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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

BAZI DOMATES ALANLARINDA iNSEKTISIDAL
BACILLUS THURINGIENSIS iZALASYONU VE TANIMLANMASI

HAYDAR GOZUDOK

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI ANABILiM DALI

(TEZ DANISMANI: DOC.DR NECIBE CANAN USTA)

Bu ¢alismada; domates bitkisinde zarara neden olan domates giivesi zararlari tizerine
Bacillus thuringiensis bakterilerin izolasyonu ve karakterizasyonu i¢in Ankara ilinin
farkli domates ekim alanlarindan alinan toprak, zarar gérmiis dal yaprak ve meyve
(domates) orneklerinden gerceklestirildi. Toplanan 6rneklerden Nutrient Agar biiylime
ortaminda sporlanma o6zelligi olan 11 Gram-pozitif bakteri izolasyonlar1 yapildi.
Kolorimetrik ve mikroskopik identifikasyon neticesinde morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri (Gram +/-, hemoliz, indol, katalaz, oksidaz vb.) tanimlanarak
Bacillus cinsine ait izolatlar belirlendi. Bakteri tanimlama sonunda 7 Bt izolatimizin
domates ekim alanlarinda giive ile biyolojik miicadelede kullanilabilir entomopatojen
Bacillus tiirii izolatlar olabilecegi gozlendi.

2019, 36 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Entomopatojen Bacillus, Bacillus thuringiensis (Bt),
biyolojik miicadele, cry genler, insektisidal, izolasyon, pestisit



ABSTRACT

MASTER THESIS

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF SOME INSECTICIiDAL
BACILLUS SPECIES FROM TOMATO HABITATS

HAYDAR GOZUDOK

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF MOLEKULER BIOLOGY

SUPERVISOR: ASST. PROF. DR NECIBE CANAN USTA

In this study; For the isolation and characterization of Bacillus thuringiensis bacteria on
the damages of tomato moth which caused damage in tomato plant, it was carried out
from damaged branch leaves and fruit (tomato) samples such as soil, moth and fly taken
from different tomato planting areas of Ankara. 11 Gram-positive bacteria were isolated
from the collected samples with nutrient agar growth characteristics. As a result of
colorimetric and microscopic identification, morphological, physiological and
biochemical properties (Gram +/-, hemolysis, indole, catalase, oxidase, etc.) were
identified and isolates belonging to genus Bacillus were identified. At the end of
bacterial identification, it was observed that our 7 Bt isolates could be
entomopathogenic Bacillus species which can be used in biological control of moth in
tomato cultivation areas.

2019, 36 PAGE

KEYWORDS: Entomopathogenic Bacillus sp., Bacillus thuringiensis (B.t.), biological
control, cry genes, , insecticidal, isolation, pesticide
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1.GIRIS

Domates yetistiriciligini sinirlayan etmenler arasinda bitki koruma sorunlar1 6nemli bir
yere sahiptir. Bunlar igerisinde de zararlilar 6nemli ekonomik kayiplar olusturmaktadir.
Zararhlar igerisinde, 2009 yilinda Tirkiye’ye bulasan ve sonrasinda hizla yiiksek
popiilasyonlara ulasan domates giivesi [Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera:
Gelechiidae)] 6nemli bir sorun olarak ortaya c¢ikmistir. Bu zararlilara karsi genelde
kimyasal miicadele yontemleri kullanilmaktadir. Kimyasallarin ¢evre ve insan sagligi
tizerindeki yan etkisi ve zararlilarin uzun vade de bu kimyasallara karsi direng
gelistirmesi gibi kaygilar1 da beraberinde getirmektedir. Bu kaygilardan dolayr dogal
ortamla daha uyumlu, insan ve c¢evre sagligi acisindan daha giivenli miicadele
tekniklerinin gelistirilmesi her gecen giin daha da 6nem kazanmaktadir. Bu bakimdan
kimyasal miicadeleye alternatif bircok yontem gelistirilmekte ve bunlarin
optimizasyonuna yonelik ciddi gayretler sarf edilmektedir (Azizoglu ve ark. 2012).
Kimyasal miicadeleye alternatif biyopestisitler kullanilmaktadir. Biyopestisitler
hayvanlar, bitkiler, bakteriler ve ¢esitli mineraller gibi bir¢ok dogal maddeden elde
edilen ve zararhilarla miicadelede kullanilan {rlinlerdir.  Biyopestisitler;
mikroorganizma, yararli bocekler, yabanci ot patojenleri ve endopatojenik nematodlarin
kullanilmas1 esasina dayanan maddelerdir. Bunlar; patojen mantarlar bakteriler, viriisler
ve protozoalar1 ihtiva ederler. Diinyada global ¢evre kirliliginde ve biyogesitliligin
azalarak dengesinin bozunmasinda sentetik/yar1 sentetik kimyasal pestisitlerin 6nemi
fark edildiginden bugiine biyolojik/mikrobiyolojik pestisitlerin Onemi artmistir.
Biyolojik kontrol, zararli bocekler ile miicadele, kitle iiremesi yapan veya yapma
yeteneginde olan bocek poplilasyonlarinin sayisinin artmasmi engellemek ig¢in
gerceklestirilen miicadele olarak bilinir. Bu amagla uygulanan ¢esitli miicadele
yontemleri vardir. Bu yontemler; “Biyolojik/dogal miicadele kaynagini biyoloji ve
Kimya gibi temel bilimlerden alan biyoteknolojik bir miicadele’dir. Biyolojik miicadele
zararl bocek popiilasyonlarini ortadan kaldirmak yerine, zararlarim1 azaltmak i¢in canl
organizmalar (mikroorganizmalar, predatorler, parazitoid bocekler, omurgasizlar,
omurgalilar), feromonlar, bocek biiyiime diizenleyicileri, bitkisel maddeler ve genetik
kontrollerden faydalanilarak yapilan ekolojik ve ekonomik olmasinin Yyani sira,
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olusabilen kars1 dirence de genetik rekombinasyon yontemleri ile yeni alternatif toksin
gelistirilebilmektedir (Demirbag ve ark., 2008; Moar ve ark., 2017; Berry ve ark.,
2018).

Biyolojik kontrolde prokaryotik ve Okaryotik birgcok mikroorganizma tiiri
kullanilmaktadir. Bunlar; bakteriler, viriisler, protozoa tiirleri ve nematodlardir.
Bakteriyel pestisitler arasinda en ¢ok kullanilan biyolojik kontrol ajanlari ise toprak
grubu bakterileridir. Bu toprak grubu igerisinde yer alan Bacillus cinsi bakteriler
Lepidoptera (kelebekler), Diptera (sinekler, sivrisinekler) ve Coleptera (kinkanatlilar)
takimina ait bocekleri hedef aldiklar1 igin &nemli bir yer teskil ederler (Oztiirk, 2007;
Azizoglu ve ark., 2012).

Bacillus’larin Taksonomisi

Bacillales takimi i¢inde Bacillaceae ailesi iki ana cinsi olan Clostridium ve Bacillus ile
endospor olusturan bakterilerin oldukg¢a farkli bir taksonomik grubudur. Clostridium
cinsi bakteriyle beraber gram pozitif ve anaerobik birkag tiir genellikle insan hastaliklari
ile iliskilidir: Botulizm (Clostridium botulism), tetanoz (C. tetani), gida zehirlenmesi ve
gazli kangren (C. perifringens) bu hastaliklardan bazilaridir. Bacillus cinsi gram pozitif,
aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerden olusur. Bacillus mycoides ve Bacillus
anthracis hari¢, Bacillus cinsi genellikle hareketlidir. Ozel biiyiime kosullar1 altinda
birkag tiir: B. anthracis, B. subtilis, B. licheniformis, ve B. megaterium ayrica bir
koruyucu kapsiil (poli D-glutamik asit) iiretebilir (Turnbull ve ark., 1995). Bacillus
tirlerinin ¢cogunlugu B. cereus ve B. subtilis gruplar i¢inde birkag istisna diginda,
nadiren insan hastaliklari ile iliskilidir (Oztiirk, 2007).

Bacillus thurigiensis ’ lerin Genel Ozellikleri ve Onemi

Simdiye kadar 100’ den daha fazla bakteri tiirii bocek patojeni olarak tanimlanmasina
ragmen bunlar igerisinde Bacillus tiirleri kontrol ajani olarak ticari bakimdan tercih
edilmektedir. Bu bakteriler tarafindan {iretilen antibiyotik, enzim, toksinler ve
bakteriyosinler gida, ilag, deterjan gibi bircok endiistriyel alanda kullanildig: igin biyiik
oneme sahiptirler. Kolay iiretilebilmeleri sebebiyle dikkat ¢eken mikroorganizmalardir

(Rosovitz ve ark., 1998). Ayrica, spor olusturma kabiliyetleri ve metabolizma
2



faaliyetlerinin ¢esitliligi nedeniyle ¢evreye yayillmada onemli avantajlar saglamaktadir
(Wipat ve ark., 1999).

Gram pozitif bir bakteri olan Bacillus thuringiensis (Bt) ilk olarak 1901 yilinda Ishiwata
tarafindan ipek bocegi (Bombyx mori) larvalarinda kesfedilmis ve Bacillus sotto olarak
adlandirilmistir. Daha sonra 1911°de bir un giivesi (Ephetia kuhniella)
popiilasyonundan Berlier tarafindan yeniden izole edilerek karakterize edilmistir. Bu
bakteriler sporiilasyon esnasinda insektisidal etki gosteren sinirlt konukgu profiline
sahip, delta-endotoksin, Cry toksin veya insektisidal Cry proteinleri (ICP) olarak
adlandirilan bazi kristalize yapilar olusturmaktadir. 1900’1 yilarin ilk ¢eyreginde
kesfedilen Bt’nin biyopestisit olarak kullanilmaya baslamasi yaklasik 50 yil almis ve ilk
defa 1961 yilinda ABD’de gerceklesmistir (Krattiger 2004).

Bacillus thurigiensis spor olusturn gram pozitif bir bakteridir.(Comak tiirlinden) Spor
olusumunda zar yapisinda parasporal kristal iireten Bacillus thuringiensis bio Kristal
yapt syesinde bocegin midesinde alfa endotoksin olusturabilmektedir. Alfa endotokin
bocegin  midesindeki  proteazlart  aktiflestirerek kendi mide epitelyumunun
parcalanmasina neden olmaktadir. Bacilus thurungiensis 1,2 / 0,3-22 mm genellikle
hareketli 1s1ya dayanikli aerop ortamda yasayabilen bakteridir. 1916°da K. Aoki ve Y.
Chigasaki, B. thuringiensis’in spor kiiltiirlerindeki bir toksin yiiziinden toksik aktiviteye
sahip oldugunu bulmuslardir (Beegle ve Yamamoto, 1992).

Bacillus thuringiensis bocegin orta bagirsaginda kisa bir yarilanma omrii olan delta

endotoksinler iiretir. Bu endotoksinler protein yapisinda olup biyolojik olarak kolayca

parcalanabilme 6zelligindedir (Chattopadhyay ve ark., 2004).

Sekil 1.1.Bacillus thuringiensis bakterisinin renkli gériintiisii( Anonim)

3



Bacillus thuringiensis cinsi bakteri boceklere karsi dayanikliik meydana
getirmemektedir. Son yapilan calismalarda dayanmiklilik siiresi iizerinde calismalar
yapilmaktadir. Bu 06zelligi ile kimyasal oOnlemlerden ve dayaniklili§i az olan

pestisitlerden daha ¢ok kullanim alanina sahiptir.

Bugiin yaklagik olarak 30 bitkide 90’dan fazla zararli bocege karsi Bacillus
thuringiensis tiirleri kullanilmaktadir (Boggle and Yamamoto.,1992).

Sekil 1.2. Bacillus thuringiensis faz kontrast mikroskop goriintiileri, 48 saat (A) ve 7.
giin (B ve C). (A ve B) x 400. (C) x 1,000. (Swiecicka, I., and P. De Vos. 2003)

Bacillus thuringiensis Tirlerinin Genetik Yapisi

Bacillus thuringiensis suslar1 yaklasik 2,4 ile 5,7 milyon baz ¢ifti uzunlugunda genoma
sahip olup 2-11 arasi plazmit igermektedir. Plazmitlerin biiyiikliikleri 2 ile 272 kb
arasinda degiserek konjugasyon benzeri mekanizmalar ile bir B. thuringiensis’den
digerine kendiliginden transfer yetenegine sahiptir. Ayrica plazmitler {izerinde

insektisidal proteini kodlayan genler yer almaktadir (Sanahuja ve ark., 2011).



Bt’nin entomopatojenik aktivitesi, genomik DNA’s1 ve plazmitleri iizerinde tasidigi cry,
cyt ve vip genlerinin sporlanma esnasinda olusturdugu Cry, Cyt ve Vip proteinlerinden

kaynaklanmaktadir (Sanahuja ve ark., 2011).

Bacillus thuringiensis Habitatlar

Bacillus thuringiensis suslar1 genellikle topraktan, boceklerden, depolanmuis iiriinlerden
ve agaglarin yaprak meyve ve dallarindan izole edilebilir. Cok sayida B. thuringiensis
susu, Oli boceklerden izole edilmis ve ¢ogu durumda da aymi bocege karsi toksik
aktivite gostermistir. Bu organizmalar, konak boceklerin viicutlari i¢inde ¢ogalirlar ve
bocek larvasi 0ldiigii zaman, olii bocek viicutlar1 kristal ve spor igerirler. B.
thuringiensis sporlar1 toprakta da bulunabilirler ancak vejetatif biiyiime, bakteri

besinleri kullaninca meydana gelir (Bozlagan, 2010).

Bacillus thuringiensis’lerin Alt Turlerinin Siniflandirilmasi

B. thuringiensis’in ayirt edilmesinde konak segiciligi, alt tiirleri belirleyen H-Serovarlar
ve cry genleri kullanilmaktadir. Son yillarda alt tiirleri karakterize etmek i¢in DNA
parmak izi yontemi de kullanilmaktadir (Hansen ve ark., 1998). Kullanilan fenotipik
yontemlerden  birisi  olan  H-serotiplenme, B. thuringiensis izolatlarinin
siiflandirilmasinda 6nemli bir yontemdir. Bu yontem Bonnefoi, A. ve Beguin, S. (1959
)tarafindan gelistirilmis ve o zamandan beri kullanilmaktadir. 2004 verilerine gore
flagella H-serovarlarina bakilarak yapilan siniflandirmada 80’den fazla B. thuringiensis
alttiiri tanimlanmistir. Serovarlarin mevcut listesi Paris’deki Pasteur Enstitiisii’'nden
(Unite des Bacteries Entomopathogenes, Institut Pasteur, Paris, Fransa) elde
edilebilmektedir (Tatar, 2008).

Bacillus thuringiensis’in Insektisidal Proteinlerinin Yapisi ve Siniflandirilmasi

Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis’in &-endotoksininin aktif kisminin Kkristal
yapist X-1s1n1 Kristalografisi ile belirlenmistir (Kunitate, A ve ark., 1989). CrylAa aktif
toksin {i¢ yapisal bolgeye sahiptir. Biringi bolge hiicre zarina girig ve delik olusumunda
sorumludur. Ikinci bdlge ve iigiincii bolge reseptdrlerin taninmasi ve baglanmadan

sorumludur.



Sekil 1.3. Bacillus thuringiensis CrylAa proteininin yapist (Soberon ve ark., 2007).

Cry proteini iretebilen ilk Bt geni 1981 yilinda Schnepf and Whiteley tarafindan
klonlandiktan sonra Bt geni tasiyan ilk transgenik bitkiler tiitiin ve domateste 1987
yilinda bildirilmistir. Her nekadar tam uzunluka ve kesilmis genler ile giiclii
promotorlarin kullanimi ilk Bt geni tasiyan transgenik bitkilerde hedef boceklere karst
belli bir dayaniklilik saglasa da protein ekspresyon seviyeleri ¢ok diisiik diizeylerde
kalmistir. Bunun baglica nedeni Bt genlerinde yiiksek olan Adenin/Timin oranin
bitkilerde yiiksek olan Guanin/Sitozin oranindan farkli olmasindan dolay1 istenmeyen
mRNA ikincil yapilarma ve polyadenilasyon sinyalleri olarak belirtilmistir. Insektisidal
kristal proteinler (ICP) olarak da bilinen Cry proteinler bir¢cok zararli bocek takimi
tizerinde etki gostermektedir. Bugiine kadar Bt’nin 700 cry geninin dizisi ¢ikarilmis ve
aminoasit benzerliklerine goére 72 farkli Cry proteini (Cryl, Cry2,...Cry72)
belirlenmistir (Shu ve ark., 2013).  Her bir Cry protein grubu, %40’dan daha az
aminoasit benzerligine sahiptir. Ayn1 protein grubu i¢inde yer alan ve biiylik harflerle
belirtilen gruplar (CrylA, CrylB vb.) en az %70 aminoasit benzerligi gostermektedir.
Kiiciik harfle belirtilen gruplar ise (CrylAa, CrylAc, Cryl Ab vb.) %70’den fazla ancak
%95’den daha az amino asit benzerligi gostermektedir (Shu ve ark., 2013). Cry2,
Cry2Aa, Cry2Ab, Cry4B, Cry4C, Cry4D, Cryl10, Cryll, Cry16, Cryl7, Cryl9, Cry21,
Cry24, Cytl ve Cyt2 grubu proteinler Diptera takimi iizerinde ekti gostermektedir
(Jouzani ve ark., 2008). Uzerinde en ¢ok galisilan Cry protein gruplari ise Cry2, Cry4 ve
Cryl1°dir (Azizoglu, 2014).



Bt endotoksin proteinleri, Hofte and Whitely (1989) tarafindan yapisal ozellikleri ve
konukgu profillerine gore 4 farkli grupta katogorize edilmistir. Buna gore, cryl genleri
protoksin halinde 130 kDa biiyiikliigiindeki proteinler olusturmakta ve genellikle
Lepidoptera larvalar iizerinde, cryll genleri 70 kDa biiyiikliigiinde protein olusturmakta
Lepidoptera ve Diptera larvalar1 {izerinde, crylll genleri yine 70 kDa biiyiikliigiinde
protein olusturmakta ve Coloeptera larvalar1 {izerinde etki gostermektedir. CrylV
genleri ise 70-130 kDa biyiikligiinde protein olusturmakta ve genellikle diptera
larvalar iizerinde etki gostermektedir. Her gecen gilin bunlara yapisal 6zellikleri ve
konukeu profilleri farkli yeni gruplar eklenmistir. Bravo et al. (1998)’a gore bugiin 50
alt grupta 200’den fazla Cry proteini bulunmaktadir. Crickmore et al. (1998), Cry
proteinlerini aminoasit sekans homolojilerine gére yeniden siniflandirmislardir. Eski ve
yeni  siniflandirmaya  ait  bilgilere =~ Crickmore et al.  (1998) ve
www.biols.susx.ac.uk/home/Neil-Crickmore/Bt/ internet adresinden ulasilabilir. Yeni
smiflandirmaya gore romen rakamlar1 degismistir ve her Cry toksini filogenetik
agactaki yerine gore 4 farkli hiyerarsik gruba gore smiflandirilmistir
(OrneginCry25Aal)

Cry proteinleri {i¢ yapisal bolgeye sahiptir. Birinci bolge 7 adet alfa sarmala (a-helix)
sahip olup, toksinin hiicre zarina girisinden sorumlu bolgedir. 2. bolge “Grek anahtar1®
yapisinda 3 adet antiparalel beta pileden (B-sheets) olusmaktadir. 3. bolge ise jellyrol
yapisinda 2 adet antiparalel beta pileden olusmaktadir. Bu iki bolge reseptorlerin
taninmasi ve baglanmadan sorumludur (De Maagd et al. 2001). Bt delta-endotoksinleri
protoksin halinde farkli biyiikliiklerdeki proteinlerden olusmaktadir. Kristalin proteinler
veya protoksinler yliksek pH derecelerinde bocek ortabagirsaginda ¢oziindiigii zaman
protoksinler parcalanir ve 65-70 kDa biiytikliigiindeki aktif toksin formlarina dontisiir
(130 kDa biyiikliigiindeki protoksininin C- terminalinden yaklasik 600 amino asit, N-
terminalinden 30-50 aminoasit ayrilir bdylece 65-70 kDa’luk toksin bolge agiga ¢ikar.
Protoksinin C-terminal ucu ise daha ¢ok kristalizasyondan sorumludur). Toksinin etki
mekanizmasi, aktif haldeki toksinlerin bagirsak epitel hiicrelerinde bulunan reseptor
bolgelerine baglanmasini takiben hiicre zar1 lizerinde delikler meydana getirmesi

sonucu, bu hiicrelerin patlamasi ile olusmaktadir (Demirbag ve ark., 2008).



Cizelge 1.1. Protoksinlerin ve toksinlerin molekiiler biliyiikliigii, multijenik yapisi ve

etkiledigi konakg¢1 gruplar1 (Demirbag ve ark., 2008).

Gen |Alt Simf |Etkiledigi Konak¢1 Gruplarnn |Protoksin (kDa) | Toksin (kDa)
cryl |1A(@a) Lepidoptera 130-160 60
1A(b) Lepidoptera/Diptera 130-160 60
1A(c) Lepidoptera 130-160 60
1B Lepidoptera 130-160 60
1C Lepidoptera 130-160 60
1D Lepidoptera 130-160 60
1E Lepidoptera 130-160 60
1F Lepidoptera 130-160 60
cry2 |2A Lepidoptera/Diptera 70-71 65
2B Lepidoptera 70-71 65
2C Lepidoptera 70-71 65
cryd3 |3A Coleoptera 73 55
3B Coleoptera 73 55
3C Coleoptera 73 55
3D Coleoptera 73 55
cryd |4A Diptera 134 46-48
4B Diptera 128 46-48
4C Diptera 78 ?
4D Diptera 72 30
Cyt |A 27 ?
cry5 Lepidoptera 81.2 ?
Coleoptera




Insektisidal Kristal Proteinin Hedef Boceklerdeki Etki Mekanizmasi

ICP’ler normal kosullar altinda ¢béziinmeden bulunduklarindan memeliler ve diger
yiiksek organizma gruplar1 i¢in bir risk olusturmazlar. Buna karsihbk pH 9,5°de
cozlinebilir ozellik tagimalart kristal proteinlerine yogun bir insektisit ozelligi
kazandirmaktadir. d—endotoksinler bagirsakta ¢oziinerek protoksine doniisiirler. Sonra
bagirsak enzimleri tarafindan protoksinler pargalanarak aktif toksinler elde edilir. Aktif
toksinler bagirsak epitelyum hiicrelerinin reseptdrlerine tutunarak bdcegin bagirsak
duvarint felce ugratir ve burayr tahrip ederek gozenekler olustururlar. Boylece
bagirsakta bulunan besin artiklart bocek viicuduna ve kana karisir. Zehirlenen bocek,
toksin aktivitesi sebebiyle hemen olebilecegi gibi 2-3 giin icerisinde kan zehirlenmesi
sonucu da 6lebilir. B. thuringiensis’in larvalar tizerinde sebep oldugu belirtiler; yavas
hareket etme, beslenmeyi birakma, sivi halde diski ¢ikarma, kusma ve viicut

iceriklerinin kahverengiden siyaha doniismesi olarak sayilabilir ( Tatar, 2007).

Larvalar tarafindan sindirimle alinan insektisidal kristal proteinler bagirsagin alkali
ortaminda ¢oziiliir ve proteazlar tarafindan aktif hale getirilir. Aktif hale gelen proteinler
daha kiiciik yapida toksinlere doniisiir. Toksinler orta bagirsak silindirik epitel
hiicrelerinin zarlarinda bulunan 6zel reseptorlere baglanirlar. Epitel hiicre zarlarinda
porlar ve iyon kanallar1 olusturarak hiicrelerin iyon ve su dengesinin degismesine neden
olurlar. Toksinin yiiksek dozlarda uygulanmasi sonucunda orta bagirsak epiteli
parcalanir ve hizli bir 6liim gerceklesir. Daha diisiik dozlarda ya da daha az duyarh
boceklerde, bagirsak hiicrelerinin zarar gormesi normal bagirsak salgisinin durmasinda
etkilidir ve bu olay da sporlarin agilmasina izin verir. Vejetatif hiicreler daha sonra iceri

girerek septisemiye neden olur ve &liim gergeklesir ( Oztiirk, 2007).



TRENDS in Genetics

Sekil 1.4. Cry toksinlerinin etki mekanizmasi (De Maagd et al. 2001).

a) Cry toksinleri bocek tarafindan alinir ve kristaller bagirsak sivisinda ¢oziiniir,

b) mor ile gosterilen C-terminal ve sar1 ile gosterilen N-terminal bolgenin bir kismi
bagirsak proteazlar tarafindan kesilir,

c) aktif toksin epitel hiicreleri iizerinde bulunan reseptorlere baglanir,

d) 1. bolgenin yapisinda bulunan 2 heliks sa¢ tokasi epitel hiicrelerine yerlesir,

e) toksin hiicre zarinda delikler olusturur ancak delik olusumunun mekanizmasi tam

olarak agiklanamamustir.

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis uygulanmis sivrisinek larvalari genel olarak
islemden sonraki bir saat i¢inde beslenmeyi durdururlar, iki saate kadar aktivite azalir
ve genel sindirimden sonra alt1 saat iginde felg olay1 gergeklesir. Diger B. thuringiensis
izolatlarmin ¢ogu B. thuringiensis subsp. israelensis’in ki kadar hizli bir etkiye sahip
degildir. Beslenmenin durmasi B. thuringiensis sporlarinin ve toksinlerinin
sindiriminden sonra olusabilir. Bununla birlikte kinkanathi boceklerde ve tirtillarda 6lim
yalnizca geng larvalar i¢in hizhidir (1-2 giin) ve daha biiyiik larvalar i¢in bir haftadan

daha uzun zaman alir (Glare ve O’Callaghan, 2000).

Sporulasyon siiresi boyunca, yiiksek miktarda insektisidal parasporal Kkristal protein

iiretme yeteneginde olan B. thuringiensis (Schnepf ve ark., 1998), zararh
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populasyonlarini1 6nemli dl¢lide azaltarak dogal dengenin bozulmasini engellemektedir.
Sporlanan hiicrede bulunan bu parasporal Kristal proteinler B. thuringiensis’in

biyopestisit ve hedef zararli i¢in olan 6zgiilliigiinden sorumludur (Rie ve ark., 1990).

Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci domates tarlarinda giive zararlisina karsi insektisidal Bacillus
thuringiensis tiirleri bulabilmek adina, Ankara ilinde farkli istasyonlardan (domates
tarlalarindan; Cubuk Egriekin koyili, Ankara Kazan Giivenckoprii, Ankara Kazan
Kumpinar ve Ankara Kazan Kumpinar mahallesi Giivengkoprii Mevkigi) alinan toprak,
meyve, dal ve yaprak orneklerinden Bacillus turingiensis ait tiirlerin izolasyonlarini
gerceklestirme sonrasinda insektisidal Ozellikte olanlar1 belirlemektir. Bu amacla,
izolasyon sonrasinda morfolojik (koloni, hemoliz), mikroskobik (endospor, basil, gram
boyama), fizyolojik (hareket, aerob) ve biyokimyasal (katalaz, oksidaz, indol, kapsiil)
ozellikleri belirlenen Bacillus tiirlerine ait izolatlarda kolorimetrik olarak tiir
tanimlamalar1 yapmakti. Tiir tanimlamalari yapilan Bacillus tiirlerine ait izolatlarda
molekiiler ¢alismalar (PCR, AGE) sonucunda endotoksin ve pestisit geni (cry gen)

varligini tespit etmektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bacillus thuringiensis ilk kez Japon bakteriyolog Shigetane Ishiwata tarafindan 1901’
de ipekbocegi larvasindan izole edilmis ve bilimsel tanimlamasi Almanya’da 1911
yilinda Emile Berliner tarafindan yapilmistir. B. thuringiensis’in spor kiiltiirlerindeki bir
toksin madde yiiziinden toksik etkiye sebep oldugu tespit edilmistir (Beegle ve
Yamamoto, 1992).

Cin'de mikrobiyal pestisitleri ve parazitoitleri entegre ederek depolanmis tahillarda
zararli Plodia interpunctella Hiibner (Lepidoptera: Pyralidae) miicadelesi igin
laboratuvar testleri gergeklestirilmistir. Bu testlerde Bacillus thuringiensis (Bt) ile
infekteli larva ve parazitoit Habrobracon hebetor Say (Hymenoptera: Braconidae)
arasindaki etkilesimlerin Plodia interpunctella“ye karsi arastirilmistir. Bt veya H.
hebetor tek basina %41.67 ve %35.35 larval 6liime neden olmaktadir. Bt-parazitoit
kombine edildiginde P. interpunctella“nin o6liminde oOnemli bir artis (% 86)
gozlenmistir. H. hebetorun gelisimi Bt“ye olan duyarliliga baghdir (Akinkurolere ve
ark. 2009).

1980°li yillarin sonuna kadar B. thuringiensis 'in uzun siiredir pestisit amach
kullanilmasina ragmen boceklerde dayaniklilik meydana getirmedigi disiiniilmekteydi.
Sonrasinda bu bakterinin alttiirlerinden yapilmis insektisitlerin kullanimi her gegen giin
artmigtir. 1990’11 yillarin baglarinda en genis c¢apta kullanilan ve mikrobiyal insektisit
olan B. thuringiensis subsp. kurstaki‘den elde edilen spor- protein kristallerinden olusan
bir karigimin lepidopterler iizerinde etkili oldugu belirlenmistir (Beegle ve Yamamato,
1992).

Bacillus cinsi bakterilerin insektisit olarak kullaniminda bir ¢ok avantaj 6n plana
cikmaktadir. En 6nemli olan faktor ise yeni Bacillus izolatlar1 elde edilerek insektisidal
direncin ¢esitli rekombinasyon yontemleriyle birkag toksin proteinle birlikte tek toksin
olarak elde edilip zararliya karsi kullanilabilmesidir. Ayrica Bacillus thuringiensis
tirinleri, hedef organizmada daha az bir dirence neden olarak ortamda birikip toksik etki
olusturmadiklari i¢in yarilanma Omiirleri kisadir. Sadece 6zgiil hedef bocek gruplari

tizerine etkilidir. Hedef olmayan ve duyarli olmayan organizmalar i{izerinde etkisini
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gostermez. B. thuringiensis insanda patojen olmadigi igin zarar vermez.
Kullanilmasinin en 6nemli sebebi ¢evreyi kirletmeyip ve kullaniminin giivenli olmasi

nedeniyle c¢evresel dengeyi bozmayan alternatif bir micadele yOntemidir.

(Chattopadhyay ve ark., 2004).

B. thuringiensis subsp. kurstaki’nin toksin sentezleyen genleri, dogada sadece Bermuda
¢iminin ksileminde bulunan Clavibacter xyli subsp. cynodontis’e nakledilerek
rekombinant C. xyli elde edilmistir. Bu bakterilerin misir bitkisine inokiilasyonu sonucu
bitkinin ksilemdeki 6zsuyunun mililitresinde 1 x 10'° toksin sentezleyen bakteri
bulunmustur. Ancak hedef alinan Misir kurdu (Ostrinia nubilalis)'nun etkili bir kontrolii
icin bu diizeyin 10 katina gerek oldugu bildirilmistir (Beegle ve Yamamato, 1992).
Bacillus cinsi bakterilerin pestisit kullanimindaki 6nemli avantajlarindan biri uzun sure
icinde de olsa diren¢ kazanildiginda, yeni tiirler bulunabilmesinin yani sira, toksin

genlerini birbiri ile rekombinant formla laboratuvarda elde edilebilmesidir.

Domates ve tiitiin bitkilerine B. thuringiensis’in toksin sentezleyen genleri transfer
edilerek bitkisel dokularinda toksin sentezlenmesi saglanmistir (Vaeck ve ark., 1987).
Sonraki yillarda ise yapilan ¢alismalarda bu genler lahana, pamuk ve soya fasulyesine

de aktarilmiglardir (Beegle ve Yamamato, 1992).

Tiirkiye’de biyolojik miicadelede kullanilan en 6nemli ve giincel 6rnek Bacillus
thuringiensis (Bt) olup, yapilan bir caligmada bag, meyve, narenciye, depo zararlilarina
kars1t B. thuringiensis bakterisinden hazirlanan preparatlar kullanilmistir(Demirbag ve
Giindiiz ,1998).

Bazi iiretici firmalar B. thuringiensis'te dogal olarak bulunan plazmit degisim sistemini
kullanarak yeni gen kombinasyonlari igeren izolatlar meydana getirmislerdir. Bunlardan
Condor ad1 verilen iriinde iki ayri izolatin etkinligi bir preparatta toplanarak kir tirtili
(L. dispar)'na karst normal bir preparattan 7.5 kat daha yiiksek etkinlik saptanmistir.
Foil ad1 verilen preparatta ise patateste lepidopterler ve coleopterlere ayr1 ayri etkili olan

varyeteler ayn1 yontemle bir tiriinde toplanmistir (Beegle ve Yamamato, 1992).

Diger bir iiretici firma ise biyolojik olarak kapsiillenmis iki {riin elde etmistir.

Bunlardan MVP lepidopterlere, M-Trak ise coleopterlere karsi gelistirilmistir. Bu
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yontemde Pseudomonas fluorescens’in patojen olmayan bir irkina lepidopter ve
coleopterlere karsi etkili B. thuringiensis toksin genleri ayr1 ayri transfer edilerek,
bakteri i¢inde toksin iiretimini takiben P. fluorescens hiicreleri sicaklik veya kimyasal
maddelerle oldirilmistiir. Boylece bu bakteri kristal toksinlere bir kapsiil vazifesi
gorerek diger B. thuringiensis preparatlarina oranla iki kat daha uzun siire kaliciliga

sahip oldugu saptanmistir (Beeggle ve Yamamato, 1992).

En 6nemli findik zararlilarindan biri olan Melolontha melolontha'nin (adi mayis bocegi)
bakteriyal florasi ve virlis infeksiyonunun arastirildigi c¢alismada ise kullanilan
insektisitlerin olumsuz etkilerinden dolay1 biyolojik miicadele ajanlarinin gelistirilmesi
amaglanarak bakteriyal ve viral izolatin insektisidal etkileri test edilmistir. Bakteriyal
izolatlarin Pseudomonas sp., Bacillus thuringiensis, Pseudomonas sp., Enterobacter sp.,
Bacillus sphaericus, Acinetobacter sp. ve Bacillus weihenstephanensis oldugu
saptanmigtir. Bakteriyel izolatlar i¢inde en yiiksek etkinin B. weihenstephanensis ve B.
thuringiensis tarafindan olusturuldugu (%80) bulunmustur ve M. melolontha'nin
biyolojik miicadelesinde kontrol ajani olarak kullanilabilecegi ortaya koyulmustur
(Sezen ve ark., 2007).

Entomopatojen bakteri olan Bacillus thuringiensis (Bt) iriinleri yillardir Bati Nil
Viriis’iiniin  baglica vektorii olan Culex pipiens (Diptera: Culicidae) kaynakli
hastaliklarin miicadelesinde kimyasal pestisit kullaniminin azaltilmasi igin etkili bir
sekilde kullanilmaktadir. Azizoglu yaptigi bir ¢caligmada 14 farkli yerel Bt izolatinin
hastalikli C. pipiens larvalart iizerindeki biyolojik miicadele potansiyelini arastirmak
amactyla dipteralara 6zgii Cry gen tasiyan 14 farkli Bt izolatinin spor-kristal protein
karisimi (500 pg ml™) C. pipens’in son dénem larvalarina uygulanmistir. Uygulanan
izolatlar arasinda BtSY50.4 olarak adlandirilan spor-kristal protein karsiminin % 80
larval 6lime sebep oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak BtSY50.4 izolatinin C.
pipiens tizerindeki etkinligi gbz Oniine alindiginda biyolojik miicadele agisindan 6nemli

oldugu belirtilmistir (Azizoglu., 2014).

Topraktan dogal Bacillus thuringiensis suslarinin izolasyonu, karakterizasyonu ve
Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarina karsi biyolojik

aktivitesinin arastirildigi calismada; 5 dogal Bacillus thuringiensis izolatlar1 toprak
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orneklerinden izole edilerek E. kuehniella larvalari igin patojen olan F21, F16 ve F19
dogal Bt izolatlar1 yaklasik olarak 130 kDa ve 65 kDa agirlifinda protein bantlari
olusturan kiiresel, baklava dilimli ve yuvarlak yapili inkliizyonlar tiretmekte oldugu
goriilmiis. LCsq degerleri sirasiyla 1.08, 1.48 ve 2.17 olarak belirlenmistir. Bulgularda
F21 ve F19 izolatlar sirastyla %83 ve %80 oliim oranlari ile E. kuehniella larvalarina
kars1 olduk¢a yiiksek bir toksik etki gosterdigi bulunmustur. Sonug¢ olarak Bacillus
thuringiensis izolatlar1 F21 ve F19 yeni bir insektisit olarak biyopestisitlerin tiretimi i¢in

kullanilabilecegi dnerilmistir (Oztiirk ve ark., 2008).

Findik zararlist olan Xyleborus dispar’dan izole edilmis Bacillus thuringiensis
bakterisinden (BtXd3) elde edilen cry3Aa geninin farkli bir konak olan Escherichia
coli’ye klonlanmasi, karakterize edilmesi, ekspresyonu ve insektisidal aktivite testi
gerceklestirilmistir. Bu bakteriye ait Cry3Aa proteininin literatiirdeki Bacillus
thuringiensis subsp. tenebrionis (Morrisoni)’in sahip oldugu Cry3Aa2, Cry3Aa3,
Cry3Aa5 ve Cry3Aa6 ile %100 benzer oldugu belirlenmistir. Cry3Aa geni ekspresyon
vektorii olan pET-28a(+)’ya klonlanarak ekspresyon vektoriinde ekspres edilen
proteinin jel tizerinde cry3Aa genine ait 73 kDa’luk bandi gozlenmistir. Sonug olarak
Cry3Aa o-endotoksininin  Alphitobius diaperinus (coleoptera) larvalarina karsi
insektisidal etkilerinin varligi belirlenmis olup E. coli BL21(DE3)’de ekspres edilen
rekombinant proteinin larvalar {izerinde Bacillus thuringiensis’teki spor-kristal

karisimindan daha az etkili oldugu tespit edilmistir (Tatar, 2008).

Domates giivesi (Tuta absoluta) miicadelesinde Bacillus thuringiensis var kurstaki’nin
etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada Bt (100 g/hl) ve Thiodicarb (60 g/hl) uygulamasi
yapilmistir. Bulasik yaprak¢ik oranlarina gore T. absoluta zararimin 6nlenmesinde Bt
ortalama %91.92 ve Thiodicarb ise ortalama %90.58 etkili bulunmustur. Domates
yetistiriciliginde T. absoluta zararinin onlenmesinde insan ve ¢evre sagligi yoniinden
glivenli bir biyopestisit olarak Bt’nin kullanilabilecegi vurgulanmistir (Doganlar ve ark.,
2015).

Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin salkim giivesi (Lobesia botrana) ve
predatorlerine karsi etkilerinin arastirildigi ¢alismada baglarda faydali boceklerin

popiilasyon degisimine bakilmistir. Bunun sonucunda; arazi ¢alismalarinda 100
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salkimdaki bulagiklik oranina bakildiginda Bacillus thuringiensis var. kurstaki
kullanilan bag alaninda bulasiklik oraninin kontrol alanina gére daha fazla oldugu bu
nedenle uygulanan Bacillus thuringiensis var. kurstaki dozunun 100 1t’ye 75g degil de
100g kullanilmas1 gerektigi sonucuna varilmistir. Faydali tiir sayis1 olduk¢a az ve
popiilasyon yogunlugu en fazla olan predatérler Chrysoperla carnea ve Coccinella

septempunctata olmustur (Aslan ,2009).

Yapilan ¢alismada, Bacillus thuringiensis esasli biyopestisitler ile Azadiractin esash
biyopestisitlerin tek baslarina ve karigim halinde kullanimlarinin Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae) tizerine etkisi karsilastirilmigtir. 5. doneme gegmis larvalarina
biopestisit olarak da Bacillus thuringiensis var. kurstaki ve Bacillus thuringiensis var.
aizawai, yag bazli neem ve neem esasli biyopestisitler kullanilmigtir. Biyopestisitler, 50
ppm ve 100 ppm dozlarinda tek baslarina ve yarim dozda karisimlar halinde besin
yoluyla uygulanmistir. Biyopestisitlerin karisim halinde uygulandigi bireylerde tek
baslarmma uygulandiklarina gore beslenmenin dolayisiyla da gelismenin ilk gilinden
itibaren yavasladigi ve erken dliimlerin gerceklestigi ortaya konulmustur. En diisiik etki
Bacillus thuringiensis var. kurstaki etken maddeli Delfin biyopestisitinin tek basina
uygulandigr bireylerde gozlenirken, kontrol grubunu olusturan bireyler ortalama 410
mg’a kadar ulasmistir. En yiiksek oldiiriicti etki ise uygulamadan sonraki 7 ve 9 giin
sonra yine biyopestisit karisim halinde denendikleri gruplardan elde edilmistir (Turanl
ve ark., 2012).

Ulkemizde yeni yeni kullanilan entomopatojenlerin bal arilari {izerindeki etkisinin
derlendigi makalede Bacillus thuringiensis (Bt)’in, ticari siispansiyonlarinin ve Cry
proteinlerinin bal arilar {izerinde dogrudan veya dolayli olarak herhangi bir etkisinin
olmadig: belirtilerek Bt’nin PS86Q3 susu ile yapilan ¢alismada, iki yaprak arisinin bu
susa duyarli oldugu fakat bal arilar iizerinde zararli etkilerinin olmadig bildirilmigtir

(Uzuner ve ark., 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri ornekleri

Bu calismada kullanilan bakterilerin izolasyonu Ankara ilinin farkli domates ekim
alanlarindan alinan toprak, giive ve sinek gibi zarar goérmiis dal yaprak ve meyve
(domates) oOrneklerinden gerceklestirildi. Toprak ornekleri topragin iist ylizeyi
temizlendikten sonra steril spatula ile yaklasik 5-10 cm derinlikten yaklasik 10 gram
aliman toplam 11 adet 6rnek steril plastik posetlere konularak +4[1C’de laboratuvarda
Bacillus izolasyonlari igin saklanmistir (Kim ve ark., 1998).

3.1.2 Kimyasallar ve c¢ozeltiler
Bakteri izolasyonlarinda;

-Nutrient Broth (NB); Gecelik bakteri kiiltlirlerinde distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek
kullanildi.

-Nutrient Agar (NA): Karisik ortamlardan bakteri izolasyonu asamasinda seri
seyreltmeyle morfolojik goriintiileri amaclt ve izolatlarin stoklanmasinda kullanildi.
-NYSM (Nutrient Yeast Salt Medium) Agar: Bakteri izolatlarinin sporlanma gézlemleri
amach kullanildi.

-Tris asetik asit EDTA (TAE) tamponu (x50) (pH 8.0): 242 gram tris, 57.1 ml glasial
asetik asit, 0.5 M 100 ml EDTA (pH 8.0), distile suda ¢oziilerek 1 litreye tamamlandi.
-STE tamponu: 10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)

-Lizozim ¢ozeltisi: 10 mg/ml olacak sekilde Tris-EDTA tamponunda hazirlandi.
-Boyama tamponu: 300 ml stok boya ¢ozeltisi, 35 ml 10 N (w/v) KOH, 25 ml %100
(w/v) TCA karistirilarak hazirlandi.

3.1.3 Cihazlar

Calismalarda kullanilan cihazlar asagida belirtilmistir.

- Mikroskop (Olimpia ve Leica )
- Inkiibator / Etiiv (Niive)
- Giivenlik kabini (ESCO)
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- Ultraviyole (UV) cihazi

- Otoklav (Niive)

- Bakteri tanimlama cihazi (VITEC2 Compact - BIOMERIUX)

- McFarland (McF) 6l¢iim cihaz1 (Densichek plus - BIOMERIUX)
- Derin dondurucu ve buzdolab1 (Argelik)

- Santrifiij (Niive - NF120)

- Karigtiricr / vortex (Niive)

3.2 Yontem

3.2.1 Alinan érneklerden bacillus cinsine ait bakterilerin izolasyonu

Bacillus cinsine ait bakteri tiirlerinin izolasyonu i¢in nutrient agar (NA) besi yeri
kullanildi. Ankara iline ait 11 farkli lokasyonlardan alinan 6rneklerinl grami, i¢inde 9
ml steril serum fizyolojik ¢ozeltisi bulunan deney tiiplerine aktarildi. Vortekste 1 dk
karistirildi. Ornekler su banyosunda 100 °C’ de 20 dk tutularak vejetatif bakteri
formlarinin 6lmesi ve ortamda bakterilerin sporlu formlarmin kalmasi saglandi.
Orneklerden 107! *den 10 "*ye kadar seri seyreltmeler hazirlanarak, 107 seyreltmeden
itibaren NA besi yerine yayma plak yontemiyle 0,1 ml ekimler yapilip ve 30°C’de 5 giin
siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda Bacillus morfolojisine benzeyen
(bliyiik, beyaz, opak vb.) tek koloniler secildi. Secgilen bu koloniler NA besi yerine tek
koloni ekim yontemi ile ekilerek saf kiiltiirler elde edildi. NB siv1 besi yerine aktarildi.
Ornekler kullanilana kadar buzdolabinda +4 [1C’de muhafaza edildi (Kim ve ark.,
1998).

3.2.2 Bakteri tammmlamalarinda kullanilan biyokimyasal ve fizyolojik testler

Elde edilen ¢ubuksu bakteri izolatlarin tanimlamasi i¢in; hemoliz, hareket tespiti, indol,
katalaz, oksidaz testleri ile spor ve gram boyamalari yapildi.

Hemoliz Tayini

Bakterilerin hemoliz yetenegi kanli agar besi yeri kullanilarak test edildi. Hemoliz testi,
18 — 24 saatlik NB ortamindaki bakteri kiiltliriinden hazir kanli agar biiyiime petrilerine
tek koloni ekim yontemi 6ze ile uygulandi ve optimum sicaklik (3611C)’ta 24-72 saat
siire ile inkiibe edildi. Besi yerinde gelisen koloniler, etrafinda olusturdugu hemoliz
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zonu yoniinden her giin incelenerek olusan zonlar Beta hemoliz veya Alfa hemoliz
olarak degerlendirildi.

Sekil 3.1. Kanli agarda Beta hemoliz zonlu koloniler
Gram Boyama

Temiz lamlar {izerinde 1 damla steril fizyolojik su ile kiiltiirden alinan koloni yayildi
hava da kurutulma sonrasinda preparat 1-2 kez bek alevinden gegirilerek sabitlemesi(
fiksasyon) yapildi. Hazirlanmis preparatin iizerine tiim c¢ozeltileri hazir ticari kitler
kullanilarak gram boyama (RTA) prosediiriine gore; lugol ¢ozeltisinda (1 dk)
beklemenin ardindan distile su ile yikandi. Preparatin iizerine %96’lik etil alkol
damlatilip (30 sn) bekleme sonrasinda distile su ile yikandi. Son olarak karsit boya sulu
fuksin damlatilarak (40 sn), kurumaya birakildi. Isik mikroskobunda incelendi. Pembe
renkli bakteriler Gram negative (G™ ) olarak degerlendirildi. Mor/koyu mavi renkli
bakteriler Gram pozitiOf (G*) olup cubuk veya kokobasil seklindekiler ayirt edildi.

S )

Sekil 3.2. Gram boyamada kristal asamasindaki preparatlar
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Hareket Tespiti

Temiz lam iizerine bir damla serum fizyolojik damlatilip iizerine bir miktar bakteri
koyuldu. Lamel ile kapatilarak ¢omak sekilli bakterilerin 11k ve faz-kontrast mikroskop

incelemeleri ile hareketleri incelendi.

Spor Boyama

Sporlarin gozlenmesi i¢in Schaffer-Fulton yontemi uygulandi. Temiz bir lam {izerine 1
damla steril fizyolojik tuz ¢ozeltisi damlatip buna kati biliylime ortamindaki izolat
bakteri kolonisinden 6zeyle alinan 6rnek lamel biiyiikliigiinde alana yayildi. Kurumasi
icin bir siire beklendi ve bunzen alevinden 3- 5 kez gecirilerek tizeri lamel
biytikliigiindeki kurutma kagidi eklendi ve malachit yesili solusyonu, 1s1 araciligiyla
(bunzen alevinde tutularak dokiiliip preparat 5 dk. bakterilere) uygulandi. Karsit
boyama i¢in safranin ile 15 sn boyanmasi saglandi ve su ile yikanarak kurutma kagidi
ile kurutuldu ve mikroskopda (faz kontrast mikroskop,100x) incelendi. Sporlar yesil

cubuksu hiicreler pembe/kirmizi olarak gézlendi.

Indol Testi

NA’dan 6ze ile alinan bakteri koloni 6rnegi steril whatman 1 kagid1 lizerine siirtilerek
tizerine kovac’s ayiract damlatildi. Kirmizi renk olugmasi indol pozitif olarak
degerlendirilerek kaydedildi. (Bilgehan, 1995).

Katalaz Testi

Incelenecek bioizolat bakteri drnegi temiz bir lam iizerine 6ze ile uygulanip iizerine 1-
damla H202 damlatilma sonrasi olusan hava kabarciklarinin tekstiirii gozlenerek
Katalaz pozitif/negative olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995).

3.2.3 Bacillus tiirlerinin kolorimetrik tanimlamasi

Elde edilan cubuksu bakteriyel izolatlarin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testler
sonrasinda Bacillus cinsine ait oldugu 6ngoriilen 24 izolatin kolorimetrik olarak tiir
tanimlamalari. BIOMERIUX prosediir uygulamasina gore cihazda 0.55 McF’de
uyarlanan gecelik tek koloni kiiltiirleri VITEK 2 Compact Alert bakteri tanimlama

cithaz1 veri tabanina gore Bacillus bakteri cinsi tiir tanimlamalari yapildi.
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4. BULGULAR

Bacillus cinsine ait bakteri tiirlerinin izolasyonu ig¢in nutrient agar (NA) besi yeri
kullanildi. Ankara iline ait farkli lokasyonlardan (Cubuk ve Kazan) 6rneklem yapilarak,
bu bolgelerden alinan ornekler belirli bir kodlama ile isaretlendi. Kodlama da ilk harf

domates bitkisinin kisaltma 2’n¢i harf ise arastirmacinin bas harfi sec¢ilmistir.

Karisik Orneklem ortamlarindan saf kiiltiir olarak elde edilen bakterilere c¢esitli
tanimlama testleri (morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler) uygulanarak
orneklemin yapildig1 bolgelere gore cubuksu bakteri izolatlart test sonuglar1 asagidaki

cizelgelerde 6rneklem alanina gore gosterilmistir.

4.1 Farkh Bolgelerden Alinan Orneklerden Bakteri izolasyonu

4.1.1 istasyon I

Bakteri izolasyon &rneklemi yaptigimiz 1. Istasyonumuz (40°15 41, 33 52-32 58 26. 39
64) Cubuk Egriekin kdyli mevkiisidir. Burada bulunan domates bahgesinde 3 ayr1 zarar
gormiis lokaliteden 6rnek alinmis ve bakteri izolasyonu yapilarak sonuglar Cizelge

4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. 1. Istasyon &rneklemleri

Yer No. Orneklem Tiirii Sporlu Bakteri izolatlari

Iy Meyve, toprak DH1,; DH1, DH13 DH1,4, DH1s

I, Kuru/yesil hastalikli yaprak | DH1s, DH17, DH1g, DH19, DH1;9 DH1;4
I3 Toprak, yesil yaprak DH1,,, DH1,3, DH1,

4.1.2 Istasyon |1

Istasyon bolgemizin 2.’si (40°18146-32.665 803) Ankara Kazan Giivengkdprii
mevkisinde 4 ayr1 zararl hasar1 gorulmus lokaliteden ornek alinarak bakteri

izolasyonlar1 yapilmistir, sonuglar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. 2. Istasyon &rneklemleri

Yer No. Orneklem Tiirii Sporlu Bakteri izolatlari
Iy Toprak, yesil yaprak DH2,, DH2;,, DH23

I Meyve, yaprak DH2,

I3 Karigik kuru ve yesil Yaprak |DH2s, DH2g

Iy Toprak, yaprak DH2;, DH2g, DH29 DH21,

4.1.3 istasyon 111

I11. istasyon bdlgemiz olan Ankara Kazan Kumpimar mevkisinde (40°17 16 35-32675
183) farkli zararl hasar1 gormiis lokaliteden yine farkl: tiir (toprak, meyve/domates,
yaprak) ornekler alindi ve bakteri izolasyonlar1 yapilarak sonuglar Cizelge 4.3’de
gosterilmistir.

Cizelge 4.3. 3. Istasyon 6rneklemleri

Yer No. Ornekleme Tiirii Sporlu Bakteri izolatlar

1y Karisik Kuru/yesil Yaprak DH3,, DH3,, DH33,

Il Toprak, Meyve DH3,4, DH35,DH36, DH37,DH3s,
Il Toprak, Yaprak DH3gy, DH319, DH311, DH315

4.1.4 istasyon 1V

IV. istasyon bolgemiz olan Ankara Kazan Kumpinar mahallesi Giivenckdprii
mevkisinden (40°17 41 53 -31677 142) 3 farkl zararli hasar1 gdrmiis lokaliteden farkli
tiir (toprak, meyve/domates, yaprak) 6rnekler alindi ve bakteri izolasyonlar1 yapilarak
sonuglar Cizelge 4.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. 4. Istasyon 6rneklemleri

Yer No. Ornekleme Tiirii Sporlu Bakteri izolatlari
IV Karisik Kuru/yesil Yaprak DH4,, DH4,, DH4;

1V, Toprak, Meyve DH4,, DH4s5, DH4¢, DH45,
V3 Toprak, Yaprak DH4g, DH49, DH4,9, DH444

Sonrasinda dort farkli istasyondan alinan toplam 13 6rneklemden bakteri izolasyonu
yapilan mevkiler ornekleri ile birlikte asagidaki tabloda sunulmustur.

Cizelge 4.4.Dért Istasyondan alian rneklemler sonunda elde edilen izolatlar

Say1 |izolat No. |istasyon No. |Ornek Yer Mevki

1 DH1, I Meyve, toprak Cubuk Egrikoprii
2 DH1, I Meyve, toprak Cubuk Egrikoprii
3 DH1; I Meyve, toprak Cubuk Egrikoprii
4 DHl, I Meyve, toprak Cubuk Egrikoprii
5 DH1; I Meyve, toprak Cubuk Egrikoprii
6 DH1, I Kuru/yesil hastalikli yaprak Cubuk Egrikoprii
7 DH1, I Kuru/yesil hastalikli yaprak Cubuk Egrikoprii
8 DH1, I Kuru/yesil hastalikli yaprak Cubuk Egrikoprii
9 DH1, I Kuru/yesil hastalikli yaprak Cubuk Egrikoprii
10 |DH1y I Kuru/yesil hastalikli yaprak Cubuk Egrikoprii
11 |DH1y, I Kuru/yesil hastalikli yaprak Cubuk Egrikoprii
12 |DH1y, I Toprak, yesil yaprak Cubuk Egrikoprii
13 | DH13 I Toprak, yesil yaprak Cubuk Egrikoprii
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Cizelge 4.4.( Devami )Dért istasyondan alman drneklemler sonunda elde edilen izolatlar

14 | DH1y, I Toprak, yesil yaprak Cubuk Egrikoprii

15 |DH2, Il Toprak Kazan Giivengkoprii
16 |DH2, Il Toprak, yaprak Kazan Giivengkoprii
17 | DH2, Il Toprak Kazan Giivengkoprii
18 |DH2, Il Toprak Kazan Giivengkoprii
19 DH2; Il Karigik kuru/yesil yaprak Kazan Giivengkoprii
20 DH2; 1 Karigik kuru/yesil yaprak Kazan Giivengkoprii
21 |DH2, Il Toprak, yaprak Kazan Giivengkoprii
22 | DH2g Il Toprak, yaprak Kazan Giivengkoprii
23  |DH2 Il Toprak, yaprak Kazan Giivengkoprii
24 | DH2y, Il Toprak, yaprak Kazan Giivengkoprii
25 |DH3; i Toprak, yesil yaprak Kumpinar

26 | DH3;, Il Toprak, yesil yaprak Kumpinar

27 |DH2, i Toprak, yesil yaprak Kumpinar

28 DH3, Il Toprak, Meyve Kumpinar

29 |DH3;s i Toprak, Meyve Kumpinar

30 |DH3; i Toprak, Meyve Kumpinar

31 |DH3; i Toprak, Meyve Kumpinar

32 |DH3g i Toprak, Meyve Kumpinar

33  |DH3, i Toprak, Yaprak Kumpinar

34 DH3,g Il Toprak, Yaprak Kumpinar

35 DH34; 1 Toprak, Yaprak Kumpinar

36 DH3;, 1 Toprak, Yaprak Kumpinar

37 |DH4, v Karisik Kuru/yesil Yaprak Kumpinar/Gilivenckoprii
38 |DH4, v Karisik Kuru/yesil Yaprak Kumpinar/Gilivengkdprii
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Cizelge 4.4.( Devami )Dért Istasyondan alman drneklemler sonunda elde edilen izolatlar

39 |DH4, v Karisik Kuru/yesil Yaprak Kumpinar/Glivengkoprii
40 |DH4, v Toprak, Meyve Kumpinar/Giivengkoprii
41 |DH4s v Toprak, Meyve Kumpinar/Glivengkoprii
42 | DH4, v Toprak, Meyve Kumpinar/Giivengkoprii
43 | DH4, v Toprak, Meyve Kumpinar/Giivengkoprii
44 | DH4,4 v Toprak, Yaprak Kumpinar/Giivenckoprii
45 | DH4, v Toprak, Yaprak Kumpinar/Giivengkoprii
46 |DH44, v Toprak, Yaprak Kumpinar/Giivengkoprii
47 |DH4y, v Toprak, Yaprak Kumpinar/Giivenckoprii

4.2 izole Edilen Bakterilerin Morfolojik ve Mikroskobik Bulgulari

Bakteri liremesi olan drneklerden farkli mevkilere ait 29 farkli izolatin morfolojik ve

mikroskobik yonden incelenmesi sonucunda Cizelge 4.5°deki gibi belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Izolatlara ait makroskobik koloni formasyonlari ve mikroskobik hiicre
inceleme sonuglari

iT\(l):;lt L‘: NA kolonileri B(E;:z:a Mikgz:f bik Endospor

1 I Puskiilli Beyaz Pozitif Cubuksu -
2 I Parlak Beyaz Pozitif Cubuksu -
3 I Mat Kaplamali Pozitif Cubuksu Sporlu
4 I Mat Beyaz Pozitif Cubuksu -
5 I Nemli Beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu

6 | | Piskiilli Beyaz | Pozitif Cubuksu -

7 | | Parlak Beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu

8 I Mat Beyaz Pozitif Cubuksu -

9 I | Mat Kaplamali |Pozitif Cubuksu -

25




Cizelge 4.5. ( Devami )izolatlara ait makroskobik koloni formasyonlari1 ve mikroskobik
hiicre inceleme sonuglari

10 | | Parlak beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu
11 I Parlak Kiicik |Pozitif Cubuksu Sporlu
12 I Mat Biiyiik Pozitif Cubuksu -
13 I Parlak Ortaboy |Pozitif Cubuksu Sporlu
14 | | Piskiilli Beyaz |Pozitif Cubuksu -
15 Il | Mat Kaplamal1 | Pozitif Kokobasil Sporlu
16 Il | Mat Biyiik Pozitif Cubuksu Sporlu
17 Il | Nemli Biiyiik Pozitif Cubuksu -
18 Il | Kiigiik Beyaz Pozitif Cubuksu -
19 Il | Ortaboy Beyaz |Pozitif Cubuksu Sporlu
20 Il | Biiylik Beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu
21 Il | Kiigiik Beyaz Pozitif Cubuksu -
22 Il | Biiyiik Beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu
23 Il | Mat/ Biiyiik Pozitif Cubuksu -
24 Il | Nemli/Biiyiik Pozitif Cubuksu Sporlu
25 Il | Mat/ Ortaboy Pozitif Cubuksu -
26 Il | Mat/ Biiyiik Pozitif Cubuksu Sporlu
27 Il | Nemli Biiyiik Pozitif Cubuksu -
28 Il |Kiigiik Beyaz Pozitif Cubuksu -
29 Il | Ortaboy Beyaz |Pozitif Cubuksu Sporlu
30 Il |Biiyiik Beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu
31 Il | Kiigiik Beyaz Pozitif Cubuksu -
32 Il |Biiyiik Beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu
33 Il |Mat Kaplamali |Pozitif Cubuksu Sporlu
34 Il | Mat Beyaz Pozitif Cubuksu -
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Cizelge 4.5. ( Devamu )izolatlara ait makroskobik koloni formasyonlari ve mikroskobik

hiicre inceleme sonuglar1

35 Il | Nemli Beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu
36 Il | Piskiillii Beyaz | Pozitif Cubuksu -
37 IV |Parlak Beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu
38 IV | Mat Beyaz Pozitif Cubuksu -
39 IV | Mat Beyaz Pozitif Cubuksu -
40 IV | Mat/ Biiyiik Pozitif Cubuksu Sporlu
41 IV | Nemli Biiyiik Pozitif Cubuksu -
42 IV | Kiigiik Beyaz Pozitif Cubuksu -
43 IV | Mat Beyaz Pozitif Cubuksu -
44 IV  |Biiyiik Beyaz Pozitif Cubuksu Sporlu
45 IV | Kii¢iik Beyaz Pozitif Cubuksu -
46 IV | Nemli/ Ortaboy | Pozitif Cubuksu Sporlu
47 V Nemli/ Ortaboy | Pozitif Cubuksu Sporlu

4.3 izole Edilen Bakterilerin Fizyolojik ve Biyokimyasal Aktivite Testleri

Morfolojik ve yapisal yonden incelenen 29 farkli izolat biyokimyasal ve serolojik
aktivite testlerine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’de verilmistir.

Cizelge 4.6. Izolatlara ait biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglar

izolat No. | Yer No. | Oksijen | Hareket | Hemoliz | Koagiilaz | Katalaz | Oksidaz | Amilaz
1 I + + - + + Pozitif
2 I + + Alfa + + Pozitif
3 I + + Beta yok + + Pozitif
4 I + + - + + Pozitif
5 I + + Beta yok + + Pozitif
6 I + + Beta? + + Pozitif
7 I + + Beta yok + + Pozitif
8 I + + Beta + + Pozitif
9 I + + Beta + + Pozitif
10 I + + Alfa yok + + Pozitif
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Cizelge 4.6.( Devamu ) Izolatlara ait biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglar

11 I + + Beta yok + + Pozitif
12 I + + Beta ? + + Pozitif
13 I + + Beta yok + + Pozitif
14 | + + Beta + + Pozitif
15 I + + Beta yok + + Pozitif
16 I + + Beta yok + + Pozitif
17 I + + Beta + + Pozitif
18 I + + Beta + + Pozitif
19 I Beta + + Pozitif
20 I Beta + + Pozitif
21 I Beta + + Pozitif
22 I Beta + + Pozitif
23 I Beta + + Pozitif
24 T Beta + + Pozitif
25 Il - + + Pozitif
26 Il Beta + + Pozitif
27 1 Beta + + Pozitif
28 1 Beta + + Pozitif
29 1 Beta + + Pozitif
30 Il Beta + + Pozitif
31 Il Beta + + Pozitif
32 Il Beta + + Pozitif
33 1 Beta + + Pozitif
34 Il - + + Pozitif
35 1 Beta + + Pozitif
36 Il Beta + + Pozitif
37 v + + Beta yok + + Pozitif
38 v + + Beta yok + + Pozitif
39 v + + Beta + + Pozitif
40 v + + Beta yok + + Pozitif
41 v + + Beta + + Pozitif
42 v + + Beta yok + + Pozitif
43 v + + - + + Pozitif
44 v + + Beta yok + + Pozitif
45 v + + Beta yok + + Pozitif
46 v + + Beta yok + + Pozitif
47 \% + + Beta yok + + Pozitif
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4.4 izole Edilen Bakterilerin Kolorimetrik Tanimlamalar:

Elde ettigimiz izolatlardan biyokimyasal ve fizyolojik testleri sonucunda net ¢ubuksu ve
sporlu bakteri olarak Bacillus cinsine ait oldugu kanisina varilan 27 farkli izolatin Vitek
2 Compact (Biomeriux) cihazinda tanimlamalar1 yapilarak Bacillus thuringiensis olma

olasiliginda 7 bakteri izolat1 belirlendi.

Cizelge 4.7 Bacillus tiirii izolatlarin VITEK 2 cihazi tanimlama sonuglari

VITEK2 Kolorimetrik Tanimlama Sonucu (VITEK 2
izolat no. | Mevki %’si COMPACT)

DH4s A5 0,95 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides?
DH31; A2 0,98 B. pumilus

DH2,, A2 0,96 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides?
DH2¢ A2 0,94 B. subtilis

DH3g B2 0,99 B. pumilus

DH4, B2 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
DH443 B4 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
DH2; D6 0,95 B. lentus

DH1, D6 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
DH3s D6 0,96 B. licheniformis

DH1, Al 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
DH2, Al 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
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Sekil 3.3. Bacillus tiir tanimlamasi yapilacak izolatlarin VITEK 2 ile incelenmesi
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1 Tartisma

Bacillus izolatlarin gram boyama ve fiziksel ve biokimyasal testler ile literatiirde yer
alan B. thuringiensis morfolojisine ve biokimyasal karakteristligi ile benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Ancak morfolojik karakterizasyonun ¢ok giivenilir bir yontem
olmadig1 genelde bilinmekle birlikde, ana gruplara ayirimda 6nemlidir (iriarte ve ark.,
2000). B. thuringiensis izolatlarinin birbirlerinden farkli morfolojik ve yapisal

ozelliklere sahip oldugu yaptigimiz ¢alisma ile gozlenebilmektedir.

izole edilen birgok susun birbiriyle karistirilmasi, suslar arasinda ayrim gelistirmek ve
suslarin teshisinin dogrulugunu ispatlamak zorunlulugunu giindeme getirmistir. Ancak,
siiflandirma icin gelistirilen morfolojik ve biyokimyasal testler ve fenotipik 6zellikler
suslarin ayrimi icin yeterli olmadigindan degisik yontemler gelistirilmistir (Shareef ve

ark., 1991).

Gliniimiizde 6zellikle gelismis tilkelerde tarim alanlarinda biiyiik ekonomik kayiplara
neden olan zararli bocekler ile miicadele kullanilan kimyasal ilaclarin ekosistemde
meydana getirmis oldugu zararl etkiler nedeniyle alternatif yontemler gelistirilmeye
baslanmistir. Bu yontemlerin en oOnemlisi de “biyolojik miicadele”dir. Biyolojik
miicadelede bakteriler, viriisler, mantarlar, nematodlar ve protozoa grubuna ait

organizmalar biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmaktadir.

Entomopatojenik bir bakteri olan Bacillus thuringiensis iizerinde ¢ok sayida arastirma
yapilmis ve hala yapilmaktadir. Tarim alanlarinda ve ormanlarda zarara yol agan
bocekler etkisiz hale getirme cabalar1 giiniimiizde farkl iilkelerde yeni mikrobiyal ticari
trtinler elde edebilme yolunda devam etmektedir. Bu anlamda B. thuringiensis
bakterisinin ve bakteride bulunan kristal yapida toksin iireten cry genlerinin molekiiler
diizeyde aydinlatilmasi biiylik 6nem tagimaktadir (Tatar, 2007).

Entomopatojen bakteriler Bacillus grubu bakteriler 6nemli bir yer teskil ederler.
Calismamizda elde ettigimiz B. thuringiensis izolatlarin (DH4s, DH212, DH42, DH413,
DH12, DH11 ve DH29) potansiyel bakteriyel pestisit olabilecegi yapilan Vitek 2 cihaz
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analizlerle gozlenmistir. Bu nedenle iilkemiz potansiyel bakteriyel biyopestisit

izolasyonlarina katki saglanmistir.

5.2 Sonug¢

Bu calismada Ankara iline ait farkli lokalitelerden alinan toprak, meyve, yaprak
orneklerinden bakteri izolasyonu sonrasi biyokimyasal ve serolojik testlere tabi
tutularak smiflandirilmasi yapilmistir. Bunu takiben Vitek 2 Compakt (Biomeriux)
kolorimetrik tanimlama cihazi ile tiir tanimlamalar1 yapildi.. Neticede; “B. thuringiensis,
B. cereus, B. mycoides, B. pumilus, B. megatorium, B. subtilis, B. licheniformis, B.
lentus” tiirlerine ait izolatlar elde edildi. .

Sonug olarak :

a) 3 farkli bolgeden toplanan 4 ornekten yapilan ekimler sonrast morfolojik
ozellikler gbz Oniine alinarak Bacillus cinsine ait olabilecegi diistiniilen 27 izolat
elde edilmistir. Elde ettigimiz izolatlardan biyokimyasal ve fizyolojik testleri
sonucunda net ¢ubuksu ve sporlu bakteri olarak Bacillus cinsine ait oldugu
kanisina varilan 27 farkl izolatin Vitek 2 Compact (Biomeriux) cihazinda
tanimlamalar1 yapilarak Bacillus thuringiensis oldugu kanitlanmig 7 (DH4s,
DH212, DH42, DH413, DH12, DH11 ve DH29) bakteri izolat1 belirlendi. Tiir
teshisi i¢in kolorimetrik tanimlamaya tabii tutulan 27 izolatin 7’unun Bacillus

tiirline ait oldugu tespit edilmistir. .
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