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OZET

Canlilara dogal ortami disinda olumsuz etki eden faktorler stres etmenleri olarak
bilinmektedir. Bu faktorler ekosistemin tiim parcalarmi farkli sekilde etkilemektedir.
Mikroorganizmalar da ekosistemin olduk¢a dnemli bileseni olduklarindan hayat dongiilerinde
sik sik bu faktorlere maruz kalmaktadirlar. Baz1 mikroorganizmalar insektisidal 6zellikleriyle
dikkat ¢ekmektedir. Insan sagligmi yakindan ilgilendiren ya da tarim zararlis1 olarak bilinen
boceklerle miicadelede ©Onemli olduklar1 disiiniilmektedir. Ancak karsilastiklar1 stres
durumlar1 bu Ozelliklerini kaybetmelerine ya da tamamen yok olmalarna neden
olabilmektedir. Bunun yan1 sira, stres faktorlerine karsi gelistirdikleri adaptasyon
mekanizmalar1 bu canli grubuyla ilgili dikkat g¢ekici konulardan birini olusturmaktadir.
Mikroorganizmalari adaptasyon mekanizmalari, bir¢ok bilimsel disiplinle karsilikli iliski
icinde olan biyoteknoloji alaninda da onemli bir yere sahiptir. Biyoteknolojik caligmalar,
tarim, gida endiistrisi, tip ve cevre gibi gelecegi yakindan ilgilendiren caligmalara 151k

tutmaktadir.

Bu caligmada etkili bir entomopatojen olan ve topraktan izole edilen Bacillus
thuringiensis var. israelensis (Bti) bakterisi kullanildi. Topraktaki kimyasal atiklarin
miktarina kars1 Bti’nin canliligini devam ettirme olasiligmin hesaplanmasi amaglandi. Agir
metallerden bakir, mangan, aliiminyum, ¢inko ve lityum’un belirli konsantrasyonlarmim (0.01
M, 0.05 M, 0.1 M, 0.5 M) bakteriye muameleleriyle 12, 24 ve 48. saat periyotlarinda Bti
tiirliniin spor ve vejetatif hiicre canliligi koloni sayimlariyla tespit edildi. Farkli kimyasallarla
strese maruz birakilan bakteri solusyonlarmnin belirtilen 24. ve 48. saat periyotlarinda protein
agirliklart SDS PAGE ile hesaplandi. Yine ayni sekilde her kimyasalin 24. ve 48. saat
periyodunda faz-kontrast mikroskop goriiniimleri incelendi. En etkili ve etkisi 6nemsiz olan

kimyasalin mikroskop goriintii sonuglar1 paylasildi.

Elde edilen bulgularda Bti’nin spor ve vejetatif hiicre canliligini; lityum etkinligi tiim
konsantasyonlarda devamini saglarken, mangan ve aliiminyum varligr 0.01 M dan sonra
canliligin azalmasina ve bakir ve ¢inko ise bakterinin tamamen canliliin1 kaybetmesine sebep

oldugu bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus thuringiensis var. israelensis, agr metal,
bakteri stresi, biyoteknoloji, sds-page, spor canliligi, lityum, ¢inko



ABSTRACT

Factors affecting the organisms outside from their natural environment are known as
stress factors. These factors affect all parts of the ecosystem differently. Microorganisms are
frequently exposed to these factors in their life cycle because they are a very important
component of the ecosystem. Besides, the adaptation mechanisms which developed against
stress factors constitute one of the remarkable issues related to this living group. Bacteria have
a very important place in biotechnological studies because of these properties.
Biotechnological studies shed light on studies that are closely related to the future, such as

agriculture, the food industry, medicine and the environment.

In this study, the bacteria Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) an effective
entomopathogen, isoleted from the soil were used. It was aimed to calculate the likelihood of
maintaining the effectiveness of Bti against the amount of chemical waste (0.01 M, 0.05 M,
0.1 M, 0.5 M) in the soil. Sports and vegetative cell viability of the Bti strain were
determined by colony counts at 12, 24 and 48 hours with bacterial treatments of certain
concentrations of heavy metals such as manganese, iron, aluminum, zinc and lithium. Protein
weights were calculated by SDS PAGE at indicated periods of the bacterial solutions exposed
to stres with different chemistries at 24 and 48 hours. Likewise, phase-contrast microscope

views were examined for each chemical for each hour period at 24 and 48 hours.

Lithium activity in the obtained findings has found that Bti maintains its spore and
vegetative cell viability at all concentrations, after 0.01 M, manganese and aluminium activity

are losing one’s viability, causing the copper and zinc bacteria to lose their full vitality.

Keywords: Bacillus thuringiensis var. israelensis, heavy metal, bakterial stress,

biotechnology, SDS PAGE, spore viability, lithium, zinc
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar, dogal ortamlarinda farkli ¢evresel streslere maruz kalmaktadir.
Mikroplar karsilastiklart bu stres faktorleri sebebiyle ya canliliklarmi kaybederler yada
gelistirmis olduklar1 adaptasyon mekanizmalar1 sayesinde yasamlarmi devam ettirirler
(Neidhard ve VanBogelen, 2000). Bakterilerin karsi karstya kaldig1 stres faktorleri arasinda;
atmosferik basing, yiiksek ve diisiik pH, oksijen azligi, asir1 sicaklik, UV 1smnlari, kimyasal
maddeler ve besin yetersizligi sayilabilmektedir. Bu faktorler, farkli zaman peryotlarinda,
bakteri gelisimleri tizerine degisik sekillerde etki gostermektedir. Mikroorganizmalar, farkli
stres faktorlerine maruz kaldiklarinda yapisal komponentlerini ve canliliklarmi korumak i¢in
olduk¢a karmasik adaptasyon sekilleri gelistirmiglerdir. Olumsuz ortam sartlarinda
bakterilerin gelistirdikleri stresten korunma ydntemleri; spesifik stres proteinlerinin
iiretilmesi, hiicre icerisindeki iyon dengesi korunmasi (osmoregiilasyon) ve transkripsiyonda
is goren farkli sigma faktorlerine sahip olmalar1 seklindedir (Lewis, 2002). Oksijen kithgi,
asirt sicaklik, kimyasala maruz kalma, besin kaybi gibi cesitli ¢evresel stres faktorleri
karsisinda mikrobiyal biiylime engellenmektedir. Bu nedenle bakteriler yasam doéngiilerinin
biiyiik bir boliimiinii durgun fazda gegirirler (Msadek, 1999).

Mikroorganizmalarla agir metallerin etkilesimlerine ilgi giderek artmaktadir. Cevre
kirliliginde metale direngli organizmalarin seg¢ilimleri ve kirlilige neden olan metal iyonlarmin
bakteri yogunlugunu ve igerigini nasil etkiledigine dikkat ¢eken calismalar mevcuttur. Bu
calismalarda kirliligin diger canli gruplarinda neden oldugu zararin, mikroorganizmalarla
azalip azalmadigina yani mikroorganizmalarin indikatér olarak kullanilabilmesi iizerine
odaklanilmistir (Chang, 1993; Hiroki, 1994; Nieto, 1989; Doelman, 1994; Rajini ve ark.,
1994). Bazi1 bakteriler kullanilarak ¢evre kirliliginin azaltilmasi ve diger canlilarin korunmasi
amaglanmaktadir (Holm, 1995; Mullen, 1989; Rohit ve Sheela, 1994). Toprak ve su
kaynaklarmnin kirliliginin artmasiyla gevresel salgmlar ve bunu takiben ekolojik kirlenme
giindemimize girmeye baslamistir. Bu kirlilige neden olan etmenlerden biri agir metallerdir ve
arsenik, bakir, civa, kadmiyum, kursun 6nemli 6rneklerdir. Ekolojik sistemlere agir metallerin
bulagmalarma paralel olarak mikroorganizmalarin bu ajanlara kars1 adaptasyon yetenekleri
yogun bir sekilde incelenmeye baglanmistir (Klassen, 2009).

Mikroorganizmalarda strese karsi cevap, g¢esitli diizenleyici mekanizmalarla
gerceklesmektedir (Segal ve Ron, 1998). Bacillus cinsine ait bakterilerin ¢ogu Gram pozitif
ve aerobik olup ayni zamanda yiiksek 1s1, kuruma, UV, ¢ok sayida dezenfektan gibi stres

faktorlerine karst direngli spor olusturma yetenegine sahiptirler. Sporlar vejetatif hiicrelerden



karmasik yap1 gosterirler ve sporlarinda protoplazmalarini ¢evreleyen ekstra bir spor ceketi
bulunmaktadir. Spor igerigindeki su miktarinin az olusu, spor korteks yapisi sporlarin maruz
kaldiklar1 olumsuz sartlarda neden daha direngli olduklarmi agiklamaktadir (Setlow, 1998;
Melly ve ark., 2002; Aslan, 2007). Bacillus cinsine ait tiirler lizerinde etanol, 1s1, hidrojen
peroksit, tuz, diisiik-yliksek pH, agir metal gibi c¢esitli stres c¢aligmalar1 yapilmistir.
Olusturulan stres ortamlar1 karsisinda bakterilerin kendilerini korumak i¢in stres faktorlerinin
tipine gore spesifik proteinler iirettikleri belirlenmistir (Browne ve Dowds, 2001; Melly ve
ark., 2002; Periago ve ark., 2002; Berber ve ark., 2005). Son yillarda farkli arastirmacilar
Bacillus cinsine ait tiirlerin degisik stres kosullarina karsi etkilerini i¢eren bir¢ok ¢alisma
yapmislardir (Berber ve ark., 2004; Burke ve ark., 1983; Hecker ve ark., 1988; El¢in ve ark.,
1995; Bernhard ve ark., 1997; Browne ve ark., 2001).

Giinlimiizde, bocek patojenleri kullanilarak pestisit populasyonunun kontrolii,
kimyasal pestisit uygulamalarina 6nemli bir alternatif olusturmaktadir. Ciinkii kimyasal
miicadelenin ¢evreye verdigi zarar, organizmalarin diren¢ kazanmasi ve sadece miicadele
edilen zararlinmm degil, diger canlilarm da etkilenmesi goéz Oniine alindiginda, biyolojik
miicadele en uygun ¢oziimdiir ve Bacillus thuringiensis (Bt) alttiirleri sivrisinek kontroliinde
en c¢ok kullanilan biyoinsektisitlerdir (Tokgaer, 2003; Alejandro ve ark., 2011). Bu
caligmalarda genellikle Bacillus cinsine ait bakterilerin se¢ilmesinin en 6nemli nedeni bu
cinse ait bakterilerin stres faktorlerine karsi degisik 6zel proteinler iiretebilen gen gruplari
icermesidir.Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti), tirettigi toksin proteinleri, biyolojik
miicadelede etkin olarak kullanildigindan dolay1 6nemli bir bakteridir (Keawsompong, 2008).
[laveten kolayca Kkiiltiire almabilen bir bakteri olmasindan dolay1r bu konuyu ele alan
calismalarda siklikla tercih edilmektedir (Hassen, 1998).

Yapilan literatiir ¢alismasinda, Bacillus thuringiensis var. israelensis alt tiiriine agir
metallerin etkisi ile ilgili ¢alismalarm yeterli olmadigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada Bacillus
thuringiensis var. israelensis bakteri susuna 4 farkli konsantrasyonda 5 farkli kimyasal
uygulayip gelistirilen sporlarin 12, 24, 48 saat sonunda spor, vejetatif, toplam hiicre
sayilarmin belirlenmesi ve zamana bagli protein profilleri ve sayim sonuglarini karsilagtirmak

amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikroorganizmalar ve Stres

Mikroorganizmalarin diinya tizerindeki varli§i, bitki ve hayvanlarin varolusundan
milyarlarca yil dncesine dayanmaktadir. Bu nedenle mikroorganizmalarin evrimsel ¢esitliligi,
yiikksek organizmalarinkinin ¢ok otesindedir. Bu cesitlilik, mikroorganizmalara ¢ok farkli
fonksiyonlar kazandirmaktadir. Mikroorganizmalarin yiliksek organizmalar i¢in uygun
olmayan yerlerde nasil yasayabilmesi ve sahip olduklar1 fizyolojik yetenekleri onlarin
diinyanin en iyi kimyacis1 oldugunun kanitidir. Bu nedenle bakteriler, biyosferdeki biyolojik
faaliyetlerin merkezindedir (Madigan ve Martinko, 2010).

Bakteriler dogada farkli g¢evresel faktorlere maruz kalmaktadwr. Bu faktorler, ya
bakterilerin canliliklarin1 kaybetmelerine neden olur ya da adaptasyon mekanizmalarini aktif
hale getirebilir.Bu sayede yasamlarini devam ettirebilirler. Etkin adaptasyon mekanizmalar1
gelistirerek stresli ortama uzun siire dayanabilirler. Stresin devamliliginda populasyonlarinin
azalmasiyla karsilasabilirler. Bakteriler yasam ortamlarindaki stres faktorlerinin yanisira (11k,
oksijen, soguk vb.) gidalarda bulunan asidite, sodyum kloriir, 1s1, agir metal, bakteriyosinler,
rekabetgi flora gibi streslere de maruz kalabilmektedirler. Gida, tarim iriinleri gibi insan
saglhigl icin Oonem arz eden ortamlarda diren¢ mekanizmalar1 sayesinde dayanikli hale
gelebilir. Strese direngli olan bu bakteriler insan viicudunda dahi 6liimciil ortamlara kars1 da
adaptasyon yeteneklerini gelistirebilirler. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde stres varliginda
adaptasyon mekanizmalar1 aktif hale gelen patojenlerin enfektif dozunun azalarak
patojenitesinin  arttig1 goriilmiistiir. Oliimciil ortamlarda dahi bakterilerin enfeksiyon
olusturabilecekleri bilindiginden gidalarda bakteri adaptasyonlar1 halk sagligi agisindan
onemli tehditler olarak kabul edilmektedir (Dikici, 2009; Kilig, 2008).

Farkli alanlara gore stresin tanimi degisiklik gosterebilir. Bir fizik¢i igin stres, birim
alana uygulanan kuvvet anlamma gelmektedir. Ancak bir biyologa gore ise canlilarin uygun
olmayan fiziksel sartlar altinda, toksik maddelere ve zararli ortamlara maruz kalmasi
demektir. Ozetle mikroorganizmalarin maruz kaldiklar1 gelisme ve iiremelerini olumsuz
yonde etkileyen faktor ya da ortama stres adi verilmektedir. Her ortamda siddetleri farklilik
gosteren  stres  faktorleriyle karsilasabilirler ~ (Neidhart ve Vanbogelen, 2000).
Mikroorganizmalar stresin tipine ve siddetine gore farkli cevaplar olusturabilir. Bakteriler
zay1f strese maruz kaldiklarinda sayilarinda azalma olmamasina ragmen tiremelerinde durma
veya azalma goriilmektedir. Orta siddetli bir stres ile karsilastiklarinda ise mikrobiyal

gelisimleri durabilir ve yasamsal kabiliyetlerinde bir azalma da meydana geldigi gortilmiistiir.



Oliimciil sonuglarma neden olan siddetli stres durumunda bakteri populasyonunun biiyiik
oranda kayb1 gerceklesmektedir (Yousef, 2003).

Bakteriler herhangi bir stres faktoriiyle karsilagtiginda, genetik kodlarinda bir direng
mekanizmasina sahipse, gerekli proteinleri iireterek korunmaya caligirlar. Maruz kalinan stres
sonucunda bakteri DNA’sinda transkripsiyonla mRNA olusmakta ve olusan bu mRNA
ribozomlarda translasyonla ilgili stresi diizenleyen sok proteini sentezlemektedir. Sentezlenen
sok proteini bakterinin fizyolojisini etkiler ve strese karsi miicadele etmesini saglar.
Sentezlenen bu sok proteini bir ya da birden fazla stres faktoriine karsi etkili olabilmektedir.
Bunun yani sira her bakterinin stres faktoriine karsi olusturduklar1 diren¢ mekanizmalar1 ayni
ya da farkli olabilmektedir (Arsene, 2000; Crona, 2002).

Degisik stres faktorlerinin Bacillus cinsinin spor olusumu {izerine etkisi gibi protein
sentez lizerine olan etkisine iliskin de bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Lindquist, 1988). Bacillus
thuringiensis var. israelensis ve Bacillus sphaericus un bocek larva aktivitesi ve canliligina
biyotik ve abiyotik faktorlerin etkisi Mulla ve Lacey tarafindan 1990 yilinda 6zetlenmistir.
Her iki bakteride giines 15181 ya da UV 1s18min etkisiyle entomopatojen 6zelliginde azalma
gozlemlenmistir (Burke, 1983; Mulligan, 1980; Garcia ve DES Rochers, 1984; Mulla ve
Lacey, 1990). Alkolofilik Bacillus’larin degisik stres faktorlerine karsi, diger Bacillus cinsi
bakterilerden farkli protein iiretebilen gen gruplari igerebilecegi olasidir. Bacillus sphaericus
tizerinde yapilan baska bir ¢alismada Bacillus sphaericus 2362 ki spor toksin bileseni
karboksimetilseliilaz (CMC) ile kapsiillenmistir. Kapsiilleme islemi sonucunda spor toksin
bileseninin proteinlerinin bakteriyi asidik pH, UV 1sinlar1 ve sicakliga karsi daha dayanikli
hale getirdigi, kapsiillenmis sporlarda toksin protein etkisinin serbest kapsiillenmeyenlere
oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Yapilan c¢alismada elde edilen sonuglarda
kapstillenmemis sporlarin 50°C sicaklik uygulamasi sonucunda 60 giin sonra 1000-100 kat
distiigii gozlenirken, kapsiillenmis sporlarin 50°C sporlarin sayisinda bir degisiklik olmadigi
gbzlemlenmistir (Elgin ve ark., 1995). Yapilan baska bir calismada ise giines 151¢indan dolay1
inaktive olan Bacillus thuringiensis (bt)’in korunumu incelenmis, spor canliligma etkisi
arastirilmistir. 300-400 nm dalga boyundaki giines 1sinlarinin bakterinin spor canliligini ve
larvasidal aktivitesini hizla disiirdiigii bildirilmistir (Morris, 1983). Cok etkili bir
entomopatojen olan Bt nin en 6nemli dezavantaji uygulamadan sonra giines 1sinlarma maruz
kaldiginda toksik etkisinin kaybolmasidir. Ozellikle Bt’nin H-7 serotipi ve diger H serotipleri
254 nm dalga boyundaki UV isinlarina oldukga yiiksek hassasiyet gostermektedir (Martin ve
Travers, 1989). Bu gibi risklerden dolayr UV’ye dayanikli mutantlarin elde edilmesi ile ilgili
calismalar yapilmaktadir (Jones, 1991).



Bacillus sphaericus 2362 ki ile yapilan farkli bir caligmada 12 farkli ticari pestisitin
spor canliligi, toksin kararliligi ve sivrisinekler iizerindeki larvasidal etkisi arastirilmistir
(Berber ve ark., 2003). B. sphaericus 2362 ve 1593 wklar1 iizerinde yapilan caligmalar
paraquat igerikli Gramaxone herbisitin bulundugu ortamlarda spor yasama kabiliyetleri ve
larvasidal etkileri incelenmistir. Herbisitin bulundugu sartlar altinda spor ¢imlenmesi 24 ve 48
saat sonra durdugu ve toksin proteinlerinin kayboldugu SDS-PAGE ile gosterilmistir. Ayrica
50, 100, 200 mg/mL herbisit oran1 bulunan ortamda toplam hiicre sayis1 ve 1siya dayanikli
spor sayisinin hizla azaldigir bulunmustur (Berber ve ark., 2004). B. sphaericus ile ilgili
yapilan baska bir stres faktoriiyle ilgili ¢alismada ise bakteriye UV 1s18min etkileri ve
bakterinin kimyasallar tarafindan korunmasi incelenmis, calismada kullanilan 5 kimyasalin
spor canlilig1 ve larvasidal aktivitesini UV inaktivasyonundan korundugu belirlenmistir
(Cokmiis ve ark., 2000).

Bacillus subtilis PS 832 wkina cesitli sicaklik stresleri uygulanmigs ve sporlarin
vejetatif hiicrelerden daha dayanikli oldugunu belirlemislerdir. Bu bakteri 21-48 °C’ye kadar
farkli sicaklik stresine maruz birakilmasi sonucunda spor korteksindeki bazi degisimlerin
1stya direng swrasinda olusturdugu ortaya konmustur. Calismada kiiltiirler 30°C’°de
sporlandirilarakmaksimum es zamanh kiiltiir elde edildikten sonra sicaklik 45°C’a ¢ikarilir,
kiiltiirler 30 dakika bekletildikten sonra olusan sporlarin nemli sicaklik, formaldehit, hidrojen
peroksit ve daha farkli kimyasallar gibi stres sartlar1 altinda olusturdugu sporlardan daha
direngli oldugu saptanmistir (Melly ve ark., 2002).

Baska bir stres faktorii calismasinda ise farkli seviyelerde coziinmemis oksijen
oranlarmm B. sphaericus 2362 wkinin gelisimi ve sporulasyonu fiizerindeki etkilerini
incelenmistir. Sonugta ¢ézlinmemis oksijenin %20, %50 ve %100 oldugu durumlarda serbest
spor olusumu hizla artmistir. %100°lik ¢ozliinmemis oksijenin oldugu durumda gelisen
hiicrelerin 6nemli derecede toksik etkilerinin azaldigi bulunmustur (Karim ve ark., 1993). B.
sphaericus ile ilgili yapilan bagka bir stres ortamu olusturulan c¢aligmada ise, farkl
sicakliklarda bakterinin sporlarindaki su miktar1 incelenmis ve en az su miktar1 ve besin

icerigi 30'C de bulunmustur (Ludlow, 1992).

2.2. Bacillus thuringiensis’in Genel Ozellikleri
Bacillus thuringiensis (Bt)’in tarihgesi kronolojik olarak su sekildedir. 1911 yilinda
Berliner tarafindan tanimlanmustir. 1928 yilinda Avrupa'da musir zararhist  olan
Oarinianubilalis (Hiibner)'e karst miicadelede, 1960 yilinda Sovyetlerde ve ABD’de

endiistriyel formiilasyonlar1 iiretilmis ve zararli miicadelesinde kullanilmigtir. 1972°de ise



Fransa'da zararlilara karsi kullanimi igin ilk resmi izin verilmistir. Bu tarihe kadar sadece
Lepidoptera takimindaki tiirler i¢in kullanilan Bt 1977°de bazi Diptera tiirleri igin
kullanilmistir. ik Bt genleri 1981°de klonlanmustir. 1983 yilinda ilk kez bir alttiirii
Coleopterler i¢in kullanilmigtir. 1995°de Bt toksini sentezleyebilen genetik olarak
degistirilmis tarim bitkilerinin (tiitiin ve domates) {iretim izni alinmig ve piyasaya siiriilmiistiir
(USEPA 1999). 2000'Ti yillara gelindiginde ise agaglarda Bt toksini sentezlemeye yonelik
genetik caligmalar baglatilmistir (Kumbasli, 2004).

Bt, Firmicutes filumunun Bacilli sinifindan Bacillales takimmmdan Bacillaceae
familyasina aittir. Ik olarak Japon bakteriyolog Ishiwata tarafindan 1901°de hasta ipek bocegi
larvasindan izole edilmistir. 1911 yilinda ise Ernest Berliner bakterinin bilimsel tanimlamasini
yapmistir. 1916°da Aoki ve Chigasaki Bti’nin spor kiiltiirlerindeki bir toksin yiiziinden toksik
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Beegle ve Yamamato, 1992). Baz1 boceklere karsi
toksik 6zellik barmdiran bir bakteri olan Bt 20. yiizyilin basinda ipek boceklerine etkili olan
bir patojen olarak disiiniilmiisse de, toksik 6zelligi tizerine yapilan arastirmalar sonucunda
boceklerle miicadelede 6nemli bir ajan oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bt, toksik 6zelligi bulunan
protoksin adi verilen protein kristalleri sentezler. Bocekler tarafindan oral yolla alinan bu
protoksinler bocek bagirsaginda aktive olur. Aktive olan bu toksinler bagirsaktaki 6zgiin
reseptorlere baglanarak bagirsagin yirtilmasina neden olur. Bt'in birgok alttiirti bulunmaktadir.
Her alttiir farkli yapida toksin tiretir ve etki ettigi bocek tiirleri farklilik gosterir. Bt arazide 20
yili askin siiredir yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat, laboratuar denemeleri sonuglar1
boceklerin bu biyolojik insektisite kars1 dayaniklilik gelistirebilme ihtimaline sahip oldugunu
desteklemektedir (Kumbasli, 2004).

Bacillus cinsi bakteriler kolay iiretilebilen, olumsuz kosullarda sporlanma 6zelligi
gosteren ve endiistriyel 6neme sahip (toksin, antibiyotik, biyoplastik, enzim iiretebilmek gibi)
mikroorganizmalardir. Bu nedenle bilim insanlarinin odak noktasi olmustur (Rosovitz, 1998,
Waheed ve Kogan, 2006). Bacillus cinsine ait tiirler gomak seklinde Gram pozitif (+) veya
fakiiltatif anaerob, sporlu ve peritrik kamcili, ¢esitli sartlarda yasama o6zelligine sahip
canlilardir. Bacillus tiirlerine ait organizmalarin vejetatif hiicreleri tek basina veya zincir
halinde bulunabilir. 0.5x1.2 pm — 2.5x10 pum biiyiikliikte olan hiicreler yuvarlak ya da koseli
sekilde goriniimlere sahiptir. Bacillus cinsine ait bakteri hiicreleri genelde sitoplazmik
membran iizerinde bir veya birka¢ anyonik polimere sahip ve birkag peptidoglikan tabaka ile
sarilmig bir hiicre duvarina sahiptir. Bazi Bacillus tiirleri hiicre duvarina ek olarak, hiicre
duvarmin disginda yapist jelatindz, viskoz, elastik veya mukoid olan  bir kapsiil

icermektedirler. Bacillus anthracis’deki kapsiil diger tiirlerden farkli olarak viriilans 6zellige
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sahiptir (Claus ve Berkeley, 1986; Slepecky ve Hemphill, 1992; Arda, 2011; Sneath, 1986).
Bacillus bakterilerinin karbon kaynagi olarak seker, organik asit ve alkol nitrojen kaynagi
olarak ise amonyum igeren besiyerlerindeki gelisimleri daha iyidir. Siv1 ve kati besiyerlerinin
ist kisimlarinda gelisen Bacillus bakterileri, kat1 besiyerlerinde kenarlar1 ve tizeri piiriizl,
graniiller yapida koloniler meydana getirirler (Taubman, 1992; Sneath, 1986). Bacillus cinsi;
psikrofilik, termofilik, asidofilik ve tuza toleransli birgok tiirii igermesi nedeniyle farkli

ortamlarda yasama kabiliyetine sahip olup genellikle kemoorganotrofturlar.

Bacillus genellikle 30-40°C’de ve pH 7 civarimnda iirerler (Slepecy ve Hemphill, 1992).
Bacillus’lar spor olusturduklar1 igin hemen hemen her yerden izole edebilirler. Toprak, toz,
saman, gida iriinleri, su, bitki rizosferleri, tatli su ve deniz sedimentleri, hayvan giibreleri,
baz1 bdcek larvalar1 ve bazi canlilarin bagirsak sistemlerinde bulunabilirler. izolasyonda
sporlarin sicaga direngli olma O6zelliginden yararlanilir (Burke, 1983; Tunail ve Kosker,
1985). 19. Yiizyilin ikinci yarisinda bazi bakteri tiirleri yasamlarmin bir kismin1 endospor
olarak bilinen dormant hiicresel yapida gegirdikleri bilinmekteydi. Bakteriler dormant yapiya
ekstrem nemli ve kuru sicaklik, UV ve gama radyasyonu, asir1 kuruma, oksitlenmeler, besin
kithgi, ekstrem pH, kimyasallara maruz kalma gibi sebepler s6z konusu oldugunda
gegebilirler (Nicholson ve ark., 2002). Bacillus tiirlerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri
biliylime evresinin bekleme fazinda, besin azligima bagh olarak endospor olusturmalaridir.
Spor olusturan hiicrelerin sekli ve sporangiyumlar Bacillus tiirleri i¢in karakteristiktir (Welsh,
1994). Sporlar silindirik, elipsoidal, oval sekillerde bulunabilmektedir. Sporlar sporangium
icerisinde sentral, parasentral, subterminal, terminal ya da lateral olarak yerlesirler. Bu
formlar ¢evresel faktorlere (1s1, 151k, nem, radyasyon, vs) dezenfektan gibi ¢esitli kimyasallara
ve mekanik etkilere kars1 vejetatif formlarla kiyaslandiginda ¢ok daha fazla dayanikhidirlar
(Rosovitz, 1998; Arda, 2000; Claus ve Berkeley, 1986).

Spor olugsmasi aninda bakteri hiicresi i¢inde birgok degisiklik meydana gelmektedir.
Vejetatif hiicrede bazi genler aktivitelerini kaybederken sporlarin olusmasinda etkili olan
genler aktivite kazanirlar. Spor direncinde ¢ok 6nemli role sahip olan spor ceket i¢ ve dis
olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir. Spor ceketin altinda bir korteks kisim ve bunun da
icinde spor cekirdek bulunmaktadir. Spor ¢ekirdegin merkezinde ise niikleosit vardir. Ilk
olarak cekirdek sporun olusacagi bolgede yerlesir. Bunun etrafin1 ¢okiintii olusturarak
katlanan sitoplazmik zar ¢evreler ve bakteri igerisinde ayr1 bir yerde tutar. Olusan bu ¢ift zarin
sentezlenmesi ile spora ait su boliimler olusur. Birinci boliim i¢inde tam bir niikleus ve enerji

yapici sistem ve protein sentezi i¢in gerekli bilesenlerin oldugu ¢ekirdek kismidir ve sporun



protoplastin1 olusturur. Bu boliimde Sitokrom bulunmaz, ancak gesitli enzimler bulunur.
Sporlarin sicakliga direngli olmalarini saglayan yapilarindaki bol kalsiyum dipikolinattir.
Dipiklonik asit katyon yogunluklu bir yapiya sahiptir, diisiik oranda su icerir. Sporlarda
bulunan ikinci boliim spor protoplastint ¢evreleyen, yapisinda peptidoglikan bulunan spor
duvaridir. Olusacak bakterinin hiicre ¢eperi bu kisimdan geligir. Sporlarda bulunan {igiincii
boliim ise sporun en kalin tabakasi olan kabuk, yani kortekstir. Bu kisim degisik 6zellikte
peptidoglikan tabakasina sahip olup korteks kisminin diginda protein 6zellikli bir kilif igerir.
En dista da karbonhidrath bir protein zar (ekzosporiyum) bulunur. Silindirik, elipsoidal, oval
veya yuvarlak olabilen endosporlar vejetatif hiicrelerden bir¢ok yonden (optik kirilma, ince
yap1, kimyasal pozisyon, kimyasal ve fiziksel stres, direnglilik) farklidirlar (Fitz-James ve
ark., 1969; Bilgehan, 1992).
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Sekil 2.2. Bacillus tiirlerinin spor dongiisti ( Erington, 2003)

Clostridium, Bacillus ve Thermoactinomycetes tiirlerinin sporlar1 iizerinde detayli ¢alismalar
yapildig1 Setlow ve ark. (1988) tarafindan bildirilmistir. Spor ¢imlenmesi sirasinda dormant
sporlarm proteinlerinin pargalanmasiyla serbest aminoasit miktarinin arttig1 belirlenmistir.
Cimlenme sirasinda ise proteolizis ad1 verilen bu olaym bagka bir fonksiyonu da protein

sentezinin baslaticis1 oldugu bilinmektedir. Spor ¢imlenmesi boyunca proteolizis biiyiikligii



asitte ¢Oziinebilen proteinlerin  (SASP) tanimlanmasiyla saglanir. Bu proteinler geg
sporulasyon evresinde sentezlenir ve spor ¢imlenmesinin erken doneminde parcalanirlar.
SASP tipi ve orani sporulasyon ortaminin degismesinden 6nemli dlgiide etkilenir. B.subtilis
o/B yaday tip olarak adlandirilan SASP tipleri bulunmaktadir. Genel olarak o/f SASP’ler
toplam SASP’lerin  %40- 50 sini, y tip ise %30-40’m1 olugturmaktadir. Bunlarin yaninda
mindr SASP proteinleri, major SASP’lere paralel olarak sentezlenmekte ve ¢imlenme
boyunca par¢alanmaktadir. Bu proteinleri kodlayan genler tespit edilerek lizerinde kopyalama
caligmalar1 yapilmistir. Bu genler sspA, sspB, sspC ve sspD olarak adlandirilmigtir. SASP
sentezi vejetatif ve ge¢ sporulasyon hiicrelerinde bulunmamaktadir. Sporulasyonda SASP
sentezi, dipiklonik asit sentezinden 1-2 saat 6nce baslar ve glukozdehidrogenaz enzim sentezi
ile es zamanli meydana gelir. SASP’lerin baslica fonksiyonu spor ¢imlenmesinde protein
sentezi boyunca pargalanarak aminoasit saglamak, stres sirasinda olusabilecek hasara karsi
DNA’y1 korumak ve spor c¢imlenmesi sirasinda gerekli enerjiyi saglamaktadir. Diger bir
fonksiyonu ise spor DNA’s1 ile birleserek sporlar1 daha direngli hale getirmektir (Setlow,
1988; Nicholson, 2002).

Sekil 2.1. Bti koloni gériiniimii (Martin, 2007)

Genellikle Embden-Meyerhof metabolizma yolunu kullanan Bacillus bakterileri
terminal elektron alicisi olarak da oksijeni kullanirlar. Bacillus bakterileri tarafindan iiretilen
enzimler (subtilisin, proteaz, amilaz gibi) besin, eczacilik, gibi farkli endiistriyel alanlarda
kullanilmaktadir (Johnvesly ve Naik, 2001).

Bacillus bakterileri boceklere kargi insektisit etki gostermektedir. Bacillus

thuringiensis ve Bacillus sphaericus entomopatojen tiirler olarak bilinmektedir (Yoshimura ve
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Yamamato, 1990, 2002). Bazi bocek tiirlerine karst patojenik etkileri olup, ticari
kullanimlarinda da basarili olan tiirlerinden biri Bacillus thuringiensis (Bt) olmustur. Kendisi
gibi toprak bakterisi olan Bacillus cereus ile yakindan akraba olan Bt, sporulasyon boyunca
bir kristal protein (Cry) {iretme yetenegine sahip olmasi yoniinden Bacillus cereus’den ayrilir
(Hofte, 1989; Beegle ve Yamamato, 1992). Bt sporlar1 igersinde terminal ve subterminal
elipsoid sporlar bulunur. Bu sporlar herhangi bir siskinlik olusturmaz. Hiicrelerinde
parasporal kristaller bulunmasindan dolay1 diger tiirlerden ayrilir (Sekil. 2.3.). Bu kristaller
bakteriye insektisidal aktivite iiretilmesi ile entomopatojen 6zelligi saglar (Bozlagan, 2010).
Bt suslarinin irettigi farkli toksinler bazi kaynaklar bagliklar halinde toplamistir; 0O-
endotoksinler, B-ekzotoksinler, hemolizinler, enterotoksinler, ekzoenzimler, vejetatif
insektisidal proteinlerdir (Glare, 2000).

Endospor Kristal Protein

ooo

0
/ ¥
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Sekil 2.2. Bacillus thuringiensis bakterisinin elektron mikroskop goriintiisii (Bozlagan, 2006)

Bt suslar1 genelde topraktan, bdceklerden, depolanmis {irlinlerden ve agag
yapraklarindan izole edilebilir (Yamamato, 1992; De Luca ve ark., 1981; Travers, 1987).
Bt genel Bacillus 6zelliklerini tasir. Biyokimyasal 6zelliklerinde en ¢ok sitrat1 karbon kaynagi
olarak kullanmasindan bahsedilir. Hatta agir metal calismalarinda sitrat dongiisii ile ilgili
yayinlar mevcuttur (Hassen, 1997). Bt suslar1 2.4-5.4 milyon baz ¢ifti uzunlugunda bir genom
icerirler (Carlson, 1994). Nukleoid disinda sayilar1 2-11 ve biiyiikliikleri 2-272 kb arasinda
degisen plazmitlere sahiptir (Gonzales, 1981; Lereclus, 1994; Carlton, 1988). Bt
siniflandirmasinda, tanimlanmasinda genel mikrobiyolojik yontemler, 1sik ve faz-kontrast
mikroskobu, H-serotiplendirme, rastgele c¢ogaltilan polimorfik DNA yontemi (RAPD),
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), sodyum doedesil sulfat poliakrilamid jel elektroforez
(SDS-PAGE) yontemleri kullanilmaktadir (De Barjac, 1962; Carozzi ve ark., 1991; Sauka
2010; Williams ve ark., 1990; Brosseau, 1993).
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2.3. Bacillus thuringiensis var. israelensis’in Genel Ozellikleri ve Biyoteknolojik
Onemi

Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) Israil’de 1976 yilinda Negev ¢oliindeki
kiiciik bir goletten izole edilmistir. Bu izolata ONR 60A adi verilmistir. Anopheles sergentii
Theobald, Uranotaenia unguiculata Edwards, Culex univitallus Theobald, Aedesa egypt
iLinnaeus ve Culex pipiens Linnaeus iizerinde test edilerek yiiksek larvasidal etkisi tespit
edilmistir (Goldberg ve Margalith, 1977). Bu sus daha sonra de Barjac tarafindan Bacillus
thuringiensis var. israelensis Serotip H-14 olarak tanimlanmis ve giiniimiizde kullanilmakta
olan Bti kiiltiirleri tiiretilmistir (de Barjac 1978; Margalith ve Dean 1985; Imamzade, 2008).
Bti, Diptera takimmin Nematocera alttakimma bagli olan Culicidae, Simulidae, Dixiidae,
Chironomidae ve bazi Ceratopogonidae’ler iizerinde toksik etkilidir ancak diger sucul
canlilara karsi (baliklar, deniz kabuklulari, amfibiler, Odonata, Hemiptera ve Coleoptera
takimlar1) toksik etkili degildir (Garcia ve ark. 1981, Mulla ve ark. 1982). Bti, sivrisinek ve
Simulium spp.’lere kars1 etkinliginin kesfinden sonra, Bat1 Afrika’da yillarca Onchocerciasis
Kontrol Programi’nda kullanilmigtir (Glare ve O’Callaghan, 1998). Bti, Gram (+), aerobik,
spor olusturan, entomopatojenik bir bakteridir, biyoteknolojik kullanimlarinda Bti Bacillus’un
en etkili alt tiridiir (Tyrell ve ark., 1979; Regis ve ark., 2001; Mittal, 2003; Toparlak ve
Vurusaner, 2006). Bti siskinlik olusturmamis sporangiyumlar i¢ersinde eliptik endosporlar ve
parasporal kristaller bulundurur (Yamamato ve ark., 1983). Bti toksin proteini birden fazladir.
28 kDa, 65 kDa, 135 kDa proteini gibidir. Bu proteinler hemolitiktir. Bti hemolitik toksini
hiicreler lizerindeki bir lipid reseptdriine baglanir (Davidson ve ark., 1987).

Bti’nin toksin proteini ile ilgili yapilmis ¢alisma sayisi1 ¢ok fazladir. Bti’den izole
edilen CytlA endotoksini karakterize edilen ilk Cytendotoksindir. CytlA endotoksini
(27.3kDa) total kristal proteinin % 40°n1 olusturur (Glare, 2000). Bti susunda bulunan 72 kDa
biiyiikliglindeki plazmitten izole edilen cry4A, cry4dB, crydC vecry4D genlerinin kodladigi
proteinler sirastyla 135, 128, 78 ve 72 kDa agirligindadir. Bu proteinler 27 kDa agirligindaki
cyt geninin tiriinii ile birlikte yuvarlak yapili kristallerde toplanirlar (Chang, 2003). Laboratuar
calismalarinda Bti’nin Cry toksinlerine karsi direng gelisebildigi gosterilse de uygulandigi
alanda Bti’nin kendisine direng gelismesi beklenmemekte, buna sebep olarakda Bti’nin etki
mekanizmalar1 farkli oldugu varsayilan dort adet Cry toksininin ve bir adet Cyt toksininin
olmasi gosterilmektedir (Glare ve O’Callaghan, 2000; Charles ve Nielsen-Leroux,
2001;Regis ve ark., 2001). Bti’nin insektisidal etkiden sorumlu Cry 4A, Cry4B, Cry 11A ve
Cyt 1A’ya karsi rezistans olusumunu 6lgmek amacryla Culex quinquefasciatus kullanarak

laboratuvarda yapilan 28 jenerasyonluk bir caligmada, Cry 4A’ya karst 16. jenerasyonda,
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Cry4A+Cry4B’ye karsi 19. jenerasyonda, Cry4A+Cry4B+Cryl1A’ya karsi 25. jenerasyonda
onemli oranda direng¢ gelismis ancak Cry4A+Cry4B+Cryl1A+CytlA’ya karsi 28.
jenerasyonun sonunda dahi resistans gelisimi gozlemlenmemistir. Bu sonug ile CytlA’nin
diren¢ gelisimine engel oldugu tezi ortayakonmustur (Georghiou ve Wirth 1997). Bu
calismanin sonucunu destekleyecek sekilde Wirth ve ark. (1997)’nin yaptiklar1 benzer bir
calisgmada Cyt 1A’nin insektisidal etkisinin az oldugu, ancak Cry toksinlerinin birine ya da

coguna karsi gelisen direnci baski altina alindig1 gosterilmistir.

2.4. Bacillus thuringiensis var. israelensis’in Gelismesini Etkileyen Faktorler

Son zamanlarda Bti’ye kars1 gelisen tolerans ve direng gelisimi ile ilgili ¢aligmalar
yayinlanmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde yaymlanan bir ¢alismada sahadan
toplanan Culex pipiens larvalarmin phenotrin, Bacillus sphaericus, Bti ve metoprene karsi
duyarlhliklar1 arastirilmis ve sahadan toplanan larvalari, duyarl larvalara oranla Bti’ye 33 kat
daha direngli olduklar1 bildirilmistir (Paul ve ark., 2005). Wirth ve ark., 2001 ise Culex
pipiens larvalarinin Bti’ye kars1 direng gelistirdigini tespit etmislerdir. Misir’da yapilan bir
caligmada, Culex pipiens larvalar1 20 jenerasyon boyunca Bti’ye maruz birakildiginda son
jenerasyonda, 1. jenarasyona gore sadece 2.8 kat tolerans gelistigi gozlemlenmistir. Sonraki 3
jenerasyonda seleksiyon uygulamasi ortadan kaldirilmis ve Bti’ye karsi gelisen tolerans % 58
oraninda dismistiir (Saleh ve ark.,2003). Cry toksinlerine kars1i direng gelisim
mekanizmalarna dair iki farkli hipotez bulunmaktadir. Ilk hipotez, diren¢ gelisiminden Cry
toksinlerinin proteaz aktivasyonundaki farkliligini sorumlu tutarken, ikinci hipotez toksinlerin
baglanma yerlerinde modifikasyonlarin sekillendigini ileri siirmektedir (Griffitts ve Aroian,
2005).

Bti, 1s1, nem, oksijen ve pH’nin ayarli oldugu 6zel fermentasyon figilarinda ticari
olarak yetistirilir. Bakterinin gida olarak tiiketmesi i¢in balik yemi ya da soya unu gibi yiiksek
proteinli gidalar kullanilir. Kiiltiirde, 3-3.5 pm uzunlugundaki hiicreler, zincir seklinde iirerler
(Mittal 2003). Bakteri, sporulasyon esnasinda sporun yani sira entomopatojenik proteinlerin
toplandig1 bir kristal tiretir ve pargalanir. Geriye spor, kristal, parcalanan hiicrelerin enkaz1 ve
sindirilmemis kiiltiir kalir. Spor ve kristaller, santrifiij ile ¢okertildikten sonra, mikrofiltrasyon
ile toplanir. Filtre edildikleri 1silarda daha ¢ok beslendikleri ve kisa siirede daha fazla toksin
sindirdikleri varsayilmaktadir (WHO, 1982; Lacey ve Oldacre, 1983; Wilson ve ark., 2005).
Etkinlik iizerinde pH’ nin etkisi konusunda da farkli goriisler bulunmaktadir. Floore ve ark.
(1987), pH’nin herhangi bir etkisi olmadigin bildirmigler, buna kars1 olarak Lacoursiere ve

Charpenter (1988), artan pH ile Bti patojenitesi arasinda pozitif korrelasyon oldugunu ileri
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sirmiiglerdir. Gnoffo ve ark. (1981) ve Wilson ve ark. (2005) pH’y1, Bti’nin insektisidal
etkinligi tizerinde etkisiz bulmuslardir. Organik maddelerin artigi, Bti’nin etkinligini
azaltmaktadir. Uygulama yapilan suyun ¢camurlu olmasi, ¢iirimekte olan organik maddeler
Bti’nin etkinligini azaltmaktadir (Beck, 1982; Margalith ve Bobroglo, 1984; Ohana ve
ark.,1987; Mulla ve ark., 1990; Becker ve ark.,1992). Sedimentasyon ve Bti’nin kati
taneciklere baglanmasi, inaktif hale gelmesinin ana nedeni kabul edilmektedir. Bti’nin
parasporlari, suda asili bulunan taneciklere ve ¢okeltilere yapigsma egilimindedir, dolayisiyla
Bacillus sphaericus’e nazaran kisa siirede suyun dibine ¢oker. Bu durum Bti’nin sahada
Bacillus sphaericus’den daha kisa siire etki gdstermesinin sebebi kabul edilmektedir (Liithy
ve Studer 1986, Yousteen ve ark. 1992, Poopathi ve Tyagi 2004). Gnoffo ve ark. (1981)’nin
su ¢esidinin Bti’nin insektisidal etkinligine etkisini 6lgmek amaciyla yaptiklari ¢alismada
Bti’nin, distile suda, golet suyuna gore daha etkin oldugu bulunmustur. Suda bulunan iyonik
maddeler de bakterinin etkinligini etkiler. Metal elementlerinden dogada diisiik seviyelerde
bulunan perklorat, Bacillus iceren mikrobiyal insektisitlerin etkinligini degistirmemekte,
ancak hekzavalent krom, Bti ve Bacillus sphaericus’nin etkinligini arttrrmaktadir (Sorensen
ve ark.,2007). Giines 1smlar1 Bti’nin etkinligini azaltmaktadir. Larvalarin yaslanmasi ve larva
sayisinin fazlalasmasi, Bti’ye duyarliligi azaltmaktadir (Beck, 1982; Becker ve ark.,1992).
Dogal sucul mikrocanlilarin varhigi Bti’nin etkinligini diisiirmektedir. Ortamda Daphnia gibi
suyu filtre ederek beslenen sucul canlilarin olmasi larvalarin beslenirken daha az bakteri
almasia ve sonugta Oliim yiizdelerinin diismesine sebep olmaktadir (Becker ve ark.,1992).
Sivrisineklerin lireme alanlarinda yogun vegetasyon bulunmasi, Bti’nin etkinligini
azaltmaktadir (Mulla ve ark. 1982). Yesil alg Scenedesmus quadricauda’nm Bti’nin
etkinligini diistirdiigii laboratuvar denemelerinde gosterilmistir (Overmyer ve ark., 2006). Bti
formulasyonlarmin tutuldugu ortamlardaki sicaklikta etkinlikleri tizerinde rol oynamaktadir.
25 °C ve 1lzeri derecelerde saklanan formulasyonlarda ciddi insektisidal etki kayiplari
gbzlenmistir (Ignoffo ve ark., 1982; Farghal ve Darwish, 1988).

Kullanilan Bti formulasyonu da etkinlik ve kalicilik {izerinde rol oynamaktadir. Luthy
ve Studer (1986), Poopathi ve Tyagi (2004)’e gore Bti’nin toksik etkisi 24-48 saat sonra
kaybolmaya baglar. Federici (2002) ise uygulanan yerde iki hafta kadar kalicilik oldugunu
bildirmektedir. Bu farklilik, kullanilan formulasyon ile agiklanmaktadir. Graniil
formulasyonlar1 toksinleri yavas yavas yaydiklar1 i¢in Bti’nin uygulandigi yerde daha kalic
olmasini saglamaktadir. Laboratuvar kosullarinda Bti ile beslenerek dlen larva ve pupalarda
bakterinin kendini yeniledigi, sporlandig1 ve parasporal kristal iirettigi Aly ve ark. (1985),
Khawaled ve ark. (1989) tarafindan bildirilse de bu durum dogal kosullarda
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gozlemlenmemistir (Lacey, 2007). Buna sebep olarak da bakterinin kadavrada kendini
yenilemesine firsat bulamadan habitattaki diger bocek ve larvalar tarafindan yenilmesi, bu
duruma ilaveten diger bakteri, mantar ya da protozoon tiirlerinin kadavrada kolonize olmalari
gosterilmektedir (Aly ve ark., 1985; Mulla ve ark., 1990). Bti’nin etkinligini dolayli olarak
attran bir diger unsurda Bti’nin uygulandigi yerlere yumurta birakmalar1 i¢in disileri
etkilemis olmasidir. Aedes albopictus’larla yapilan bir ¢alismada Bti uygulanan su kaynaklart,
Bti uygulamasi yapilmayan kaynaklara kiyasla disiler tarafindan ovipozisyon i¢in daha
coktercih edilmistir (Stoops, 2005). Bti arazi ¢aligmalarinda bitki Ortiisii de larvasitlerin

etkisini de engelleyici yonde bir etki gostermektedir(Lacey, 1998).

2.5. Agir Metallerin Mikroorganizmalar Uzerine Etkileri

Ekosistemde organik kirleticiler ve agir metallerden birincil olarak etkilenen canlilar
bakteri ve funguslardir. Ciinkii bu organizmalar biyotransformasyon ve biyobirikimde anahtar
role sahiptirler. Bugiine kadar 200’den fazla bakterinin ve yaklasik olarak 50 fungusun
genomu tanimlanmustir. Bu genomlar kiigiik boyutlar1 ve basit olmalar1 nedeniyle protein
seviyesindeki degisikliklerin belirlenmesinde 6nemli modellerdir. Son yillarda yapilan protein
calismalari, agir metal kirliligine kars1 mikroorganizmalarin proteinlerin olusturdugu hiicresel
yanitin bulunmasina odaklanmistir (Dowling, 2006; Lestan ve Suhadolc, 2003).

Topraklardaki agir metaller ve kimyasallarin miktarlar1 topraktaki normal baslangig
degerlerinden fazla ise mikro Kirleticiler olarak bilinirler. Topraktaki mikrokirleticiler serbest
iyon haline gectiklerinde taban suyuna karisip suyun niteligini bozarlar. Bitkilerinde yapisina
giren bu Kirleticiler besin zinciri ile ekosistemdeki tiim canlilar i¢in tehdit olustururlar. Agir
metallerin 0Ozellikle belirli dozlardan itibaren canlilardaki fizyolojik fonksiyonlar1 ve
biyokimyasal olaylar1 direkt veya dolayli olarak etkiledigi bilinmektedir. Bu durumda
kimyasallara kars1 mikroorganizmalar sporlagsma vb. gibi diren¢ mekanizmalar1 olustururlar
(Cevre mevzuati, 2006; Rosen, 2002). Metal ihtiva eden cevrelerdeki secici baskilar, tiim
toksik metallere kars1 belli direng mekanizmalarmin ortaya ¢ikmasini saglamistir (Choundry,
2007). Bu direng mekanizmalarinin biiyiik bir kism1 plazmid kokenlidir. Bu konuda ¢aligilan
mikroorganizmalar daha ¢ok Staphylococcus, E.coli, Pseudomonas aeroginosa ve Bacillus
tirlerini kapsamaktadir (Rouch, 1995; Panak ve ark., 1999). Bti iirettigi toksin proteininden
dolayr stres faktorlerinin yogun oldugu ortamlarda yapilan c¢alismalarda tercih edilen
mikroorganizmalardan biridir (Nies, 1999).

Agir metallerin ¢gogu, d orbitallerinin dolu olmasi1 sebebiyle gegis elementleri olarak

bilinirler. D orbitalleri agir metal katyonlarmnin redoks tepkimelerine girebilen veya
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giremeyen herhangi bir bilesik ile karmasik yap1 olusturmasini saglamaktadir. Bundan dolay,
agir metaller, iz element olarak karmasik pek ¢ok biyokimyasal reaksiyonda onemli gorev
istlenir. K(I1), Mg(Il), Mn(I1), Ca(ll), Cu(ll), Zn(I1), Na(l), Ni(ll), Co(ll), Cr(VI1) ve Fe(ll)
gibi metaller esansiyeldir ve besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir. Bu metaller, redoks
tepkimelerini katalizlemeye yardimci olan mikrobesin gorevindedir. Bdylece molekiillerin
elektrostatik etkilesimlerinin kararliligint ve ozmotik basmcin kontroliinii saglamak icin
enzimlerin bilesenleri olarak kullanilirlar. Fakat Ag(I), Cd(I), Pb(II), Al(l), Hg(ll) ve Au(ll)
gibi agir metaller biyolojik dnem tagimadiklarmdan esansiyel degillerdir. Bununla birlikte,
besinsel degerleri olmayan bu metallerin mikroorganizmalara toksik etkisinin fazla oldugu
bilinmektedir. Bu toksik metaller 6nemli hiicresel bilesenlerle kovalent ve iyonik baglarla
etkilesime girmektedirler. Esansiyel olan ve olmayan bitin metaller Yyiiksek
konsantrasyonlarda hiicre zarinda hasara neden olup, enzim 6zgiinligiinii degistirebilirler.
Ayni zamanda hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir ve DNA’nin yapisina zarar verebilir. Bu
nedenle metallerin biitiin canli hiicrelerin metabolizmalarmin dengede tutulmasinda g¢ok
onemli bir yer olusturdugu kabul edilmektedir (Hughes, 1989; Ji, 1990; Nies, 1999; Bruins,
2000). Bacteroides ve Clostridium tiirlerinde de civa ve organocivalar igin direnglilik
bildirilmistir. Metallere karsi direng¢ mekanizmalar1 prokaryotik hayat basladiktan hemen
sonra gelismistir. Clinkii bakterilerin gelistigi ortamlarda metaller her zaman var olmuslardir
(Harnet,1995; Ji, 1984). Metal direnglilik mekanizmalari, genellikle antibiyotik direng
mekanizmalar1 ile iliskilendirilmektedir (Karagéz, 2004). Ciinkii her iki tip direngde
organizmalar arasinda konjugasyon veya transdiiksiyon ile transfer gerceklesmektedir. Baz1
durumlarda, metal direngliligi ile antibiyotik direngliligi ayni plazmid kékenli olabilmektedir.
Metal direngliligi ise antibiyotik kullanimindan 6nce rapor edilmistir (Harnet, 1984; Gassman,
2009). Hiicre i¢in besin olarak alinan bazi metaller yiiksek derisimlerde oldugunda ise hiicre
icin toksik etkiler yapmaktadir. Kobalt, nikel, bakir ve ¢inko boyledir (Ji ve ark., 1995). Hiicre
icin gerekli olan bu metaller, pek cok enzimin yapisindaki kofaktorleriolustururlar. Bazi
metaller hiicrenin oksidasyon rediiksiyon sistemlerinde kullanilir. Bazi metaller gen
ekspresyonunda ve biyomolekiillerin aktivitesi i¢in dnemli gorevler tistlenmislerdir (Castro-
Silva, 2003).

Agir metal igerigi yiiksek olan atik sular tekstil, deri, boya, metal ve kagit
endiistrilerinden kaynaklanmaktadir. Aritimi yapilmaksizin kontrolsiiz bir bicimde g¢evreye
birakilan bu atik sular, o habitattaki tiim canlilar i¢in toksik ve mutajenik etkiye sahiptir. Baz1
organizmalarda canliligmm devam etmesi i¢in iz miktarda kullanilan bazi metallerin yiiksek

yogunluklar1 hiicrelere zarar verebilmektedir. Pb(Il), Au(l1), Cd(l), Ag(l), Al(l) ve Hg(ll) gibi
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toksik metaller biyolojik 6neme sahip degildirler ve ¢ok diisiik konsantrasyonda dahi
bulunmalar1 hiicreler icin tehlike arz etmektedir (Bruins ve ark., 2000; Nies, 2003). Bu
sebepten agir metal ihtiva eden ortamlardan agir metalin uzaklastirilmasi ile ilgili calismalar
artmaktadir. Bazi calismalarda, agir metallerin c¢esitli mikroorganizmalar kullanilarak
endiistriyel atik sulardan uzaklastirildigi gosterilmistir. Mikroorganizmalar agir metallere
kars1 direng gelistirerek toksik, karsinojen ve mutajen olabilen agir metal iyonlarina tolerans
gosterir ve bu Kirleticileri ortamdan uzaklastirabilirler. Gelistirilen bu direng mekanizmalari
agir metallerin mikroorganizmalar tarafindan hiicre igine alinmamasi, hiicre iginde veya
disinda tutulmasi, kirleticinin daha az toksik forma cevrilmesi, metalin hiicre disma aktif
taginmasi ve mikroorganizmanin metale kars1 daha duyarsiz hale gelmesi seklindedir (Bruins
ve ark., 2000; Malik, 2004; Sultan ve Hasnain, 2006). Agir metallere kars1 direng gelistiren
mikroorganizmalar, yukarida bahsedilen sistemlerinden birini veya birkagini kullanabilir. Bu
yolla agir metalin toksik etkilerinden korunmaya ve canliligini siirdiirmeye ¢alismaktadir. Bu
siiregte stres faktoriine cevap olarak sentezlenen bazi proteinler anahtar role sahiptir. Agir
metal stresindeki bir mikroorganizma bu stresle bas edebilmek ve dayaniklilik saglamak i¢in
bazi proteinlerin sentezini arttirlar (Tosunkhowong, 2005; Kilig, 2008). Bu proteinler hem
hiicre i¢inde sentezlenen sitozol proteinlerini ve zar proteinleriyle birlikte hiicre disi
bilesenlerini de igerebilmektedir. Bu tip proteinlerin tanimlanmasiyla stres faktorlerine
mikrobiyal cevabimn belirlenmesi ancak protein ¢aligmalar1 ile miimkiin olmaktadir (Sharma ve
ark.,2006; Schmidt ve ark., 2005).

1995 yilinda bir genomun proteinin tanimlanmasi ile ilk kez proteom terimi
kullanilmaya baglamistir. Genom proteoma kiyasla degismezken, yiiksek dinamizme sahip
proteom degisiklik gosterebilir. Bu degisiklik cevresel kosullardan, ¢esitli stres faktorlerinden
ve ayni zamanda hiicrenin fizyolojik durumundanda kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte,
farkli ortam kosullarinda genom sabit kalirken farkli organizmalar farkli proteomlar
bulundurabilir. Proteom ¢aligsmalar1 belli kosullarda organizmanin, 6zel bir dokusunun veya
herhangi bir hiicresel kismmin proteinlerindeki degisiklikleri belirleyebilmektedir. Bu tip
calismalarin iki dnemli hedefi vardir. Ilki, hiicrelerden elde edilen proteinlerin tanimlanmast,
ikincisi ise tanimlanan proteinlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesidir. Bu iki amaca
ulasmada kiitle spektrofotometri (MS) Onemli bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Bu
caligmalarda proteinler oncelikle izoelektrik noktalarina (birinci boyut) ve daha sonra molekiil
agirliklarma (ikinci boyut) goreayrilirlar. Bu sekildeki ayirma yontemine iki boyutlu jel
elektroforezi (2D jel elektroforezi) adi verilmektedir. MS analizinden dnce proteinler denatiire

edilir ve enzimlerle sindirilir. Proteinlerin sindirilmesinde tripsin enzimi yaygin olarak
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kullanilmaktadir. Peptid ornekleri de kiitle spektrofotometrisinde Slglilmektedir. Biitiin bu
basamaklar sonucunda, bir mikroorganizmanin biitiiniiniin, 6zel bir dokusunun veya herhangi
hiicresel bir kisminin proteinlerindeki degisiklikler belirlenebilmektedir (Rabilloud, 2000;
Kolker, 2006).

Proteom g¢aligmalari, bir hiicrenin, dokunun veya organizmanin genomundan yazilan
proteinlerin arastirilmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu c¢alismalar toksisite ile ilgili protein
veya protein gruplarmin tespit edilmesine de yardimci olmaktadir. Ayrica bu proteinler, toksik
kirleticilerin ortaya ¢ikarilmasinda biyolojik isaretleyici olarak da kullanilabilmektedir. Farkli
stres kosullarinda bir mikroorganizma tarafindan iiretilen proteinlerin karsilastirilmasi, 0
mikroorganizmaya ait proteom farkliliklarini ortaya koymaktadir. Bu kosullarda sentezi artan
veya azalan proteinlerin tanimlanmasi organizmalarin stres ortamina verdigi yanitin
molekiiler mekanizmasinin agiklanmasma yardimci olmaktadir. Farkli c¢evresel kosullarin
organizmalara etkisinin arastirildig1 proteom g¢alismalari, biitiin proteinleri veya tek bir hedef
proteini kapsayabilmektedir. Bu kapsamda biitiin protein analizlerinde arastiricilar maksimum
sayida protein elde edip tanimlamayi amaglarlar. Fakat tek bir hedef proteini kapsayan bir
calismada ise, bu protein bir organel, hiicre ¢ekirdegi veya bir sinyal yolu elemani gibi
hiicresel bilesenlerden bir tanesi olabilmektedir (Nesaty ve Suter, 2007).

Proteom analiziyle mikroorganizmalarin agir metal stresine karsi olusturduklari
cevabin belirlenmesiyle ilgili caligmalar heniiz ¢ok yenidir. Bununla birlikte agir metal
stresine maruz kalan mikroorganizmalarin verdigi yanitin ve savunma mekanizmalarida
kullandiklar1 proteinlerin arastirildigi bazi proteom ¢aligsmalar1 da bulunmaktadir.

Vido ve ark., 2001°de Saccharomyces cerevisiae mayasmni, Cd(Il) stresine maruz
birakarak maya hiicrelerinin agir metale stresine karsi hiicresel yanitini proteom analizi ile
belirlemislerdir. Calisma sonunda, maya hiicrelerinin agir metal stresine cevaben 54 proteinin
sentezini arttirdigmi1 ve 43 proteinin sentezini azalttigini belirlemislerdir. Ozellikle siilfiir
iceren aminoasitlerin biyosentezi ile ilgili enzimlerin yapiminin arttigi goriilmiistiir. Ayni
zamanda arastiricilar, antioksidant 6zellige sahip bazi proteinlerin Cd(II) iyonlarina maruz
birakilan maya hiicreleri tarafindan daha fazla sentezlendigini gostermislerdir. Ayn1 zamanda
tiyoredoksin ve tiyoredoksin rediiktaz gibi proteinlerin sentezinde de artis goériilmiistiir.
Aragtiricilar sentezi artan bu proteinlerin Sacharomyces cerevisiae 'nin Cd(II) iyonlarmna kars1
hiicresel savunma mekanizmasinda esansiyel oldugunu bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada
Cu(Il) iyonlarinin ortamda demirin varhginda Acidithiobacillus ferrooxidans’in protein
sentezi ilizerine etkisinin arastirildigi denemelerde organizmanin zar ve periplazma protein

sentezine 200 mM Cu(Il)’nin ne sekilde etki edecegi arastirilmistir. A. ferrooxidans Cu(ll)
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iceren Ve icermeyen IKi farkli ortamda gelistirilerek bakterinin proteinleri izole edilmis ve
protein profillerindeki farkliliklar 2D jel elektroforezi ile tespit edilmistir. Sonug olarak Cu
(II) igeren ortamda bakterinin bazi proteinlerinin sentezi azalirken bazilarmin arttig
goriilmiistiir. Diisik molekiil agirlikli proteinlerin Cu(Il) iyonlar1 i¢eren ortamda, diisiik
molekiil agirlikli proteinlerin sentezi belirgin bir sekilde diisiis gostermistir. Bu proteinlerin
asidik proteinler ve dis zara ait elemanlar olabilecegi ileri stirilmiistiir. Bunun yani sira ayni
stres ortaminda rustiksiyanin proteinin daha fazla sentezlendigini tespit etmislerdir.
Rustiksiyanin, periplazmik bir proteindir ve demir oksidasyon yolunun elektron tagima
zincirinde gorev almaktadir. Bu nedenle arastiricilar bakterinin Cu(ll) iyonlarma karsi iki
yolla cevap verdigini belirlemislerdir. Birincisinde Cu(Il) iyonlarna karsi gegirgenlik
azalirken, ikincisinde ise Cu(ll) periplazmada sentezi artan protein tarafindan tutulmaktadir
(Felicio ve ark., 2003).

Cesitli Bacillus tiirlerinin sporlariyla enzimatik Mn(II) oksidasyonu ¢aligilmis, Mn(II)
oksitleyen enzimler belirlenmistir. Agir metal igeren ortamlardan Bacillus spp. izole edilmis,
SDS-PAGE ile protein profilleri ortaya g¢ikarilmistir. Mn(II)’1 oksitleyen spor proteinleri
belirlenmistir (Chris ve Bradley, 2002). Bacillus sphaericus bakterisinin ise baz1 kimyasallara
olan yonelimi, kemotaksis proteini (metil baglayan 53 kDa) baz alinarak incelenmistir
(Andrew ve ark., 1993, 1994). Baska bir ¢alismada Bacillus sphaericus JG-A12’nin yiizey
tabakasinda uranyum ve diger metalleri tutma yetenegi oldugundan faydalanilarak, exafs
spektroskopiyle ylizey proteinlerine tutunan uranyum ve karboksil, fosfat gruplar
incelenmistir (Merroun ve ark., 2004).

Ni(IT) iyonlarmin Streptomycetes acidiscabies bakterisinin hiicre i¢i protein sentezine
etkisinin arastirildig1r bir ¢aligmada mikroorganizma Ni(Il)iceren ve icermeyen iki farkl
besiyerinde gelistirilmistir. 2D jel elektroforezi kullanilarak protein sentezindeki farkliliklar
belirlenmistir. Ni(II) varliginda glikoliz ile ilgili baz1 enzimlerin sentezinde artis, demir ihtiva
eden siiperoksit dismutazin sentezinin inhibe edildigi tespit edilmistir (Schmidt ve ark., 2005).
Streptomyces coelicolor bakterisi ile yapilan c¢alismada agir metal igeren ve igermeyen
ortamlarda bakterinin yanit mekanizmasi ¢alisilmistir (Ahn ve ark.,2006). Pseudomonas
fluorescens’in agir metal stresine karsi gelistirdigi direng mekanizmasmim proteinlerin
proteom analizi ile ortaya ¢ikarmiglardir. Calismada gesitli agir metallere maruz birakilan
bakteri, farkli olarak sentezlenen proteinleri 2D jel elektroforezi ile belirlenerek, MS ile ise
tanimlanmistir. Bakteriye Pb(1l) ve Cu(II)’nin etkisi spo VG ile enolaz proteinlerinin enzimi
sentezinin arttig1, buna ragmen bakteri canliliginin azaldig1 goriilmiistiir. Co(ll) agir metaline

maruz kalan bakteride ise varolan proteinin sentezinin azaldigi, ksilotransferaz, ORF 18 faj,
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OMP HI1 ve translasyonel uzama faktor (EF-Tu) gibi proteinlerin ise sadece Co(ll) metaline
maruz kalindiginda sentezinin oldugu sonucu elde edilmistir. Bu sonuglara gore, ortamda agir
metal etkisine maruz birakilan bakterinin tanimlanan proteinleriyle agir metal stresine karsi
bir savunma mekanizmas: gelistirdigi gézlemlenmistir (Sharma ve ark., 2006; Rossbach,
2000). Bagka bir ¢alismada ise Bar ve ark., 2007 yilinda, agir metallerle kirletilen ortamlardan
izole ettikleri ve Klebsiella pneumoniae olarak tanimladiklar1 mikroorganizmayi, Co(ll) ve
Pb(Il) igeren ortamlarda gelistirmisler. Bunun sonucunda bakterinin sentezledigi farkli
proteinlerin oldugu goriilmiistir (Ozcan ve ark., 2007). Phanerochaete chrysosporium
fungusunun Cd(I1) ve Cu(Il) muamelesine birakilmasina verdigi yanit1 proteom analiziyle
aciklamiglardir. ATP-az, ribozomal protein S7, 3 adet ribozomal protein ile
flavonol/sinnamolil-CoArediiktaz, ribozomal protein S21’e ve uzama faktér EF-1 alfa alt
iinitesi gibi proteinlerinin sentezinin daha fazla oldugunu bulmuslardir. Hg(Il)’ye direngli
oldugu bilinen Pseudomonas putida suslar1 incelenerek yiiksek yogunlukta Hg(Il)’ye maruz
kalan bakterinin toplam hiicresel proteinlerinde ¢ok az bir degisim belirlenmis, hatta zara ait
tastyici proteinlerinde degisiklik varoldugu sonucu elde edilmistir. Bu ¢alismaya gore, yiiksek
konsantrasyonda agir metalin varoldugu ortamda katyon akisini saglayan tasiyici proteinlerin
yapimi neredeyse 45 kat fazla olurken, buna ragmen zar proteini olan porinin yapimi 106 kat
azaldig1 goriilmiistiir. Stres sartlarinda enerji metabolizmasi ile ilgili herhangi bir proteinin
digerlerinden daha fazla sentezlendigiyle ilgili bir sonuca ulasmamiglardir (Leonhduser ve
ark., 2007). Shilev ve ark., 2007 yilinda yaptig1 calismada arsenata direngli Pseudomonas
fluorescens bakterisinin arsenat varliginda ve yoklugunda proteom analizi ile toplam
proteinlerini belirlemislerdir. 1000 ppm arsenat varliginda, direngli olan bakteri 9 adet
proteinini farkli ve 4 adet proteinini yeni sentezledigi, bunun yani sira 4 adet proteinin
sentezini de arttirdigi, 1 proteinin sentezininde azalttigini tespit etmislerdir.

Baz1 bitkiler ve bakteriler kullanilarak disiplinler arasi ¢aligmalar da yapilmistir.
Brassica juncea bitkisinin yetistirildigi ortama farkli Cr konsantrasyonlari uygulanan
caligmada, bitkilerin topraktaki agir metalleri biinyesine kokleri yardimiyla Cr’a direngli
Pseudomonas sp. ve Bacillus sp. bakteri tiirlerini kullanilarak yapilan ilgili ¢alismalar
mevcuttur (Rajkumar ve Lee, 2004; Srinath, 2002). Bacillus sphaericus hiicreleri ve sporlar1
kullanilarak agir metallerin biyosorpsiyonu calisiimig, uranyum ve bakirin ortamdan tamamen
emiliminin saglandigi goriilmiistiir (Soltmann, 2003).

Agir metallerle ilgili toprak ve su ortamlarindan izole edilen agir metale direncli
mikroorganizmalarin belirlenmesi ve metal tolerans mekanizmast ile ilgili caligmalar

mevcuttur. Bu ¢aligmalar endiistriyel alanlarda kirliligi 6nlemek amag¢li mikroorganizmalarin
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kullanabilecegi konusunda aydinlatict olmustur (Seget, 2005; Chovanova, 2004; Nourbakhsh,
2002; Zouboulis, 2004; Kannan, 2005; Lee, 1998; Alm, 2003).

2.6. Agir Metallerin Bacillus thuringiensis var. israelensis Uzerine EtKisi
Degisen ve gelisen diinyanin vazgegilmez bir parcasi olan sanayi ve madencilik
caligmalari, agir metal kirliliginin en biiyiik sebeplerinden biridir. Agir metaller; yogunlugu 5
g/cm’den biiylik olan, canlilara toksik etkileri olan metallerdir (LarsJarup, 2003). Periyodik
tablodaki 90 elementin; 21 metal olmayan, 16 hafif metal ve 53 agr metal olarak

tanimlanmaktadir.

Kobalt, civa, bakir, arsenik, ¢inko, kadmiyum, kursun, krom gibi metallerinde dahil
oldugu 60’a yakin agir metal var oldugu diisiiniilmektedir (Kahvecioglu ve ark., 2003).
Tahminen 5000 yildan bu yana insanlar tarafindan farkli amaglarla kullanilan agir metallerin
bilinen ilk endiistriyel kullanimlar1 olarak tasima borulari, yapi1 materyali, seramik ve cam
yapimi ve olarak baslamistir. Sanayi devrimiyle bu metallerin kullaniminda eskiye oranla
ciddi bir arti olmus, yiiksek miktarda yogun konsantrasyonlu agwr metallerin dogal
kaynaklara karigmasma sebep olmustur. Sanayi devriminden giiniimiize bakildiginda ise
katlanarak devam etmekte olan maden sanayi faaliyetleri ve sehirsel atiklar ¢evreye agir metal
yayilimina yogun bir sekilde neden olmaktadir. Cevreye zarar veren agir metaller yiizeysel
olan yeralt1 su kaynaklari, su akintilari,ve asit yagmurlariyla deniz ve goller gibi sucul
ortamlara taginarak buralarda diplerinde birikime sebep olurlar. Dogaya zarar veren bu
metaller ilk olarak sedimentte birikir ve sedimentin adsorbsiyon kapasitesinin asilmasiyla
sularda birikime artarak devam ederler. Gelismis iilkelerde artmaya devam etmekte olan bu
agir metallerin ekosistemde birikimi ve yayilimi, daha gelismis {ilkelerde son zamanlarda
azalma oldugu kaydedilmistir. Bu metaller igerisinde en fazla olumsuz etki gosterenleri civa,
kursun, arsenik ve kadmiyumdur (LarsJarup, 2003). Mikroorganizmalarin yapisina zarar
veren bu Kirlilik hiicre duvari, protein yapisi, niikleik asit ve yasamsal sistemleri lizerinde
olumsuz sonuglara neden olarak yasam siireclerini ve dongiilerini olumsuz yonde
etkilemektedirler. Agr metal Kkirliligine maruz birakilan mikroorganizmalar 6lim,
biyogesitliligin bozulmasi ve tiiriin tamamen ortadan yok olmasi gibi tehditlerle karsi karsiya
kalmaktadir. Fakat bazi mikroorganizmalar, gelistirdikleri farkli sistemler ile agir
metallerinolumsuz etkilerinden korunmaya ¢aligmiglardir. Agir metale direng gosteren genler
kromozom ya da plazmidler iizerinde bulunabilir. Mikroorganizmalar, hiicre bilesenlerinde
gosterdikleri yapisal degisiklikler ve sentezledikleri yeni bilesenler ile agir metallere karsi

direng gosterirler. Yapilmis bazi ¢aligmalarda agir metal kirliligine maruz kalinan ortamlarda
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direngli farkli, hatta yeni tiirlerin varhigi rapor edilmistir (Filali ve ark., 2000; Li ve
Ramakrishna, 2011; Roosa ve ark., 2014). Mikroorganizmalarin agir metal stresine
gelistirdikleri direnc tespit edilirken kiiltiirel yontemler, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
genom sekansi, DNA problar;, Western blotlama ve protein elektroforezi gibi yontemler
kullanilmaktadir. Kiiltiirel yontemler daha ¢ok agir metal tuzlarimi ihtiva eden ortamlarla
mikroorganizma izolesi ve farkli metallerle biliylime sartlarinin gozlemlenmesi amaciyla
kullanilmaktadirlar. Bu ¢alismalarda her bir agir metal i¢in ayr1 ayr1 ortamlarla karistirilarak
test edilebildigi gibi birden fazla metali ayn1 anda ortama ilave ederek farkli, ¢oklu direng
denemeleri ¢alismalar1 da yapilabilir. Kat1 veya sivi besi ortamlar1 ¢alismalar1 belirlerken
kullanilabilir. Agir metal direncini belirledigimiz bakterinin, Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonunu (MIK) belirlenmesi de gerekir. MIK tayini farkli oranlarda agir metal

iceren kat1 veya sivi besiyerilerinde yapilarak belirlenebilir (Hassen ve ark., 1998).

Agir metal direng tespitinde molekiiler yontemler de kullanilan diger farkh
yontemdir. Molekiiler yontemlerde agir metal direng genlerinin varliginin taranmasinda
yaygin olarak PCR kullanilir. Bunun yaninda genom sekansi poliakrilamid jel elektroforezi,
DNA problar1 ve Western blotlama gibi yontemleride kullanilmaktadir. PCR metodu
incelenirse agir metal direnci saglayan genlere spesifik primerler segilir, PCR ile ¢ogaltilip
goriintiilenerek ilerler. Kiiltiirel ve molekiiler yontemlerin diren¢ varliginda aynmi anda
¢oziimlenmesi, derecesini ve bu direngten sorumlu genin ifadesinin sonuglarina
ulagilabilmektedir. Agir metal kirliligine maruz kalan sucul ortamlar, sedimentleri ve atik
sulardan izole edilen mikroorganizmalarla ilgili ¢alismalardakursun, krom, kadmiyum,
kobalt, arsenik, ¢inko, civa, bakir, mangan, magnezyum, Selenyum gibi metallere karsi
direnglilik tespiti elde edilmistir. Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
cepacia, Bacillus thuringiensis, Bacillus arsenicus, Streptococcus sp., Klebsiella
rhinoscleromatis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas paucimobilis, Proteus mirabilis
Citrobacter freundii, Providen ciarettgeri, Proteus mirabilis, Pseudomonas fluorescens,
Aeromonas hydrophila, Staphylococcus pasteuri, Acinetobacter calcoaceticus, B. pumilis, B.
indicus, B. clausii, Planacoccus maritimus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, ve Staphylococcus sp. gibi Gram negatif ve pozitif bircok tiirde agir metal
direnci var oldugu gorilmistiir (Hassen ve ark.,1998, Filali ve ark., 2000, Nithya ve ark.,
2011). Minimum inhibisyon konsantrasyonu yani MiK ise 0,02 — 400 mM/L arasinda oldugu
bulunmustur (Hassen ve ark., 1998, Li ve Ramakrishna, 2011). Calisilan bazi

mikroorganizmalarda ayn1 anda birden fazla agir metale karsi direng varligina rastlanmistir
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(Filali ve ark., 2000). Agir metal direncinin belirlenmesinde ¢esitli gen bolgelerinden
yararlanilarak yapilir. Kursun direnci pbrT, civa merA, merB, merC, merD, merR, merP,
merT, Arsenik arsA, arsB, arsC, arsD, arsR, bakir copA, copB, copY, copZ, kadmiyum
cadA, cadB, cadC krom chrA, chrB nikel-kobalt-kadmiyum nccA, chrA, chrB, kobalt-¢inko-
kadmiyum czcA, czcB, czcC, czcD gen kisimlar1 uygun primerlerle c¢ogaltilarak
gorlintiilenmistir (Roosa ve ark., 2014; Abou-Shanab ve ark., 2007; Rouch ve ark., 1995;
Bruins ve ark., 2000).

Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) ile ilgili yaptigimiz literatiir
calismalarinda stres c¢alismalart mevcut olmasina ragmen agir metalin etkisi ile ilgili

calismalar yetersiz kalmaktadir.

Bti, Chromosorb 101 yani yeni bir siv1 faz ayiricis1 olan kolon kromatografisi
yonteminde ¢evrede ¢cok miktarda bulunan Cd(II), Mn(II), Ni(II), Co(II) gibi agir metallerle
caligilmig, Bti kolonda 100 kez iist iiste kullanilmistir (Mendil ve ark., 2008). Hassen ve
arkadaglar1 tarafindan 1997 yilinda Pseudomonas aeruginosa ve B. thuringiensis iizerine agir
metallerin etkisi (tlim siilfat tuzlarinin etkisi) ¢alisilmistir. Baska bir calismada ise Bti, agir
metal iyonlarmin 6n konsantrasyonu i¢in yeni adsorban olarak Dowexoptipore V-493 iizerine
yiiklenmis, Bakir (IT), demir (III) ve ¢inko (II) 'nin pH, adsorban miktari, numune hacmi vb.
de dahil olmak iizere kantitatif geri kazanimlarmin analitik sartlar1 arastirilmistir (Tiizen,
2008). Bakterilerdeki agir metal stresi konusu, mikrobiyologlarin dikkatini ¢ekmeyi
basarmustir. Clinkii  bakteri direng¢ mekanizmalari, farkliliklar1i  6nemli  biyolojik
calismalardandir. Agir metallerin ¢evreye verdikleri hasarlar endiistriyel, zirai uygulamalar
sonucunda dagilir ve yayilimi sucul ve karasal sistemlerde birikime sebep olmaktadir. Agir
metallerin sebep oldugu kirletilmis ¢evrelerden izole edilmis bakteriler agir metallerin toksik
etkilerine kars1 farkli mekanizmalariyla diren¢ kazanmiglardir. Karasal ve sucul ¢evrelerden
agir metallerin birikiminin uzaklastirilmasi teknikleri, etkisi yliksek biyolojik metotlardandir.
Biyomadencilik, biyoremediasyon ve atik su aritim tesislerinde biyolojik kiitle icerisinde

karmagik formda bulunan agir metaller farkl sekillerde degerlendirilebilir.

Agir metal direncliligini kodlayan genler bunun yanisira antibiyotik direngliliginde
de etkilidir. Bu sebeple bu mikroorganizmalar saglk sektoriinde de ciddi bir 6nem arz eder.
Agir metaller antibiyotiklerin kesif edilmesinden 6nceki yillarda agir hastaliklarin tedavisinde
ilag olarak kullanilmigs ve bundan dolayr patojen mikroorganizmalarm da agir metal

direncliligi gelistigi goriilmistiir. Plasmid transferi ile bu plasmidler lizerinde bulunan direng
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genleri 6zellikle tiir i¢i ve tiirler arasinda tasinabilir ve patojenitenin artigina sebep olabildigi
kaydedilmistir. Agwr metal direnglilik mekanizmalar1 tam olarak 6nemi anlasilmasi igin,
kirletilmis g¢evrelerin temizlenmesinde ¢evre dostu sistemler kullanilarak diisiik kimyasal
icerikli madenlerden yiiksek Kkalitede {iriin verimli elde edilmesiyle patojen
mikroorganizmalara kars1 etkinligi yiiksek yeni ilaclar gelistirilebilecegi sonucu elde

edilmistir (Yavuz, 2016).

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada Sinop Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuvarindan temin edilen, Van ili topraklarindan izole edilen Bacillus thuringiensis var.
israelensis susu kullanildi. Calismada kullanilan agir metaller (Merck) CuSO4.5H,0,MnCl; ,
LiCls, ZnS04.7H,0 ve Al (SOg)2. 12H,0 Sinop Universitesi Arastirma Laboratuvarlarindan
temin edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri Stok Spor Siispansiyonlarinin Hazirlamisi

Bti susu 6 adet steril petride NYSM agar (ek 1) besiyerine ¢izgi ekim yapildi ve 7 giin
etiivde bekletildi. Sporulasyon faz kontrasyon mikroskobu ile degisik zamanlarda ornekler
alinmak suretiyle incelenerek canliligi kontrol edildi. Bakteri sporlar1 petri yiizeyinden steril
serum fizyolojik su ile toplanarak sonu¢ spor konsantrasyonu 2.73 x 10° spor/mL olacak
sekilde stok spor soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan spor stok soliisyonu denemeler yapilincaya

kadar +4 °C’de sakland.

3.2.2. Orneklemlerin Yapihsi

Icerisinde 100 mL NYSM broth (ek 2) besiyeri bulunan erlenmayerlerden her agir
metal i¢in 5’er adet hazirlandi. Konsantrasyonlar1 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M, 0.5 M ve Kontrol
grubu seklinde olusturuldu. Bu sekilde her kimyasaldan hesaplamalar sonucunda gerekli
miktarlarda kontrol olarak kimyasal icermeyen ve Bti asilanmis kiiltiirler kullanildi.
Hazirlanan erlenmayerlere stok ¢ozeltiden 100 pL alinarak her birine ekim yapildi. Ekim

yapilan besiyerleri etiivde 48 saat bekletildi.
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Gelismeye birakilan bakteri kiiltiirlerinden 12, 24 ve 48 saatlik siire sonunda 6rnekler
alinip steril ependorf tiiplerine transfer edildi. Alman Ornekler bakteri sayimi, protein

ekstraksiyonu ve elektroforez islemi yapilincaya kadar -70°C’de saklandu.

3.2.3. Faz-Kontrast Mikroskobik Cahsmalar
Uygulanan kimyasallarin her bir konsantrasyonu igin 24 ve 48 saat sonundaki bakteri
gelisimi ve sporulasyonunu incelemek i¢in taze preparatlar hazirlanip faz-kontrast fotograflar

cekildi. Bakteriye en etkili ve etkisi en az olan agir metal 6rneklerinin fotograflari paylasildi.

3.2.4. Elektroforez icin Orneklerin Hazirlamsi

Agir metal uygulanan bakteri kiiltiirlerinden 24 ve 48 saatte almip, -20’de saklanan
orneklerden 10 mL alindi, 3000 rpm de 3 dk 3 kez santrifiij edildi. Altta kalan pellet kisim
toplam hiicre proteinlerin ekstraksiyonu i¢in ependorf tiiplerine transfer edildi. Ependorflara
alinan pelte kisim, serum fizyolojikle 3 kez yikandi, 15000 rpm de 3 dk santrifiij (Hanil
Science Industrial, HM-150 1V, Japan) edildi ve 1:1 oraninda SDS 6rnek tamponu olan
numune tampon ile muamele edildi. Ornekler numune tamponuyla muameleden sonra
elektroforez yapilincaya kadar —20 °C’de saklandi. Her bir bakteri kiiltiirinden ekstrakte
edilen toplam hiicre protein ekstraktlar1 ¢oziiniir proteinler elde edilmek amaciyla 80°C’de 5
dk kaynatildi. Orneklerden ve standart proteinden ( PageRulerTM Unstained Protein Ladder,
Fermantas, SM0661) 10 pL jele yiiklenerek 1 mm kalinliginda dikey elektroforez tankinda
(Hoefer SE400, USA) %#4’likk toplayict jel boyunca 20 mA ile %10’luk aymrict jelde 30
mA’lik sabit akim uygulanmis ve comassie brillant mavi (R-250) boyasi ile boyanarak
belirlenmistir. Toplam hiicre proteinlerin ekstraksiyonunda ise Laemmli (1970)’nin modifiye
yontemi olan ve Berber ve ark. (2003) tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. SDS PAGE

uygulamasindaki soliisyonlar EK 2'de verildi.

3.2.5. Proteinlerin Molekiil Agirhginin Hesaplanmasi
Elektroforez islemi bittikten sonra elde edilen proteinlerin molekiil agirliklar: Totallab

1d Manual R11.1, UK yazilim programi kullanilarak hesapland:.
3.2.6. Sayimlarin Yapihsi

3.2.6.1. Toplam Bakteri Sayim

12, 24 ve 48 saat sonundaki toplam bakteri sayisinin tespiti i¢in -70°C’de bekletilen
bakteri ornekleri, i¢erisinde 900 pLsteril serum fizyolojik su bulunan steril ependorflara 100
uL ahnarak, 107, 107 107®, 10%, 10®°, 10°, 107, 10%, 10°, 10" oraninda seri seyreltmeler
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yapildi. Her bir seyreltmeden steril petrilere 100 pL bakteri siispansiyonundan ilave edilip
sterilize edilmis NYSM agardan yeteri miktarda dokiilerek petrideki bakteri siispansiyonunun
besiyeriyle homojen sekilde karigmasi saglandi. Daha sonra bu petriler 37°C’lik etiivde 24
saat bekletilerek spor kolonilerinin gelismesi beklendi. Bu siire sonunda 30-300 aras1 koloni
iceren petriler dikkate alinarak saymmlar yapildi ve mL’deki vejetatif, spor, toplam bakteri

sayist belirlendi. Yapilan sayimlar ii¢ paralelli olacak sekilde gergeklestirildi.

3.2.6.2. Spor Sayimi

12, 24 ve 48 saat sonundaki toplam bakteri sayismin tespiti icin -70°C’de
bekletilen bakteri ornekleri, igerisinde 900 pL steril serum fizyolojik su bulunan steril
ependorflara 100 uL almarak, 107, 102, 10%, 10 10®°, 10°, 107, 10®, 10°, 10 oraninda
seri seyreltmeler 80°C de 10 dakika su banyosunda bekletilerek biitiin vejetatif hiicreler
oldiiriildi. Her bir seyreltmeden steril petrilere 100 pL bakteri siispansiyonu ilave edildikten
sonra sterilize edilmis NYSM agardan yeteri miktarda dokiilerek petrideki bakteri
slispansiyonunun besiyeriyle homojen sekilde karismasi saglandi. Daha sonra bu petriler
37°C’lik etiivde 24 saat bekletilerek spor kolonilerinin gelismesi gézlendi. Bu siire sonunda
30-300 aras1 koloni igceren petriler dikkate alinarak sayimlar yapildi ve mL’deki toplam

bakteri sayis1 belirlendi. Yapilan sayimlar ii¢ paralelli olacak sekilde gergeklestirildi.

3.2.7. Istatistik Analiz
Her bir kimyasal i¢in kimyasal konsantrasyonlarinin spor sayisinda fark olup

olmadigin1 test etmek tlizere ANOVA varyans analizi kullanildi. Biitiin analizler
STATISTICA (2007, ABD) paket programi kullanilarak yapildi.

4. BULGULAR

4.1. Faz Kontrast Mikroskobik Bulgular

Bu calismada 5 farkli kimyasalin Bacillus thuringiensis var. israelensis’in toplam
hiicre canliligi tizerine etkileri incelendi. Yapilan faz kontrast incelemeleri sonunda Bti’nin
vejetatif hiicreden spor haline gecmesinde diger 4 kimyasala gore daha az etkili olan LiCl3 ve
en fazla etkili olan ise ZnSO4 oldugu goriildii. Uzun hiicreler vejetatif hiicreler, yuvarlak

hiicreler ise spor hiicreleri oldugu tespit edildi.

4.1.1. LiCly’e ait Faz Kontrast Mikroskobik Bulgular
Yapilan LiClz uygulamalarinda 24. saatte vejetatif haldeki bakteri hiicreleri 0.01M,

0.05 M mikroskop goriintiilerinde sporlanma gostermedigi, 0.1M’den itibaren ¢ok az
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sporlanma olusumu goriildii. 48. saatte ise vejetatif hiicrelerin boyutlarinda degismeler
goriilmeye baslamasina ragmen sporlanma 0.1 M konsantrasyondan sonra oldugu gorildi

(Sekil.4.1 ve Sekil 4.2.)

Spor Hiicresi(oval hiicreler)  Vejetatif Hiicre(uzun hiicreler)

Sekil 4.1. 24. saatte LiCly’iin Bti’ye olan etkisine ait A) Kontrol B) 0.01 M C) 0.1M D) 0.5 M

faz kontrast mikroskop toplam hiicre goriiniimii

26



Sekil 4.2. 48. saatte LiCls’lin Bti’ye olan etkisine ait A) Kontrol B) 0.01 M C) 0.1 M D) 0.5

M faz kontrast mikroskop toplam hiicre goriiniimii

4.1.2. ZnSO4’e ait Faz Kontrast Mikroskobik Bulgular
Yapilan ZnSO,4 uygulamalarinda 24. saatte ve 48. saatte 0.01 M’den itibaren genelde vejetatif

hiicrelerin sporlandigi goriildii (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.).

Sekil 4.3. 24. saatte ZnSO,’iin Bti’ye olan etkisine ait A) Kontrol B) 0.01 M C) 0.05 M D) 0.5

M faz kontrast mikroskop toplam hiicre gortiniimii
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M faz kontrast mikroskop toplam hiicre goriiniimii

4. 2. SDS - PAGE Bulgular

4.2.1. LiCl3’e ait SDS Bulgular

Bti stok spor profilinde mevcut olan bandlagsmada 6nemli olan 3 protein bandi vardir.
Bu bandlar 27 kDa, 65 kDa ve 135 kDa bandlaridir. Bti kontrol ve stok spor protein profiline
gore yapilan karsilagtirmada 0.01 M, 0.05 M ve 0.1 M LiCl; uygulanan protein profillerinde
farklilik goriilmedigi, 0.5 M’da ise protein profillerinin zayif oldugu goriildii.1 numara olarak
isaretlenen bandin molekiil agirligi 124.8 kDa olarak 2 numarali bandin ise 65.6 kDa ve 3
numarali band ise 27.2 kDa oldugu bulundu. Bu bandlagmalardan 0.5 M harig biitiin profillerde
var oldugu goriildi (Sekil.4.5).
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Sekil 4.5. LiCl; uygulanan Bti’ye ait 24. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri

Bti kontrol ve stok spor protein profiline gére yapilan karsilastirmada 0.01 M, 0.05 M
ve 0.1 M LiClz uygulanan protein profillerinde farklilik goriilmedi. Stok Spordaki 27 kDa, 65
kDa ve 135 kDa’lik bandlardan 0.5 M konsantrasyon hari¢ hepsinde goriildii. Diger band
profillerindeki 4, 6, 7, 1 ve 2 numarali bandlarin molekiil agirliklar1 digerleriyle esit oldugu
bulundu. Fakat 5 numarali molekiil agirligi 33.01 kDa olan 0.5 M konsantrasyonda Bti’nin
farkl bir protein tirettigi bulundu (Sekil. 4.6).
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Sekil 4.6. LiCl; uygulanan Bti’ye ait 48. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri

4.2.2. ZnSO,’e ait SDS Bulgulan
ZnSO4 uygulanan Bti’nin band profilleri incelendiginde; 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M, 0.5
M’de bandlagma olusmadigi goriildii (Sekil. 4.7).
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Sekil 4.7. ZnSO4 uygulanan Bti’ye ait 24. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein

profilleri
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24. Saatte oldugu gibi 48. saatte de ZnSO,4 uygulanan 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M ve 0.5
M’deki protein profillerinde de bandlasma olusmadig: goriildii (Sekil 4. 8).
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Sekil 4.8. ZnSO, uygulanan Bti’ye ait 48. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein
profilleri

4.2.3. MnCly’e ait SDS Bulgular:

Sekil 4.9’da goriildiigti gibi MnCl, uygulanan Bti profillerinden 0.05 M, 0.1 M, 0.5

M’da bandlagsma goriilmedigi, 0.01 M’da ise bandlagsmanin ¢ok zayif oldugu goriildii (Sekil
4.9).
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Sekil 4.9. MnCl, uygulanan Bti’ye ait 24. Saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein
profilleri

Sekil 4. 10°da goriildiigii gibi MnCl, uygulanan Bti profillerinden 0.05 M, 0.1 M, 0.5
M’da bandlagsma olmadigi, 0.01 M’da ise bandlasmanin kontroliin bandlagsmasiyla benzer

oldugu ve farkl bir protein iiretmedigi goriildii.
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Sekil 4.10. MnCl, uygulanan Bti’ye ait 48. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein
profilleri

4.2.4. CuSOy’e ait SDS Bulgulan
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Sekil 4.11. CuSO, uygulanan Bti’ye ait 24. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein
profilleri
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Sekil 4.12. CuSO, uygulanan Bti’ye ait 48. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein
profilleri. Sekil 4. 11 ve sekil 4. 12’de goriildiigii gibi CuSO4 uygulanan Bti profillerinde
bandlasma olmadig: tespit edildi.

4.2.5. Al (SO,),’e ait SDS Bulgulan
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Sekil 4.12. Al (SO4); uygulanan Bti’ye ait 24. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein

profilleri
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Sekil 4.13’de goriildiigii gibi, 0.05 M, 0.1 M ve 0.5 M konsantrasyonlarda Al uygulanan Bti
protein profillerinde bandlasma goriilmedi. 0.01 M’da olduk¢a zayif bandlasma oldu. 4
numarali bandin molekiil agirligi 27.6 kDa olarak bulundu fakat 0.01 M’de bu bandin
sentezlenmedigi bulundu. 3 numarali bandin molekiil agirligi 39.6 kDa, 2 numarali bandin
molekiil agirligi 46.2 kDa olarak bulundu ve bu bandlar 0.01 M’de de sentezlendigi
goriildi.0.05 M, 0.1 M VE 0.5 M konsantrasyonlarda Al uygulanan Bti protein profillerinde
bandlagsma goriilmedi. 0.01M da bandlasma, 24. saattekine gore biraz daha belirgin oldugu
incelendi (Sekil 4. 13).
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Sekil 4.13. Al (SO,4); uygulanan Bti’ye ait 48. Saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein

profilleri

4.3. Bakteri Gelisimine ait Bulgular
Caligmada kullanilan 5 farkli kimyasalin Bti iizerine uygulanmasiyla zamana bagli
olarak vejetatif hiicrelerde sporlasma incelendi. Bti’nin kimyasal uygulanmasi sonucunda

zamana bagli olarak elde edilen sayim sonuglar1 belirlendi.

4.3.1. MnCl,’nin Bti’in Gelismesi ve Spor Canlihg1 Uzerine EtKisi
MnCl; uygulanan 12, 24 ve 48 siire ile gelistirilen Bti’nin toplam, vejetatif hiicre, spor
sayimlarindaki degisimler sekil 4. 14°de verildi. Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal

uygulanmayan kontroliin spor degeri 12 saat 1.67x10% spor mL™, vejetatif hiicresi 2.04x10°
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CFU mL" olarak hesaplandi. MnCl, uygulanan Bti yogunluklarindaki artisa dogrusal olarak
10? kat spor degerinde ve vejetatif hiicrede azalma hesaplandi. En yiiksek konsantrasyonda
spor degeri 1x10° spor mL™, vejetatif hiicre degeri 7x10° CFU mL™ hesaplandi. Bti’nin
gelismesi i¢in kimyasal uygulanmayan kontroliin spor degeri 24 saat sonra 1.16x10%spor mL
! vejetatif hiicresi ise 8.5x10" CFU mL™ olarak hesaplandi. MnCl, uygulanan en yiiksek Bti
konsantrasyonunda spor degeri 4.55x10° spor mL™, vejetatif hiicre ise 1x10° CFU mL™
oldugu tespit edildi. Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal uygulanmayan kontroliin spor degeri 48
saat sonra 1.2x10° spor mL™, vejetatif hiicresi ise 8x10° CFU mL™ olarak hesaplandi. MnCl,
uygulanan en yiiksek Bti konsantrasyonundaspor degeri 1x10° spor mL™, vejetatif hiicre ise 2
x 10° CFU mL™ olarak hesapland:.

Bti’ye uygulanan MnCl; konsantrasyonlariyla sayim sonuglari arasindaki iligki
incelendiginde, zamanla canli kalan spor sayis1 iizerinde MnCl, nin etkili oldugu gézlendi (p

<0.05).
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Sekil 4.14.MnCl, uygulanan Bti’nin sayim sonuglari
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4.3.2. CuSO,’n Bti’nin Gelismesi ve Spor Canlihg1 Uzerine EtKisi

Bti’nin CuSO4uygulanan 12, 24 ve 48 siire ile gelistirilen toplam, vejetatif hiicre, spor
saymmlarindaki degisimler sekil 4. 16’da verildi. Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal
uygulanmayan kontroliin spor degeri 12 saat sonra 1.12x10°® spor mL™, vejetatif hiicresi
2.33x10® CFU mL™ olarak hesaplandi. CuSO, uygulanan en yiiksek Bti konsantrasyonunda
spor degeri 1.49 x 10° spor mL™, vejetatif hiicre sayisi ise 9x10* CFU mL™ olarak hesapland1.
CuSO, uygulandigi andan itibaren ilk konsantrasyonda vejetatif hiicre sayis1 10% kat azaldigi,
spor sayismin ise 10 kat azaldigi bulundu. Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal uygulanmayan
kontroliin spor degeri 24 saat sonra 2.33x10% spor mL™, vejetatif hiicresi 1.56x10° CFU mL™
olarak hesaplandi. CuSO4uygulanan en yiiksek Bti konsantrasyonunda spor degeri 1x107 spor
mL™?, vejetatif hiicre says1 ise 1.1x10° CFU mL™ olarak hesaplandi. CuSO4 uygulandig
andan itibaren ilk konsantrasyonda vejetatif hiicre sayisi ve spor sayisinm ise 10° kat azaldig
bulundu. Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal uygulanmayan kontroliin spor degeri 48 saat sonra
1.1x108 spor mL™, vejetatif hiicresi 2.7x108 CFU mL™ olarak hesaplandi. CuSO4 uygulanan
en yiiksek Bti konsantrasyonunda spor degeri 1.98x10° spor mL™, vejetatif hiicre sayis1 ise 1x
10° CFU mL" olarak hesaplandu.

Bti’ye uygulanan CuSO; konsantrasyonlariyla sayim sonuclar1 arasindaki iligki
incelendiginde, zamanla canli kalan spor sayisi iizerinde CuSO4 ‘in ¢ok etkili oldugu tespit

edildi (p < 0,05).
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4.3.3. LiCl; Uygulanan Bti’ye ait Bakteri Gelisimi ve Sporulasyona ait Bulgular

LiCl; uygulanan 12, 24 ve 48 siire ile gelistirilen Bti’nin toplam, vejetatif hiicre, spor
sayimlarmdaki degisimler sekil 4. 17°de verildi. Bti’'nin gelismesi i¢in Kimyasal
uygulanmayan kontroliin spor degeri 12 saat sonra 8.5x10" spor mL™, vejetatif hiicresi
2.15x10® CFU mL™ olarak hesaplandi. LiCl; uygulanan en yiiksek Bti konsantrasyonunda
spor degeri 6x10"spor mL™, vejetatif hiicre sayisi ise 1.9x10° CFU mL™ olarak hesapland1.
Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal uygulanmayan kontroliin spor degeri 24 saat sonra7.6x10’
spor mL™, vejetatif hiicresi 2.14x10® CFU mL™ olarak hesaplandi. LiClz uygulanan en yiiksek
Bti konsantrasyonunda spor degeri 6x10° spor mL™, vejetatif hiicre sayisi ise 1.9x10® CFU
mL™" olarak hesaplandi. Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal uygulanmayan kontroliin spor degeri
48 saat sonra 7x10’ spor mL™, vejetatif hiicresi 2.3x108 CFU mL™ olarak hesaplandi. LiCls
uygulanan en yiiksek Bti konsantrasyonunda spor degeri 5x10° spor mL™, vejetatif hiicre

sayisi ise 2.1x10° CFU mL™ olarak hesaplandu.

Bti’ye LICl3 uygulanan konsantrasyonlartyla sayim sonuglar1 arasindaki iliski
incelendiginde, zamanla canli kalan spor sayisi lizerinde LiCl3’ nin etkisinin 6nemsiz oldugu

tespit edildi (p > 0.05).
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Sekil 4.16. LiCl; sayim sonuglar1
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4.3.4. Al (SOy), ‘iin Bti’nin Gelismesi ve Spor Canhhg Uzerine Etkisi

Al (SOu)zuygulanan 12, 24 ve 48 siire ile gelistirilen Bti’nin toplam, vejetatif hiicre,
spor sayimlarindaki degisimler sekil 4. 18’de verildi. Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal
uygulanmayan kontroliin spor degeri 12 saat sonra 1.45x10°® spor mL™, vejetatif hiicresi
2.45x10° CFU mL™ olarak hesaplandi. Al uygulanan en yiiksek Btikonsantrasyonunda spor
degeri 1.1x10° spor mL™, vejetatif hiicre sayis1 ise 4.8x10° CFU mL™ olarak hesapland1.
Bti’nin gelismesi igin kimyasal uygulanmayan kontroliin spor degeri 24 saat sonra 1.85x10°
spor mL™, vejetatif hiicresi 2.15x10° CFU mL™ olarak hesaplandi. Al uygulanan en yiiksek
Bti konsantrasyonunda spor degeri 2x10° spor mL™, vejetatif hiicre sayis1 ise 9x10° CFU mL"
! olarak hesaplandi. Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal uygulanmayan kontroliin spor degeri 48
saat sonra 2x10% spor mL™, vejetatif hiicresi 1.98x10%8 CFU mL™ olarak hesaplandi. Al
uygulanan en yiiksek Bti konsantrasyonunda spor degeri 3x10° spor mL™, vejetatif hiicre

sayist ise 8x10°CFU mL™ olarak hesaplandi.

Bti’ye Al wuygulanan konsantrasyonlariyla sayim sonuglar1 arasindaki iliski
incelendiginde, zamanla canli kalan spor sayis1 lizerinde Al’iin etkili oldugu tespit edildi (p <

0.05).
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4.3.5. ZnSO,’e ait Bti’nin Gelismesi ve Spor Canhligi1 Uzerine EtKisi

ZnSO4uygulanan 12, 24 ve 48 siire ile gelistirilen Bti’nin toplam, vejetatif hiicre, spor
sayimlarindaki degisimler sekil 4. 19’da verildi. Bti’'nin geligmesi i¢in kimyasal
uygulanmayan kontroliin spor degeri 12 saat sonra 1.1x10% spor mL™, vejetatif hiicresi
1.9x108 CFU mL™ olarak hesaplandi. ZnSO4 uygulanan en yiiksek Btikonsantrasyonunda
spor degeri 1.1x10° spor mL™, vejetatif hiicre sayis1 ise 1.1x10? CFU mL™ olarak hesaplandi.
ZnSO, uygulandigi andan itibaren ilk konsantrasyonda vejetatif hiicre sayis1 ve spor sayisinin
10° kat azaldig1 bulundu. Bti’nin gelismesi i¢in kimyasal uygulanmayan kontroliin spor degeri
24 saat sonral.5x10% spor mL™, vejetatif hiicresi 1.45x10%° CFU mL™ olarak hesapland1.
ZnSO, uygulanan en yiiksek Bti konsantrasyonunda spor degeri 8.7x10% spor mL™, vejetatif
hiicre sayis1 ise 1x10" CFU mL™ olarak hesaplandi. ZnSO4 uygulandig1 andan itibaren ilk
konsantrasyonda vejetatif hiicre sayisi ve spor sayisinm ise 10° kat azaldigi tespit edildi.
Bti’nin gelismesi igin kimyasal uygulanmayan kontroliin spor degeri 48 saat sonra 1.49x10°
spor mL™?, vejetatif hiicresi 1.52x10® CFU mL™" olarak hesaplandi. ZnSO,4 uygulanan en
yiiksek Bti konsantrasyonunda spor degeri 9x10* spor mL™, vejetatif hiicre ise 0 olarak
bulundu. ZnSO,4 uygulandigr 0.05 konsantrasyonundan itibaren vejetatif hiicreyi tamamen

inhibe ettigi sonucuna ulasildi.

Bti’ye ZnSO, uygulanan konsantrasyonlariyla sayim sonuglar1 arasindaki iliski
incelendiginde, zamanla canli kalan spor sayisi iizerinde ZnSO4lin ¢ok etkili oldugu tespit

edildi (p < 0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada toprak bakterilerinden olan Bacillus thuringiensis var. israelensis
kullanildi. Toprak bakterilerinden birinin secilmesinin nedeni toprak bakterilerinin, ¢esitli
sanayi atiklart ve c¢evre Kkirliliginden dolayr agir metal muamelesine ¢ok fazla maruz
kalmasindandir. Yapilan literatiir taramasinda da bu konunun siklikla ele alindig1 ve Bacillus
tiirlerinin kullanildigir goriilmiistiir. Clinkii son zamanlarda agir metallerin hem en 6nemli,
hem de en tehlikeli maddeler oldugu belirtilmektedir. Bazi1 arastirmacilar, agir metal
kirlenmesini en ciddi ¢evre problemi olarak degerlendirmektedirler. Endiistri atiklarindan
kaynaklanan agir metallerin, su kirliliinde oynadiklari rol biiyiiktiir. Bu metaller; tim
organizmalar i¢in tehlike arz etmektedir. Besin zinciri ve Ozellikle su ile insan viicuduna
girenbu agwr metaller ciddi hastaliklara, hatta 6lime yol agmaktadirlar (Giilay,2008). Bu
calismada da agir metallerin topraktaki Bti tiiriiniin gelisimini nasil etkiledigini arastirmak
amaclandi. Yapilan ¢alisma sonucunda, kullanilan 5 kimyasalin farkli konsantrasyonlariin
12, 24 ve 48 saatlik muamelelerinden sonraki spor sayimi, 24 ve 48. saatte faz-kontrast
mikroskobu goriiniimleri ve protein profilleri incelendiginde, Bti’ye en az etkili olan LiCl; ve
en fazla etkili olan ise ZnSO,4’lin oldugu goriildii. Entomopatojen bir bakteri olan Bti bu
kimyasallara uzun siireli maruz kaldiginda topraktaki zararlilari en aza indirgeyebilme
ozelligini yitirerek, toprakta spor olusturamadigi ve bir siire sonra yok oldugu saptandi. Elde
edilen bu sonuglar literatiirde var olan ¢alismalarla paralellik gostermistir.

Toksik, mutajenik ve karsinojen etkileri olabilen mikrooorganizmalar agir metal
iyonlarmna tolerans gosterirken, bu Kirleticileri ortamdan uzaklastirabilmeleri agir metallere
karsidireng gelistirmeleriyle miimkiin olmaktadir. Agir metalin hiicre i¢ine alinmamasi,
kirleticinin daha az toksik forma ¢evrilmesi, hiicre i¢i veya disinda tutulmasi, metalin hiicre
disina aktif tagimnimi ve mikroorganizmanin metale karsi duyarsiz hale gelmesinin artmasi gibi
direng mekanizmalar1 bugiine kadar tanimlanabilmis olan sistemlerdir (Bruins ve ark., 2000;
Malik, 2004; Sultan ve Hasnain, 2006, Yavuz, 2016). Mevcut ¢alismada ise, direng sistemleri
iyi olan ve stres durumunda kendini koruyabilen bir bakteri olmasina ragmen konsantrasyon
arttikca bakteri varligmi zamanla siirdiirememeye baglamistir. Agir metallere diren¢ kazanan
mikroorganizmalar, bu direng sistemlerinden birini ya da birkagmi birlikte veya ayri
kullanarak agir metalin toksik etkilerini azaltmaya, kendi korumaya ve canliligmin
devamliligint siirdiirmeye c¢alismaktadir. Bu direng sistemlerinde de stres kosuluna cevaben
sentezi artan bazi proteinler anahtar gorevinde bulunmaktadir. Agir metal stresi altindaki
herhangi bir mikroorganizma bu strese adaptasyonunu saglamak ve dayanikliligmin devami

ve artrimi igin bazi proteinlerin sentezini arttirarak kendini koruma yoluna gidebildigi
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gorilmiistiir (Tosunkhowong, 2005; Kilig, 2008). Farkli konsantrasyonlarinda Bti’nin
entomopatojen niteligine 6zgii protein kaybettigi ve entomopatojen 6zelligini yitirdigi ve
bakterinin 6zelligini yitirmesine ve bakterinin yok olmasina sebep olmustur literatiirde de
desteklenmistir (Barjac ve Sutherland, 2009). Kimyasallarin gerek direk muamelesi gerek
endiistriyel atik seklinde dogaya salinmasi sadece toprak florasindaki bakterileri degil tiim
ekosistemi ve canlilar1 etkilemistir. Bununla ilgili bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin doku,
genetik ve organ tahribat1 konulari ¢alisilmig ve zararlar1 ortaya konulmustur (Yilmaz, 2003).

Mevcut ¢aligmada, Bti’ye Li etkisi faz-kontrast mikroskobunda incelendiginde 24.
saatte 4 konsantrasyon i¢in sporlanmanin heniiz goriilmedigi, 48. saatte ise 0.1 M
konsantrasyonda sporlanmaya baslandig1 vejetatif hiicrelerinde varhigmni stirdiirdiigii
kaydedildigi, Fakat ¢inkonun etkisi faz-kontrast mikroskobunda incelendiginde 24 ve 48.
saatte 0.01 M’de sporlanma goriildiigli, diger tiim konsantrasyonlar da ise tamamen bakteri
spor canliligmi kaybettigi sonucuna ulasilmistir.

Toplam hiicre protein profilleri sonucuna ulasmak i¢in yapilan SDS PAGE
bulgularinda ise Lityumun Bti iizerindeki etkinligi faz kontrast bulgularimiza paralel sonuglar
verdigi yani 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M’da kendine 6zgli protein bantlarini korudugu fakat 0.5 M
lityum uygulamasinin 48. Saat sonunda bantlasmanin digerlerine gére daha az oldugu hatta
canli kalabilmek i¢in iirettigini diisiindiigiimiiz 33.01 kDa agirhiginda farkli bir bant
kaydedilmistir. Mangan ve Aliiminyum’da ise Bti’ye etkisinin yakm bulundugu, 0.01 M
konsanstrasyonda protein bantlarinda kontrole gore ¢ok az da olsa bantlagsma var oldugu diger
konsantrasyonlarda ise bantlasmanm hi¢ goriilmedigi kaydedilmistir. Cinko ve bakir
muamelesinin de Bti’ye etkisinin yakin bulundugu 24 ve 48. Saatte tlim konsantrasyonlarda
spor protein bantlarinin tamamen yok oldugu goriilmiistiir.

Spor koloni sayimlarinda ise yine benzer sonuglar elde edilmis, Lityumun koloni
saymmlarinda etkinligi ¢ok az olurken, Cinko ve bakir muamelesinde, uygulanan agir metaller
spor olusumunu tamamen inhibe etmistir. Aliiminyum ve Mangan ise 0.01 M
konsantrasyonda spor canliligini siirdiirmiis, diger konsantrasyonlarda zamana paralel olarak
canliligimi kaybetmistir.

Sonug olarak caligmamizda lityum muamelesi ile ¢cinko muamelesi sonuglar1 ayr1 ayri
incelendiginde bakteri proteinin tiim konsantrasyonlarda sadece lityum varliginda devamlilig:
ve agirligi stirdiiriiliirken, ¢inko da ise durum tam tersi olmustur. Bakir varliginda da bakteri
canliliginda ¢inko ile benzer sonuglar goriilmiistiir. Mangan ve Aliiminyum ise bakteri
etkinligini 0.01 M konsantrasyona kadar korumus, sonrasinda ise kaybetmeye basladigi

goriilmiistiir. Bakterilerin her bir kimyasal ¢esidine gore ortamda varligimi siirdiirebilmesinin
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sonuglar1 farklilik gdsterdigi tespit edilmis ve sonuglar1 paylasilmistir. Ozellikle endiistriyel
caligmalar sonucu olusan c¢evre kirliliginde toprak florasinin canliliginin devamliligi
konularinda bu c¢alismanin arastiricilara 1s1k tutacagi diigiiniilmiistiir. Bti bakterisine bazi
kimyasallarin bakteride olusturdugu sonuglar, biyoteknolojik alanda, tarim uygulamalarinda,
dogada biyolojik miicadelede, endiistriyel uygulamalarda, biyokimya c¢alismalarinda ve
kisacast konusu toprak-su olan tiim mikrobiyolojik c¢alismalarda yardimci olmasi

amaglanmugtir.
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EKLER

EK1

NYSM agar

Kullanilan Maddeler Gerekli Oranlar
Nutrientagar 239
Yeastextract 0549
CaCl,.2H,0 0,1036 g
MnCl, 4H,0 0,0006 g
MgCl, 6H,0 0,095 ¢

Distile Su 1000 mL

Besiyerinin pH’1 7’ye ayarlanarak, 121°C’de 15 dakika sterilizasyonu yapildi.

EK 2

NYSM broth

Kullanilan Maddeler Gerekli Oranlar
Nutrientbroth 8¢
Yeastextract 05¢g
CaCl,.2H,0 0,1036 ¢
MnCl, 4H,0 0,0006 g
MgCl, 6H,0 0,095 g

Distile Su 1000 mL

Besiyerinin pH’1 7’ye ayarlanarak, 121°C’de 15 dakika sterilizasyonu yapild.
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EK 3

SDS-PAGE ICIN COZELTILER:

Monomer Cozeltisi (%30’luk Akrilamid Cozeltisi)

Acrylamide 28,8 ¢
Bisacrylamide 12 g
Distile Su 100 ml

Maddeler gerekli miktarlarda tartilip damitik su igersinde ¢6ziilerek son hacim 100
mL’ye tamamlanir. Whatman filtre kagidindan siiziilerek, renkli cam sisede +4°C de saklanr.

Ayirma Jel Cozeltisi(1,5 M Tris-HCI, pH:8,6)

Trisma Base 18,15¢
SDS (%10 luksolusyon) 049
Distile Su 100 mL

Gerekli miktar trismabase tartilarak bir miktar damitik suda ¢oziildiikten sonra 1 N
HCl ile pH 8.6 ya ayarlanir.Hacim 100 mL ye tamamlandiktan sonra Whatman filtre
kagidindan siiziiliir ve +4°C de saklanmir.SDS PAGE igin % 0,4 oraninda SDS ilave
edilir.

Stoklama Jel Cozeltisi (0,5 M Tris-HCI, pH:6,8)

Trisma Base 6,059
SDS(%10 luksolusyon) 04 ¢
Distile Su 100 mL

Gerekli miktar trismabase tartilarak bir miktar damitik suda ¢6ziildiikten sonra 1 N
HCl ile pH 6.8 ¢ ayarlanir. Hacim 100 mL tamamlandiktan sonra Whatman filtre

kagidindan siiziiliir ve +4°C de saklanir. SDS PAGE igin % 0,4 oraninda SDS ilave
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edilir.

Numune Tamponu (0,5 M Tris-HCI, pH:6,8)

SDS 2 g
Brom Fenol Blue (%0,05) 0,025 g
Glycerol 8 mL
2-MerkaptoEtanol 4 mL
Distile Su 3 mL
Stoklama jel tamponu (0,5 MTris-HCI pH:6,8) 512 mL

Gerekli miktarlar tartilip deney tiipii icersinde homojen hale getirilir ve giin 15181ma
maruz birakilmadan saklanir.

Boyama Cozeltisi

CommassieBrillant Blue (Sigma) 15 ¢

[zopropil Alkol (Merck) 250 mL
Asetik asit (Merck) 100 mL
Damitik Su 650 mL

Boya ¢oziildiikten sonra Whatman filtre kagidindan siiziiliir ve renkli cam sisede
oda sicakliginda saklanir.

Solusyon:Boya Cikarma Cozeltisi

Izopropil Alkol 250 mL
Asetik asit 100 mL
Damitik Su 650 mL

Gerekli miktarlar tartilarak 650 ml damuitik suda ¢6zdiriiliir. Hazirlanan ¢6zelti
oda sicakliginda renkli cam sisede saklanir.
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Jel Saklama Cozeltisi

Jelleri saklamak amaciyla % 7lik glasial asetik asit ¢ozeltisi kullanilir.
Solusyon:%10 luk Amonyum Per Siilfat (APS)

APS 19

Damitik Su 10 mL

Gerekli miktarlar tartilarak damitik suda ¢oziiliir ve +4°C de saklanir.Bir haftadan

sonra yeniden taze hazirlanarak kullanilir.

Tank Tamponu

Trisma Base 165 g
Glisine 8 g
SDS 14 ¢
Distile Su 1100 mL

Gerekli miktarlar tartilarak damitik suda ¢6ziliir, hacim 1100 mL ye tamamlanir.

Ayirma jeli:

Ayirma jeli % 10

Akrilamid / Bisakrilamid 4,39 mL
Tris-HCI (pH : 8.6) 3,29 mL
Distile H,O 542 mL
APS 62,500 pL
TEMED 500 pL
Toplam Hacim 12,500 mL
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Yigma jeli:

Yigma Jeli % 4

Akrilamid / Bisakrilamid 0,81 mL
Tris-HCI (pH : 6.8) 1,235 mL
Distile H,O 2,95 mL
APS 50,00 pL
TEMED 6,00 uL
Toplam Hacim 5,00 mL
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