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ÖZET 

Canlılara doğal ortamı dıĢında olumsuz etki eden faktörler stres etmenleri olarak 

bilinmektedir. Bu faktörler ekosistemin tüm parçalarını farklı Ģekilde etkilemektedir. 

Mikroorganizmalar da ekosistemin oldukça önemli bileĢeni olduklarından hayat döngülerinde 

sık sık bu faktörlere maruz kalmaktadırlar. Bazı mikroorganizmalar insektisidal özellikleriyle 

dikkat çekmektedir. Ġnsan sağlığını yakından ilgilendiren ya da tarım zararlısı olarak bilinen 

böceklerle mücadelede önemli oldukları düĢünülmektedir. Ancak karĢılaĢtıkları stres 

durumları bu özelliklerini kaybetmelerine ya da tamamen yok olmalarına neden 

olabilmektedir. Bunun yanı sıra, stres faktörlerine karĢı geliĢtirdikleri adaptasyon 

mekanizmaları bu canlı grubuyla ilgili dikkat çekici konulardan birini oluĢturmaktadır. 

Mikroorganizmaların adaptasyon mekanizmaları, birçok bilimsel disiplinle karĢılıklı iliĢki 

içinde olan biyoteknoloji alanında da önemli bir yere sahiptir. Biyoteknolojik çalıĢmalar, 

tarım, gıda endüstrisi, tıp ve çevre gibi geleceği yakından ilgilendiren çalıĢmalara ıĢık 

tutmaktadır. 

Bu çalıĢmada etkili bir entomopatojen olan ve topraktan izole edilen Bacillus 

thuringiensis var. israelensis (Bti) bakterisi kullanıldı. Topraktaki kimyasal atıkların 

miktarına karĢı Bti’nin canlılığını devam ettirme olasılığının hesaplanması amaçlandı. Ağır 

metallerden bakır, mangan, alüminyum, çinko ve lityum’un belirli konsantrasyonlarının (0.01 

M, 0.05 M, 0.1 M, 0.5 M) bakteriye muameleleriyle 12, 24 ve 48. saat periyotlarında Bti 

türünün spor ve vejetatif hücre canlılığı koloni sayımlarıyla tespit edildi. Farklı kimyasallarla 

strese maruz bırakılan bakteri solusyonlarının belirtilen 24. ve 48. saat periyotlarında protein 

ağırlıkları SDS PAGE ile hesaplandı. Yine aynı Ģekilde her kimyasalın 24. ve 48. saat 

periyodunda faz-kontrast mikroskop görünümleri incelendi. En etkili ve etkisi önemsiz olan 

kimyasalın mikroskop görüntü sonuçları paylaĢıldı. 

Elde edilen bulgularda Bti’nin spor ve vejetatif hücre canlılığını; lityum etkinliği tüm 

konsantasyonlarda devamını sağlarken, mangan ve alüminyum varlığı 0.01 M dan sonra 

canlılığın azalmasına ve bakır ve çinko ise bakterinin tamamen canlılığını kaybetmesine sebep 

olduğu bulunmuĢtur.  

ANAHTAR KELĠMELER: Bacillus thuringiensis var. israelensis, ağır metal, 

bakteri stresi, biyoteknoloji, sds-page, spor canlılığı, lityum, çinko 
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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. GĠRĠġ 

Mikroorganizmalar, doğal ortamlarında farklı çevresel streslere maruz kalmaktadır. 

Mikroplar karĢılaĢtıkları bu stres faktörleri sebebiyle ya canlılıklarını kaybederler yada 

geliĢtirmiĢ oldukları adaptasyon mekanizmaları sayesinde yaĢamlarını devam ettirirler 

(Neidhard ve VanBogelen, 2000). Bakterilerin karĢı karĢıya kaldığı stres faktörleri arasında; 

atmosferik basınç, yüksek ve düĢük pH, oksijen azlığı, aĢırı sıcaklık, UV ıĢınları, kimyasal 

maddeler ve besin yetersizliği sayılabilmektedir. Bu faktörler, farklı zaman peryotlarında, 

bakteri geliĢimleri üzerine değiĢik Ģekillerde etki göstermektedir. Mikroorganizmalar, farklı 

stres faktörlerine maruz kaldıklarında yapısal komponentlerini ve canlılıklarını korumak için 

oldukça karmaĢık adaptasyon Ģekilleri geliĢtirmiĢlerdir. Olumsuz ortam Ģartlarında 

bakterilerin geliĢtirdikleri stresten korunma yöntemleri; spesifik stres proteinlerinin 

üretilmesi, hücre içerisindeki iyon dengesi korunması (osmoregülasyon) ve transkripsiyonda 

iĢ gören farklı sigma faktörlerine sahip olmaları Ģeklindedir (Lewis, 2002). Oksijen kıtlığı, 

aĢırı sıcaklık, kimyasala maruz kalma, besin kaybı gibi çeĢitli çevresel stres faktörleri 

karĢısında mikrobiyal büyüme engellenmektedir. Bu nedenle bakteriler yaĢam döngülerinin 

büyük bir bölümünü durgun fazda geçirirler (Msadek, 1999). 

               Mikroorganizmalarla ağır metallerin etkileĢimlerine ilgi giderek artmaktadır. Çevre 

kirliliğinde metale dirençli organizmaların seçilimleri ve kirliliğe neden olan metal iyonlarının 

bakteri yoğunluğunu ve içeriğini nasıl etkilediğine dikkat çeken çalıĢmalar mevcuttur. Bu 

çalıĢmalarda  kirliliğin diğer canlı gruplarında neden olduğu zararın, mikroorganizmalarla 

azalıp azalmadığına yani mikroorganizmaların indikatör olarak kullanılabilmesi üzerine 

odaklanılmıĢtır (Chang, 1993; Hiroki, 1994; Nieto, 1989; Doelman, 1994; Rajini ve ark., 

1994). Bazı bakteriler kullanılarak çevre kirliliğinin azaltılması ve diğer canlıların korunması 

amaçlanmaktadır (Holm, 1995; Mullen, 1989; Rohit ve Sheela, 1994). Toprak ve su 

kaynaklarının kirliliğinin artmasıyla çevresel salgınlar ve bunu takiben ekolojik kirlenme 

gündemimize girmeye baĢlamıĢtır. Bu kirliliğe neden olan etmenlerden biri ağır metallerdir ve 

arsenik, bakır, civa, kadmiyum, kurĢun önemli örneklerdir. Ekolojik sistemlere ağır metallerin 

bulaĢmalarına paralel olarak mikroorganizmaların bu ajanlara karĢı adaptasyon yetenekleri 

yoğun bir Ģekilde incelenmeye baĢlanmıĢtır (Klassen, 2009). 

               Mikroorganizmalarda strese karĢı cevap, çeĢitli düzenleyici mekanizmalarla 

gerçekleĢmektedir (Segal ve Ron, 1998). Bacillus cinsine ait bakterilerin çoğu Gram pozitif 

ve aerobik olup aynı zamanda yüksek ısı, kuruma, UV, çok sayıda dezenfektan gibi stres 

faktörlerine karĢı dirençli spor oluĢturma yeteneğine sahiptirler. Sporlar vejetatif hücrelerden 
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karmaĢık yapı gösterirler ve sporlarında protoplazmalarını çevreleyen ekstra bir spor ceketi 

bulunmaktadır. Spor içeriğindeki su miktarının az oluĢu, spor korteks yapısı sporların maruz 

kaldıkları olumsuz Ģartlarda neden daha dirençli olduklarını açıklamaktadır (Setlow, 1998; 

Melly ve ark., 2002; Aslan, 2007). Bacillus cinsine ait türler üzerinde etanol, ısı, hidrojen 

peroksit, tuz, düĢük-yüksek pH, ağır metal gibi çeĢitli stres çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

OluĢturulan stres ortamları karĢısında bakterilerin kendilerini korumak için stres faktörlerinin 

tipine göre spesifik proteinler ürettikleri belirlenmiĢtir (Browne ve Dowds, 2001; Melly ve 

ark., 2002; Periago ve ark., 2002; Berber ve ark., 2005). Son yıllarda farklı araĢtırmacılar 

Bacillus cinsine ait türlerin değiĢik stres koĢullarına karĢı etkilerini içeren birçok çalıĢma 

yapmıĢlardır (Berber ve ark., 2004;  Burke ve ark., 1983; Hecker ve ark., 1988; Elçin ve ark., 

1995; Bernhard ve ark., 1997; Browne ve ark., 2001). 

            Günümüzde, böcek patojenleri kullanılarak pestisit populasyonunun kontrolü,  

kimyasal pestisit uygulamalarına önemli bir alternatif oluĢturmaktadır. Çünkü kimyasal 

mücadelenin çevreye verdiği zarar, organizmaların direnç kazanması ve sadece mücadele 

edilen zararlının değil, diğer canlıların da etkilenmesi göz önüne alındığında, biyolojik 

mücadele en uygun çözümdür ve Bacillus thuringiensis (Bt) alttürleri sivrisinek kontrolünde 

en çok kullanılan biyoinsektisitlerdir (Tokçaer, 2003; Alejandro ve ark., 2011). Bu 

çalıĢmalarda genellikle Bacillus cinsine ait bakterilerin seçilmesinin en önemli nedeni bu 

cinse ait bakterilerin stres faktörlerine karĢı değiĢik özel proteinler üretebilen gen grupları 

içermesidir.Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti), ürettiği toksin proteinleri,  biyolojik 

mücadelede etkin olarak kullanıldığından dolayı önemli bir bakteridir (Keawsompong, 2008). 

Ġlaveten kolayca kültüre alınabilen bir bakteri olmasından dolayı bu konuyu ele alan 

çalıĢmalarda sıklıkla tercih edilmektedir  (Hassen, 1998). 

Yapılan literatür çalıĢmasında, Bacillus thuringiensis var. israelensis alt türüne ağır 

metallerin etkisi ile ilgili çalıĢmaların yeterli olmadığı görülmüĢtür. Bu çalıĢmada Bacillus 

thuringiensis var. israelensis bakteri suĢuna 4 farklı konsantrasyonda 5 farklı kimyasal 

uygulayıp geliĢtirilen sporların 12, 24, 48 saat sonunda spor, vejetatif, toplam hücre 

sayılarının belirlenmesi ve zamana bağlı protein profilleri ve sayım sonuçlarını karĢılaĢtırmak 

amaçlanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Mikroorganizmalar ve Stres 

Mikroorganizmaların dünya üzerindeki varlığı, bitki ve hayvanların varoluĢundan 

milyarlarca yıl öncesine dayanmaktadır. Bu nedenle mikroorganizmaların evrimsel çeĢitliliği, 

yüksek organizmalarınkinin çok ötesindedir. Bu çeĢitlilik, mikroorganizmalara çok farklı 

fonksiyonlar kazandırmaktadır. Mikroorganizmaların yüksek organizmalar için uygun 

olmayan yerlerde nasıl yaĢayabilmesi ve sahip oldukları fizyolojik yetenekleri onların 

dünyanın en iyi kimyacısı olduğunun kanıtıdır. Bu nedenle bakteriler, biyosferdeki biyolojik 

faaliyetlerin merkezindedir (Madigan ve Martinko, 2010). 

Bakteriler doğada farklı çevresel faktörlere maruz kalmaktadır. Bu faktörler, ya 

bakterilerin canlılıklarını kaybetmelerine neden olur ya da adaptasyon mekanizmalarını aktif 

hale getirebilir.Bu sayede yaĢamlarını devam ettirebilirler. Etkin adaptasyon mekanizmaları 

geliĢtirerek stresli ortama uzun süre dayanabilirler. Stresin devamlılığında populasyonlarının 

azalmasıyla karĢılaĢabilirler. Bakteriler yaĢam ortamlarındaki stres faktörlerinin yanısıra (ıĢık, 

oksijen, soğuk vb.) gıdalarda bulunan asidite, sodyum klorür, ısı, ağır metal, bakteriyosinler, 

rekabetçi flora gibi streslere de maruz kalabilmektedirler. Gıda, tarım ürünleri gibi insan 

sağlığı için önem arz eden ortamlarda direnç mekanizmaları sayesinde dayanıklı hale 

gelebilir. Strese dirençli olan bu bakteriler insan vücudunda dahi ölümcül ortamlara karĢı da 

adaptasyon yeteneklerini geliĢtirebilirler. Yapılan çalıĢmalar incelendiğinde stres varlığında 

adaptasyon mekanizmaları aktif hale gelen patojenlerin enfektif dozunun azalarak 

patojenitesinin arttığı görülmüĢtür. Ölümcül ortamlarda dahi bakterilerin enfeksiyon 

oluĢturabilecekleri bilindiğinden gıdalarda bakteri adaptasyonları halk sağlığı açısından 

önemli tehditler olarak kabul edilmektedir (Dikici, 2009; Kılıç, 2008). 

Farklı alanlara göre stresin tanımı değiĢiklik gösterebilir. Bir fizikçi için stres, birim 

alana uygulanan kuvvet anlamına gelmektedir. Ancak bir biyologa göre ise canlıların uygun 

olmayan fiziksel Ģartlar altında, toksik maddelere ve zararlı ortamlara maruz kalması 

demektir. Özetle mikroorganizmaların maruz kaldıkları geliĢme ve üremelerini olumsuz 

yönde etkileyen faktör ya da ortama stres adı verilmektedir. Her ortamda Ģiddetleri farklılık 

gösteren stres faktörleriyle karĢılaĢabilirler (Neidhart ve Vanbogelen, 2000). 

Mikroorganizmalar stresin tipine ve Ģiddetine göre farklı cevaplar oluĢturabilir. Bakteriler 

zayıf strese maruz kaldıklarında sayılarında azalma olmamasına rağmen üremelerinde durma 

veya azalma görülmektedir. Orta Ģiddetli bir stres ile karĢılaĢtıklarında ise mikrobiyal 

geliĢimleri durabilir ve yaĢamsal kabiliyetlerinde bir azalma da meydana geldiği görülmüĢtür. 
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Ölümcül sonuçlarına neden olan Ģiddetli stres durumunda bakteri populasyonunun büyük 

oranda kaybı gerçekleĢmektedir (Yousef, 2003). 

Bakteriler herhangi bir stres faktörüyle karĢılaĢtığında, genetik kodlarında bir direnç 

mekanizmasına sahipse, gerekli proteinleri üreterek korunmaya çalıĢırlar. Maruz kalınan stres 

sonucunda bakteri DNA’sında transkripsiyonla mRNA oluĢmakta ve oluĢan bu mRNA 

ribozomlarda translasyonla ilgili stresi düzenleyen Ģok proteini sentezlemektedir. Sentezlenen 

Ģok proteini bakterinin fizyolojisini etkiler ve strese karĢı mücadele etmesini sağlar. 

Sentezlenen bu Ģok proteini bir ya da birden fazla stres faktörüne karĢı etkili olabilmektedir. 

Bunun yanı sıra her bakterinin stres faktörüne karĢı oluĢturdukları direnç mekanizmaları aynı 

ya da farklı olabilmektedir (Arsene, 2000; Crona, 2002).  

DeğiĢik stres faktörlerinin Bacillus cinsinin spor oluĢumu üzerine etkisi gibi protein 

sentez üzerine olan etkisine iliĢkin de birçok çalıĢma yapılmıĢtır (Lindquist, 1988). Bacillus 

thuringiensis var. israelensis ve Bacillus sphaericus’un böcek larva aktivitesi ve canlılığına 

biyotik ve abiyotik faktörlerin etkisi Mulla ve Lacey tarafından 1990 yılında özetlenmiĢtir. 

Her iki bakteride güneĢ ıĢığı ya da UV ıĢığının etkisiyle entomopatojen özelliğinde azalma 

gözlemlenmiĢtir (Burke, 1983; Mullıgan, 1980; Garcia ve DES Rochers, 1984; Mulla ve 

Lacey, 1990). Alkolofilik Bacillus’ların değiĢik stres faktörlerine karĢı, diğer Bacillus cinsi 

bakterilerden farklı protein üretebilen gen grupları içerebileceği olasıdır. Bacillus sphaericus 

üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada Bacillus sphaericus 2362 ırkı spor toksin bileĢeni 

karboksimetilselülaz (CMC) ile kapsüllenmiĢtir. Kapsülleme iĢlemi sonucunda spor toksin 

bileĢeninin proteinlerinin bakteriyi asidik pH, UV ıĢınları ve sıcaklığa karĢı daha dayanıklı 

hale getirdiği, kapsüllenmiĢ sporlarda toksin protein etkisinin serbest kapsüllenmeyenlere 

oranla daha fazla olduğu tespit edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmada elde edilen sonuçlarda 

kapsüllenmemiĢ sporların 50°C sıcaklık uygulaması sonucunda 60 gün sonra 1000-100 kat 

düĢtüğü gözlenirken, kapsüllenmiĢ sporların  50°C sporların sayısında bir değiĢiklik olmadığı 

gözlemlenmiĢtir (Elçin ve ark., 1995).  Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise güneĢ ıĢığından dolayı 

inaktive olan Bacillus thuringiensis (bt)’in korunumu incelenmiĢ, spor canlılığına etkisi 

araĢtırılmıĢtır. 300-400 nm dalga boyundaki güneĢ ıĢınlarının bakterinin spor canlılığını ve 

larvasidal aktivitesini hızla düĢürdüğü bildirilmiĢtir (Morris, 1983). Çok etkili bir 

entomopatojen olan Bt’nin en önemli dezavantajı uygulamadan sonra güneĢ ıĢınlarına maruz 

kaldığında toksik etkisinin kaybolmasıdır. Özellikle Bt’nin H-7 serotipi ve diğer H serotipleri 

254 nm dalga boyundaki UV ıĢınlarına oldukça yüksek hassasiyet göstermektedir (Martin ve 

Travers, 1989). Bu gibi risklerden dolayı UV’ye dayanıklı mutantların elde edilmesi ile ilgili 

çalıĢmalar yapılmaktadır  (Jones, 1991).  
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Bacillus sphaericus  2362 ırkı ile yapılan farklı bir çalıĢmada 12 farklı ticari pestisitin 

spor canlılığı, toksin kararlılığı ve sivrisinekler üzerindeki larvasidal etkisi araĢtırılmıĢtır 

(Berber ve ark., 2003). B. sphaericus 2362 ve 1593 ırkları üzerinde yapılan çalıĢmalar 

paraquat içerikli Gramaxone herbisitin bulunduğu ortamlarda spor yaĢama kabiliyetleri ve 

larvasidal etkileri incelenmiĢtir. Herbisitin bulunduğu Ģartlar altında spor çimlenmesi 24 ve 48 

saat sonra durduğu ve toksin proteinlerinin kaybolduğu SDS-PAGE ile gösterilmiĢtir. Ayrıca 

50, 100, 200 mg/mL herbisit oranı bulunan ortamda toplam hücre sayısı  ve ısıya dayanıklı 

spor sayısının hızla azaldığı bulunmuĢtur (Berber ve ark., 2004). B. sphaericus ile ilgili 

yapılan baĢka bir stres faktörüyle ilgili çalıĢmada ise bakteriye UV ıĢığının etkileri ve 

bakterinin kimyasallar tarafından korunması incelenmiĢ, çalıĢmada kullanılan 5 kimyasalın 

spor canlılığı ve larvasidal aktivitesini UV inaktivasyonundan korunduğu belirlenmiĢtir 

(ÇökmüĢ ve ark., 2000). 

Bacillus subtilis PS 832 ırkına çeĢitli sıcaklık stresleri uygulanmıĢ ve sporların 

vejetatif hücrelerden daha dayanıklı olduğunu belirlemiĢlerdir. Bu bakteri 21-48 °C’ye kadar 

farklı sıcaklık stresine maruz bırakılması sonucunda spor korteksindeki bazı değiĢimlerin 

ısıya direnç sırasında oluĢturduğu ortaya konmuĢtur. ÇalıĢmada kültürler 30°C’de 

sporlandırılarakmaksimum eĢ zamanlı kültür elde edildikten sonra sıcaklık 45°C’a çıkarılır, 

kültürler 30 dakika bekletildikten sonra oluĢan sporların nemli sıcaklık, formaldehit, hidrojen  

peroksit ve daha farklı kimyasallar gibi stres Ģartları altında oluĢturduğu sporlardan daha 

dirençli olduğu saptanmıĢtır (Melly ve ark., 2002).  

 BaĢka bir stres faktörü çalıĢmasında ise farklı seviyelerde çözünmemiĢ oksijen 

oranlarının B. sphaericus 2362 ırkının geliĢimi ve sporulasyonu üzerindeki etkilerini 

incelenmiĢtir. Sonuçta çözünmemiĢ oksijenin %20, %50 ve %100 olduğu durumlarda serbest 

spor oluĢumu hızla artmıĢtır. %100’lük çözünmemiĢ oksijenin olduğu durumda geliĢen 

hücrelerin önemli derecede toksik etkilerinin azaldığı bulunmuĢtur (Karim ve ark., 1993). B. 

sphaericus ile ilgili yapılan baĢka bir stres ortamı oluĢturulan çalıĢmada ise, farklı 

sıcaklıklarda bakterinin sporlarındaki su miktarı incelenmiĢ ve en az su miktarı ve besin 

içeriği 30
º
C’de bulunmuĢtur (Ludlow, 1992). 

2.2. Bacillus thuringiensis’in Genel Özellikleri 

Bacillus thuringiensis (Bt)’in tarihçesi kronolojik olarak Ģu Ģekildedir. 1911 yılında  

Berliner tarafından tanımlanmıĢtır. 1928 yılında Avrupa'da mısır zararlısı olan 

Oarinianubilalis (Hübner)'e karĢı mücadelede, 1960 yılında Sovyetlerde ve ABD’de 

endüstriyel formülasyonları üretilmiĢ ve zararlı mücadelesinde kullanılmıĢtır. 1972’de ise 
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Fransa'da zararlılara karĢı kullanımı için ilk resmi izin verilmiĢtir. Bu tarihe kadar sadece 

Lepidoptera takımındaki türler için kullanılan Bt 1977’de bazı Diptera türleri için 

kullanılmıĢtır. Ġlk Bt genleri 1981’de klonlanmıĢtır. 1983 yılında ilk kez bir alttürü 

Coleopterler için kullanılmıĢtır. 1995’de Bt toksini sentezleyebilen genetik olarak 

değiĢtirilmiĢ tarım bitkilerinin (tütün ve domates) üretim izni alınmıĢ ve piyasaya sürülmüĢtür 

(USEPA 1999). 2000'Ii yıllara gelindiğinde ise ağaçlarda Bt toksini sentezlemeye yönelik 

genetik çalıĢmalar baĢlatılmıĢtır (KumbaĢlı, 2004). 

Bt, Firmicutes filumunun Bacilli sınıfından Bacillales takımından Bacillaceae 

familyasına aittir. Ġlk olarak Japon bakteriyolog Ishiwata tarafından 1901’de hasta ipek böceği 

larvasından izole edilmiĢtir. 1911 yılında ise Ernest Berliner bakterinin bilimsel tanımlamasını 

yapmıĢtır. 1916’da Aoki ve Chigasaki Bti’nin spor kültürlerindeki bir toksin yüzünden toksik 

aktiviteye sahip olduğunu göstermiĢtir (Beegle ve Yamamato, 1992). Bazı böceklere karĢı 

toksik özellik barındıran bir bakteri olan Bt 20. yüzyılın baĢında ipek böceklerine etkili olan 

bir patojen olarak düĢünülmüĢse de, toksik özelliği üzerine yapılan araĢtırmalar sonucunda 

böceklerle mücadelede önemli bir ajan olduğu ortaya çıkarılmıĢtır. Bt, toksik özelliği bulunan 

protoksin adı verilen protein kristalleri sentezler. Böcekler tarafından oral yolla alınan bu 

protoksinler böcek bağırsağında aktive olur. Aktive olan bu toksinler bağırsaktaki özgün 

reseptörlere bağlanarak bağırsağın yırtılmasına neden olur. Bt'in birçok alttürü bulunmaktadır. 

Her alttür farklı yapıda toksin üretir ve etki ettiği böcek türleri farklılık gösterir. Bt arazide 20 

yılı aĢkın süredir yoğun bir Ģekilde kullanılmaktadır. Fakat, laboratuar denemeleri sonuçları 

böceklerin bu biyolojik insektisite karĢı dayanıklılık geliĢtirebilme ihtimaline sahip olduğunu 

desteklemektedir (KumbaĢlı, 2004). 

Bacillus cinsi bakteriler kolay üretilebilen, olumsuz koĢullarda sporlanma özelliği 

gösteren ve endüstriyel öneme sahip (toksin, antibiyotik, biyoplastik, enzim üretebilmek gibi) 

mikroorganizmalardır. Bu nedenle bilim insanlarının odak noktası olmuĢtur (Rosovitz, 1998, 

Waheed ve Kogan, 2006). Bacillus cinsine ait türler çomak Ģeklinde Gram pozitif (+) veya 

fakültatif anaerob,  sporlu ve peritrik kamçılı, çeĢitli Ģartlarda yaĢama özelliğine sahip 

canlılardır. Bacillus türlerine ait organizmaların vejetatif hücreleri tek baĢına veya zincir 

halinde bulunabilir. 0.5x1.2 μm – 2.5x10 μm büyüklükte olan hücreler yuvarlak ya da köĢeli 

Ģekilde görünümlere sahiptir. Bacillus cinsine ait bakteri hücreleri genelde sitoplazmik 

membran üzerinde bir veya birkaç anyonik polimere sahip ve birkaç peptidoglikan tabaka ile 

sarılmıĢ bir hücre duvarına sahiptir. Bazı Bacillus türleri hücre duvarına ek olarak, hücre 

duvarının dıĢında yapısı jelatinöz, viskoz, elastik veya mukoid olan  bir kapsül 

içermektedirler. Bacillus anthracis’deki kapsül diğer türlerden farklı olarak virülans özelliğe 
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sahiptir (Claus ve Berkeley, 1986; Slepecky ve Hemphill, 1992; Arda, 2011; Sneath, 1986). 

Bacillus bakterilerinin karbon kaynağı olarak Ģeker, organik asit ve alkol nitrojen kaynağı 

olarak ise amonyum içeren besiyerlerindeki geliĢimleri daha iyidir. Sıvı ve katı besiyerlerinin 

üst kısımlarında geliĢen Bacillus bakterileri, katı besiyerlerinde kenarları ve üzeri pürüzlü, 

granüller yapıda koloniler meydana getirirler (Taubman, 1992;  Sneath, 1986). Bacillus cinsi; 

psikrofilik, termofilik, asidofilik ve tuza toleranslı birçok türü içermesi nedeniyle farklı 

ortamlarda yaĢama kabiliyetine sahip olup genellikle kemoorganotrofturlar. 

Bacillus genellikle 30-400C’de ve pH 7 civarında ürerler (Slepecy ve Hemphill, 1992). 

Bacillus’lar spor oluĢturdukları için hemen hemen her yerden izole edebilirler. Toprak, toz, 

saman, gıda ürünleri, su, bitki rizosferleri, tatlı su ve deniz sedimentleri, hayvan gübreleri, 

bazı böcek larvaları ve bazı canlıların bağırsak sistemlerinde bulunabilirler. Ġzolasyonda 

sporların sıcağa dirençli olma özelliğinden yararlanılır (Burke, 1983; Tunail ve KöĢker, 

1985). 19. Yüzyılın ikinci yarısında bazı bakteri türleri yaĢamlarının bir kısmını endospor 

olarak bilinen dormant hücresel yapıda geçirdikleri bilinmekteydi. Bakteriler dormant yapıya 

ekstrem nemli ve kuru sıcaklık, UV ve gama radyasyonu, aĢırı kuruma, oksitlenmeler, besin 

kıtlığı, ekstrem pH, kimyasallara maruz kalma gibi sebepler söz konusu olduğunda 

geçebilirler (Nicholson ve ark., 2002).  Bacillus türlerinin en önemli özelliklerinden biri 

büyüme evresinin bekleme fazında, besin azlığına bağlı olarak endospor oluĢturmalarıdır. 

Spor oluĢturan hücrelerin Ģekli ve sporangiyumlar Bacillus türleri için karakteristiktir (Welsh, 

1994). Sporlar silindirik, elipsoidal, oval Ģekillerde bulunabilmektedir. Sporlar sporangium 

içerisinde sentral, parasentral, subterminal, terminal ya da lateral olarak yerleĢirler. Bu 

formlar çevresel faktörlere (ısı, ıĢık, nem, radyasyon, vs) dezenfektan gibi çeĢitli kimyasallara 

ve mekanik etkilere karĢı vejetatif formlarla kıyaslandığında çok daha fazla dayanıklıdırlar 

(Rosovitz, 1998; Arda, 2000; Claus ve Berkeley, 1986). 

Spor oluĢması anında bakteri hücresi içinde birçok değiĢiklik meydana gelmektedir. 

Vejetatif hücrede bazı genler aktivitelerini kaybederken sporların oluĢmasında etkili olan 

genler aktivite kazanırlar. Spor direncinde çok önemli role sahip olan spor ceket iç ve dıĢ 

olmak üzere iki kısımdan oluĢmaktadır. Spor ceketin altında bir korteks kısım ve bunun da 

içinde spor çekirdek bulunmaktadır. Spor çekirdeğin merkezinde ise nükleosit vardır. Ġlk 

olarak çekirdek sporun oluĢacağı bölgede yerleĢir. Bunun etrafını çöküntü oluĢturarak 

katlanan sitoplazmik zar çevreler ve bakteri içerisinde ayrı bir yerde tutar. OluĢan bu çift zarın 

sentezlenmesi ile spora ait Ģu bölümler oluĢur. Birinci bölüm içinde tam bir nükleus ve enerji 

yapıcı sistem ve protein sentezi için gerekli bileĢenlerin olduğu çekirdek kısmıdır ve sporun 
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protoplastını oluĢturur. Bu bölümde Sitokrom bulunmaz, ancak çeĢitli enzimler bulunur. 

Sporların sıcaklığa dirençli olmalarını sağlayan yapılarındaki bol kalsiyum dipikolinattır. 

Dipiklonik asit katyon yoğunluklu bir yapıya sahiptir, düĢük oranda su içerir. Sporlarda 

bulunan ikinci bölüm spor protoplastını çevreleyen, yapısında peptidoglikan bulunan spor 

duvarıdır. OluĢacak bakterinin hücre çeperi bu kısımdan geliĢir. Sporlarda bulunan üçüncü 

bölüm ise sporun en kalın tabakası olan kabuk, yani kortekstir. Bu kısım değiĢik özellikte 

peptidoglikan tabakasına sahip olup korteks kısmının dıĢında protein özellikli bir kılıf içerir. 

En dıĢta da karbonhidratlı bir protein zar (ekzosporiyum) bulunur. Silindirik, elipsoidal, oval 

veya yuvarlak olabilen endosporlar vejetatif hücrelerden birçok yönden (optik kırılma, ince 

yapı, kimyasal pozisyon, kimyasal ve fiziksel stres, dirençlilik) farklıdırlar (Fitz-James ve 

ark., 1969; Bilgehan, 1992). 

 

 

ġekil 2.2. Bacillus türlerinin spor döngüsü ( Erington, 2003) 

Clostridium, Bacillus ve Thermoactinomycetes türlerinin sporları üzerinde detaylı çalıĢmalar 

yapıldığı Setlow ve ark. (1988) tarafından bildirilmiĢtir. Spor çimlenmesi sırasında dormant 

sporların proteinlerinin parçalanmasıyla serbest aminoasit miktarının arttığı belirlenmiĢtir. 

Çimlenme sırasında ise proteolizis adı verilen bu olayın baĢka bir fonksiyonu da protein 

sentezinin baĢlatıcısı olduğu bilinmektedir. Spor çimlenmesi boyunca proteolizis büyüklüğü 
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asitte çözünebilen proteinlerin (SASP) tanımlanmasıyla sağlanır. Bu proteinler geç 

sporulasyon evresinde sentezlenir ve spor çimlenmesinin erken döneminde parçalanırlar. 

SASP tipi ve oranı sporulasyon ortamının değiĢmesinden önemli ölçüde etkilenir. B.subtilis 

α/β  yadaγ tip olarak adlandırılan SASP tipleri bulunmaktadır. Genel olarak α/β SASP’ler 

toplam SASP’lerin  %40- 50 sini, γ tip ise %30-40’ını oluĢturmaktadır. Bunların yanında 

minör SASP proteinleri, major SASP’lere paralel olarak sentezlenmekte ve çimlenme 

boyunca parçalanmaktadır. Bu proteinleri kodlayan genler tespit edilerek üzerinde kopyalama 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu genler sspA, sspB, sspC ve sspD olarak adlandırılmıĢtır. SASP 

sentezi vejetatif ve geç sporulasyon hücrelerinde bulunmamaktadır. Sporulasyonda SASP 

sentezi, dipiklonik asit sentezinden 1-2 saat önce baĢlar ve glukozdehidrogenaz enzim sentezi 

ile eĢ zamanlı meydana gelir. SASP’lerin baĢlıca fonksiyonu spor çimlenmesinde protein 

sentezi boyunca parçalanarak aminoasit sağlamak, stres sırasında oluĢabilecek hasara karĢı 

DNA’yı korumak ve spor çimlenmesi sırasında gerekli enerjiyi sağlamaktadır. Diğer bir 

fonksiyonu ise spor DNA’sı ile birleĢerek sporları daha dirençli hale getirmektir (Setlow, 

1988; Nicholson, 2002).  

 

ġekil 2.1. Bti koloni görünümü (Martin, 2007) 

Genellikle Embden-Meyerhof metabolizma yolunu kullanan Bacillus bakterileri 

terminal elektron alıcısı olarak da oksijeni kullanırlar. Bacillus bakterileri tarafından üretilen 

enzimler (subtilisin, proteaz, amilaz gibi) besin, eczacılık, gibi farklı endüstriyel alanlarda 

kullanılmaktadır (Johnvesly ve Naik, 2001). 

Bacillus bakterileri böceklere karĢı insektisit etki göstermektedir. Bacillus 

thuringiensis ve Bacillus sphaericus entomopatojen türler olarak bilinmektedir (Yoshimura ve 
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Yamamato, 1990, 2002). Bazı böcek türlerine karĢı patojenik etkileri olup, ticari 

kullanımlarında da baĢarılı olan türlerinden biri Bacillus thuringiensis (Bt) olmuĢtur. Kendisi 

gibi toprak bakterisi olan Bacillus cereus ile yakından akraba olan Bt, sporulasyon boyunca 

bir kristal protein (Cry) üretme yeteneğine sahip olması yönünden Bacillus cereus’den ayrılır 

(Höfte, 1989; Beegle ve Yamamato, 1992). Bt sporları içersinde terminal ve subterminal 

elipsoid sporlar bulunur. Bu sporlar herhangi bir ĢiĢkinlik oluĢturmaz. Hücrelerinde 

parasporal kristaller bulunmasından dolayı diğer türlerden ayrılır (ġekil. 2.3.). Bu kristaller 

bakteriye insektisidal aktivite üretilmesi ile entomopatojen özelliği sağlar (Bozlağan, 2010). 

Bt suĢlarının ürettiği farklı toksinler bazı kaynaklar baĢlıklar halinde toplamıĢtır; ð-

endotoksinler, β-ekzotoksinler, hemolizinler, enterotoksinler, ekzoenzimler, vejetatif 

insektisidal proteinlerdir (Glare, 2000). 

 

ġekil 2.2. Bacillus thuringiensis bakterisinin elektron mikroskop görüntüsü (Bozlağan, 2006) 

Bt suĢları genelde topraktan, böceklerden, depolanmıĢ ürünlerden ve ağaç 

yapraklarından izole edilebilir (Yamamato, 1992; De Luca ve ark., 1981; Travers, 1987). 

Bt genel Bacillus özelliklerini taĢır. Biyokimyasal özelliklerinde en çok sitratı karbon kaynağı 

olarak kullanmasından bahsedilir. Hatta ağır metal çalıĢmalarında sitrat döngüsü ile ilgili 

yayınlar mevcuttur (Hassen, 1997). Bt suĢları 2.4-5.4 milyon baz çifti uzunluğunda bir genom 

içerirler (Carlson, 1994). Nukleoid dıĢında sayıları 2-11 ve büyüklükleri 2-272 kb arasında 

değiĢen plazmitlere sahiptir (Gonzales, 1981; Lereclus, 1994; Carlton, 1988). Bt 

sınıflandırmasında, tanımlanmasında genel mikrobiyolojik yöntemler, ıĢık ve faz-kontrast 

mikroskobu, H-serotiplendirme, rastgele çoğaltılan polimorfik DNA yöntemi (RAPD), 

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), sodyum doedesil sulfat poliakrilamid jel elektroforez 

(SDS-PAGE) yöntemleri kullanılmaktadır (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 Özellikleri ve Biyoteknolojik 

Önemi 

Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) Ġsrail’de 1976 yılında Negev çölündeki 

küçük bir göletten izole edilmiĢtir. Bu izolata ONR 60A adı verilmiĢtir. Anopheles sergentii 

Theobald, Uranotaenia unguiculata Edwards, Culex univitallus Theobald, Aedesa egypt 

iLinnaeus ve Culex pipiens Linnaeus üzerinde test edilerek yüksek larvasidal etkisi tespit 

edilmiĢtir (Goldberg ve Margalith, 1977). Bu suĢ daha sonra de Barjac tarafından Bacillus 

thuringiensis var. israelensis Serotip H-14 olarak tanımlanmıĢ ve günümüzde kullanılmakta 

olan Bti kültürleri türetilmiĢtir (de Barjac 1978; Margalith ve Dean 1985; Ġmamzade, 2008). 

Bti, Diptera takımının Nematocera alttakımına bağlı olan Culicidae, Simulidae, Dixiidae, 

Chironomidae ve bazı Ceratopogonidae’ler üzerinde toksik etkilidir ancak diğer sucul 

canlılara karĢı (balıklar, deniz kabukluları, amfibiler, Odonata, Hemiptera ve Coleoptera 

takımları) toksik etkili değildir (Garcia ve ark. 1981, Mulla ve ark. 1982). Bti, sivrisinek ve 

Simulium spp.’lere karĢı etkinliğinin keĢfinden sonra, Batı Afrika’da yıllarca Onchocerciasis 

Kontrol Programı’nda kullanılmıĢtır (Glare ve O’Callaghan, 1998). Bti, Gram (+), aerobik, 

spor oluĢturan, entomopatojenik bir bakteridir, biyoteknolojik kullanımlarında Bti Bacillus’un 

en etkili alt türüdür (Tyrell ve ark., 1979; Regis ve ark., 2001; Mittal, 2003; Toparlak ve 

VuruĢaner, 2006). Bti ĢiĢkinlik oluĢturmamıĢ sporangiyumlar içersinde eliptik endosporlar ve 

parasporal kristaller bulundurur (Yamamato ve ark., 1983). Bti toksin proteini birden fazladır. 

28 kDa, 65 kDa, 135 kDa proteini gibidir. Bu proteinler hemolitiktir. Bti hemolitik toksini 

hücreler üzerindeki bir lipid reseptörüne bağlanır (Davidson ve ark., 1987).  

Bti’nin toksin proteini ile ilgili yapılmıĢ çalıĢma sayısı çok fazladır. Bti’den izole 

edilen Cyt1A endotoksini karakterize edilen ilk Cytendotoksindir. Cyt1A endotoksini 

(27.3kDa) total kristal proteinin % 40’nı oluĢturur (Glare, 2000). Bti suĢunda bulunan 72 kDa 

büyüklüğündeki plazmitten izole edilen cry4A, cry4B, cry4C vecry4D genlerinin kodladığı 

proteinler sırasıyla 135, 128, 78 ve 72 kDa ağırlığındadır. Bu proteinler 27 kDa ağırlığındaki 

cyt geninin ürünü ile birlikte yuvarlak yapılı kristallerde toplanırlar (Chang, 2003). Laboratuar 

çalıĢmalarında Bti’nin Cry toksinlerine karĢı direnç geliĢebildiği gösterilse de uygulandığı 

alanda Bti’nin kendisine direnç geliĢmesi beklenmemekte, buna sebep olarakda Bti’nin etki 

mekanizmaları farklı olduğu varsayılan dört adet Cry toksininin ve bir adet Cyt toksininin 

olması gösterilmektedir (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 karĢı rezistans oluĢumunu ölçmek amacıyla Culex quinquefasciatus kullanarak 

laboratuvarda yapılan 28 jenerasyonluk bir çalıĢmada, Cry 4A’ya karĢı 16. jenerasyonda, 
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Cry4A+Cry4B’ye karĢı 19. jenerasyonda, Cry4A+Cry4B+Cry11A’ya  karĢı 25. jenerasyonda 

önemli oranda direnç geliĢmiĢ ancak Cry4A+Cry4B+Cry11A+Cyt1A’ya karĢı 28. 

jenerasyonun sonunda dahi resistans geliĢimi gözlemlenmemiĢtir. Bu sonuç ile Cyt1A’nın 

direnç geliĢimine engel olduğu tezi ortayakonmuĢtur (Georghiou ve Wirth 1997). Bu 

çalıĢmanın sonucunu destekleyecek Ģekilde Wirth ve ark. (1997)’nin yaptıkları benzer bir 

çalıĢmada Cyt 1A’nın insektisidal etkisinin az olduğu, ancak Cry toksinlerinin birine ya da 

çoğuna karĢı geliĢen direnci baskı altına alındığı gösterilmiĢtir. 

2.4. Bacillus thuringiensis var. israelensis’in GeliĢmesini Etkileyen Faktörler 

               Son zamanlarda Bti’ye karĢı geliĢen tolerans ve direnç geliĢimi ile ilgili çalıĢmalar 

yayınlanmaktadır. Amerika BirleĢik Devletleri’nde yayınlanan bir çalıĢmada sahadan 

toplanan Culex pipiens larvalarının phenotrin, Bacillus sphaericus, Bti ve metoprene karĢı 

duyarlılıkları araĢtırılmıĢ ve sahadan toplanan larvaların, duyarlı larvalara oranla Bti’ye 33 kat 

daha dirençli oldukları bildirilmiĢtir (Paul ve ark., 2005). Wirth ve ark., 2001 ise Culex 

pipiens larvalarının Bti’ye karĢı direnç geliĢtirdiğini tespit etmiĢlerdir. Mısır’da yapılan bir 

çalıĢmada, Culex pipiens larvaları 20 jenerasyon boyunca Bti’ye maruz bırakıldığında son 

jenerasyonda, 1. jenarasyona göre sadece 2.8 kat tolerans geliĢtiği gözlemlenmiĢtir.  Sonraki 3 

jenerasyonda seleksiyon uygulaması ortadan kaldırılmıĢ ve Bti’ye karĢı geliĢen tolerans % 58 

oranında düĢmüĢtür (Saleh ve ark.,2003). Cry toksinlerine karĢı direnç geliĢim 

mekanizmalarına dair iki farklı hipotez bulunmaktadır. Ġlk hipotez, direnç geliĢiminden Cry 

toksinlerinin proteaz aktivasyonundaki farklılığını sorumlu tutarken, ikinci hipotez toksinlerin 

bağlanma yerlerinde modifikasyonların Ģekillendiğini ileri sürmektedir (Griffitts ve Aroian, 

2005). 

Bti, ısı, nem, oksijen ve pH’nın ayarlı olduğu özel fermentasyon fıçılarında ticari 

olarak yetiĢtirilir. Bakterinin gıda olarak tüketmesi için balık yemi ya da soya unu gibi yüksek 

proteinli gıdalar kullanılır. Kültürde, 3-3.5 μm uzunluğundaki hücreler, zincir Ģeklinde ürerler 

(Mittal 2003). Bakteri, sporulasyon esnasında sporun yanı sıra entomopatojenik proteinlerin 

toplandığı bir kristal üretir ve parçalanır. Geriye spor, kristal, parçalanan hücrelerin enkazı ve 

sindirilmemiĢ kültür kalır. Spor ve kristaller, santrifüj ile çökertildikten sonra, mikrofiltrasyon 

ile toplanır. Filtre edildikleri ısılarda daha çok beslendikleri ve kısa sürede daha fazla toksin 

sindirdikleri varsayılmaktadır (WHO, 1982; Lacey ve Oldacre, 1983; Wilson ve ark., 2005). 

Etkinlik üzerinde pH’nın etkisi konusunda da farklı görüĢler bulunmaktadır. Floore ve ark. 

(1987), pH’nın herhangi bir etkisi olmadığını bildirmiĢler, buna karĢı olarak Lacoursiere ve 

Charpenter (1988), artan pH ile Bti patojenitesi arasında pozitif korrelasyon olduğunu ileri 
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sürmüĢlerdir. Gnoffo ve ark. (1981) ve Wilson ve ark. (2005) pH’yı, Bti’nin insektisidal 

etkinliği üzerinde etkisiz bulmuĢlardır. Organik maddelerin artıĢı,  Bti’nin etkinliğini 

azaltmaktadır. Uygulama yapılan suyun çamurlu olması, çürümekte olan organik maddeler 

Bti’nin etkinliğini azaltmaktadır (Beck, 1982; Margalith ve Bobroglo, 1984; Ohana ve 

ark.,1987; Mulla ve ark., 1990; Becker ve ark.,1992). Sedimentasyon ve Bti’nin katı 

taneciklere bağlanması, inaktif hale gelmesinin ana nedeni kabul edilmektedir. Bti’nin 

parasporları, suda asılı bulunan taneciklere ve çökeltilere yapıĢma eğilimindedir, dolayısıyla 

Bacillus sphaericus’e nazaran kısa sürede suyun dibine çöker. Bu durum Bti’nin sahada 

Bacillus sphaericus’den daha kısa süre etki göstermesinin sebebi kabul edilmektedir (Lüthy 

ve Studer 1986, Yousteen ve ark. 1992, Poopathi ve Tyagi 2004). Gnoffo ve ark. (1981)’nın 

su çeĢidinin Bti’nin insektisidal etkinliğine etkisini ölçmek amacıyla yaptıkları çalıĢmada 

Bti’nin, distile suda, gölet suyuna göre daha etkin olduğu bulunmuĢtur. Suda bulunan iyonik 

maddeler de bakterinin etkinliğini etkiler. Metal elementlerinden doğada düĢük seviyelerde 

bulunan perklorat, Bacillus içeren mikrobiyal insektisitlerin etkinliğini değiĢtirmemekte, 

ancak hekzavalent krom, Bti ve Bacillus sphaericus’nin etkinliğini arttırmaktadır (Sorensen 

ve ark.,2007). GüneĢ ıĢınları Bti’nin etkinliğini azaltmaktadır. Larvaların yaĢlanması ve larva 

sayısının fazlalaĢması, Bti’ye duyarlılığı azaltmaktadır (Beck, 1982; Becker ve ark.,1992). 

Doğal sucul mikrocanlıların varlığı Bti’nin etkinliğini düĢürmektedir. Ortamda Daphnia gibi 

suyu filtre ederek beslenen sucul canlıların olması larvaların beslenirken daha az bakteri 

almasına ve sonuçta ölüm yüzdelerinin düĢmesine sebep olmaktadır (Becker ve ark.,1992). 

Sivrisineklerin üreme alanlarında yoğun vegetasyon bulunması, Bti’nin etkinliğini 

azaltmaktadır (Mulla ve ark. 1982). YeĢil alg Scenedesmus quadricauda’nın Bti’nin 

etkinliğini düĢürdüğü laboratuvar denemelerinde gösterilmiĢtir (Overmyer ve ark., 2006). Bti 

formulasyonlarının tutulduğu ortamlardaki sıcaklıkta etkinlikleri üzerinde rol oynamaktadır. 

25 ºC ve üzeri derecelerde saklanan formulasyonlarda ciddi insektisidal etki kayıpları 

gözlenmiĢtir (Ignoffo ve ark., 1982; Farghal ve Darwish, 1988).  

Kullanılan Bti formulasyonu da etkinlik ve kalıcılık üzerinde rol oynamaktadır. Luthy 

ve Studer (1986), Poopathi ve Tyagi (2004)’e göre Bti’nin toksik etkisi 24-48 saat sonra 

kaybolmaya baĢlar. Federici (2002) ise uygulanan yerde iki hafta kadar kalıcılık olduğunu 

bildirmektedir. Bu farklılık, kullanılan formulasyon ile açıklanmaktadır. Granül 

formulasyonları toksinleri yavaĢ yavaĢ yaydıkları için Bti’nin uygulandığı yerde daha kalıcı 

olmasını sağlamaktadır. Laboratuvar koĢullarında Bti ile beslenerek ölen larva ve pupalarda 

bakterinin kendini yenilediği, sporlandığı ve parasporal kristal ürettiği Aly ve ark. (1985), 

Khawaled ve ark. (1989) tarafından bildirilse de bu durum doğal koĢullarda 
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gözlemlenmemiĢtir (Lacey, 2007). Buna sebep olarak da bakterinin kadavrada kendini 

yenilemesine fırsat bulamadan habitattaki diğer böcek ve larvalar tarafından yenilmesi, bu 

duruma ilaveten diğer bakteri, mantar ya da protozoon türlerinin kadavrada kolonize olmaları 

gösterilmektedir (Aly ve ark., 1985; Mulla ve ark., 1990). Bti’nin etkinliğini dolaylı olarak 

attıran bir diğer unsurda Bti’nin uygulandığı yerlere yumurta bırakmaları için diĢileri 

etkilemiĢ olmasıdır. Aedes albopictus’larla yapılan bir çalıĢmada Bti uygulanan su kaynakları, 

Bti uygulaması yapılmayan kaynaklara kıyasla diĢiler tarafından ovipozisyon için daha 

çoktercih edilmiĢtir (Stoops, 2005). Bti arazi çalıĢmalarında bitki örtüsü de larvasitlerin 

etkisini de engelleyici yönde bir etki göstermektedir(Lacey, 1998). 

2.5. Ağır Metallerin Mikroorganizmalar Üzerine Etkileri 

Ekosistemde organik kirleticiler ve ağır metallerden birincil olarak etkilenen canlılar 

bakteri ve funguslardır. Çünkü bu organizmalar biyotransformasyon ve biyobirikimde anahtar 

role sahiptirler. Bugüne kadar 200’den fazla bakterinin ve yaklaĢık olarak 50 fungusun 

genomu tanımlanmıĢtır. Bu genomlar küçük boyutları ve basit olmaları nedeniyle protein 

seviyesindeki değiĢikliklerin belirlenmesinde önemli modellerdir. Son yıllarda yapılan protein 

çalıĢmaları, ağır metal kirliliğine karĢı mikroorganizmaların proteinlerin oluĢturduğu hücresel 

yanıtın bulunmasına odaklanmıĢtır (Dowling, 2006; Lestan ve Suhadolc, 2003). 

Topraklardaki ağır metaller ve kimyasalların miktarları topraktaki normal baĢlangıç 

değerlerinden fazla ise mikro kirleticiler olarak bilinirler. Topraktaki mikrokirleticiler serbest 

iyon haline geçtiklerinde taban suyuna karıĢıp suyun niteliğini bozarlar. Bitkilerinde yapısına 

giren bu kirleticiler besin zinciri ile ekosistemdeki tüm canlılar için tehdit oluĢtururlar. Ağır 

metallerin özellikle belirli dozlardan itibaren canlılardaki fizyolojik fonksiyonları ve 

biyokimyasal olayları direkt veya dolaylı olarak etkilediği bilinmektedir. Bu durumda 

kimyasallara karĢı mikroorganizmalar sporlaĢma vb. gibi direnç mekanizmaları oluĢtururlar 

(Çevre mevzuatı, 2006; Rosen, 2002). Metal ihtiva eden çevrelerdeki seçici baskılar, tüm 

toksik metallere karĢı belli direnç mekanizmalarının ortaya çıkmasını sağlamıĢtır (Choundry, 

2007). Bu direnç mekanizmalarının büyük bir kısmı plazmid kökenlidir. Bu konuda çalıĢılan 

mikroorganizmalar daha çok Staphylococcus, E.coli, Pseudomonas aeroginosa ve Bacillus 

türlerini kapsamaktadır (Rouch, 1995; Panak ve ark., 1999). Bti ürettiği toksin proteininden 

dolayı stres faktörlerinin yoğun olduğu ortamlarda yapılan çalıĢmalarda tercih edilen 

mikroorganizmalardan biridir (Nies, 1999). 

Ağır metallerin çoğu, d orbitallerinin dolu olması sebebiyle geçiĢ elementleri olarak 

bilinirler. D orbitalleri ağır metal katyonlarının redoks tepkimelerine girebilen veya 
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giremeyen herhangi bir bileĢik ile karmaĢık yapı oluĢturmasını sağlamaktadır. Bundan dolayı, 

ağır metaller, iz element olarak karmaĢık pek çok biyokimyasal reaksiyonda önemli görev 

üstlenir. K(I), Mg(II), Mn(II), Ca(II), Cu(II), Zn(II), Na(I), Ni(II), Co(II), Cr(VI) ve Fe(II) 

gibi metaller esansiyeldir ve besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir. Bu metaller, redoks 

tepkimelerini katalizlemeye yardımcı olan mikrobesin görevindedir. Böylece moleküllerin 

elektrostatik etkileĢimlerinin kararlılığını ve ozmotik basıncın kontrolünü sağlamak için 

enzimlerin bileĢenleri olarak kullanılırlar. Fakat Ag(I), Cd(I), Pb(II), Al(I), Hg(II) ve Au(II) 

gibi ağır metaller biyolojik önem taĢımadıklarından esansiyel değillerdir. Bununla birlikte, 

besinsel değerleri olmayan bu metallerin mikroorganizmalara toksik etkisinin fazla olduğu 

bilinmektedir. Bu toksik metaller önemli hücresel bileĢenlerle kovalent ve iyonik bağlarla 

etkileĢime girmektedirler. Esansiyel olan ve olmayan bütün metaller yüksek 

konsantrasyonlarda hücre zarında hasara neden olup, enzim özgünlüğünü değiĢtirebilirler. 

Aynı zamanda hücresel fonksiyonları bozabilir ve DNA’nın yapısına zarar verebilir. Bu 

nedenle metallerin bütün canlı hücrelerin metabolizmalarının dengede tutulmasında çok 

önemli bir yer oluĢturduğu kabul edilmektedir (Hughes, 1989; Ji, 1990; Nies, 1999; Bruins, 

2000). Bacteroides ve Clostridium türlerinde de civa ve organocivalar için dirençlilik 

bildirilmiĢtir. Metallere karĢı direnç mekanizmaları prokaryotik hayat baĢladıktan hemen 

sonra geliĢmiĢtir. Çünkü bakterilerin geliĢtigi ortamlarda metaller her zaman var olmuĢlardır 

(Harnet,1995; Ji, 1984). Metal dirençlilik mekanizmaları, genellikle antibiyotik direnç 

mekanizmaları ile iliĢkilendirilmektedir (Karagöz, 2004). Çünkü her iki tip dirençde 

organizmalar arasında konjugasyon veya transdüksiyon ile transfer gerçekleĢmektedir. Bazı 

durumlarda, metal dirençliliği ile antibiyotik dirençliliği aynı plazmid kökenli olabilmektedir. 

Metal dirençliligi ise antibiyotik kullanımından önce rapor edilmiĢtir (Harnet, 1984; Gassman, 

2009). Hücre için besin olarak alınan bazı metaller yüksek deriĢimlerde olduğunda ise hücre 

için toksik etkiler yapmaktadır. Kobalt, nikel, bakır ve çinko böyledir (Ji ve ark., 1995). Hücre 

için gerekli olan bu metaller, pek çok enzimin yapısındaki kofaktörlerioluĢtururlar.  Bazı 

metaller hücrenin oksidasyon redüksiyon sistemlerinde kullanılır. Bazı metaller gen 

ekspresyonunda ve biyomoleküllerin aktivitesi için önemli görevler üstlenmiĢlerdir (Castro-

Silva, 2003). 

Ağır metal içeriği yüksek olan atık sular tekstil, deri, boya, metal ve kâğıt 

endüstrilerinden kaynaklanmaktadır. Arıtımı yapılmaksızın kontrolsüz bir biçimde çevreye 

bırakılan bu atık sular, o habitattaki tüm canlılar için toksik ve mutajenik etkiye sahiptir. Bazı 

organizmalarda canlılığın devam etmesi için iz miktarda kullanılan bazı metallerin yüksek 

yoğunlukları hücrelere zarar verebilmektedir. Pb(II), Au(II), Cd(I), Ag(I), Al(I) ve Hg(II) gibi 
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toksik metaller biyolojik öneme sahip değildirler ve çok düĢük konsantrasyonda dahi 

bulunmaları hücreler için tehlike arz etmektedir (Bruins ve ark., 2000; Nies, 2003). Bu 

sebepten ağır metal ihtiva eden ortamlardan ağır metalin uzaklaĢtırılması ile ilgili çalıĢmalar 

artmaktadır. Bazı çalıĢmalarda, ağır metallerin çeĢitli mikroorganizmalar kullanılarak 

endüstriyel atık sulardan uzaklaĢtırıldığı gösterilmiĢtir. Mikroorganizmalar ağır metallere 

karĢı direnç geliĢtirerek toksik, karsinojen ve mutajen olabilen ağır metal iyonlarına tolerans 

gösterir ve bu kirleticileri ortamdan uzaklaĢtırabilirler. GeliĢtirilen bu direnç mekanizmaları 

ağır metallerin mikroorganizmalar tarafından hücre içine alınmaması, hücre içinde veya 

dıĢında tutulması, kirleticinin daha az toksik forma çevrilmesi,  metalin hücre dıĢına aktif 

taĢınması ve mikroorganizmanın metale karĢı daha duyarsız hale gelmesi Ģeklindedir (Bruins 

ve ark., 2000; Malik, 2004; Sultan ve Hasnain, 2006). Ağır metallere  karĢı direnç geliĢtiren 

mikroorganizmalar, yukarıda bahsedilen sistemlerinden birini veya birkaçını kullanabilir. Bu 

yolla ağır metalin toksik etkilerinden korunmaya ve canlılığını sürdürmeye çalıĢmaktadır. Bu 

süreçte stres faktörüne cevap olarak sentezlenen bazı proteinler anahtar role sahiptir. Ağır 

metal stresindeki bir mikroorganizma bu stresle baĢ edebilmek ve dayanıklılık sağlamak için 

bazı proteinlerin sentezini arttırlar (Tosunkhowong, 2005; Kılıç, 2008). Bu proteinler hem 

hücre içinde sentezlenen sitozol proteinlerini ve zar proteinleriyle birlikte hücre dıĢı 

bileĢenlerini de içerebilmektedir. Bu tip proteinlerin tanımlanmasıyla stres faktörlerine 

mikrobiyal cevabın belirlenmesi ancak protein çalıĢmaları ile mümkün olmaktadır (Sharma ve 

ark.,2006; Schmidt ve ark., 2005).  

 1995 yılında bir genomun  proteinin tanımlanması ile ilk kez proteom terimi 

kullanılmaya baĢlamıĢtır. Genom proteoma kıyasla değiĢmezken, yüksek dinamizme sahip 

proteom değiĢiklik gösterebilir. Bu değiĢiklik çevresel koĢullardan, çeĢitli stres faktörlerinden 

ve aynı zamanda hücrenin fizyolojik durumundanda kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte, 

farklı ortam koĢullarında genom sabit kalırken farklı organizmalar farklı proteomlar 

bulundurabilir. Proteom çalıĢmaları belli koĢullarda organizmanın, özel bir dokusunun veya 

herhangi bir hücresel kısmının proteinlerindeki değiĢiklikleri belirleyebilmektedir. Bu tip 

çalıĢmaların iki önemli hedefi vardır. Ġlki, hücrelerden elde edilen proteinlerin tanımlanması, 

ikincisi ise tanımlanan proteinlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesidir. Bu iki amaca 

ulaĢmada kütle spektrofotometri (MS) önemli bir araç olarak kabul edilmektedir. Bu 

çalıĢmalarda proteinler öncelikle izoelektrik noktalarına (birinci boyut) ve daha sonra molekül 

ağırlıklarına (ikinci boyut) göreayrılırlar. Bu Ģekildeki ayırma yöntemine iki boyutlu jel 

elektroforezi (2D jel elektroforezi) adı verilmektedir. MS analizinden önce proteinler denatüre 

edilir ve enzimlerle sindirilir. Proteinlerin sindirilmesinde tripsin enzimi yaygın olarak 
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kullanılmaktadır. Peptid örnekleri de kütle spektrofotometrisinde ölçülmektedir. Bütün bu 

basamaklar sonucunda, bir mikroorganizmanın bütününün, özel bir dokusunun veya herhangi 

hücresel bir kısmının proteinlerindeki değiĢiklikler belirlenebilmektedir (Rabilloud, 2000; 

Kolker, 2006). 

Proteom çalıĢmaları, bir hücrenin, dokunun veya organizmanın genomundan yazılan 

proteinlerin araĢtırılması olarak tanımlanmaktadır. Bu çalıĢmalar toksisite ile ilgili protein 

veya protein gruplarının tespit edilmesine de yardımcı olmaktadır. Ayrıca bu proteinler, toksik 

kirleticilerin ortaya çıkarılmasında biyolojik iĢaretleyici olarak da kullanılabilmektedir. Farklı 

stres koĢullarında bir mikroorganizma tarafından üretilen proteinlerin karĢılaĢtırılması, o 

mikroorganizmaya ait proteom farklılıklarını ortaya koymaktadır. Bu koĢullarda sentezi artan 

veya azalan proteinlerin tanımlanması organizmaların stres ortamına verdiği yanıtın 

moleküler mekanizmasının açıklanmasına yardımcı olmaktadır. Farklı çevresel koĢulların 

organizmalara etkisinin araĢtırıldığı proteom çalıĢmaları, bütün proteinleri veya tek bir hedef 

proteini kapsayabilmektedir. Bu kapsamda bütün protein analizlerinde araĢtırıcılar maksimum 

sayıda protein elde edip tanımlamayı amaçlarlar. Fakat tek bir hedef proteini kapsayan bir 

çalıĢmada ise, bu protein bir organel, hücre çekirdeği veya bir sinyal yolu elemanı gibi 

hücresel bileĢenlerden bir tanesi olabilmektedir (Nesaty ve Suter, 2007). 

Proteom analiziyle mikroorganizmaların ağır metal stresine karĢı oluĢturdukları 

cevabın belirlenmesiyle ilgili çalıĢmalar henüz çok yenidir. Bununla birlikte ağır metal 

stresine maruz kalan mikroorganizmaların verdiği yanıtın ve savunma mekanizmalarında 

kullandıkları  proteinlerin araĢtırıldığı bazı proteom çalıĢmaları da bulunmaktadır. 

Vido ve ark., 2001’de Saccharomyces cerevisiae mayasını, Cd(II) stresine maruz 

bırakarak maya hücrelerinin ağır metale stresine karĢı hücresel yanıtını proteom analizi ile 

belirlemiĢlerdir. ÇalıĢma sonunda, maya hücrelerinin ağır metal stresine cevaben 54 proteinin 

sentezini arttırdığını ve 43 proteinin sentezini azalttığını belirlemiĢlerdir. Özellikle sülfür 

içeren aminoasitlerin biyosentezi ile ilgili enzimlerin yapımının arttığı görülmüĢtür. Aynı 

zamanda araĢtırıcılar, antioksidant özelliğe sahip bazı proteinlerin Cd(II) iyonlarına maruz 

bırakılan maya hücreleri tarafından daha fazla sentezlendiğini göstermiĢlerdir. Aynı zamanda 

tiyoredoksin ve tiyoredoksin redüktaz gibi proteinlerin sentezinde de artıĢ görülmüĢtür. 

AraĢtırıcılar sentezi artan bu proteinlerin Sacharomyces cerevisiae’nın Cd(II) iyonlarına karĢı 

hücresel savunma mekanizmasında esansiyel olduğunu bildirmiĢlerdir. BaĢka bir çalıĢmada 

Cu(II) iyonlarının  ortamda demirin varlığında Acidithiobacillus ferrooxidans’ın protein 

sentezi üzerine etkisinin araĢtırıldığı denemelerde organizmanın zar ve periplazma protein 

sentezine 200 mM Cu(II)’nin ne Ģekilde etki edeceği araĢtırılmıĢtır. A. ferrooxidans Cu(II) 
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içeren ve içermeyen iki farklı ortamda geliĢtirilerek bakterinin proteinleri izole edilmiĢ ve 

protein profillerindeki farklılıklar 2D jel elektroforezi ile tespit edilmiĢtir. Sonuç olarak Cu 

(II) içeren ortamda bakterinin bazı proteinlerinin sentezi  azalırken bazılarının arttığı 

görülmüĢtür. DüĢük molekül ağırlıklı proteinlerin Cu(II) iyonları içeren ortamda, düĢük 

molekül ağırlıklı proteinlerin sentezi belirgin bir Ģekilde düĢüĢ göstermiĢtir. Bu proteinlerin 

asidik proteinler ve  dıĢ zara ait elemanlar olabileceği ileri sürülmüĢtür. Bunun yanı sıra aynı 

stres ortamında rustiksiyanin proteinin daha fazla sentezlendiğini tespit etmiĢlerdir. 

Rustiksiyanin, periplazmik bir proteindir ve demir oksidasyon yolunun elektron taĢıma 

zincirinde görev almaktadır. Bu nedenle araĢtırıcılar bakterinin Cu(II) iyonlarına karsı iki 

yolla cevap verdiğini belirlemiĢlerdir. Birincisinde Cu(II) iyonlarına karĢı geçirgenlik 

azalırken, ikincisinde ise Cu(II) periplazmada sentezi artan protein tarafından tutulmaktadır 

(Felicio ve ark., 2003). 

 ÇeĢitli Bacillus türlerinin sporlarıyla enzimatik Mn(II) oksidasyonu çalıĢılmıĢ, Mn(II) 

oksitleyen enzimler belirlenmiĢtir. Ağır metal içeren ortamlardan Bacillus spp. izole edilmiĢ, 

SDS-PAGE ile protein profilleri ortaya çıkarılmıĢtır. Mn(II)’ı oksitleyen spor proteinleri 

belirlenmiĢtir (Chris ve Bradley, 2002). Bacillus sphaericus bakterisinin ise bazı kimyasallara 

olan yönelimi, kemotaksis proteini (metil bağlayan 53 kDa) baz alınarak incelenmiĢtir 

(Andrew ve ark., 1993, 1994). BaĢka bir çalıĢmada Bacillus sphaericus JG-A12’nin yüzey 

tabakasında uranyum ve diğer metalleri tutma yeteneği olduğundan faydalanılarak, exafs 

spektroskopiyle yüzey proteinlerine tutunan uranyum ve karboksil, fosfat grupları 

incelenmiĢtir (Merroun ve ark., 2004).  

Ni(II) iyonlarının Streptomycetes acidiscabies bakterisinin hücre içi protein sentezine 

etkisinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada mikroorganizma Ni(II)içeren ve içermeyen iki farklı 

besiyerinde geliĢtirilmiĢtir. 2D jel elektroforezi kullanılarak protein sentezindeki farklılıklar 

belirlenmiĢtir. Ni(II) varlığında glikoliz ile ilgili bazı enzimlerin sentezinde artıĢ, demir ihtiva 

eden süperoksit dismutazın sentezinin inhibe edildiği tespit edilmiĢtir (Schmidt ve ark., 2005). 

Streptomyces coelicolor bakterisi ile yapılan çalıĢmada ağır metal içeren ve içermeyen 

ortamlarda bakterinin yanıt mekanizması çalıĢılmıĢtır (Ahn ve ark.,2006). Pseudomonas 

fluorescens’in ağır metal stresine karĢı geliĢtirdiği direnç mekanizmasının proteinlerin 

proteom analizi ile ortaya çıkarmıĢlardır. ÇalıĢmada çeĢitli ağır metallere maruz bırakılan 

bakteri, farklı olarak sentezlenen proteinleri 2D jel elektroforezi ile belirlenerek, MS ile ise 

tanımlanmıĢtır. Bakteriye Pb(II) ve Cu(II)’nin etkisi spo VG ile enolaz proteinlerinin enzimi 

sentezinin arttığı, buna rağmen bakteri canlılığının azaldığı görülmüĢtür. Co(II) ağır metaline 

maruz kalan bakteride ise varolan proteinin sentezinin azaldığı,  ksilotransferaz, ORF 18 faj, 
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OMP H1 ve translasyonel uzama faktör (EF-Tu) gibi proteinlerin ise sadece Co(II) metaline 

maruz kalındığında sentezinin olduğu sonucu elde edilmiĢtir. Bu sonuçlara göre, ortamda ağır 

metal etkisine maruz bırakılan bakterinin tanımlanan proteinleriyle ağır metal stresine karĢı 

bir savunma mekanizması geliĢtirdiği gözlemlenmiĢtir (Sharma ve ark., 2006; Rossbach, 

2000). BaĢka bir çalıĢmada ise Bar ve ark., 2007 yılında, ağır metallerle kirletilen ortamlardan 

izole ettikleri ve Klebsiella pneumoniae olarak tanımladıkları mikroorganizmayı, Co(II) ve 

Pb(II) içeren ortamlarda geliĢtirmiĢler. Bunun sonucunda bakterinin sentezlediği farklı 

proteinlerin olduğu görülmüĢtür (Özcan ve ark., 2007). Phanerochaete chrysosporium 

fungusunun Cd(II) ve Cu(II) muamelesine bırakılmasına verdiği yanıtı proteom analiziyle 

açıklamıĢlardır. ATP-az, ribozomal protein S7, 3 adet ribozomal protein ile 

flavonol/sinnamolil-CoAredüktaz, ribozomal protein S21’e ve uzama faktör EF-1 alfa alt 

ünitesi gibi proteinlerinin sentezinin daha fazla olduğunu bulmuĢlardır. Hg(II)’ye dirençli 

olduğu bilinen Pseudomonas putida suĢları incelenerek yüksek yoğunlukta Hg(II)’ye maruz 

kalan bakterinin toplam hücresel proteinlerinde çok az bir değiĢim belirlenmiĢ, hatta zara ait 

taĢıyıcı proteinlerinde değiĢiklik varolduğu sonucu elde edilmiĢtir. Bu çalıĢmaya göre, yüksek 

konsantrasyonda ağır metalin varolduğu ortamda katyon akıĢını sağlayan taĢıyıcı proteinlerin 

yapımı neredeyse 45 kat fazla olurken, buna rağmen zar proteini olan porinin yapımı 106 kat 

azaldığı görülmüĢtür. Stres Ģartlarında enerji metabolizması ile ilgili herhangi bir proteinin 

diğerlerinden daha fazla sentezlendiğiyle ilgili bir sonuca ulaĢmamıĢlardır (Leonhäuser ve 

ark., 2007). Shilev ve ark., 2007 yılında yaptığı çalıĢmada arsenata dirençli Pseudomonas 

fluorescens bakterisinin arsenat varlığında ve yokluğunda proteom analizi ile  toplam 

proteinlerini belirlemiĢlerdir. 1000 ppm arsenat varlığında, dirençli olan bakteri 9 adet 

proteinini farklı ve 4 adet proteinini yeni sentezlediği, bunun yanı sıra 4 adet proteinin 

sentezini  de arttırdığı, 1 proteinin sentezininde azalttığını tespit etmiĢlerdir. 

Bazı bitkiler ve bakteriler kullanılarak disiplinler arası çalıĢmalar da yapılmıĢtır. 

Brassica juncea bitkisinin yetiĢtirildiği ortama farklı Cr konsantrasyonları uygulanan 

çalıĢmada, bitkilerin topraktaki ağır metalleri bünyesine kökleri yardımıyla Cr’a dirençli 

Pseudomonas sp. ve Bacillus sp. bakteri türlerini kullanılarak yapılan ilgili çalıĢmalar 

mevcuttur (Rajkumar ve Lee, 2004; Srinath, 2002). Bacillus sphaericus hücreleri ve sporları 

kullanılarak ağır metallerin biyosorpsiyonu çalıĢılmıĢ, uranyum ve bakırın ortamdan tamamen 

emiliminin sağlandığı görülmüĢtür (Soltmann, 2003).  

Ağır metallerle ilgili toprak ve su ortamlarından izole edilen ağır metale dirençli 

mikroorganizmaların belirlenmesi ve metal tolerans mekanizması ile ilgili çalıĢmalar 

mevcuttur. Bu çalıĢmalar endüstriyel alanlarda kirliliği önlemek amaçlı mikroorganizmaların 
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kullanabileceği konusunda aydınlatıcı olmuĢtur (Seget, 2005; Chovanova, 2004; Nourbakhsh, 

2002;  Zouboulis, 2004; Kannan, 2005;  Lee, 1998; Alm, 2003).  

2.6. Ağır Metallerin Bacillus thuringiensis var. israelensis Üzerine Etkisi 

DeğiĢen ve geliĢen dünyanın vazgeçilmez bir parçası olan sanayi ve madencilik 

çalıĢmaları, ağır metal kirliliğinin en büyük sebeplerinden biridir. Ağır metaller; yoğunluğu 5 

g/cm’den büyük olan, canlılara toksik etkileri olan metallerdir (LarsJärup, 2003). Periyodik 

tablodaki  90 elementin; 21 metal olmayan, 16 hafif metal ve 53 ağır metal olarak 

tanımlanmaktadır. 

Kobalt, civa, bakır, arsenik, çinko, kadmiyum, kurĢun, krom gibi metallerinde dahil 

olduğu 60’a yakın ağır metal var olduğu düĢünülmektedir (Kahvecioğlu ve ark., 2003). 

Tahminen 5000 yıldan bu yana insanlar tarafından farklı amaçlarla kullanılan ağır metallerin 

bilinen  ilk endüstriyel kullanımları olarak taĢıma boruları, yapı materyali, seramik ve cam 

yapımı ve olarak baĢlamıĢtır. Sanayi devrimiyle bu metallerin kullanımında eskiye oranla 

ciddi bir artıĢ olmuĢ, yüksek miktarda yoğun konsantrasyonlu ağır metallerin doğal 

kaynaklara karıĢmasına sebep olmuĢtur. Sanayi devriminden günümüze bakıldığında ise 

katlanarak devam etmekte olan maden sanayi faaliyetleri ve Ģehirsel atıklar çevreye ağır metal 

yayılımına yoğun bir Ģekilde neden olmaktadır. Çevreye zarar veren ağır metaller yüzeysel 

olan yeraltı su kaynakları, su akıntıları,ve asit yağmurlarıyla deniz ve göller gibi sucul 

ortamlara taĢınarak buralarda diplerinde birikime sebep olurlar.  Doğaya zarar veren bu 

metaller ilk olarak sedimentte birikir ve sedimentin adsorbsiyon kapasitesinin aĢılmasıyla 

sularda birikime artarak devam ederler. GeliĢmiĢ ülkelerde artmaya devam etmekte olan bu 

ağır metallerin ekosistemde birikimi ve yayılımı, daha geliĢmiĢ ülkelerde son zamanlarda 

azalma olduğu kaydedilmiĢtir. Bu metaller içerisinde en fazla olumsuz etki gösterenleri civa, 

kurĢun, arsenik ve kadmiyumdur (LarsJärup, 2003). Mikroorganizmaların yapısına zarar 

veren bu kirlilik hücre duvarı, protein yapısı, nükleik asit ve yaĢamsal sistemleri üzerinde 

olumsuz sonuçlara neden olarak yaĢam süreçlerini ve döngülerini olumsuz yönde 

etkilemektedirler. Ağır metal kirliliğine maruz bırakılan mikroorganizmalar ölüm, 

biyoçeĢitliliğin bozulması ve türün tamamen ortadan yok olması gibi tehditlerle karĢı karĢıya 

kalmaktadır. Fakat bazı mikroorganizmalar, geliĢtirdikleri farklı sistemler ile ağır 

metallerinolumsuz etkilerinden korunmaya çalıĢmıĢlardır. Ağır metale direnç gösteren genler 

kromozom ya da plazmidler üzerinde bulunabilir. Mikroorganizmalar, hücre bileĢenlerinde 

gösterdikleri yapısal değiĢiklikler ve sentezledikleri yeni bileĢenler ile ağır metallere karĢı 

direnç gösterirler. YapılmıĢ bazı çalıĢmalarda ağır metal kirliliğine maruz kalınan ortamlarda 
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dirençli farklı, hatta yeni türlerin varlığı rapor edilmiĢtir (Filali ve ark., 2000; Li ve 

Ramakrishna, 2011; Roosa ve ark., 2014). Mikroorganizmaların ağır metal stresine 

geliĢtirdikleri direnc tespit edilirken kültürel yöntemler, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 

genom sekansı, DNA probları, Western blotlama ve protein elektroforezi gibi yöntemler 

kullanılmaktadır. Kültürel yöntemler daha çok ağır metal tuzlarını ihtiva eden ortamlarla 

mikroorganizma izolesi ve farklı metallerle büyüme Ģartlarının gözlemlenmesi amacıyla 

kullanılmaktadırlar. Bu çalıĢmalarda her bir ağır metal için ayrı ayrı ortamlarla karıĢtırılarak 

test edilebildiği gibi birden fazla metali aynı anda ortama ilave ederek farklı, çoklu direnç 

denemeleri çalıĢmaları da yapılabilir. Katı veya sıvı besi ortamları çalıĢmaları belirlerken 

kullanılabilir. Ağır metal direncini belirlediğimiz bakterinin, Minimum Ġnhibisyon 

Konsantrasyonunu (MĠK) belirlenmesi de gerekir. MĠK tayini farklı oranlarda ağır metal 

içeren katı veya sıvı besiyerilerinde yapılarak belirlenebilir (Hassen ve ark., 1998).  

Ağır metal direnç tespitinde moleküler yöntemler de kullanılan diğer farklı 

yöntemdir. Moleküler yöntemlerde ağır metal direnç genlerinin varlığının taranmasında 

yaygın olarak PCR kullanılır. Bunun yanında genom sekansı poliakrilamid jel elektroforezi, 

DNA probları ve Western blotlama gibi yöntemleride kullanılmaktadır. PCR metodu 

incelenirse ağır metal direnci sağlayan genlere spesifik primerler seçilir, PCR ile çoğaltılıp 

görüntülenerek ilerler. Kültürel ve moleküler yöntemlerin direnç varlığında aynı anda 

çözümlenmesi, derecesini ve bu dirençten sorumlu genin ifadesinin sonuçlarına 

ulaĢılabilmektedir. Ağır metal kirliliğine maruz kalan sucul ortamlar, sedimentleri ve atık 

sulardan izole edilen mikroorganizmalarla ilgili çalıĢmalardakurĢun, krom, kadmiyum,  

kobalt, arsenik, çinko, civa, bakır, mangan, magnezyum, selenyum gibi metallere karĢı 

dirençlilik tespiti elde edilmiĢtir. 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 birçok türde ağır metal 

direnci var olduğu görülmüĢtür (Hassen ve ark.,1998, Filali ve ark., 2000, Nithya ve ark., 

2011). Minimum inhibisyon konsantrasyonu yani MĠK ise 0,02 – 400 mM/L arasında olduğu 

bulunmuĢtur (Hassen ve ark., 1998, Li ve Ramakrishna, 2011). ÇalıĢılan bazı 

mikroorganizmalarda aynı anda birden fazla ağır metale karĢı direnç varlığına rastlanmıĢtır 
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(Filali ve ark., 2000). Ağır metal direncinin belirlenmesinde çeĢitli gen bölgelerinden 

yararlanılarak yapılır. KurĢun direnci pbrT, civa merA, merB, merC, merD, merR, merP, 

merT, Arsenik arsA, arsB, arsC, arsD, arsR, bakır copA, copB, copY, copZ, kadmiyum 

cadA, cadB, cadC krom chrA, chrB nikel-kobalt-kadmiyum nccA, chrA, chrB, kobalt-çinko-

kadmiyum czcA, czcB, czcC, czcD gen kısımları uygun primerlerle çoğaltılarak 

görüntülenmiĢtir (Roosa ve ark., 2014; Abou-Shanab ve ark., 2007; Rouch ve ark., 1995; 

Bruins ve ark., 2000). 

Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) ile ilgili yaptığımız literatür 

çalıĢmalarında stres çalıĢmaları mevcut olmasına rağmen ağır metalin etkisi ile ilgili 

çalıĢmalar yetersiz kalmaktadır. 

Bti, Chromosorb 101 yani yeni bir sıvı faz ayırıcısı olan kolon kromatografisi 

yönteminde çevrede çok miktarda bulunan Cd(II), Mn(II), Ni(II), Co(II) gibi ağır metallerle 

çalıĢılmıĢ, Bti kolonda 100 kez üst üste kullanılmıĢtır (Mendil ve ark., 2008). Hassen ve 

arkadaĢları tarafından 1997 yılında Pseudomonas aeruginosa ve B. thuringiensis üzerine ağır 

metallerin etkisi (tüm sülfat tuzlarının etkisi) çalıĢılmıĢtır. BaĢka bir çalıĢmada ise Bti, ağır 

metal iyonlarının ön konsantrasyonu için yeni adsorban olarak Dowexoptipore V-493 üzerine 

yüklenmiĢ, Bakır (II), demir (III) ve çinko (II) 'nin pH, adsorban miktarı, numune hacmi vb. 

de dahil olmak üzere kantitatif geri kazanımlarının analitik Ģartları araĢtırılmıĢtır (Tüzen, 

2008). Bakterilerdeki ağır metal stresi konusu, mikrobiyologların dikkatini çekmeyi 

baĢarmıĢtır. Çünkü bakteri direnç mekanizmaları, farklılıkları önemli biyolojik 

çalıĢmalardandır. Ağır metallerin çevreye verdikleri hasarlar endüstriyel, zirai uygulamalar 

sonucunda dağılır ve yayılımı sucul ve karasal sistemlerde birikime sebep olmaktadır. Ağır 

metallerin sebep olduğu kirletilmiĢ çevrelerden izole edilmiĢ bakteriler ağır metallerin toksik 

etkilerine karĢı farklı mekanizmalarıyla direnç kazanmıĢlardır. Karasal ve sucul çevrelerden 

ağır metallerin birikiminin uzaklaĢtırılması teknikleri, etkisi yüksek biyolojik metotlardandır. 

Biyomadencilik, biyoremediasyon ve atık su arıtım tesislerinde biyolojik kütle içerisinde 

karmaĢık formda bulunan ağır metaller farklı Ģekillerde değerlendirilebilir. 

Ağır metal dirençliliğini kodlayan genler bunun yanısıra antibiyotik dirençliliğinde 

de etkilidir. Bu sebeple bu mikroorganizmalar sağlık sektöründe de ciddi bir önem arz eder. 

Ağır metaller antibiyotiklerin keĢif edilmesinden önceki yıllarda ağır hastalıkların tedavisinde 

ilaç olarak kullanılmıĢ ve bundan dolayı patojen mikroorganizmaların da ağır metal 

dirençliliği geliĢtiği görülmüĢtür. Plasmid transferi ile bu plasmidler üzerinde bulunan direnç 
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genleri özellikle tür içi ve türler arasında taĢınabilir ve patojenitenin artıĢına sebep olabildiği 

kaydedilmiĢtir. Ağır metal dirençlilik mekanizmaları tam olarak önemi anlaĢılması için, 

kirletilmiĢ çevrelerin temizlenmesinde çevre dostu sistemler kullanılarak düĢük kimyasal 

içerikli madenlerden yüksek kalitede ürün  verimli elde edilmesiyle patojen 

mikroorganizmalara karĢı etkinliği yüksek yeni ilaçlar geliĢtirilebileceği sonucu elde 

edilmiĢtir (Yavuz, 2016). 

3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

Bu çalıĢmada Sinop Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve Mikrobiyoloji AraĢtırma 

Laboratuvarından temin edilen, Van ili topraklarından izole edilen Bacillus thuringiensis var. 

israelensis suĢu kullanıldı. ÇalıĢmada kullanılan ağır metaller (Merck) CuSO4.5H2O,MnCl2 , 

LiCl3,  ZnSO4.7H2O ve Al (SO4)2. 12H2O Sinop Üniversitesi AraĢtırma Laboratuvarlarından 

temin edildi. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Bakteri Stok Spor Süspansiyonlarının HazırlanıĢı 

Bti suĢu 6 adet steril petride NYSM agar (ek 1) besiyerine çizgi ekim yapıldı ve 7 gün 

etüvde bekletildi. Sporulasyon faz kontrasyon mikroskobu ile değiĢik zamanlarda örnekler 

alınmak suretiyle incelenerek canlılığı kontrol edildi. Bakteri sporları petri yüzeyinden steril 

serum fizyolojik su ile toplanarak sonuç spor konsantrasyonu 2.73 × 10
8
 spor/mL olacak 

Ģekilde stok spor solüsyonu hazırlandı. Hazırlanan spor stok solüsyonu denemeler yapılıncaya 

kadar  +4 °C’de saklandı. 

3.2.2. Örneklemlerin YapılıĢı 

Ġçerisinde 100 mL NYSM broth (ek 2) besiyeri bulunan erlenmayerlerden her ağır 

metal için 5’er adet hazırlandı. Konsantrasyonları 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M, 0.5 M ve Kontrol 

grubu Ģeklinde oluĢturuldu. Bu Ģekilde her kimyasaldan hesaplamalar sonucunda gerekli 

miktarlarda kontrol olarak kimyasal içermeyen ve Bti aĢılanmıĢ kültürler kullanıldı.  

Hazırlanan erlenmayerlere stok çözeltiden 100 μL alınarak her birine ekim yapıldı. Ekim 

yapılan besiyerleri etüvde 48 saat bekletildi.  
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GeliĢmeye bırakılan bakteri kültürlerinden 12, 24 ve 48 saatlik süre sonunda örnekler 

alınıp steril ependorf tüplerine transfer edildi. Alınan örnekler bakteri sayımı, protein 

ekstraksiyonu ve elektroforez iĢlemi yapılıncaya kadar  -70°C’de saklandı.  

3.2.3. Faz-Kontrast Mikroskobik ÇalıĢmalar 

           Uygulanan kimyasalların her bir konsantrasyonu için 24 ve 48 saat sonundaki bakteri 

geliĢimi ve sporulasyonunu incelemek için taze preparatlar hazırlanıp faz-kontrast fotoğrafları 

çekildi. Bakteriye en etkili ve etkisi en az olan ağır metal örneklerinin fotoğrafları paylaĢıldı.  

3.2.4. Elektroforez Ġçin Örneklerin HazırlanıĢı 

Ağır metal uygulanan bakteri kültürlerinden 24 ve 48 saatte alınıp, -20’de saklanan 

örneklerden 10 mL alındı, 3000 rpm de 3 dk 3 kez santrifüj edildi. Altta kalan pellet kısım 

toplam hücre proteinlerin ekstraksiyonu için ependorf tüplerine transfer edildi. Ependorflara 

alınan pelte kısım, serum fizyolojikle 3 kez yıkandı, 15000 rpm de 3 dk santrifüj (Hanil 

Science Industrial, HM-150 IV, Japan) edildi ve 1:1 oranında SDS örnek tamponu olan 

numune tampon ile muamele edildi. Örnekler numune tamponuyla muameleden sonra 

elektroforez yapılıncaya kadar –20 ºC’de saklandı. Her bir bakteri kültüründen ekstrakte 

edilen toplam hücre protein ekstraktları çözünür proteinler elde edilmek amacıyla 80°C’de 5 

dk kaynatıldı. Örneklerden ve  standart proteinden ( PageRulerTM Unstained Protein Ladder, 

Fermantas, SM0661) 10 µL jele yüklenerek 1 mm kalınlığında dikey elektroforez tankında 

(Hoefer SE400, USA) %4’lük toplayıcı jel boyunca 20 mA ile %10’luk ayırıcı jelde 30 

mA’lik sabit akım uygulanmıĢ ve comassie brillant mavi (R–250) boyası ile boyanarak 

belirlenmiĢtir. Toplam hücre proteinlerin ekstraksiyonunda ise Laemmli (1970)’nin modifiye 

yöntemi olan ve Berber ve ark. (2003) tarafından geliĢtirilen yöntem kullanıldı. SDS PAGE 

uygulamasındaki solüsyonlar Ek 2'de verildi. 

3.2.5. Proteinlerin Molekül Ağırlığının Hesaplanması 

Elektroforez iĢlemi bittikten sonra elde edilen proteinlerin molekül ağırlıkları Totallab 

1d Manual R11.1, UK yazılım programı kullanılarak hesaplandı. 

3.2.6. Sayımların YapılıĢı 

3.2.6.1. Toplam Bakteri Sayımı 

12, 24 ve 48 saat sonundaki toplam bakteri sayısının tespiti için -70°C’de bekletilen 

bakteri örnekleri, içerisinde 900 μLsteril serum fizyolojik su bulunan steril ependorflara 100 

μL alınarak, 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

, 10
-6

, 10
-7

, 10
-8

, 10
-9

, 10
-10 

oranında seri seyreltmeler 
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yapıldı. Her bir seyreltmeden steril petrilere 100 μL bakteri süspansiyonundan ilave edilip 

sterilize edilmiĢ NYSM agardan yeteri miktarda dökülerek petrideki bakteri süspansiyonunun 

besiyeriyle homojen Ģekilde karıĢması sağlandı. Daha sonra bu petriler 37°C’lik etüvde 24 

saat bekletilerek spor kolonilerinin geliĢmesi beklendi. Bu süre sonunda 30-300 arası koloni 

içeren petriler dikkate alınarak sayımlar yapıldı ve mL’deki vejetatif, spor, toplam bakteri 

sayısı belirlendi. Yapılan sayımlar üç paralelli olacak Ģekilde gerçekleĢtirildi. 

3.2.6.2. Spor Sayımı 

         12, 24 ve 48 saat sonundaki toplam bakteri sayısının tespiti için -70°C’de 

bekletilen bakteri örnekleri, içerisinde 900 μL steril serum fizyolojik su bulunan steril 

ependorflara 100 μL alınarak, 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

, 10
-6

, 10
-7

, 10
-8

, 10
-9

, 10
-10 

oranında 

seri seyreltmeler 80°C de 10 dakika su banyosunda bekletilerek bütün vejetatif hücreler 

öldürüldü. Her bir seyreltmeden steril petrilere 100 μL bakteri süspansiyonu ilave edildikten 

sonra sterilize edilmiĢ NYSM agardan yeteri miktarda dökülerek petrideki bakteri 

süspansiyonunun besiyeriyle homojen Ģekilde karıĢması sağlandı. Daha sonra bu petriler 

37°C’lik etüvde 24 saat bekletilerek spor kolonilerinin geliĢmesi gözlendi. Bu süre sonunda 

30-300 arası koloni içeren petriler dikkate alınarak sayımlar yapıldı ve mL’deki toplam 

bakteri sayısı belirlendi. Yapılan sayımlar üç paralelli olacak Ģekilde gerçekleĢtirildi.  

3.2.7. Ġstatistik Analiz 

Her bir kimyasal için kimyasal konsantrasyonlarının spor sayısında fark olup 

olmadığını test etmek üzere ANOVA varyans analizi kullanıldı. Bütün analizler 

STATISTICA (2007, ABD) paket programı kullanılarak yapıldı. 

4. BULGULAR 

4.1. Faz Kontrast Mikroskobik Bulgular 

Bu çalıĢmada 5 farklı kimyasalın Bacillus thuringiensis var. israelensis’in toplam 

hücre canlılığı üzerine etkileri incelendi. Yapılan faz kontrast incelemeleri sonunda Bti’nin 

vejetatif hücreden spor haline geçmesinde diğer 4 kimyasala göre daha az etkili olan LiCl3 ve 

en fazla etkili olan ise ZnSO4 olduğu görüldü. Uzun hücreler vejetatif hücreler, yuvarlak 

hücreler ise spor hücreleri olduğu tespit edildi. 

4.1.1. LiCl3’e ait Faz Kontrast Mikroskobik Bulgular 

Yapılan LiCl3 uygulamalarında 24. saatte vejetatif haldeki bakteri hücreleri 0.01M, 

0.05 M mikroskop görüntülerinde sporlanma göstermediği, 0.1M’den itibaren çok az 
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sporlanma oluĢumu görüldü. 48. saatte ise vejetatif hücrelerin boyutlarında değiĢmeler 

görülmeye baĢlamasına rağmen sporlanma 0.1 M konsantrasyondan sonra olduğu görüldü 

(ġekil.4.1 ve ġekil 4.2.) 

 

  

  

        Spor Hücresi(oval hücreler)       Vejetatif Hücre(uzun hücreler) 

ġekil 4.1. 24. saatte LiCl3’ün Bti’ye olan etkisine ait A) Kontrol B) 0.01 M C) 0.1M D) 0.5 M 

faz kontrast mikroskop toplam hücre görünümü 
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ġekil 4.2. 48. saatte LiCl3’ün Bti’ye olan etkisine ait A) Kontrol B) 0.01 M C) 0.1 M  D) 0.5 

M faz kontrast mikroskop toplam hücre görünümü 

4.1.2. ZnSO4’e ait Faz Kontrast Mikroskobik Bulgular 

Yapılan ZnSO4 uygulamalarında 24. saatte ve 48. saatte 0.01 M’den itibaren genelde vejetatif 

hücrelerin sporlandığı görüldü (ġekil 4.3. ve ġekil 4.4.). 

  

  

ġekil 4.3. 24. saatte ZnSO4’ün Bti’ye olan etkisine ait A) Kontrol B) 0.01 M C) 0.05 M D) 0.5 

M faz kontrast mikroskop toplam hücre görünümü 
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ġekil 4.4. 48. saatte ZnSO4’ün Bti’ye olan etkisine ait A) Kontrol B) 0.01 M C) 0.05 M D) 0.5 

M faz kontrast mikroskop  toplam hücre görünümü 

4. 2. SDS – PAGE Bulgular 

4.2.1. LiCl3’e ait SDS Bulguları 

Bti stok spor profilinde mevcut olan bandlaĢmada önemli olan 3 protein bandı vardır. 

Bu bandlar 27 kDa, 65 kDa ve 135 kDa bandlarıdır. Bti kontrol ve stok spor protein profiline 

göre yapılan karĢılaĢtırmada 0.01 M, 0.05 M ve 0.1 M LiCl3 uygulanan protein profillerinde 

farklılık görülmediği, 0.5 M’da ise protein profillerinin zayıf olduğu görüldü.1 numara olarak 

iĢaretlenen bandın molekül ağırlığı 124.8 kDa olarak 2 numaralı bandın ise 65.6 kDa ve 3 

numaralı band ise 27.2 kDa olduğu bulundu. Bu bandlaĢmalardan 0.5 M hariç bütün profillerde 

var olduğu görüldü (ġekil.4.5). 
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ġekil 4.5. LiCl3 uygulanan Bti’ye ait 24. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri 

Bti kontrol ve stok spor protein profiline göre yapılan karĢılaĢtırmada 0.01 M, 0.05 M 

ve 0.1 M LiCl3 uygulanan protein profillerinde farklılık görülmedi. Stok Spordaki 27 kDa, 65 

kDa ve 135 kDa’lık bandlardan 0.5 M konsantrasyon hariç hepsinde görüldü. Diğer band 

profillerindeki 4, 6, 7, 1 ve 2 numaralı bandların molekül ağırlıkları diğerleriyle eĢit olduğu 

bulundu. Fakat 5 numaralı molekül ağırlığı 33.01 kDa olan 0.5 M konsantrasyonda Bti’nin 

farklı bir protein ürettiği bulundu (ġekil. 4.6). 
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ġekil 4.6. LiCl3 uygulanan Bti’ye ait 48. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri 

4.2.2. ZnSO4’e ait SDS Bulguları 

ZnSO4 uygulanan Bti’nin band profilleri incelendiğinde; 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M, 0.5 

M’de bandlaĢma oluĢmadığı görüldü (ġekil. 4.7). 

 

ġekil 4.7. ZnSO4 uygulanan Bti’ye ait 24. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein 

profilleri 
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24. Saatte olduğu gibi 48. saatte de ZnSO4 uygulanan 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M ve 0.5 

M’deki protein profillerinde de bandlaĢma oluĢmadığı görüldü (ġekil 4. 8). 

 

ġekil 4.8. ZnSO4 uygulanan Bti’ye ait 48. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein 

profilleri 

4.2.3. MnCl2’e ait SDS Bulguları 

  ġekil 4.9’da görüldüğü gibi MnCl2 uygulanan Bti profillerinden 0.05 M, 0.1 M, 0.5 

M’da bandlaĢma görülmediği, 0.01 M’da ise bandlaĢmanın çok zayıf olduğu görüldü (ġekil 

4.9). 
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ġekil 4.9. MnCl2 uygulanan Bti’ye ait 24. Saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein 

profilleri 

ġekil 4. 10’da görüldüğü gibi MnCl2 uygulanan Bti profillerinden 0.05 M, 0.1 M, 0.5 

M’da bandlaĢma olmadığı, 0.01 M’da ise bandlaĢmanın kontrolün bandlaĢmasıyla benzer 

olduğu ve farklı bir protein üretmediği görüldü. 
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ġekil 4.10. MnCl2 uygulanan Bti’ye ait 48. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein 

profilleri 

4.2.4. CuSO4’e ait SDS Bulguları 

 

 

ġekil 4.11. CuSO4 uygulanan Bti’ye ait 24. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein 

profilleri 
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ġekil 4.12. CuSO4 uygulanan Bti’ye ait 48. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein 

profilleri. ġekil 4. 11 ve Ģekil 4. 12’de görüldüğü gibi CuSO4 uygulanan Bti profillerinde 

bandlaĢma olmadığı tespit edildi. 

4.2.5. Al (SO4)2’e ait SDS Bulguları 

 

 

ġekil 4.12. Al (SO4)2 uygulanan Bti’ye ait 24. saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein 

profilleri 
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ġekil 4.13’de görüldüğü gibi, 0.05 M, 0.1 M ve 0.5 M konsantrasyonlarda Al uygulanan Bti 

protein profillerinde bandlaĢma görülmedi. 0.01 M’da oldukça zayıf bandlaĢma oldu. 4 

numaralı bandın molekül ağırlığı 27.6 kDa olarak bulundu fakat 0.01 M’de bu bandın 

sentezlenmediği bulundu. 3 numaralı bandın molekül ağırlığı 39.6 kDa, 2 numaralı bandın 

molekül ağırlığı 46.2 kDa olarak bulundu ve bu bandlar 0.01 M’de de sentezlendiği 

görüldü.0.05 M, 0.1 M VE 0.5 M konsantrasyonlarda Al uygulanan Bti protein profillerinde 

bandlaĢma görülmedi. 0.01M da bandlaĢma, 24. saattekine göre biraz daha belirgin olduğu 

incelendi (ġekil 4. 13). 

 

 

ġekil 4.13. Al (SO4)2 uygulanan Bti’ye ait 48. Saatteki SDS-PAGE ile elde edilen protein 

profilleri 

4.3. Bakteri GeliĢimine ait Bulgular 

ÇalıĢmada kullanılan 5 farklı kimyasalın Bti üzerine uygulanmasıyla zamana bağlı 

olarak vejetatif hücrelerde sporlaĢma incelendi. Bti’nin kimyasal uygulanması sonucunda 

zamana bağlı olarak elde edilen sayım sonuçları belirlendi. 

4.3.1. MnCl2’nin Bti’in GeliĢmesi ve Spor Canlılığı Üzerine Etkisi 

 MnCl2 uygulanan 12, 24 ve 48 süre ile geliĢtirilen Bti’nin toplam, vejetatif hücre, spor 

sayımlarındaki değiĢimler Ģekil 4. 14’de verildi. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal 

uygulanmayan kontrolün spor değeri 12 saat 1.67×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 2.04×10
8
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CFU mL
-1

 olarak hesaplandı. MnCl2 uygulanan Bti yoğunluklarındaki artıĢa doğrusal olarak 

10
2 

kat spor değerinde ve vejetatif hücrede azalma hesaplandı. En yüksek konsantrasyonda 

spor değeri 1×10
6 

spor mL
-1

, vejetatif hücre değeri 7×10
6 

CFU mL
-1

 hesaplandı. Bti’nin 

geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan kontrolün spor değeri 24 saat sonra 1.16×10
8 
spor mL

-

1
, vejetatif hücresi ise 8.5×10

7
 CFU mL

-1 
olarak hesaplandı. MnCl2 uygulanan en yüksek Bti 

konsantrasyonunda spor değeri 4.55×10
6
 spor mL

-1
, vejetatif hücre ise 1×10

6 
CFU mL

-1
 

olduğu tespit edildi. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan kontrolün spor değeri 48 

saat sonra 1.2×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi ise 8×10
7
 CFU mL

-1 
olarak hesaplandı. MnCl2 

uygulanan en yüksek Bti konsantrasyonundaspor değeri 1×10
6
 spor mL

-1
, vejetatif hücre ise 2 

× 10
6 

CFU mL
-1

 olarak hesaplandı. 

Bti’ye uygulanan MnCl2 konsantrasyonlarıyla sayım sonuçları arasındaki iliĢki 

incelendiğinde, zamanla canlı kalan spor sayısı üzerinde MnCl2’nin etkili olduğu gözlendi (p 

≤ 0.05). 
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ġekil 4.14.MnCl2 uygulanan Bti’nin sayım sonuçları 
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4.3.2. CuSO4’ın Bti’nin GeliĢmesi ve Spor Canlılığı Üzerine Etkisi 

Bti’nin CuSO4 uygulanan 12, 24 ve 48 süre ile geliĢtirilen toplam, vejetatif hücre, spor 

sayımlarındaki değiĢimler Ģekil 4. 16’da verildi. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal 

uygulanmayan kontrolün spor değeri 12 saat sonra 1.12×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 

2.33×10
8
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. CuSO4 uygulanan en yüksek Bti konsantrasyonunda 

spor değeri 1.49 × 10
6
 spor mL

-1
, vejetatif hücre sayısı ise 9×10

4
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. 

CuSO4 uygulandığı andan itibaren ilk konsantrasyonda vejetatif hücre sayısı 10
2
 kat azaldığı, 

spor sayısının ise 10 kat azaldığı bulundu. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan 

kontrolün spor değeri 24 saat sonra 2.33×10
8 
spor mL

-1
, vejetatif hücresi 1.56×10

8
 CFU mL

-1
 

olarak hesaplandı. CuSO4 uygulanan en yüksek Bti konsantrasyonunda spor değeri 1×10
2
 spor 

mL
-1

, vejetatif hücre sayısı ise 1.1×10
2
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. CuSO4 uygulandığı 

andan itibaren ilk konsantrasyonda vejetatif hücre sayısı ve spor sayısının ise 10
2
 kat azaldığı 

bulundu. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan kontrolün spor değeri 48 saat sonra 

1.1×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 2.7×10
8
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. CuSO4 uygulanan 

en yüksek Bti konsantrasyonunda spor değeri 1.98×10
3
 spor mL

-1
, vejetatif hücre sayısı ise 1× 

10
2
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. 

Bti’ye uygulanan CuSO4 konsantrasyonlarıyla sayım sonuçları arasındaki iliĢki 

incelendiğinde, zamanla canlı kalan spor sayısı üzerinde CuSO4 ‘ın çok etkili olduğu tespit 

edildi (p ≤ 0,05). 
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ġekil 4.15. CuSO4 sayım sonuçları 
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4.3.3. LiCl3 Uygulanan Bti’ye ait Bakteri GeliĢimi ve Sporulasyona ait Bulgular 

LiCl3 uygulanan 12, 24 ve 48 süre ile geliĢtirilen Bti’nin toplam, vejetatif hücre, spor 

sayımlarındaki değiĢimler Ģekil 4. 17’de verildi. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal 

uygulanmayan kontrolün spor değeri 12 saat sonra 8.5×10
7 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 

2.15×10
8
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. LiCl3 uygulanan en yüksek Bti konsantrasyonunda 

spor değeri 6×10
7
spor mL

-1
, vejetatif hücre sayısı ise 1.9×10

8 
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. 

Bti’nin geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan kontrolün spor değeri 24 saat sonra7.6×10
7 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 2.14×10
8 
CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. LiCl3 uygulanan en yüksek 

Bti konsantrasyonunda spor değeri 6×10
6
 spor mL

-1
, vejetatif hücre sayısı ise 1.9×10

8
 CFU 

mL
-1

 olarak hesaplandı. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan kontrolün spor değeri 

48 saat sonra 7×10
7 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 2.3×10
8 

CFU mL
-1

 olarak hesaplandı. LiCl3 

uygulanan en yüksek Bti konsantrasyonunda spor değeri 5×10
7 

spor mL
-1

, vejetatif hücre 

sayısı ise 2.1×10
8 
CFU mL

-1
 olarak hesaplandı.  

Bti’ye LiCl3 uygulanan konsantrasyonlarıyla sayım sonuçları arasındaki iliĢki 

incelendiğinde, zamanla canlı kalan spor sayısı üzerinde LiCl3’ nin etkisinin önemsiz olduğu 

tespit edildi (p ≥ 0.05). 
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ġekil 4.16. LiCl3 sayım sonuçları 
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4.3.4. Al (SO4)2 ‘ün Bti’nin GeliĢmesi ve Spor Canlılığı Üzerine Etkisi 

Al (SO4)2uygulanan 12, 24 ve 48 süre ile geliĢtirilen Bti’nin toplam, vejetatif hücre, 

spor sayımlarındaki değiĢimler Ģekil 4. 18’de verildi. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal 

uygulanmayan kontrolün spor değeri 12 saat sonra 1.45×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 

2.45×10
8 

CFU mL
-1

 olarak hesaplandı. Al uygulanan en yüksek Btikonsantrasyonunda spor 

değeri 1.1×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücre sayısı ise 4.8×10
6
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. 

Bti’nin geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan kontrolün spor değeri 24 saat sonra 1.85×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 2.15×10
8 

CFU mL
-1

 olarak hesaplandı. Al uygulanan en yüksek 

Bti konsantrasyonunda spor değeri 2×10
5
 spor mL

-1
, vejetatif hücre sayısı ise 9×10

5
 CFU mL

-

1
 olarak hesaplandı. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan kontrolün spor değeri 48 

saat sonra 2×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 1.98×10
8 

CFU mL
-1

 olarak hesaplandı. Al 

uygulanan en yüksek Bti konsantrasyonunda spor değeri 3×10
5 

spor mL
-1

, vejetatif hücre 

sayısı ise 8×10
5
CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. 

Bti’ye Al uygulanan konsantrasyonlarıyla sayım sonuçları arasındaki iliĢki 

incelendiğinde, zamanla canlı kalan spor sayısı üzerinde Al’ün etkili olduğu tespit edildi (p ≤ 

0.05). 
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ġekil 4.17.Al (SO4)2 sayım sonuçları 
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4.3.5. ZnSO4’e ait Bti’nin GeliĢmesi ve Spor Canlılığı Üzerine Etkisi 

ZnSO4 uygulanan 12, 24 ve 48 süre ile geliĢtirilen Bti’nin toplam, vejetatif hücre, spor 

sayımlarındaki değiĢimler Ģekil 4. 19’da verildi. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal 

uygulanmayan kontrolün spor değeri 12 saat sonra 1.1×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 

1.9×10
8
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. ZnSO4 uygulanan en yüksek Btikonsantrasyonunda 

spor değeri 1.1×10
3
 spor mL

-1
, vejetatif hücre sayısı ise 1.1×10

2
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. 

ZnSO4 uygulandığı andan itibaren ilk konsantrasyonda vejetatif hücre sayısı ve spor sayısının 

10
5
 kat azaldığı bulundu. Bti’nin geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan kontrolün spor değeri 

24 saat sonra1.5×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 1.45×10
8
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. 

ZnSO4 uygulanan en yüksek Bti konsantrasyonunda spor değeri 8.7×10
3
 spor mL

-1
, vejetatif 

hücre sayısı ise 1×10
1
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. ZnSO4 uygulandığı andan itibaren ilk 

konsantrasyonda vejetatif hücre sayısı ve spor sayısının ise 10
5
 kat azaldığı tespit edildi. 

Bti’nin geliĢmesi için kimyasal uygulanmayan kontrolün spor değeri 48 saat sonra 1.49×10
8 

spor mL
-1

, vejetatif hücresi 1.52×10
8
 CFU mL

-1
 olarak hesaplandı. ZnSO4 uygulanan en 

yüksek Bti konsantrasyonunda spor değeri 9×10
1
 spor mL

-1
, vejetatif hücre ise 0 olarak 

bulundu. ZnSO4 uygulandığı 0.05 konsantrasyonundan itibaren vejetatif hücreyi tamamen 

inhibe ettiği sonucuna ulaĢıldı. 

Bti’ye ZnSO4 uygulanan konsantrasyonlarıyla sayım sonuçları arasındaki iliĢki 

incelendiğinde, zamanla canlı kalan spor sayısı üzerinde ZnSO4‘ün çok etkili olduğu tespit 

edildi (p ≤ 0.05). 
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ġekil 4.18.ZnSO4 sayım sonuçları 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Bu çalıĢmada toprak bakterilerinden olan Bacillus thuringiensis var. israelensis 

kullanıldı.Toprak bakterilerinden birinin seçilmesinin nedeni toprak bakterilerinin, çeĢitli 

sanayi atıkları ve çevre kirliliğinden dolayı ağır metal muamelesine çok fazla maruz 

kalmasındandır. Yapılan literatür taramasında da bu konunun sıklıkla ele alındığı ve Bacillus 

türlerinin kullanıldığı görülmüĢtür. Çünkü son zamanlarda ağır metallerin hem en önemli, 

hem de en tehlikeli maddeler olduğu belirtilmektedir. Bazı araĢtırmacılar, ağır metal 

kirlenmesini en ciddi çevre problemi olarak değerlendirmektedirler. Endüstri atıklarından 

kaynaklanan ağır metallerin, su kirliliğinde oynadıkları rol büyüktür. Bu metaller; tüm 

organizmalar için tehlike arz etmektedir. Besin zinciri ve özellikle su ile insan vücuduna 

girenbu ağır metaller ciddi hastalıklara, hatta ölüme yol açmaktadırlar (Gülay,2008). Bu 

çalıĢmada da ağır metallerin topraktaki Bti türünün geliĢimini nasıl etkilediğini araĢtırmak 

amaçlandı. Yapılan çalıĢma sonucunda,  kullanılan 5 kimyasalın farklı konsantrasyonlarının 

12, 24 ve 48 saatlik muamelelerinden sonraki spor sayımı, 24 ve 48. saatte faz-kontrast 

mikroskobu görünümleri ve protein profilleri incelendiğinde, Bti’ye en az etkili olan LiCl3 ve 

en fazla etkili olan ise ZnSO4’ün olduğu görüldü. Entomopatojen bir bakteri olan Bti bu 

kimyasallara uzun süreli maruz kaldığında topraktaki zararlıları en aza indirgeyebilme 

özelliğini yitirerek, toprakta spor oluĢturamadığı ve bir süre sonra yok olduğu saptandı. Elde 

edilen bu sonuçlar literatürde var olan çalıĢmalarla paralellik göstermiĢtir.  

Toksik, mutajenik ve karsinojen etkileri olabilen mikrooorganizmalar ağır metal 

iyonlarına tolerans gösterirken, bu kirleticileri ortamdan uzaklaĢtırabilmeleri ağır metallere  

karĢıdirenç geliĢtirmeleriyle mümkün olmaktadır. Ağır metalin hücre içine alınmaması, 

kirleticinin daha az toksik forma çevrilmesi, hücre içi veya dıĢında tutulması, metalin hücre 

dıĢına aktif taĢınımı ve mikroorganizmanın metale karĢı duyarsız hale gelmesinin artması gibi 

direnç mekanizmaları bugüne kadar tanımlanabilmiĢ olan sistemlerdir (Bruins ve ark., 2000; 

Malik, 2004; Sultan ve Hasnain, 2006, Yavuz, 2016). Mevcut çalıĢmada ise, direnç sistemleri 

iyi olan ve stres durumunda kendini koruyabilen bir bakteri olmasına rağmen konsantrasyon 

arttıkça bakteri varlığını zamanla sürdürememeye baĢlamıĢtır. Ağır metallere direnç kazanan 

mikroorganizmalar, bu direnç sistemlerinden birini ya da birkaçını birlikte veya ayrı 

kullanarak ağır metalin toksik etkilerini azaltmaya, kendi korumaya ve canlılığının 

devamlılığını sürdürmeye çalıĢmaktadır. Bu direnç sistemlerinde de stres koĢuluna cevaben  

sentezi artan bazı proteinler anahtar  görevinde bulunmaktadır. Ağır metal stresi altındaki 

herhangi bir mikroorganizma bu strese adaptasyonunu sağlamak ve dayanıklılığının devamı 

ve artırımı için bazı proteinlerin sentezini arttırarak kendini koruma yoluna gidebildiği 
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görülmüĢtür (Tosunkhowong, 2005; Kılıç, 2008). Farklı konsantrasyonlarında Bti’nin 

entomopatojen niteliğine özgü protein kaybettiği ve entomopatojen özelliğini yitirdiği ve 

bakterinin özelliğini yitirmesine ve bakterinin yok olmasına sebep olmuĢtur literatürde de 

desteklenmiĢtir (Barjac ve Sutherland, 2009). Kimyasalların gerek direk muamelesi gerek 

endüstriyel atık Ģeklinde doğaya salınması sadece toprak florasındaki bakterileri değil tüm 

ekosistemi ve canlıları etkilemiĢtir. Bununla ilgili bitki, hayvan ve mikroorganizmaların doku, 

genetik ve organ tahribatı konuları çalıĢılmıĢ ve zararları ortaya konulmuĢtur (Yılmaz, 2003). 

Mevcut çalıĢmada, Bti’ye Li etkisi faz-kontrast mikroskobunda incelendiğinde 24. 

saatte 4 konsantrasyon için sporlanmanın henüz görülmediği, 48. saatte ise 0.1 M 

konsantrasyonda sporlanmaya baĢlandığı vejetatif hücrelerinde varlığını sürdürdüğü 

kaydedildiği, Fakat çinkonun etkisi faz-kontrast mikroskobunda incelendiğinde 24 ve 48. 

saatte 0.01 M’de sporlanma görüldüğü, diğer tüm konsantrasyonlar da ise tamamen bakteri 

spor canlılığını kaybettiği sonucuna ulaĢılmıĢtır.  

Toplam hücre protein profilleri sonucuna ulaĢmak için yapılan SDS PAGE 

bulgularında ise Lityumun Bti üzerindeki etkinliği faz kontrast bulgularımıza paralel sonuçlar 

verdiği yani 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M’da kendine özgü protein bantlarını koruduğu fakat 0.5 M 

lityum uygulamasının 48. Saat sonunda bantlaĢmanın diğerlerine göre daha az olduğu hatta 

canlı kalabilmek için ürettiğini düĢündüğümüz 33.01 kDa ağırlığında farklı bir bant 

kaydedilmiĢtir. Mangan ve Alüminyum’da ise Bti’ye etkisinin yakın bulunduğu, 0.01 M 

konsanstrasyonda protein bantlarında kontrole göre çok az da olsa bantlaĢma var olduğu diğer 

konsantrasyonlarda ise bantlaĢmanın hiç görülmediği kaydedilmiĢtir. Çinko ve bakır 

muamelesinin de Bti’ye etkisinin yakın bulunduğu 24 ve 48. Saatte tüm konsantrasyonlarda 

spor protein bantlarının tamamen yok olduğu görülmüĢtür. 

Spor koloni sayımlarında ise yine benzer sonuçlar elde edilmiĢ, Lityumun koloni 

sayımlarında etkinliği çok az olurken, Çinko ve bakır muamelesinde, uygulanan ağır metaller 

spor oluĢumunu tamamen inhibe etmiĢtir. Alüminyum ve Mangan ise 0.01 M 

konsantrasyonda spor canlılığını sürdürmüĢ, diğer konsantrasyonlarda zamana paralel olarak 

canlılığını kaybetmiĢtir.  

Sonuç olarak çalıĢmamızda lityum muamelesi ile çinko muamelesi sonuçları ayrı ayrı 

incelendiğinde bakteri proteinin tüm konsantrasyonlarda sadece lityum varlığında devamlılığı 

ve ağırlığı sürdürülürken, çinko da ise durum tam tersi olmuĢtur. Bakır varlığında da bakteri 

canlılığında çinko ile benzer sonuçlar görülmüĢtür. Mangan ve Alüminyum ise bakteri 

etkinliğini 0.01 M konsantrasyona kadar korumuĢ, sonrasında ise kaybetmeye baĢladığı 

görülmüĢtür. Bakterilerin her bir kimyasal çeĢidine göre ortamda varlığını sürdürebilmesinin 
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sonuçları farklılık gösterdiği tespit edilmiĢ ve sonuçları paylaĢılmıĢtır. Özellikle endüstriyel 

çalıĢmalar sonucu oluĢan çevre kirliliğinde toprak florasının canlılığının devamlılığı 

konularında bu çalıĢmanın araĢtırıcılara ıĢık tutacağı düĢünülmüĢtür. Bti bakterisine bazı 

kimyasalların bakteride oluĢturduğu sonuçlar, biyoteknolojik alanda, tarım uygulamalarında, 

doğada biyolojik mücadelede, endüstriyel uygulamalarda, biyokimya çalıĢmalarında ve 

kısacası konusu toprak-su olan tüm mikrobiyolojik çalıĢmalarda yardımcı olması 

amaçlanmıĢtır. 
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  EKLER 

EK 1 

 NYSM agar 

Kullanılan Maddeler Gerekli Oranlar 

Nutrientagar 23 g 

Yeastextract 0,5 g 

CaCl2.2H2O 0,1036 g 

MnCl2.4H2O 0,0006 g 

MgCl2.6H2O 0,095 g 

Distile Su 1000 mL 

 

Besiyerinin pH’ı 7’ye ayarlanarak, 121°C’de 15 dakika sterilizasyonu yapıldı. 

          EK 2 

          NYSM broth 

Kullanılan Maddeler Gerekli Oranlar 

Nutrientbroth 8 g 

Yeastextract 0,5 g 

CaCl2.2H2O 0,1036 g 

MnCl2.4H2O 0,0006 g 

MgCl2.6H2O 0,095 g 

Distile Su 1000 mL 

 

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

SDS-PAGE  ĠÇĠN ÇÖZELTĠLER: 

Monomer Çözeltisi (%30’luk Akrilamid Çözeltisi) 

Acrylamide                                                                         28,8  g 

Bisacrylamide                                                                     1,2   g 

Distile Su                                                                            100  ml 

      Maddeler gerekli miktarlarda tartılıp damıtık su içersinde çözülerek son hacim 100 

mL’ye tamamlanır. Whatman filtre kagıdından süzülerek,  renkli cam ĢiĢede +4
o
C de saklanır. 

Ayırma Jel Çözeltisi(1,5 M Tris-HCl, pH:8,6) 

Trisma Base                                                                        18,15 g 

SDS (%10 luksolusyon)                                                       0,4  g 

Distile Su                                                                              100 mL 

  Gerekli miktar trismabase tartılarak bir miktar damıtık suda çözüldükten sonra 1 N 

HCl ile pH 8.6 ya ayarlanır.Hacim 100 mL ye tamamlandıktan sonra Whatman filtre 

kağıdından süzülür ve +4
o
C de saklanır.SDS PAGE için % 0,4 oranında SDS ilave 

edilir.  

Stoklama Jel Çözeltisi (0,5 M Tris-HCl, pH:6,8) 

Trisma Base                                                                        6,05 g 

SDS(%10 luksolusyon)                                                      0,4    g 

Distile Su                                                                           100   mL 

  Gerekli miktar trismabase tartılarak bir miktar damıtık suda çözüldükten sonra 1 N 

HCl ile pH 6.8 e ayarlanır. Hacim 100 mL  tamamlandıktan sonra Whatman filtre 

kağıdından süzülür ve +4
o
C de saklanır. SDS PAGE için % 0,4 oranında SDS ilave 
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edilir. 

Numune Tamponu (0,5 M Tris-HCl, 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-HCl pH:6,8)                  5,12   mL 

  Gerekli miktarlar tartılıp deney tüpü içersinde homojen hale getirilir ve gün ıĢığına 

maruz bırakılmadan saklanır. 

Boyama Çözeltisi 

CommassieBrillant Blue (Sigma)                                        1,5   g 

Ġzopropil Alkol    (Merck)                                                  250   mL 

 Asetik asit            (Merck)                                                  100   mL 

 Damıtık Su                                                                          650   mL  

  Boya çözüldükten sonra Whatman filtre kağıdından süzülür ve renkli cam ĢiĢede 

oda sıcaklığında saklanır. 

Solusyon:Boya Çıkarma Çözeltisi 

Ġzopropil Alkol                                                                     250 mL 

  Asetik asit                                                                           100 mL 

  Damıtık Su                                                                          650 mL 

Gerekli miktarlar tartılarak 650 ml damıtık suda çözdürülür. Hazırlanan çözelti 

oda sıcaklığında renkli cam ĢiĢede saklanır.  
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Jel Saklama Çözeltisi 

 Jelleri saklamak amacıyla % 7lik glasial asetik asit çözeltisi kullanılır. 

Solusyon:%10 luk Amonyum Per Sülfat (APS) 

APS                                                                1     g 

 Damıtık Su                                                   10   mL 

Gerekli miktarlar tartılarak damıtık suda çözülür ve +4
o
C de saklanır.Bir haftadan 

sonra yeniden taze hazırlanarak kullanılır. 

Tank Tamponu 

Trisma Base                                                       1,65     g 

Glisine                                                                8         g 

 SDS                                                                    1,4      g 

Distile Su                                                            1100   mL 

Gerekli miktarlar tartılarak damıtık suda çözülür, hacim 1100 mL ye tamamlanır. 

 Ayırma jeli: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ayırma jeli % 10 

Akrilamid / Bisakrilamid   4,39   mL 

Tris-HCl ( pH : 8.6 )   3,29   mL 

Distile H2O   5,42   mL 

APS  62,500 µL 

TEMED   5,00   µL 

Toplam Hacim 12,500 mL 
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       Yığma jeli: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Yığma Jeli % 4 

Akrilamid / Bisakrilamid 0,81   mL 

Tris-HCl ( pH : 6.8 ) 1,235 mL 

Distile H2O  2,95   mL 

APS 50,00  µL 

TEMED  6,00   µL 

Toplam Hacim 5,00   mL 
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