicadele i¢in en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalar bakterilerdir.

Yillardan beri entomopatojenik bir bakteri olan Bacillus thuringiensis tizerinde ¢ok
sayida aragtirma yapilmis ve hala daha yapilmaktadir. Boylece tarim alanlarinda ve
ormanlarda zarara yol agan bocekler etkisiz hale getirilebilmektedir. Bacillus
thuringiensis’e ait ¢ok sayida iiriin piyasada bulunmaktadir. Bu anlamda B.thuringiensis
bakterisinin ve bakteride bulunan kristal yapida toksin {ireten cry genlerinin molekiiler
diizeyde aydinlatilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu calismada molekiiler ozellikleri belirlenen cry3Aa geni, bocekler iizerindeki
etkileri artirmak amaciyla yine bocekler iizerinde etkili olan farkli genlerle (Diger cry
genleri, cyt genleri ve kitinaz gibi) bir araya getirilerek fiizyon protein olusturulabilir.
Literatiirde benzer ¢alismalar bulunmakta olup bu sekilde bocekler lizerindeki insektisidal
aktiviteyi arttirmak ve bdceklerin toksinlere olan direngliligini dnlemek amaglanmaktadir.
(Khasdan vd., 2007).

Elde edilen Cry3Aa proteininin insektisidal aktivitesini tam olarak belirleyebilmek
icin farkli bocek tiirleri iizerinde de insektisidal aktivite caligmalari yapilmasit uygun

olacaktir.
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EKLER

Ek Tablo 1. cry3Aa geninin diger cry3Aa genleri ile DNA siralarinin karsilastirilmasi

SeqA° Adi  Uzunlugu SeqB Adi Uzunlugu Benzerlik %

1 cry3Aa 1935 2 cry3Aal 1956 99

1 cry3Aa 1935 3 cry3Aa2 1935 100

1 cry3Aa 1935 4 cry3Aa3 1935 100

1 cry3Aa 1935 5 cry3Aa4 1935 99

1 cry3Aa 1935 6 cry3Aas 1935 100

1 cry3Aa 1935 7 cry3Aa6 1935 100

1 cry3Aa 1935 8 cry3Aa7 1959 100

1 cry3Aa 1935 9 cry3Aa8 1959 3

1 cry3Aa 1935 10 cry3Aal0 1959 99

1 cry3Aa 1935 11 cry3Aall 1935 99
cry3Aal ATGATAAGAAAGGGAGGAAGAAAAATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
cry3Aa7 ATGATAAGAAAGGGAGGAAGAAAAATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
cry3Aa5 = mmmmmmmmmme o ATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
cry3Aa6 = —mmm e ATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
cry3Aa3 e ATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
cry3Aa2  mmmmmmmmmee ATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
BRVBRE @3 e ATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
cry3Aa4 e ATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
cry3Aal0 ATGATAAGAAAGGGAGGAAGAAAAATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
cry3Aall  —mmmmmmmmee ATGAATCCGAACAATCGAAGTGAACATGATACA-AT
cry3Aa8 = —mmmmmmmme TTAATTCACTGGAATAAATTCAATTTTGTCTATAT

* *hkkx X * *x K* Kk * * * **x
cry3Aal AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aa7 AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aa5 AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aa6 AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aa3 AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aa2 AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aa AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aa4 AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aal0 AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aall AAAAACTACTGAAAATAATGAGGTGCCAACTAACCATGTTCAATATCCTTTAGCGGAAAC
cry3Aas AAACTTTATCTCCAGCACTTAA--TCCTGTGACGCCTATTTGTAAGTTATTCCCTGATAA
E Eax * * * * Ex * * * X% * Ex * ** *
cry3Aal TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aa7 TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aa5 TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aa6 TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aa3 TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aa2 TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aa TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aa4 TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aalo TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aall TCCAAATCCAACACTAGAAGAT-TTAAATTATAAAGAGTTTTTAAGAATGACTGCAGATA
cry3Aas TTCGAATGGTGTGCTGAAACTTGCTAAATTAAATGAATTATACGTTAATGTGTCTCCTTT
* X K*kk **x **x * *hkAhkkkkikAhk X * X * R = * *

178
178
154
154
154
154
154
154
178
154
153
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cry3Aa8

ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATAATACGGAAGCACTAGATAGCTCTACAACAAAAGATGTCAT-TCAAAAAGGCATTTCC
ATTTATCGTTTTATCGAAATAGTATTG-ATTAAATGGTGCCCCGTCTAAACTGAGTGTAA

** ** * * **x*k*x * * **k*k X F**x * ** **x*k * * *

GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
GTAGTAGGTGATCTCCT-AGGCGTAGTAGGTTTC----CCGTTTGGTGGAGCGCTTGTTT
ATGTTATCTGAGATGTAGAAGCATAATGAATTCTAGCTCGATATTTTTGAGAGTACGACA

* **x *xx * * ** Xk * **x * * * * Kkx*k X

CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTATTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTATTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTATTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTATTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTATTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTATTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTATTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTATTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTATTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CGTTTTATACAAACTTTTTAAATACTAGTTGGCCAAGTGAAGACCCGTGGAAGGC-TTTT
CATCCGGTGTAACGTAAATAGTTGCCGCACTTCCATTTTCTGTGCATTGAATGATATCTC

* * * ** * ** * * 3 * * * *x K * * *

ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
ATGGAACAAGTAGAAGCATTGATGGATCAGAAAATAGCTGATTATGCAAAAAATAAAGCT
CTCCTGTAAACCTAGGACCTGCGACAACGGAAG CACCAGATTGTAACTTATATGCCTTT

*x * * *x * K Fkx * K Fkkk X * *x

-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
-CTTGCAGA-GTTACAGGGCCTT---CAAAATAATGTCGAAGATTATGTGAGTGCATTGA
ACTAACGGAAGTTGTGTAATTTTTTTCGAATCAATCATGTTAAAAAAGTCTACACTTTTA

*x * Kk Kkk *x * XX S * * * Xk * XX *
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-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
-GTTCATGGCAAAAAAATCCTGTGAGTTCACGAAATCCACATAGCCAGGGGCGGATAAGA
TGTGTCCAAGTTAACACTGGGATTGTTCCTCTACTACCCTGCATTAAAAAGCACATTACA

**x * * * * * X * ** * * ** **x * *

GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTCATTTTCGTAATTCAA----TGCCTTCGTTTGCAAT
GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTCATTTTCGTAATTCAA----TGCCTTCGTTTGCAAT
GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTCATTTTCGTAATTCAA----TGCCTTCGTTTGCAAT
GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTCATTTTCGTAATTCAA----TGCCTTCGTTTGCAAT
GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTCATTTTCGTAATTCAA----TGCCTTCGTTTGCAAT
GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTCATTTTCGTAATTCAA----TGCCTTCGTTTGCAAT
GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTCATTTTCGTAATTCAA--—-TGCCTTCGTTTGCAAT
GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTCATTTTCGTAATTCAA----TGCCTTCGTTTGCAAT
GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTCATTTTCGTAATTCAA--—-TGCCTTCGTTTGCAAT
GAGCTGTTTTCTCAAGCAGAAAGTTATTTTCGTAATTCAA----TGCCTTCGTTTGCAAT
TAATTGAGTTGATGGCTATATCCCTTTTCTAGAGGTTCATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT

* **x **x **x X * *hkk **x * * *AhkkkXx

TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACACACATTTA
TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACACACATTTA
TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACACACATTTA
TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACACACATTTA
TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACACACATTTA
TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACACACATTTA
TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACACACATTTA
TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACACACATTTA
TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACATACATTTA
TTCTGGATACGAGGTT--CTATTTCTAACAACATATGCACAAGCTGCCAACACACATTTA
TGATCGATAGAATCCCAGCTGACCGCGCCAACATTTCTTTTTGAGTCGTACGTTTGTGTA

* * Khkk * *AhkhkkhAkk X * *x * XX

TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA-—-GAAGAT
TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA---GAAGAT
TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA-—-GAAGAT
TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA-—--GAAGAT
TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA---GAAGAT
TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA-—-GAAGAT
TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA---GAAGAT
TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA-—-GAAGAT

TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA---GAAGAT
TTTTTACTAAAAGACGCTCAAATTTATGGAGAAGAATGGGGATACGAAAAA-—-GAAGAT
CTTGCTTCATCTGTTTGATCATTATATTGGCTAAATTCCACTTTTGTAACACCTGAATAT

* * K**kk * * * * *  * ** * *xk Kk
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG-———---- CAAGAATATACTGACCA
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG--——--- CAAGAATATACTGACCA
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG-——---- CAAGAATATACTGACCA
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG--——--- CAAGAATATACTGACCA
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG-——---- CAAGAATATACTGACCA
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG--——--- CAAGAATATACTGACCA
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG-——---- CAAGAATATACTGACCA
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG--——--- CAAGAATATACTGACCA
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG-——---- CAAGAATATACTGACCA
ATTGCTGAATTTTATAAAAGACAACTAAAACTTACG--——--- CAAGAATATACTGACCA

ACAGCGGACGGCCAGACCGCAAGATTTGTATTTGCTACGGCTCTATAGACTTTTTCTCCA

* **x K% * * * * * * ** * * * * *x*k
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TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGATTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGATTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGATTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGATTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGATTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGATTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGATTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGATTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGATTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTGTGTC--AAATGGTATAATGTTGGGTTAGATAAATTA--AGAGGTTCATCTTATGAAT
TTAAATTCTAAATTTTGTACAGGTTCACTGGATTTATTTCCATAGAATGGAGATGTGATT

** * Rk = * X% * * * ***k ***k * ** * * **k*k *

CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
CT-TGGGTAAACTTTAACCGTTATCGCAGAGAGATGACATTAACAGTATTAGATTTAATT
ATATCATTTGATCCTATGCTTGGTCTAGTTGAAACATAATTACCGGACCAATAATTGAAA

* * *  * ** * * *x **x X *khkkk KX K * K ki X

GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GCACTATTTCCATTGTATGATGTTCGGCTATACCCAAAAGAAGTTAAAACCGAATTAACA
GAGTCATTTCCATAATATCCTGGTTGG ———————— AACTGCGTGTGAAATTGAATTCTAT

EE o e *kxk **x * Kk *% * * Kkk *hkhx

AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
AGAGACGTTTTAACAGATCCAATTGTCGGAGTCAACAACCTTAGGGGCTATGGAACAACC
GCAGATAGTCAAATAGATGTGGTTTTCGAAT-—-ATAATTTTCTATATTAGAGAAGGTTG

*xxk * ** Kdxkkx **x *kk X * **x **x *x *xxk

TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTGACTATCTGCATAGA
TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTGACTATCTGCATAGA
TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTGACTATCTGCATAGA
TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTGACTATCTGCATAGA
TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTGACTATCTGCATAGA
TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTGACTATCTGCATAGA
TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTGACTATCTGCATAGA
TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTGACTATCTGCATAGA
TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTGACTATCTGCATAGA
TTCTCTAATATAGAAAATTATA---TTCGAAAACCACATCTATTTAACTATCTGCGTAGA
TTCCATAGCCCCTAAGGTTGTTGACTCCGACAATTGGATCTGTTAAAACGTCTCTTGTTA

**x ** ** **x * R = = *k*kk KXk * **x*k
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ATTCAATTTCACACGCGGTT-———=---- CCAACCAGGATATTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCAATTTCACACGCGGTT-=-==—=-- CCAACCAGGATATTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCAATTTCACACGCGGTT-———---- CCAACCAGGATATTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCAATTTCACACGCGGTT--=-=——-- CCAACCAGGATATTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCAATTTCACACGCGGTT-———=---- CCAACCAGGATATTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCAATTTCACACGCGGTT-=====-- CCAACCAGGATATTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCAATTTCACACGCGGTT-——==--- CCAACCAGGATATTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCAATTTCACACGCGGTT-=====-- CCAACCAGGATATTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCAATTTCACACGCGGTT-——==--- CCGACCAGGATACTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCAATTTCACACGCGGTT-—====-- CCAACCAGGATATTATGGAAATGACTCTTTCA
ATTCGGTTTTAACTTCTTTTGGGTATAGCCGAACATCATACAATGGAAATAGTGCAATTA
*x*k*x ***k * * ** **x * X% *x*k RaE k= e * * *

ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
ATTATTGGTCCGGTAAT--TATGTTTCAACTAGACCAAGCATAGGAT---CAAA--TGAT
AATCTAATACTGTTAATGTCATCTCTCTGCGATAACGGTTAAAGTTTACCCAAGATTCAT

* * * * K *kkk **x X X% * X X * * **x  * *xxk * Kk

ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
ATAATCACATCTCCATTCTATGGAAATAAATCCAGTGAACCTGTACAAAATTTAGAATTT
AAGATGAACCTCTTAATTTATCTAATCCAACATTATACCATTTGACACAATGGTCAGTGT
*

* **x X * X K**kk *x **x * EE * X *

AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
AATGGAGAAAAAGTCTATAGAGCCGTAGCAAATACAAATCTTGCGGTCTGGCCGTCCGCT
ATTCTTGCGTAAGTTTT---AGTTGTCTTTTATA-AAATTCAGCAATATCTTC-TTTTTC

* * * *x*kik * ** ** *khk Fhkkk **x * * * *

GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATATTCAGGTGTTACAAAAGTGGAATTTAGCCAATATAATGATCAAACAGATGAAGCA
GTATCCCCATTCTTCTCCATAAATTTGAGCGTCTTTTAGTAAAAATAAATGTGTGTTGGC

*x*k*x ** * * * * * ** * * **x*k ** *

1093
1093
1069
1069
1069
1069
1069
1069
1093
1069
1100

1146
1146
1122
1122
1122
1122
1122
1122
1146
1122
1160

1206
1206
1182
1182
1182
1182
1182
1182
1206
1182
1220

1266
1266
1242
1242
1242
1242
1242
1242
1266
1242
1275

1326
1326
1302
1302
1302
1302
1302
1302
1326
1302
1335
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cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4
cry3Aal0
cry3Aall
cry3Aa8

cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4
cry3Aalol
cry3Aall
cry3Aa8

cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4
cry3Aal0
cry3Aall
cry3Aa8

cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4d
cry3Aal0
cry3Aall
cry3Aa8

cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4
cry3Aal0
cry3Aall
cry3Aa8

AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGTACACAAACGTACGACTCAAAAAGAAATGTTGGCGCGGTCAGCTGGGATTCTATCGAT
AGCTTGTGCATATGTTGTTAGAAATAGAACCTCGTATCCAGAAATTGCAAACGAAGGCAT

* *x*k ** * * * * ** * * **

CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCTAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCTAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCTAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCTAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCTAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCTAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCTAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCTAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCCAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
CAATTGCCTCCAGAAACAACAGATGAACCTCTAGAAAAGGGATATAGCCATCAACTC-AA
TGAAT---TACGAAAATGAC--TTTCTGCTTGAGAAAACAGCTCTCTTATCCGCCCCTGG

* * * * *k*k **x * ** *Ahkkkik * K % * * *

TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
TTATGTAATGTGCTTTTTAATGCAGGGTAGTAGAGGAACAATCCCAGTGTTAACTTGGAC
CTATGTGGATTTCGTGAACTCACAGGATTTTTTTGCCATGAACTCAATGC--ACT----C

*hkkx * * X *kxkk X * * * * X KXk *%k *xx *

ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAAAAGTGTAGACTTTTTTAACATGATTG--ATTCGAAAAAAATTACACAACTTCCG
ACATAATCTTCGACATTATTTTGAAGGCCCTGTAACTCTGCAAGAGCTTTATTTTTTGCA

EaE e * * X * F*xkk X **x * **x **x * * * **x *

TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT-——-CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT----CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT-——-CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT----CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT----CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT----CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT----CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT----CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT----CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TTAGTAAAGGCATATAAGTTA--CAAT----CTGGTGCTTCCGTTGTCGCAGGTCCTAGG
TAATCAGCTATTTTCTGATCCATCAATGCTTCTACTTGTTCCATAAAAGCCTTCCACGGG

* * * Rk = ** * xS ** * **

1386
1386
1362
1362
1362
1362
1362
1362
1386
1362
1395

1445
1445
1421
1421
1421
1421
1421
1421
1445
1421
1450

1505
1505
1481
1481
1481
1481
1481
1481
1505
1481
1504

1563
1563
1539
1539
1539
1539
1539
1539
1563
1539
1564

1617
1617
1593
1593
1593
1593
1593
1593
1617
1593
1624
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cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4
cry3Aal0
cry3Aall
cry3Aa8

cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4d
cry3Aal0
cry3Aall
cry3Aa8

cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4
cry3Aal0
cry3Aall
cry3Aa8

cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4d
cry3Aal0
cry3Aall
cry3Aa8

cry3Aal
cry3Aa7
cry3Aa5
cry3Aa6
cry3Aa3
cry3Aa2
cry3Aa
cry3Aa4
cry3Aal0
cry3Aall
cry3Aa8

TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGGAAGTGCGGCAACTATTTACG
TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGGAAGTGCGGCAACTATTTACG
TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGGAAGTGCGGCAACTATTTACG
TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGGAAGTGCGGCAACTATTTACG
TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGGAAGTGCGGCAACTATTTACG
TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGGAAGTGCGGCAACTATTTACG
TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGGAAGTGCGGCAACTATTTACG
TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGCAAGTGCGGCAACTATTTACG
TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGGAAGTGCGGCAACTATTTACG
TTTACAGGAGG--AGATATCATTCAATGCACAGAAAATGGAAGTGCGGCAACTATTTACG
TCTTCACTTGGCCAAATAGTATTTAAAAAGTTTGTAT--AAAACGAAACAAGCGCTC-CA

* X *% *x * *kx *kxKk XXk * **x * E * *

TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAATATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAATATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAATATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAATATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAATATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAATATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAATATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAATATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAACATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
TTACACCGGATGTGTCGTACTCTCAAAAATATCGAGCTAGAATTCATTATGCTTCTACAT
CCAAACGGGAAACCTACTACGCCTAGGAG-ATCACCTACTACGGAAATGCCTTTTTGAAT

* F*k Kkk * **k*k * * * *xx * * * **x * **x

CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
CTCAGATAACATTTACACTCAGTTTAGACGGGGCACCATTTAATCAATACTATTTCGATA
GACATCTTTTGTTGTAGAGCTATCTAGTGCTTCCGTATTATTATCTGCAGTCATTCTTAA

*x * *x * * KXk * X KXk * * = *

AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACGATAAATAAAGGAGACACATTAACGTATAATTCATTTAATTTAGCAAGTTTCAGCA
AAACTCTTTATAATTTAAATCTTCTAGTGTTGGATTTGGAGTTTCCGCTAAAGGATATTG

*x*kx * Rk = * * ** **x *x*k

CACCATTCGAATTATCAGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
CACCATTCGAATTATCAGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
CACCATTCGAATTATCAGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
CACCATTCGAATTATCAGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
CACCATTCGAATTATCAGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
CACCATTCGAATTATCAGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
CACCATTCGAATTATCAGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
CACCATTCGAATTATCAGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
CACCATTCGAATTATCGGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
CACCATTCGAATTATCAGGGAATAACTTACAAATAGGCGTCACAGGATTAAGTGCTGGAG
AACATGGTTAGTTGGCACCTCATTATTTTCAG TAGTTTTTATTGTATCATGTTC——---

* X% * **x Kk Kk X% *x*k * * * k* K Kk *

1675
1675
1651
1651
1651
1651
1651
1651
1675
1651
1681

1735
1735
1711
1711
1711
1711
1711
1711
1735
1711
1740
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ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAAT --—-
ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAATTAA-
ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAATTAA-
ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAATTAA-
ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAATTAA-
ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAATTAA-
ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAATTAA-
ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAATTAA-
ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAATTAA-
ATAAAGTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAGTGAATTAA-
ACTTCGATTGTTCGGATTCATTTTTCTTCCTCCCTTTCTTATCAT

* * Xk K **x * K% **x * XX *

1956
1959
1935
1935
1935
1935
1935
1935
1959
1935
1959
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Ek Tablo 2. Yeni siniflandirma sistemine gore Cry toksinlerinin listesi (URL-2, 2008).

Adi Acc No. Yazarlar Yil Kaynak Sus
CrylAal M11250 Schnepf et al 1985 Bt kurstaki HD1
CrylAa2 M10917 Shibano et al 1985 Bt sotto
CrylAa3 D00348 Shimizu et al 1988 Bt aizawai IPL7
CrylAa4 X13535 Masson et al 1989 Bt entomocidus
CrylAa5 D17518 Udayasuriyan et al 1994 Bt Fu-2-7
CrylAa6 U43605 Masson et al 1994 Bt kurstaki NRD-12
CrylAa7 AF081790 Osman et al 1999 Bt C12
CrylAa8 126149 Liu 1996
CrylAa9 AB026261 Nagamatsu et al 1999 Bt dendrolimus T84A1
CrylAal0 AF154676 Hou and Chen 1999 Bt kurstaki HD-1-02
CrylAall Y09663 Tounsi et al 1999 Bt kurstaki
CrylAal2 AF384211 Yao et al 2001 Bt Ly30
CrylAal3 AF510713 Zhong et al 2002 Bt sotto
CrylAal4 AY197341 Yingbo et al 2002 unpublished
CrylAal5 DQ062690 Sauka et al 2005 Bt INTA Mol-12
CrylAbl M13898 Wabiko et al 1986 Bt berliner 1715
Cryl Ab2 M12661 Thorne et al 1986 Bt kurstaki
CrylAb3 M15271 Geiser et al 1986 Bt kurstaki HD1
CrylAb4 D00117 Kondo et al 1987 Bt kurstaki HD1
CrylAbS X04698 Hofte et al 1986 Bt berliner 1715
CrylAb6 M37263 Hefford et al 1987 Bt kurstaki NRD-12
CrylAb7 X13233 Haider & Ellar 1988 Bt aizawai IC1
Cryl AbS8 M16463 Oeda et al 1987 Bt aizawai IPL7
CrylAb9 X54939 Chak & Jen 1993 Bt aizawai HD133
CrylAbl0 A29125 Fischhoff et al 1987 Bt kurstaki HD1
CrylAbll 112419 Ely & Tippett 1995 Bt A20
CrylAbl2 AF059670 Silva-Werneck et al 1998 Bt kurstaki S93
CrylAb13 AF254640 Tan et al 2002 Bt c005
CrylAbl4 U9%4191 Meza-Basso & Theoduloz 2000 Native Chilean Bt
CrylAbl5 AF358861 Li, Zhang et al 2001 Bt B-Hm-16
CrylAbl6 AF375608 Yu et al 2002 Bt AC-11
CrylAbl7 AAT46415 Huang et al 2004 Bt WB9
CrylAbl18 AAQ88259 Stobdan et al 2004 Bt
CrylAb19 AY847289 Zhong et al 2005 Bt X-2
CrylAb20 DQ241675 Liu et al 2006 BtC008
CrylAb21 EF683163 Swiecicka et al 2007 Bt IS5056
CrylAb22 ABW87320 Wu and Feng 2008 BtS2491Ab
CrylAb-like AF327924 Nagarathinam et al 2001 Bt kunthala RX24
CrylAb-like AF327925 Nagarathinam et al 2001 Bt kunthala RX28
CrylAb-like AF327926 Nagarathinam et al 2001 Bt kunthala RX27
CrylAb-like DQ781309 Lin and Fang 2006 Bt ly4a3
CrylAcl M11068 Adang et al 1985 Bt kurstaki HD73
CrylAc2 M35524 Von Tersch et al 1991 Bt kenyae
CrylAc3 X54159 Dardenne et al 1990 Bt BTS89A
CrylAc4 M73249 Payne et al 1991 Bt kurstaki PS85A1
CrylAc5 M73248 Payne et al 1992 Bt kurstaki PS81GG
CrylAc6 U43606 Masson et al 1994 Bt kurstaki NRD-12

CrylAc7 U87793 Herrera et al 1994 Bt kurstaki HD73
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CrylAc8 U87397 Omolo et al 1997 Bt kurstaki HD73
CrylAc9 U89872 Gleave et al 1992 Bt DSIR732
CrylAclO AJ002514 Sun and Yu 1997 Bt kurstaki YBT-1520
CrylAcll AJ130970 Makhdoom & Riazuddin 1998

CrylAcl2 112418 Ely & Tippett 1995 Bt A20

CrylAcl3 AF148644 Qiao et al 1999 Bt kurstaki HD1
CrylAcl4 AF492767 Yao et al 2002 Bt Ly30

CrylAcl5 AY122057 Tzeng et al 2001 Bt from Taiwan
CrylAcl6 AY730621 Zhao et al 2005 Bt H3

CrylAcl? AY925090 Hire et al 2005 Bt kenyae HD549
CrylAcl8 DQ023296 Kaur et al 2005 Bt

CrylAcl9 DQ195217 Gao et al 2005 Bt C-33

CrylAc20 DQ285666 Tan et al 2005

CrylAc2l DQ062689 Sauka et al 2005 INTA Mol-12
CrylAc22 EU282379 Fang et al 2007 Bt W015-1

CrylAdl M73250 Payne & Sick 1993 Bt aizawai PS811
CrylAd2 A27531 1995 Bt PS81RR1
CrylAel M65252 Lee & Aronson 1991 Bt alesti

CrylAfl U82003 Kang et al 1997 Bt NT0423

CrylAgl AF081248 Mustafa 1999

CrylAhl AF281866 Tan et al 2000

CrylAh2 DQ269474 Qietal 2005 Bt alesti

CrylAil AY174873 Wang et al 2002

CrylA-like  AF327927 Nagarathinam et al 2001 Bt kunthala nags3
CrylBal X06711 Brizzard & Whiteley 1988 Bt thuringiensis HD2
CrylBa2 X95704 Soetaert 1996 Bt entomocidus HD110
CrylBa3 AF368257 Zhang et al 2001

CrylBa4 AF363025 Mat Isa et al 2001 Bt entomocidus HD9
CrylBa5 ABO20894 Song et al 2007 Bt sfw-12

CrylBa6 ABL60921 Martins et al 2006 Bt S601

Cryl1Bbl L32020 Donovan et al 1994 Bt EG5847

CrylBcl 746442 Bishop et al 1994 Bt morrisoni
CrylBdl u70726 Kuo et al 2000 Bt wuhanensis HD525
CrylBd2 AY138457 Isakova et al 2002 Bt 834

CrylBel AF077326 Payne et al 1998 Bt PS158C2
CrylBe2 AAQS52387 Baum et al 2003

Cry1Bfl AX189649 Arnaut et al 2001

Cryl1Bf2 AAQ52380 Baum et al 2003

CrylBgl AY176063 Wang et al 2002

CrylCal X07518 Honee et al 1988 Bt entomocidus 60.5
CrylCa2 X13620 Sanchis et al 1989 Bt aizawai 7.29
CrylCa3 M73251 Feitelson 1993 Bt aizawai PS811
CrylCa4 A27642 Van Mellaert et al 1990 Bt entomocidus HD110
CrylCa5 X96682 Strizhov 1996 Bt aizawai 7.29
CrylCa6 [1] AF215647 Yuetal 2000 Bt AF-2

CrylCa7 AY015492 Aixing et al 2000

CrylCa8 AF362020 Chen et al 2001

CrylCa9 AY078160 Kao et al 2003 Bt G10-01A
CrylCal0 AF540014 Lin et al 2003 Bt

CrylCall AY955268 Cai et al 2005 Bt C-33

CrylCbl M97880 Kalman et al 1993 Bt galleriae HD29

CrylCb2 AY007686 Song et al 2000
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Bt LDC-9
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Bt darmstadiensis PS17
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Bt L355
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YBT 1518

Bt PS52A1
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Bt dakota HD511

Bt kumamotoensis 867
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Bt kumamotoensis
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Cry8Da3 BD133575 Asano et al 2002 Bt

Cry8Dbl AB303980 Yamaguchi and Asano 2007 Bt BBT2-5
Cry8Eal AY329081 Fuping et al 2003 Bt 185

Cry8Ea2 EU047597 Liu et al 2007 Bt B-DLL

Cry8Fal AY551093 Fuping et al 2004 Bt 185

Cry8Gal AY590188 Fuping et al 2004 Bt HBF-18
Cry8Ga2 DQ318860 Yan et al 2005 Bt 145

Cry8Hal EF465532 Fuping et al 2006 Bt 185

Cry8lal EU381044 Yan et al 2008 Bt su4

Cry8 like ABS53003 Mangena et al 2007 Bt

Cry9Aal X58120 Smulevitch et al 1991 Bt galleriae
Cry9Aa2 X58534 Gleave et al 1992 Bt DSIRS517
Cry9Aalike AAQ52376 Baum et al 2003

Cry9Bal X75019 Shevelev et al 1993 Bt galleriae
Cry9Bbl AY758316 Silva-Werneck et al 2004 Bt japonensis
Cry9Cal 737527 Lambert et al 1996 Bt tolworthi
Cry9Ca2 AAQ52375 Baum et al 2003

Cry9Dal D85560 Asano et al 1997 Bt japonensis N141
Cry9Da2 AF042733 Wasano & Ohba 1998 Bt japonensis
Cry9Dbl AY971349 Flannagan et al 2005 Bt kurstaki DP1019
Cry9Eal AB011496 Midoh & Oyama 1998 Bt aizawai SSK-10
Cry9Ea2 AF358863 Lietal 2001 Bt B-Hm-16
Cry9Ea3 EF157307 Lin et al 2006

Cry9Ebl AX189653 Arnaut et al 2001

Cry9Ecl AF093107 Wasano & Ohba 2003 Bt galleriae
Cry9Edl AY973867 Flannagan et al 2005 Bt kurstaki DP1019
Cry?9 like AF093107 Wasano et al 1998 Bt galleriae
Cryl0Aal M12662 Thorne et al 1986 Bt israelensis
Cryl0Aa2 E00614 Aran & Toomasu 1996 Bt israelensis ONR-60A
Cryl10Aa3 AL731825 Berry et al 2002 Bt israelensis
Cryl0A like DQ167578 Mahalakshmi et al 2006 Bt LDC-9
CryllAal M31737 Donovan et al 1988 Bt israelensis
CryllAa2 M22860 Adams et al 1989 Bt israelensis
CryllAa3 AL731825 Berry et al 2002 Bt israelensis
CryllAa-like DQ166531 Mahalakshmi et al 2007 Bt LDC-9
Cryl1Bal X86902 Delecluse et al 1995 Bt jegathesan 367
Cryl1Bbl AF017416 Orduz et al 1998 Bt medellin
Cryl2Aal L07027 Narva et al 1991 Bt PS33F2
Cryl3Aal L07023 Narva et al 1992 Bt PS63B
Cryl4Aal U13955 Narva et al 1994 Bt sotto PS80JJ1
Cryl5Aal M76442 Brown & Whiteley 1992 Bt thompsoni
Cryl6Aal X94146 Barloy et al 1996 Cb malaysia CH18
Cryl7Aal X99478 Barloy et al 1998 Cb malaysia CH18
Cryl8Aal X99049 Zhang et al 1997 Paenibacillus popilliae
Cryl18Bal AF169250 Patel et al 1999 Paenibacillus popilliae
Cryl18Cal AF169251 Patel et al 1999 Paenibacillus popilliae
Cryl9Aal Y07603 Rosso & Delecluse 1996 Bt jegathesan 367
Cryl9Bal D88381 Hwang et al 1998 Bt higo

Cry20Aal U82518 Lee & Gill 1997 Bt fukuokaensis
Cry21Aal 132932 Payne et al 1996

Cry21Aa2 166477 Feitelson 1997

Cry21Bal AB088406 Sato & Asano 2002 Bt roskildiensis
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Cry22Aal 134547 Payne et al 1997

Cry22Aa2 AXA472772 Isaac et al 2002 Bt

Cry22Abl AAKS50456 Baum et al 2000 Bt EG4140
Cry22Ab2 AXA472764 Isaac et al 2002 Bt

Cry22Bal AX472770 Isaac et al 2002 Bt

Cry23Aal AAF76375 Donovan et al 2000 Bt

Cry24Aal U88188 Kawalek and Gill 1998 Bt jegathesan
Cry24Bal BAD32657 Ohgushi et al 2004 Bt sotto
Cry24Cal AM158318 Beron & Salerno 2005 Bt FCC-41
Cry25Aal U88189 Kawalek and Gill 1998 Bt jegathesan
Cry26Aal AF122897 Wojciechowska et al 1999 Bt finitimus B-1166
Cry27Aal AB023293 Saitoh 1999 Bt higo
Cry28Aal AF132928 Wojciechowska et al 1999 Bt finitimus B-1161
Cry28Aa2 AF285775 Moore and Debro 2000 Bt finitimus
Cry29Aal AJ251977 Delecluse et al 2000

Cry30Aal AJ251978 Delecluse et al 2000

Cry30Bal BADO00052 Ikeya et al 2003 Bt entomocidus
Cry30Cal BAD67157 Ohgushi et al 2004 Bt sotto
Cry30Dal EF095955 Shu et al 2006 Bt Y41
Cry30Eal EU503140 Fang et al 2007

Cry31Aal AB031065 Mizuki et al 2000 Bt 84-HS-1-11
Cry31Aa2 AY081052 Jung and Cote 2000 Bt

Cry31Aa3 AB250922 Uemori et al 2006 Bt B0195
Cry31Aa4 AB274826 Yasutake et al 2006 Bt 79-25
Cry31Aa5 AB274827 Yasutake et al 2006 Bt 92-10
Cry31Abl AB250923 Uemori et al 2006 Bt B0195
Cry31Ab2 AB274825 Yasutake et al 2006 Bt 31-5
Cry31Acl AB276125 Yasutake et al 2006 Bt 87-29
Cry32Aal AY008143 Balasubramanian et al 2001 Bt yunnanensis
Cry32Bal BAB78601 Takebe et al 2001 Bt

Cry32Cal BAB78602 Takebe et al 2001 Bt

Cry32Dal BAB78603 Takebe et al 2001 Bt

Cry33Aal AAL26871 Kim et al 2001 Bt dakota
Cry34Aal AAGS50341 Ellis et al 2001 Bt PS80JJ1
Cry34Aa2 AAK64560 Rupar et al 2001 Bt EG5899
Cry34Aa3 AY536899 Schnepf et al 2004 Bt PS69Q
Cry34Aa4 AY536897 Schnepf et al 2004 Bt PS185GG
Cry34Abl AAG41671 Moellenbeck et al 2001 Bt PS149B1
Cry34Acl AAGS50118 Ellis et al 2001 Bt PS167H2
Cry34Ac2 AAK64562 Rupar et al 2001 Bt EG9444
Cry34Ac3 AY536896 Schnepf et al 2004 Bt KR1369
Cry34Bal AAK64565 Rupar et al 2001 Bt EG4851
Cry34Ba2 AY536900 Schnepf et al 2004 Bt PS201L3
Cry34Ba3 AY536898 Schnepf et al 2004 Bt PS201HH2
Cry35Aal AAGS50342 Ellis et al 2001 Bt PS80JJ1
Cry35Aa2 AAK64561 Rupar et al 2001 Bt EG5899
Cry35Aa3 AY536895 Schnepf et al 2004 Bt PS69Q
Cry35Aa4 AY536892 Schnepf et al 2004 Bt PS185GG
Cry35Abl AAG41672 Moellenbeck et al 2001 Bt PS149B1
Cry35Ab2 AAK64563 Rupar et al 2001 Bt EG9444
Cry35Ab3 AY536891 Schnepf et al 2004 Bt KR1369

Cry35Acl AAG50117 Ellis et al 2001 Bt PS167H2
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