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LİMON YETİŞTİRME ALANLARINDAN İNSEKTİSİDAL BACILLUS 

THURINGIENSIS İZOLASYONLARI VE TANIMLANMASI 

 

HALİME BALCI 

 

TOKAT GAZİOSMANPAŞA ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

BİYOLOJİ ANA BİLİM DALI 

 

(TEZ DANIŞMANI: DOÇ. DR. NECİBE CANAN USTA)      

Bu araĢtırmada, Mersin ili Erdemli ilçesine bağlı olan Kargıpınarı‟nda  üç farklı mevkide 

(Çıkacak, Çarkçılı ve Elvanlı) bulunan limon bahçelerinden (çiçek, yaprak, sürgün, toprak, 

meyve) alınan örneklerden insektisit özellikte bakteri izole edildi. ÇalıĢmada ilk olarak 

morfolojik ve biyokimyasal testlere göre 84  adet çubuksu ve sporlu bakteri izole edildi. 84 

izolatın 19‟ unda (H1, H5, H7, H8, H18, H26, H27, H31, H33, H34, H35, H37, H39, H40, H42, H57, 

H65, H77 ve H80) kristal toksin cry genleri tespit edildi. Kristal toksin genine sahip, potansiyel 

biyoinsektisit Bacillus thuringiensis olanları saptamak için genetik analizler gerçekleĢtirildi. 

Bu amaçla, bu türlerde bulunan insektisit cry genlerin, (Cry1, Cry2, Cry3, Cry4),  ana 

domainlerine göre primerler kullanılarak, polimeraz zincir reaksiyonları ve agoroz jel 

elektroforetik analizleri gerçekleĢtirildi ve sonuçta ilgili DNA band gözlemleri yapıldı. Bu 

analizlere göre 19 izolat içerisinde kristal toksin cry genlerin bulunduğu ve aralarından 6 

sının 4 ayrı insektisit cry gen bulundurduğu belirlendi, (H42, H5, H7, H77, H53,H35). Tez 

çalıĢmasında elde edilen bu sonuçlara göre, elde edilen Bacillus thuringiensis bakteriyel 

izolatlarının, 4 insektisit geninin taĢınması nedeniyle, biyolojik bakteriyel haĢere kontrolünde 

kullanılma potansiyeli vardır ve yüksek olduğu söylenebilir. Elde edilen bakteriyel izolatlar, 

potansiyel biyolojik kontrol maddesi olarak önemli bir kaynak olabilecektir. Bu nedenle tez 

çalıĢması, özellikle bakteriyel haĢere kontrolü için, sonraki in vitro ve in vivo biyoassaylar ve 

diğer ileri araĢtırmalar için önemli bir veri kaynağı niteliğindedir. 

2019, 52 SAYFA 

ANAHTAR KELİMELER: Kristal protein, Toksin gen, Bacillus thuringiensis, Limon, 

Mersin 
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ABSTRACT 

 

MASTER THESİS 

 

INSECTICIDAL BACILLUS THURINGGIENSIS ISOLATIONS FROM LEMON 

GROWING AREAS AND IDENTIFICATION 

  

HALİME BALCI 

 

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY 

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES 

 

DEPARTMENT OF BIOLOGY 

 

(SUPERVISOR:) ASST. PROF. DR NECİBE CANAN USTA)  

 

In this study, bacterial isolations were performed from the samples taken from the 

lemon orchards (flowers, leaves, shoots, soil, fruit) which are located in three different 

locations (Çıkacak, Çarkçılı and Elvanlı) of Kargıpınar which is connected to the district 

of Erdemli, Mersin. Firstly, in morphological and biochemical test, 84 rod and 

sporulated bacteria were dertermined. Crystalline toxin cry genes were detected in 19 of 

84 isolates (H1, H5, H7, H8, H18, H26, H27, H31, H33, H34, H35, H37, H39, H40, H42, H57, H65, 

H77 and H80). Genetic analyzes were conducted to investigate putative bioinsecticide 

Bacillus thuringiensis bacterial cells with the crystal toxin gene(s). For this purpose, 

polymerase chain reactions and agorose gel electrophoretic analyzes were performed by 

using primers according to the main domains of the insecticide cry genes (Cry1, Cry2, 

Cry3, Cry4) found in these species, and consequently related DNA band observations 

were performed. Crystal toxin cry genes were observed in the genomes of 19 isolates, 

and within them, 6 B. thuringiensis isolates carrying the four cry genes were obtained. 

According to these results obtained in the thesis research, it can be said that the obtained 

Bacillus thuringiensis bacterial isolates, due to carrying 4 insecticide genes,  have high 

potential to be used in biological bacterial pest control. The results are important for 

other biological control studies like in vitro and in vivo bioassay researches and 

therefore, the bacterial isolates are an important source as a biological control agent, so 

for other subsequent investigations being conducted. The resulting bacterial isolates 

may be an important source as the putative biological control agents. Therefore,  it is an 

important data for, specifically bacterial pest control, researches such as the subsequent 

in vitro and in vivo bioassays and so for further investigations.      

                                            

2019, 52 PAGE 

KEYWORDS: Crystal protein, Toxin gene, Bacillus thuringiensis, Lemon, Mersin 
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ÖNSÖZ 

Bu çalıĢmada Akdeniz bölgesi ve bölge ikliminin hakim olduğu alanlarda yetiĢtirilen limon 

bahçelerinde bulunan çiftçilerin biyolojik olarak bilmediği ama tüm bitki döngüsünü etkileyen 

mikrobiyal yaĢamdan bir kesit olan biyoinsektisit bakteriyel varlığına bir mercek bakıĢı 

yapılmıĢtır. Hasat dönemi ve turunçgillerin üretim dönemlerinde verimi etkileyen ve çevresindeki 

diğer bitkilerin de geliĢiminde oldukça önemli rolü olabilecek bakteriler saptanmıĢtır. Her ne 

kadar çiftçi bahçesindeki bu bakterileri bilmese de, sentetik kimyasal insektisitler yerine 

kullanabileceği sadece hedef zararlıya yönelik biyoinsektisitler hakkında farkındalık oluĢturmak 

için bahçe sahiplerine, farklı bitkilerin yetiĢtirildiği komĢu tarla sahiplerine ilaçlama, biyolojik 

kontrol ve biyolojik mücadele ile ilgili kısa bilgiler tarafımdan verilmiĢtir. Bitkileri koruma 

amaçlı ve/veya bitki geliĢimini arttırmak için doğal sahada bakteriyel insektisit içerebilecek çiçek, 

yaprak, toprak ve sürgünler toplanmıĢtır. Limon çeĢitlerini etkileyen ve verimi düĢüren her 

sebebin farklı olabileceğini ve bitki zararlılarına karĢı tamamen biyolojik yöntemle ürünlerin daha 

verimli olabileceği ve ürünlerin zararlı pestisitlerden korunabileceği hakkında çalıĢmalar 

çiftçilerle paylaĢılmıĢtır. 

    Bu araĢtırma konusunun belirlenmesi, yürütülmesi, baĢından sonuna kadar 

gerçekleĢtirilmesindeki yönlendiriciliği ve laboratuvar çalıĢmalarında bizzat bulunarak bilimsel 

destekleri için sayın danıĢman hocam Doç. Dr. Necibe Canan USTA‟ya sonsuz minnetlerimle 

teĢekkür ediyorum. Karadeniz Teknik Üniversitesi Biyoloji Bölümü deneysel çalıĢmalarımın bir 

bölümünün gercekleĢtirilmesinde laboratuvar olanağıyla destek veren, Sayın Prof. Dr. Ġsmail 

DEMĠR‟e, Dr. DönüĢ GENÇER‟e ve Kübra YILDIRIM‟a sonsuz minnet ve teĢekkürlerimi 

sunuyorum. 

Tüm hayatım boyunca yanımda olan ve her daim bana huzur veren aileme sonsuz teĢekkürü borç 

bilerek tezimi ithaf ederim. 

Ayrıca yüksek lisans eğitimim ve çalıĢmalarım boyunca benimle birlikte uyumayan, izolasyon için 

benimle birlikte bahçede gezen, gözlem yapan Kedilerim Lizbon, Stalin, Tito, Chivas, Lozan, Regal 

ve Halime‟ye, Koyunum Vida‟ya,  Köpeğim Raki‟ye benim evlatlarım oldukları için sonsuz 
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1. GİRİŞ 

Türkiye‟de Limon yetiĢtiriciliği önemli geçim kaynaklarından biridir. Türkiye‟nin 

Akdeniz iklimine uygun bölgelerinde tarımı yapılmaktadır. 

Limon tarımının yapıldığı bölgelere Mersin, Antalya, Hatay, Adana ve Ġzmir gibi iller 

örnek gösterilebilir. Limon turunçgil tarımında önemli bir meyve türüdür. Çukurova 

bölgesinde Türkiye‟deki toplam turunçgilin %70‟i üretilmektedir(Akgün, 2006). 

Turunçgil tarımında limonun yanı sıra greyfurt, portakal, mandalina türlerininde üretimi 

yapılmaktadır. Turunçgil tarımında bahsedilen ürünlerin farklı çeĢitleri ürünün kalite ve 

piyasasını oldukça etkilemektedir. 

 Mersin ili yaz aylarında sıcak ve nem oranı düĢük, kıĢ aylarında ise donma derecesinde 

soğukluk yaĢanmayan(ılıman geçen) yüksek kesimlerinde sıcaklık farkı çok olmayan 

Akdeniz iklimine sahip bir bölgede yer almaktadır. Sulama için genelde salma su ve 

damlama yöntemi kullanılmaktadır. Toprak koĢulları yönünden ise genelde verimli 

alanlara sahiptir. Eğimli arazileri düĢük sıcaklıklarda ürünlerin yetiĢmesine izin veren ve 

genelde kazık kök sistemine sahip bitkilerin yetiĢtirildiği(elma,   üzüm, kiraz vb.) 

alanlardır(Anonim,2014).  

Limon tarımında bir dönemde iki ayrı ürünün hasadı yapılabilmektedir. Örneğin, limon 

bahçelerinde toprağı garık yöntemiyle çizerek 3 ve/veya 5/6 aylık sürede ürün veren 

brokoli, karnabahar, patlıcan ve kabak gibi bitkilerin hasadı yapılabilmektedir. Bir yıl 

içerisinde birden farklı ürünün hasadı çiftçiyi ekonomik yönden rahatlatmaktadır ancak 

bahçe içerisinde geliĢen bakteri, mantar, prostista, nematod vb. organizmaların üremesi 

oldukça artmaktadır. Tarla sınırları birbirlerine yakın olarak yapılan turunçgil tarım 

alanları verimi etkileyen birçok faktörü de beraberinde getirmektedir. Bu faktörler 

içerisinde rekabetçi bitkiler, zararlılar(böcek, bakteri, sinek, güve vb.) ve hastalıklar 

önemli yer tutmaktadır. Zararlılar farklı bitki çeĢitlerinde kendine özgü sonuçlar 

doğurduğu için bu tip alanlarda geliĢen canlılar, sınırları yakın olan alanların ekosistemini 

oldukça etkilemektedir(Anonim,2014). 

Limon tarımıyla uğraĢan çiftçilerin verimi arttırmak adına yaptıkları ilaçlamalar bitiĢik 

alanlardaki farklı bitkilerin doğal flora ve faunasında olumsuz sonuçlar 

doğurabilmektedir. Bu ilaçlamaların geliĢigüzel yapılması durumunda ortamda bulunan 

bakteriler ve faydalı organizmalar da ortamdan yok olmaktadır. 



2 

 

 Limon yetiĢme alanlarında Tarım Ġl müdürlüğü tarafından uygulanan biyolojik 

yöntemler yetkili birimler tarafından bölge halkına belirli gün veya dönemlerde eğitim 

Ģeklinde verildiğinde veya verilirse bölge kapsamında yetiĢen limonların kalite ve verimi 

büyük oranda artacaktır. 

Bu çalıĢmada esas olan farklı mevkilerde var olan limon bahçelerinden Bacillus 

thuringienis ve türlerini izole etmektir.  

Akdeniz ve Ege bölgesinde pazar amaçlı ve/veya çiftçilerin yemeklik olarak ürettikleri 

limonlarda yıllardan bu yana dert yanılan nokta zararlılardır (böcek, akar, koĢnil, 

örümcek, bit, sinek vb.)(Anonim,2017). Zararlılar yılara göre baskınlık göstererek her 

dönemde etkilerini göstermektedirler. Örneğin; bir dönem Akdeniz Meyve sineği, bir 

dönem Kırmızı Kabuklu bit, bir dönem Limon Çiçek güvesi gibi zararlılar etkili 

olmaktadır. Zararlıların yanı sıra hastalıklar da üretimi büyük ölçüde etkilemektedir. Bu 

hastalıklara örnek olarak ise kurĢini küf, turunçgil dal yanıklığı, uçkurutan, kök 

çürüklüğü, limon tıkanıklık hastalığı gösterilebilir(Anonim,2017). Hastalıklar ve 

zararlılar bir bahçede aynı dönemde oluĢabileceği gibi farklı zamanlarda da etkisini 

göstermektedir. Dönemden döneme değiĢkenlik gösteren baskın zararlı ve hastalık çeĢidi 

iklim koĢullarının sertlik derecesi ve zararlıların çevreden etkilenme-adaptasyon 

derecesine bağlı olarak değiĢmektedir. Bu zararlıların ve hastalıkların limona verdiği etki 

de haliyle her dönem farklı olmaktadır. Örneğin; yaprak üzerinde zamk-bal oluĢması (bu 

durum zararlının hareket ederken bıraktığı etkidir), yaprak sapında sarı tozların oluĢması, 

gövdenin boydan boya beyaz unlarla kaplı olması, dal ve sürgünde kırmızı, mavi renk 

oluĢması, meyvenin sap ile buluĢtuğu kısımda beyaz unların olması, yaprakların ateĢ 

değmiĢçesine yeĢilden kahverengine dönmesi vb. kalıntılar hastalık ve zararlıların 

etkileridir. Zararlının larva ve nimf dönemlerini limonun farklı bölgelerinde ( meyve, 

yaprak sapı, çiçek, yeni sürgün vb.) geçirmesi nedeniyle yerleĢtiği bölgede delikler 

açması, bıraktığı salyalar ile farklı takım ve yapıdan canlıların (örneğin; karınca, sülük, 

arı vb.) ağaca zarar vermesi gibi özellikler zararlının karakteristik özelliğine bağlı olarak 

değiĢmektedir(Anonim, 2014). 

Yukarıda kısaca özetlenen limon zararlıları-hastalıkları ve bu zararlıların-hastalıkların 

bıraktığı etkilere bağlı olarak limon tarımı için yapay ve doğal mücadele yolları 

geliĢtirilmiĢtir. Biyolojik çeĢitliliği arttırmak adına limon zararlılarıyla Türkiye‟de Tarım 

Bakanlığına bağlı olarak (limon tarımının yapıldığı tüm alanlarda) biyolojik mücadele 

kapsamlı olarak gerçekleĢtirilmektedir(Anonim, 1997).  
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Örneğin; Mersin ili Erdemli ilçe tarım müdürlüğünde kendilerine özel olarak tahsis edilen 

araĢtırma bahçelerinde limon zararlılarının, hastalıkların, kimyasal ilaçların tespiti gibi 

biyolojik ajanların kullanımına fırsat veren deneysel üretim ve koruma çalıĢmaları 

yapılmaktadır. Ayrıca söz konusu yerde limon ağaçları çiftçilerden önce yetiĢtirilmekte, 

zararlı ile mücadele çalıĢmalarında bu araĢtırma bahçeleri pilot bahçe olarak 

kullanılmaktadır.  

Sadece limon üretimi için değil bölge içerisinde tarımı yapılan tüm ürünlerin üretim ve 

biyolojik kontrolü yapılmaktadır. Dönem sonu veya sene sonunda hasadı yapılan ürünler 

halka arz edilerek uygun fiyatla kapı giriĢlerinde satılmaktadır. 

Limon yetiĢtirme alanlarının zararlılarıyla yapılan biyolojik mücadelede Bacillus cinsine 

ait olan Bacillus thuringiensis pestisiti çok önemli bir entomopatojen ajandır(Tuncer ve 

Ecevit,1994). Söz konusu bakteri, Bacillaceae familyası içinde yer alan Gram pozitif, 

çubuk Ģekilli, endospor oluĢturan, aerob veya fakültatif anaerob olan mikroorganizmadır. 

Parosporal Cry toksin gen üreten bir veya birden fazla çeĢitte spor 

oluĢturabilmektedir(Mark ve Byron, 2003). 

Genellikle aerobik koĢullar altında ortamda gıda maddelerinin tam olarak sarf olmadığı 

veya gıda maddelerinin (mineral maddeler, üreme faktörleri, nitrojen, karbon ve enerji 

kaynakları) azaldığı ve çevresel koĢulların değiĢtiği durumlarda olgun basiller içerisinde 

spor oluĢmaktadır. Sporulasyon iĢlemi bakteri üremesinin duraksama fazında 

gerçekleĢmektedir. Sporulasyon boyunca yoğun miktarda insektisit parasporal protein 

üreten Bacillus thuringiensis zararlı tür topluluklarını yoğun olarak azaltarak doğal 

dengeyi sürdürmektedir(Schnepf ve ark, 1998). Sporlar genellikle oval veya yuvarlak 

Ģekilde olup, hücrenin çeĢitli yerlerinde bulunabilirler Bacillus‟ların vejetatif hücreleri tek 

baĢına veya zincir Ģeklinde bulunabilir(Walker ve ark, 2003). 0,5x1,2 μm - 2,5x10 μm 

büyüklükte olan hücrelerin yuvarlak veya köĢeli Ģekilde görünümleri vardır (Tunail ve 

KöĢker, 1986). 

Normal fiziksel faktörlere (ısı, ıĢık, donma, kuruma, radyasyon, vb), kimyasal maddelere 

(dezenfektanlar, vb.) ve mekanik tesirlere karĢı vejetatif formlarından çok daha fazla 

dayanıklıdırlar (Arda, 2000).  
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Sporlanan bakteride var olan parasporal kristal proteinler her Bacillus cinsinde farklılık 

tayin etmektedir. Bu çeĢitlilik büyük miktarda seçilmiĢ insektisit entomopatojen özelliği 

bakteriye kazandırmaktadır. Bacillus cinsi bakterilerde bulunan bu kristal proteinler izole 

edildiği bakteriye, çeĢidine ve dağılımına göre sayısal sonuçlarda farklılık 

oluĢturmaktadırlar(Kalaylı ve Beyatlı, 2003). 

Bacillus türlerini izole ettikten sonra karıĢık kültürlere (sıvı veya katı) ekimi yapılır. 

KarıĢık kültürlerden öze ile (öze önce alevlenir ve farklı mikroorganizmalardan arınır) tek 

koloni düĢmüĢ ise üzerine hafif değdirilir eğer dallanarak ekim göstermiĢse öze ile 

yayılarak kültürden bakteri alınır. Ekimi yapılan bakteri koloni morfolojisine göre kiĢiyi 

yönlendirebilmektedir. Bacillus  izolatlarının koloni morfolojileri kendi içerisinde varyete 

oluĢturabilmektedir.  

Alt türlerinin de morfolojik bakımdan çıplak gözle ayırt edilebilir oluĢma biçimleri 

bulunmaktadır ancak bu koloni morfolojileri bakterinin türünü net olarak ortaya koyma 

konusunda yetersizdir(Bağcı ve ark, 1991).Örneğin; ekimi yapılmıĢ bir bakterinin 

Bacillus thuringiensis yada farklı alt tür taksonomilerinden bir çeĢidinin olduğunu 

anlamak için bej, parlak beyaz, mat beyaz, parlak sarı, mat sarı pigment oluĢturanlar 

bunun yanı sıra bu pigmentlerin petri kabı içerisinde iç içe halkalar, kalın bir çizgiden 

ince bir çizgiye doğru azalan yoğunlukta koloni, kenarları pütürlü koloni gibi değiĢik 

morfolojileri bulunmaktadır(Yılmaz, 2003).                                           

 

  

 

 

 

 

 

ġekil 1.1. KarıĢık kültürden çapraz ekimi yapılan bakterilerin koloni morfolojisi 
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Sporlanan Bacillus ve sporlanmayan yani endotoksin oluĢturmayan Bacillus cinsleri de 

ekim alanına düĢmektedir. Bunun yanı sıra spor oluĢturma evresinde olmamıĢ, spor 

oluĢturamamıĢ, kontamine olmuĢ veya spor oluĢturabiliyorken mutant türleriyle karıĢıp 

farklı bir görünüm vermiĢ olabilirler. Örneğin; aynı cinse ait bakteride morfolojik olarak 

parlak pigmentli ve mat pigmentli koloni oluĢturmuĢ bakteriler ortaya 

çıkabilmektedir(Maniatis ve ark, 1989). 

Bacillus bakterilerinin hücrelerinde genelde sitoplazmik membran üzerinde bir veya 

birkaç anyonik polimer ve birkaç peptidoglikan tabaka ile sarılmıĢ hücre duvarı 

bulunmaktadır. Bazı Bacillus türleri hücre duvarından ayrı olarak ve hücre duvarının 

dıĢında jelatinöz, viskoz, elastik veya mukoid karakterde olan kapsül içermektedirler. 

Bacillus anthracis‟de bulunan kapsül virülens etkiye sebep olmaktadır (Sneath, 1986). 

Kapsül bakteriye ortam Ģartları altında dayanıklılık adına güç vermektedir ve bu güç 

bakteriyi ekstrem koĢullarda endospor oluĢturma özelliği kazandırmıĢçasına ortamdan 

soyutlayabilmektedir. 

Bacillus bakterileri çubuk içerisinde spor oluĢturma özelliği gösteriyor olsa da (çubuk 

Ģekilli olan bakterilerde toksin geni oluĢumu bakterinin türüne göre değiĢmektedir) 

bakterinin yaĢadığı iklim, bulunduğu alan ve etkilendiği canlılar gibi etmenlerden dolayı 

kazandığı spor oluĢturma özelliği bakteriye özgüllük kazandırmaktadır. Kazanılan bu 

özgüllük bakteriyi analiz etme sırasında çok sayıda varyete oluĢturmasına neden 

olmaktadır(Taubman, 1992).  

Bacillus bakteri türlerinin termofilik, mezofilik ve psikrofilik türleri bulunmaktadır. AĢırı 

ortam Ģartlarında (yüksek/düĢük ısı ve kuraklıklarda) canlı kalabilirler. Genellikle 30- 

40
0
C‟ de ve pH 7 civarında ürerler. Bacillus bakterileri karbon kaynağı olarak organik 

asit, Ģeker, alkol ve nitrojen kaynağı olarak amonyum içeren besi yerlerinde iyi geliĢirler. 

GeliĢimleri sıvı ve katı besi yerlerinin üst kısımlarında olmaktadır. Katı besi yerlerinde 

kenarları ve üzeri pürüzlü, granüller yapıda olan koloniler meydana getirirler 

(Taubman,1992). Bakterilerin koloni getirme fonksiyonları farklılık göstermektedir. Bu 

farklılık Bacillus türleri içerisinde dahi varyeteler oluĢturur. Bacillus‟lar özellikle spor 

oluĢturdukları için hemen her yerde örneğin toprak, toz, saman, gıda, su, deniz ve tatlı su 

sedimentleri, balık ve su ürünleri, inek gübresi, bitki rizosferi, bazı böceklerin larvaları ve 

bazı canlıların bağırsak sistemlerinden izole edilebilirler (Tunail ve KöĢker,1986).  
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Bacillus‟ların spor formasyonu 70
0
C‟ de 10 dakika pastörizasyon iĢlemi ile tanınması 

kolaylaĢmaktadır. Ġzolasyon iĢleminde spor formlarının sıcağa dirençli olma özelliğinden 

yararlanılır (Sneath, 1986).  

Bacillus cinsi bakteriler kolay üretilebilmeleri, endüstriyel öneme sahip olmaları 

(antibiyotik, enzim, toksin, biyoplastik gibi) ve patojenitileri sebebiyle bakteriler 

dünyasında dikkat çeken ve üzerinde geniĢ çalıĢmaların yapıldığı mikroorganizmalar 

grubuna girer (Rosovitz ve ark, 1998). 

Bacillus thuringiensis türü bakteriler çevresel dengeyi bozmazlar. Ġnsanlar üzerinde 

patojen etki bırakmazlar. Doğal ekosistemin sürdürebilirliği üzerinde organizmaların 

direncine etki etmezler (Chattopadhyay ve ark, 2004). 

Bacillus bakterileri tarafından üretilen subtilisin, proteaz, amilaz gibi endüstriyel enzimler 

deterjan, besin, eczacılık gibi birçok endüstri alanında kullanılmaktadır (Johnvesly ve 

Naik, 2001). 

BulaĢıcı hastalıkların tedavisinde yaygın olarak kullanılan antibiyotiklerin üretiminde de 

Bacillus bakterilerinden yararlanılmaktadır. Örneğin: Bacillus polymyxa polimiksini, 

Bacillus subtilis subtilini ve Bacillus licheniformis basitrasini üretmektedir (Rosovitz ve 

ark,1998). 

Bacillus thuringiensis cinsi bakteri böceklere karĢı dirence dayanıklılık 

göstermemektedirler. Önceki bakteri çalıĢmalarına göre Bacillus cinslerinde söz konusu 

böceğin (genellikle kelebek takımlarında etkili) bağırsak ksımından girmektedir. Bir 

diğer faktör böceğin segmentli yapısının karın bölgesinin ve sindirim sisteminin Bacillus 

türlerinin girebileceği konumda olması önemlidir( Mark ve Byron, 2003). 

Bugün birçok gen aktarımı, organ paylaĢımı, ilik nakli gibi sağlık açısından önemli 

konularda gerçekleĢen aktarımlarda iki tarafında periferal proteinlerinin antijenik 

kısmının uyuĢmasıdır. Nitekim virüsler bile konak hücreye zarar vereceğinde yada kendi 

genomunu konakta çoğaltacağı zaman benzer protein yapılarına ( DNA baz dizilimlerinin 

uyuĢmasına bağlı olarak gerçekleĢen ortak aminoasit dizilimleri) bağlı olarak konağını 

seçer. Her virüs her konakta tutunma iĢlemini gerçekleĢtiremez. Bakterilerde yani 

Bacillus türleri böceğin bağırsak yapısındaki ortak aminoasit eĢlemesine göre böcek 

takımını seçmektedir. Tüm tutunma iĢleminin ardından böceğin yıkımsal ürünlerinden 

olan proteaz yapısını inaktif hale getirmektedir. Böceğin bakteri içinde var olan 

insektisidal kristal proteinin iĢlevine mecbur bırakmaktadır. Bu durum son yılların 
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içerisinde göreceli olarak değiĢkenlik göstermektedir. Net bir yıkım için tanım 

verilmemiĢtir( Rajamohan ve ark, 1998). 

Son yapılan çalıĢmalarda dayanıklılık süresi üzerinde çalıĢmalar yapılmaktadır. Bu 

özelliği ile kimyasal önlemlerden ve dayanıklılığı az olan pestisitlerden daha çok 

kullanım alanına sahiptir. 

Ġnsektisidal Kristal Protein (ICP) olarak bilinen Cry proteinler farklı böcek takımları 

üzerinde etki gösterirler. Bacillus thuringiensis‟in ortaya çıkarılmıĢ 700 Cry geni 

bulunmaktadır. Aminoasit farklılıkları gözlenerek 72 farklı Cry ( Cry1, Cry2, 

Cry3….Cry72) geni belirlenmiĢtir (Raymond et al, 2010). Cry protein grupları en fazla 

%40 protein benzerliğine sahiptir. Aynı protein grubuna dahil büyük harf ile belirlenen 

gruplar (Cry1A, Cry1B, Cry1C vb.)  en az %70 aminoasit benzerliği göstermektedir. 

Küçük harfle belirlenen grup genler ise(Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, vb.) %70‟den fazla 

fakat %95‟den daha az aminoasit benzerliği göstermektedir. Üzerinde en çok çalıĢılan 

Bacillus thuringiensis Cry Proteinleri ise Cry2, Cry4 ve Cry11‟dir(Azizoğlu, 2017). 

Bugün yaklaĢık olarak 30 bitkide 90‟dan fazla zararlı böceğe karĢı Bacillus  thuringiensis 

türleri kullanılmaktadır (Boggle ve Yamamoto,1992)  

Söz konusu mikroorganizmalar bu çalıĢma kapsamında üç farklı limon bahçesinden ve üç 

farklı bölümden toplanmıĢtır. Limonların bilinçsizce yapılan bakımından dolayı ortaya 

çıkan sonuca göre hastalık ve zararlılarından ve bu zararlıların bulaĢık olduğu alanlardan 

toplanan örneklemelerde birçok bakteri türüne de ev sahipliği yaptığı düĢünülmektedir.  

Bu çalıĢmanın amacı yerel üretimin yapıldığı her alandan daha kaliteli bir verim almak 

için toprağı tanımak, hasadı yapılan ürünü araĢtırmaktır. Mersin Ġli Erdemli Ġlçesi 

Kargıpınarı Mahallesinde yer alan üç farklı mevki‟den(Çıkacak, Çarkçılı, Elvanlı) Limon 

ile bulaĢık yapılar toplanarak ICP genlerini içeren B.t bakterilerini izole etmektir. 
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ġekil 1.2. Toksin boyama ile kristal protein içeren B.t türü bakterinin 42˚C‟deki 

mikroskop görüntüsü(Sharif ve Alaeddinoğlu, 1988). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.3. Bacillus thuringiensis‟in sporulasyonu sırasında oluĢan kristal proteini(Agaisse 

ve Lereclus, 1995). 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Dünya üzerinde yaĢanılabilir alan gün geçtikçe azalmaktadır. Yenilenebilir enerji 

kaynaklarının yerini yenilenemeyen enerji kaynaklarının alması, besin ve oksijen kaynak 

alanlarının sanayi, ulaĢım ve altyapı çalıĢma alanlarına dönüĢtürülmesi vb. nedenlerden 

dolayı canlıların yaĢadığı coğrafik alanlar kontrolsüz bir Ģekilde yok olmaktadır. Bu 

coğrafik alan üzerinde insan, hayvan, mantar ve bakteri domainlerine ait canlılar 

yaĢamaktadır. Bu canlılar ekosistemde birçok farklı göreve sahiptir. Canlıların 

ekosistemdeki yaĢadığı bölgelere „habitat‟ denir ve habitatın bulunduğu alan, canlının 

trofik düzeyini gösterir. Canlıların habitatlarındaki yoğunluklarına „Biyomas‟ (biyokütle) 

denir ve üretici basamağından, son tüketici basamağına gidildikçe genellikle biyomas 

küçülmektedir (Evrendilek, 2004). 

Ekosistemde biyokütlesi oldukça küçük olduğu düĢünülse de ekolojik niĢleri yüksek 

öneme sahip olan bakteriler, yeryüzünde sayısız madde ile reaksiyona girmekte ve madde 

döngülerinde oldukça önemli yer tutmaktadır. Ekosistemde gözle görülebilir yapı 

sergilemedikleri için belirli incelemeler sonucunda ortaya çıkmaktadırlar. Hızlı 

bölünmeleri, genetik yapı olarak eĢlenmenin daha ulaĢılabilir olması, plazmit DNA ve 

halkasal DNA‟larının yapısı, prokaryotik ribozom organelinin yapısı, disiplinler arası 

çalıĢmalarda daha reel sonuçlar vermelerinden dolayı bugün bakteriler birçok alanda 

kullanılmaktadır. Kullanıldığı alana bağlı olarak bir çok  farklı izolasyon yöntemleri ile 

bakteriler her bölgeden toplanıp laboratuvar koĢullarında farklı yöntemlerle elde 

edilebilmektedir(TopaktaĢ, 2018). 

 Literatür incelemelerinde Türkiye‟ de farklı bölge, yapı, bitki, hayvan ve bir çok 

organizmalardan izole edilen bakteri ve çalıĢma alanları Ģöyledir. 

2.1. Türkiye’de Yapılan Çalışmalar 

Alper ve ark, (2013),doğal Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillales: Bacillaceae) 

Ġzolatlarının Tetranychus utricae Koch (Acarina: Tetranychidae), Ceroplastes rucsi 

L.(Homoptera: Coccidae) ve Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)‟ya 

karĢı toksik etkileri adlı araĢtırma makalesinde Aydın ilinden Bacillus thuringiensis izole 

etmiĢtir. Bakterilerin spor-kristal karıĢımının etkisini incelemiĢ ve izolatlardan %86‟sının  

hiç toksik etki yapmadığı, %14‟ünün ise çok çok az toksik etki yaptığını belirlemiĢtir. 
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Arslan (2010), Lactobacillus rhamnosus’un Rope (Sünme) hastalığı etkeni olan Bacillus 

cinsi bakteriler üzerine etkisinin unlarda araĢtırılması adlı çalıĢmasında 13 farklı 

ekmeklik undan 20 Bacillus spp. izole etmiĢ ve 6 izolatta kontaminasyon etkisini 

bulmuĢtur. 

Aslım ve ark, (2002). Determination of Some Properties of Bacillus ısolated from soil 

adlı makalede Ankara Elmadağ bölgesinden 30 Bacillus suĢu izole etmiĢ ve bunları 

Bacillus megaterium, Bacillus firmus, Bacillus sphaericus, Bacillus thuringiensis, 

Bacillus pumilus olarak belirlemiĢtir. 

Azgın (2013), topraktan izole edilen Bacillus sp. suĢlarının antifungal etkinliklerinin 

saptanması adlı yüksek lisans tezinde Adana Ġli‟nin farklı bölgerinden 50 farklı Bacillus 

sp. suĢu izole edilmiĢ ve 5 farklı fungus üzerine aktiviteleri olduğunu bulmuĢtur. 

Azizoğlu (2017), hastalık taĢıyıcısı Culex pipiens (DipterA: Culicidae)‟in biyolojik 

mücadelesinde yerel Bacillus thuringiensis izolatlarının kullanılabilme potansiyelinin 

araĢtırılması adlı makalede Culex pipiens larvaları üzerinde 14 farklı B.t kristal protein 

taĢıyan bakteri uygulamıĢ ve SY50.4‟ün spor-kristal protein karıĢımının larvaları %80 

öldürdüğünü ortaya çıkarmıĢtır. 

Bayram (2015), farklı orijinlerden izole edilen alkalifil ve alkalitolerant bakterilerin, 

endüstriyel öneme sahip bazı enzim aktivitelerinin belirlenmesi ve izolatların moleküler 

karakterizasyonu çalıĢmasında, farklı kaynaklardan 232 bakteri izolatı elde etmiĢ ve 

bunlar Bacillus pumilis, Bacillus safensis, Bacillus aerius, Bacillus Licheniformis olarak 

belirlemiĢtir.  

Bozlağan ve ark, (2010), tarım alanlarından izole edilen Bacillus thuringiensis 

izolatlarındaki Cry1 geninin belirlenmesi ve bu izolatların iki farklı depo zararlısı güve 

üzerindeki öldürücü etkisinin incelenmesi adlı makalelerinde Kayseri bölgesinden 60 

farklı B.t izole etmiĢler ve 17 izolatın Cry1 genini taĢıdığını ve izolatların 19 kb 

büyüklüğünde plazmit bandlarını elde etmiĢlerdir. 

Çadırcı ve ark, (2013), determination of enterotoxigenic gene profiles of Bacillus cereus 

strains ısolated from dairy desserts by multiplex PCR adlı makalede 25 keĢkül, 12 tavuk 

göğsü,12 kazandibi, 30 supangle, 4 profiterol ve 17 sütlaç olmak üzere 100 örnek analiz 

edilmiĢtir. 3‟ü tavuk göğsü, 2‟si supangle,1‟i keĢkül ve 1‟i sütlaç olmak üzere toplamda 7 

örnekte B.cereus varlığını bulunmuĢtur.  
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Erem ve ark, (2009), ıdentificatıon of Bacillus species ısolated from ropey breas both 

with classıcal methods and apı ıdentıfıcatıon kıts adlı makalede normal ve kepekli 

ekmekten B.subtilis, B.megaterium, B.licheniformis, B.coagulans, B.pumilus türleri izole 

edilmiĢtir. 

Ġmamoğlu (2008), çeĢitli kaynaklardan izole edilen Bacillus sp. izolatlarının kitosanaz 

aktivitesinin ve antifungal etkisinin belirlenmesi adlı yüksek lisans tezinde çeĢitli 

izolasyon yöntemleri ile 508 tane Bacillus izolatı elde etmiĢtir.  

KarakuĢ ve ark, (2018), endüstriyel enzimler üreten Bacillus izolatlarının morfolojik, 

biyokimyasal ve moleküler yöntemlerle karakterizasyonu adlı çalıĢmasında izolatlara ait 

yedi farklı Bacillus türünü B.cereus, B.subtilis, B. licheniformis, B.pumilus, B. 

megaterium, B. methylotrophicus ve B. sonorensis bulmuĢlardır. 

Katı ve ark, (2016), topraktan izole edilen Bacillus türlerinin tanımlanması ve biyolojik 

özelliklerinin araĢtırılması adlı çalıĢmada, Giresun adasından toplanan toprak 

örneklerinden Bacillus izolasyonu yapılmıĢ ve sonuç olarak 38 izolat B. cereus, 7 izolat 

B. thuringiensis, 10 izolat B. megaterium, 6 izolat B. pumilis ve 12 izolat Bacillus sp. 

olarak tanımlanmıĢtır. 

Kedici ve ark, (1998), Bacillus thuringiensis’li preperatların tarla ve laboratuvar 

Ģartlarında patates böceği [Leptinotarsa decemlineta (Say)] larvalarına etkileri üzerine 

araĢtırmalar adlı çalıĢmalarında B.t’in  larvalar üzerinde 4. günde 1.20 ml ve 0.60 ml 

dozlarında etkili olduğunu belirlemiĢlerdir. 

Kılıçer ve Özcan, (2013), yem katkısı selülaz enzimlerini üreten Bacillus suĢlarının 

izolasyonu ve enzimlerin kısmi karakterizasyonu adlı makalede Düziçi kaplıcasından üç 

adet termofilik Bacillus sp. elde etmiĢlerdir. 

KocabaĢ ve ark, (2017), topraktan ksilanaz üreten mikroorganizmaların tanınması ve 

ksilanazın kısmi karakterizasyonu adlı çalıĢmalarında en yüksek ksilanaz aktivitesine 

sahip mikroorganizmanın Bacillus spp. tanımlamıĢlardır. 

OdabaĢ (2011), Ordu ili ve ilçelerinden toplanan toprak numunelerinden Bacıllus sp. 

suĢlarının izolasyonu ve insektisidal etkilerinin belirlenmesi adlı yüksek lisans tezinde 

Ordu ilinden Bacillus bakterilerini izole etmiĢ ve böcekler üzerinde öldürücü etkilerini 

belirlemiĢtir. 
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Özdoğan (2007), çeĢitli et örneklerinden izole edilen Bacillus türlerinin tanımlanması, 

proteolitik ve lipopolitik enzim aktivitelerinin araĢtırılması adlı yüksek lisans tezi‟nde 

incelenen örneklerden kuĢbaĢı ve kıyma et örneklerinin hepsinde (%100), tavuk 

örneklerinin 12‟sinde (%80) Bacillus cinsi ve toplam 279 Bacillus izolatı elde etmiĢtir. 

Bu izolatların 121‟i B. circulans, 52‟si B, firmus, 40‟ı B. lentus, 39‟u B. megaterium, 34‟ü 

B. licheniformis, 9‟u B. mycoides, 3‟ü B. sphaericus, 1‟i de B. cereus olarak 

tanımlanmıĢtır. 

Öztürk (2007), Ankara‟daki topraklardan izole edilen Bacillus türlerinin tanımlanması, 

moleküler düzeyde tiplendirilmesi ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi adlı doktora 

tezi çalıĢmasında Ankara‟nın farklı yerlerinden alınan toprak örneklerinden Bacillus 

türlerine ait toplam 60 bakteri izole etmiĢtir. Sonuçta B. cereusi, B.  anthracis ve B. 

thuringiensis, B. sphaericus, B. subtilis, B. licheniformis, B. laterosporus, B. pumilis, B. 

megaterium, B. stearothermophilus, B. brevis, B. firmus ve B. circulans türlerinin yer 

aldığını belirlemiĢtir. 

Öztürk ve Çakmakçı, (2003), bazı böcek patojeni Bacillus izolatlarının serolojik olarak 

tanımlanması adlı makalede böcek patojeni olduğu belirlenmiĢ 39 adet Bacillus 

thuringiensis izole etmiĢlerdir. 

ġahin ve ark, (2017),  Bacillus thuringiensis ısolation from the environments of boron 

mines and effects of boric acid on bioactivity adlı makalede bor madenlerinden B.t „in  

izolasyonunu yapmıĢ ve PCR analizinde Cry1 (% 100), Cry2 (% 41) genlerinin varlığını 

tespit etmiĢtir. 

Topçal ve ark, (2014), topraktan izolen edilen Bacillus türlerinin tanımlanması ve 

bakteriosin üretimlerinin belirlenmesi adlı çalıĢmalarında Gaziantep ili Oğuzeli ilçesinde 

Hordeum sp.(arpa) ve Vicia sp. (fiğ) ekilmiĢ topraklardan 121 adet Bacillus suĢları elde 

etmiĢler ve bu suĢların Bacillus subtilis, B. mycoides, B. megaterium ve B. 

amyloliquefaciens olarak belirlemiĢlerdir.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Bakteri örnekleri 

Bu çalıĢma kapsamında kullanılan bakteriler, Mersin Ġli Erdemli Ġlçesi Kargıpınarı 

mahallesinde 3 farklı mevki‟de (Çıkacak, Çarkçılı, Elvanlı) yer alan limon bahçelerinden 

(çiçek, sürgün, yaprak, toprak, meyve) izole edilmiĢtir. Bahçe içerisinde hastalıklı 

bitkilerden ve bunların bulaĢık olduğu yaprak, meyve,  sürgün ve toprağa yeni düĢmüĢ 

limonlar ile toprak gibi yapılar, toprağın üst kısmı (yabancı ot, poĢet,plastik eĢyalar vb. 

gibi yapılardan)  temizlenerek streil spatula ile yaklaĢık 5 cm derinlikten alınarak steril 

ağzı kapaklı plastik poĢete konulmak üzere buz dolabında +4˚C‟de saklanmıĢtır. 

3.1.2. Kimyasallar ve çözeltiler 

Kullanılan besiyerleri 

Nutrient Broth (NB) sıvı besi yeri (gr/lt): 13 gr nutrient broth distile suya akıtılarak hacmi 

1 litreye tamamlandı. 

Nutrient Agar (NA) katı besi yeri (gr/lt): 28 gr nutrient agar distile suya aktarılarak hacmi 

1 litreye tamamlandı.  

Luria Bertani Agar (LBA) Genel Besi yeri (1 lt/40 gr) 

Tryptone Soy Agar (TSA) Genel Besi Yeri( 1 lt/ 37gr) 

Agaroz Jel Elektroforezi için kullanılan çözeltiler 

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), maddeler distile suya aktarılarak hacmi 1 

litreye tamamlandı. 

Agaroz:  %0.8‟ lik ve %2‟ lik (w/v) agaroz TAE tamponunda çözülerek hazırlandı 

(Agarose low EEO,A9539-10G). 

Yükleme tamponu: 40 gr sukroz, 0.025 gr bromofenol mavisi, 0.25 gr ksilen siyanol 100 

ml distile suda çözülerek hazırlandı. 

Etidyum bromür (EtBr): 10 mg/ml deriĢimde sulandırılıp hazırlandı ve koyu renkli 

ĢiĢelerde muhafazalandı. 
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DNA izolasyonu için kullanılan çözeltiler 

Bütün Çözeltiler Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit ZYMO RESEARCH  

prosedürüne uygun olarak hazırlandı. 

ZR Bashing Bed Buffer Lysis Tube ( 0.1 mm &0.5 mm) (750 mikrolitre)  

Genomic Lysis Buffer (1200 mikrolitre)                                                                      

DNA pre-wash Buffer (200 mikrolitre) 

g-DNA Wash Buffer (500 miktolitre) 

DNA Elution Buffer (35 mikrolitre) 

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan çözelti ve tamponlar 

Bileşen Son Hacim Son Derişim 

YeĢil veya renksiz GoTaq
R
 

reaksiyon tamponu 

10 mikrolitre 1X (1.5 mikrometre magnezyum 

klorür)
 

PCR nükleotit karıĢımı, 

10Mm  

1mikrolitre 0.2 mikrometre dNTP 

Üst primer X mikrolitre 0.1-1.0 mikrometre 

Alt primer  Y mikrolitre 0.1-1.0 mikrometre 

GoTAq
R
 DNA polimeraz (5 

mikrolitre) 

0.25 mikrolitre 1.25 mikron 

ġablon DNA  Z mikrolitre |<0.5 mikrogram/25 Mikrolitre 

Nükleaz içermeyen su 50 mikrolitre  

Çizelge 3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kullanılan çözelti ve tamponlar 

Coomassie Brillant Blue (%50 etanol ve %7 asetik asit solusyonu içinde %25 oranında 

CBB) boyası kullanıldı. 

Katalaz testi için 100 ml ile seyreltilmiĢ Hidrojen Peroksit çözeltisi 

Amilaz testi için lügol çözeltisi kullanıldı (3gr NiĢasta, 8,4 gr N.A Besi yeri 300 

mililitreye tamamlandı). 
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3.1.3. Cihazlar 

ÇalıĢmalarda kullanılan cihazlar aĢağıda belirtilmiĢtir. 

Mikroskop ( Olimpia ve ZEISS) 

PCR Nucleotide Mix (Cat.#C1141) 

Ġnkübatör/ Etüv (Nüve) 

Güvenlik kabini (KOJAIR) 

Otoklav (Nüve) 

DNA Yoğunluk Ölçer NanoDrop 2000 

DNA PCR(BIO-RAD) 

Zymo-Spin
TM

 IV Spin Filter (Orange Top) Collection Tube 

Dısruptor 

Zymo-Spin 
TM

 IIC Column 

Agaroz jel elektroforezi Ünitesi (E-C 105 Apparatus Corparation) 

Agaroz Jel Elektroforez Kapağı (CLEA AVER) 

Ultraviyole (UV) cihazı(GEL LOGIC 200 IMAGING SYSTEM) 

MOLECULAR ĠMAGING SOFTWARE-KODAK) Okuma Programı 

100 kb DNA Ladder N3232s 500µg/ml BioLabs 

Dipfriz ve buzdolabı  

Santrifüj (Nüve) 

Benmari / Su Banyosu (Allsheng) 

Ependorf tüpler 

PCR Tüpleri 

Pipetor (BOCOREX) 

Standart Tüpler(KIMAKAP 73660) 

Kristal Uç 

Mavi Uç 
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3.1.4. Cry gen primerleri 

ÇalıĢmada B.t. kristal toksin tarama analizleri için  literatürde önceden bilinen çeĢitli 

üniversal cry genlere özgün primerler kullanılmıĢtır. 

Primer 

Numara Primer Sekansı 

Sıcaklık 

(˚C) 

Cry1R 5‟-TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT-3‟ 

66 Cry1F 5‟-CATGATTCATGCGGCAGATAAAC-3‟ 

Cry2R 5‟-CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT-3‟ 

61 Cry2F 5‟-GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG-3‟ 

Cry3R 5‟-CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT-3‟ 

55 
Cry3F 

5‟-CGTATACGCAGAGAGATGACATTAAC-3‟ 

Cry4R 5‟-GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC-3‟ 

48 
Cry4F 

5‟-GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC-3‟ 

 

Çizelge 3.2. Ġzolasyon için kullanılan DNA primer örnekleri (Ben-Dov et al., 1997)  

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Alınan örneklerden Bacillus cinsine ait bakterilerin izolasyonu 

Bacillus cinsine ait bakterilerin izolasyonu için Nutrient agar (NA) besi yeri kullanıldı. 

Vortekste 1 dakika karıĢtırıldı. Mersin ili 3 farklı istasyondan alınan örnekler 1 gram 

tartılarak içerisinde 9 mililitre steril fizyolojik su içeren kaplara aktarıldı. Vortekste 1 

dadika boyunca karıĢtırıldı. Çiçek, yaprak, sürgün örnekleri 100˚C‟de 20 dakika 

inkübasyona tutularak spor oluĢturmayan formların üremesi engellendi ve ortamda spor 

oluĢturan formların gözlenmesi için uygun ortam oluĢturuldu. Örneklerden 10-1‟den 10-

7‟ye kadar seri seyreltmeler yapılarak 10-3 seyreltmeden sonra Nutrient Agar besi yerine 

yayma yöntemiyle 0,1 ml ekimler yapıldı ve 30˚C‟de 5 gün boyunca inkübasyona 

bırakıldı. Ġnkübe iĢleminden sonra Bacillus türüne ait morfolojik yapıları benzeyen (opak, 

mat, büyük, beyaz, sarı vb.) koloniler seçildi. Seçilen morfolojik Bacillus türüne ait 

bakteriler Nutrient Agar besi yerine tek ekim yöntemiyle ekildi ve (Saf kültür 

oluĢturuldu)  sıvı besi yerine aktarımı yapıldı. Örnekler kullanılıncaya kadar +4˚C‟de 

muhafaza edildi(Sharif ve Alaeddinoğlu, 1988). 
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3.2.2. Bakteriyel izolatların morfolojik özelliklerinin belirlenmesi 

Bacillus izolatlarını tanımlamak için toksin ve gram boyama yapılmıĢtır. 

Toksin boyama  

Bacillus thuringiensis suĢları ve mutant suĢlarının izolasyon ile koloni morfolojisi 

tanımını yapmak için nutrient agar besi yerine ekim yapıldı +4˚C‟de tutularak kolonilerin 

takibi yapıldı. Bakteriler için Coomasie parlak mavi boya  % 0,25, % 50 etil alkol, % 7 

asetik asit içeren bir karıĢım hazırlandı. Lam üzerine dört ayrı bölgeye koloni oluĢturulan 

bakteriler öze ile yerleĢtirildi. 5 dakika kurumaya bırakıldı. KaynatılmıĢ su ile yıkanan 

lameller ıĢık mikroskobu ile incelendi. Kristal endotoksin sporlar, spor içeren bakteri 

varyeteleri ve vejetatif hücreler arasındaki farklılaĢma sağlandı(Sharif ve Alaeddinoğlu, 

1988) 

Gram boyama 

Spor oluĢturan bakterilerin incelemesinde en net sonuç veren boyama Schaffer-Fulton 

yöntemidir. Steril fizyolojik tuz çözeltisi lam üzerine 1 damla damlatılıp bunzen bek 

alevinden geçirilerek sterilize edildi. Soğumaya bırakıldı. Besi yerinden bakteriler 

sterilize edilmiĢ öze ile alınarak saf su ile karıĢtırıldı.  

Kurumaya bırakılan lam bunzen bek alevinden 15-20 kez geçirilerek kurutma kağıdı ile 

sarıldı. Ticari malachit yeĢili çözeltisinden 1 damla lam üzerine damlatıldı  ve bek 

alevinde 5 dakika ısıtıldı. KaynatılmıĢ su ile yıkandı. Safranin ile 15 saniye karĢıt 

boyaması yapıldı. KaynatılmıĢ su ile yıkanıp kurutma kağıdına sarıldı. Ġmmersiyon yağı 

damlatılarak 100‟lük objektifte incelendi. Spor içeren kısımlar yeĢil, diğer hücreler 

pembe olarak görüldü(Yousten ve Rogoff, 1969). 

3.2.3. Bakteriyel izolatların biyokimyasal aktivite testleri 

Bacillus izolatlarının biyokimyasal aktivite (üreme) testleri için Katalaz ve Amilaz 

testleri uygulanmıĢtır. 

Katalaz testi  

Saf kültüre alınan bakteriler sterilize edilmiĢ öze ile petri kabından lam üzerine alındı. 1 

ml önceden hazırlanmıĢ hidrojen peroksit çözeltisi lam üzerine damlatıldı. Gaz kabarcığı 

çıkıĢı gözlenen lam üzerindeki bakteriler katalaz testinde pozitif sonuç olarak 

değerlendirildi(Baltacı, 2015). 
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Amilaz testi 

Polisakkarid yapıda olan niĢasta amilaz enzimi tarafından parçalanmaktadır. NiĢasta 

amilaz enziminin subsratıdır. Bazı bakteriler niĢastayı parçalayan ekstraselüler enzim 

üretmektedirler. Petri kaplarına %3‟lük niĢastalı agar eklendi. Bakteriler steril öze ile 

niĢastalı agar içeren petri kaplarına ekildi. Petri kapları 1 gece inkübasyona bırakıldı. 

Ġnkübasyon sonucunda petri kaplarına niĢasta ayıracı olan lugol çözeltisi damlatıldı. 20 

dakika bekletilen petilerde mavi ve mor renk oluĢumu negatif, Ģeffaf-saydam-çok açık 

kahverengi görüntüler pozitif olarak değerlendirildi(Yüzügüllü-KarakuĢ ve ark, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.1. Amilaz testi sonucunda Ģeffaf görünüm kazanan Bacillus türü bakteriler  

3.2.4. Bacillus izolatlarında yapılan moleküler testler 

Bakteri DNA izolasyonu  

Örnekler 1 gece kültüre bırakıldı. Mikroskobik inceleme sonucu morfolojik yapıları B.t 

türüne benzeyen 19 izolat ZYMO RESEARCH DNA Ġzolasyon yönteminin kurallarına 

göre DNA izolasyonu yapıldı. 

Tüm sıvı kültürler santrifüjde çöktürüldü. (13 rcf, 3 dakika). Sıvı kültür içeren 

ependorfların supernatant kısmı dökülür(ĠĢlem iki kez tekrarlandı.). 19 izolatın mekanik 

ve fiziksel olarak parçalanması için ependorflara 200 mikrolitre distile su eklendi ve 

çözdürüldü. Üzerine 750 mikrolitre  Bashing Bead Buffer eklendi. KarıĢım 15 dakika 

boyunca Dısruptörde karıĢtırıldı.  

Dısruptor sonrası izolatlar 10.000 g (rcf)‟de 1 dakika santrifüj edildi. Çözeltiden 400 

mikrolitre alınarak Zymo-Spin kolon içerisindeki II-F filtreden geçirilerek çözeltiler 800 

g (rcf)‟de 1 dakika santrifüj edildi. Santrifuj sonrası altta kalan DNA kolonisine 1200 

mikrolitre Genomıc Lysis Buffer eklendi. KarıĢım IIC Column filtreden geçirildi. 10.000 

g (rcf)‟de 1 dakika santrifuj edildi. 
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 200 mikrolitre DNA pre-wash Buffer IIC Column filtreden geçirildi. 1 dakika 10.000 g 

(rcf)‟de santrifuj edildi. KarıĢıma 500 mikrolitre g DNA wash Buffer eklenerek IIC 

Column filtreden geçirildi. 10.000 g (rcf)‟de 1 dakika santrifuj edildi. Ependorflara 35 

mikrolitre DNA Elution Bufer koyuldu. 30.000 g (rcf)‟de 30 saniye santrifüj edildi. Ġzole 

edilen DNA‟ların yoğunlukları NanoDrop 2000 cihazında ölçüldü. Ġstenen DNA 

yoğunluklarına ulaĢmak için NanoDrop 2000 cihazına Elution Buffer ile körleme yapıldı.   

Polimer Zincir Reaksiyonu 

Polimeraz zincir reaksiyonun protokolü aĢağıdaki parametrelere göre izlenerek 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Basamak Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 

Ġlk Denatürasyon 95˚C 2 dakika 35 çevrim 

Denatürasyon 95˚C 0.5-1 dakika 25-35 çevrim 

Tavlamak 42-65˚C 0.5-1 dakika 25-35 çevrim 

GeniĢletme 72˚C 1min/kb 25-35 çevrim 

Son Uzatma 72˚C 5 dakika 1 çevrim 

Islatma 4˚C Süresiz 1çevrim 

 

Çizelge 3.3. PCR Uygulama Protokolü 

 

Agoroz Jel Elektroforezi (AGE) 

%1‟lik 0,5 gram Agaroz Jel tartıldı. 50 mililitre TAE tamponu ile karıĢtırılarak 1 dakika 

mikrodalgada ısıtıldı. Musluk suyu ile soğutuldu. 2 Mikrolitre sulandırılmıĢ Etidyum 

Bromür damlatıldı. Elektroforez tanklarına döküldü. Tanklar soğutmaya bırakıldı. 9 

bantlık tankın 1. bölgesine 100 baz çifti (6 mikrolite)içeren marker yüklendi.(Belirleyici 

olması için) Jel plaklarının büyüklüğü 70x70 mm‟dir.  

Örnekler tankların içerisine pipetor ile eklendi. Tankların kapakları kapatılarak 94 voltta 

20-25 dakika yürütüldü. Sonuçlar UV ıĢık altında görüntüleme cihazına yüklenerek 

fotoğrafları alındı. Örnekler için Cry1, Cry2, Cry3, Cry4 proteinleri kullanıldı(Öztürk, 

2007). 
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4. BULGULAR  

Bacillus cinsine ait bakterilerin tür izolasyonu için Nütrient agar besi yeri kullanıldı. 

Mersin iline ait farklı lokasyonlardan (Çıkaçak, Çarkçılı ve Elvanlı ) örneklemler 

yapılarak bu örneklemler belirli kodlamalar ile iĢaretlendi. 

4.1. Üç Farklı İstasyondan Alınan Örneklerden Bakteri İzolasyonu  

4.1.1.  İstasyon 1 

Ġzole etmek istenen bakteriler için 1. istasyonumuz: Çıkacak mevkiinde bulunan limon 

bahçesinden üç farklı noktadan örnek alınmıĢ ve örnekler izole edilerek çizelge 4.1.‟de 

gösterilmiĢtir. 

Çizelge 4.1. Ġstasyon 1 örneklemleri 

  

Yer No Örneklem türü Sporlu Bakteri İzolatları 

1A Sürgün çiçek H1,H2,H3,H46,H47,H43,H44,H45 

1B Yaprak+ Çiçek H4,H5,H6,H7,H49,H48 

1C Toprak+ Çiçek H50,H8,H9,H10,H11,H51 

 

4.1.2. İstasyon 2 

Ġzole etmek istenen bakteriler için 2.istasyon: Çarkçılı mevkiinde bulunan limon 

bahçesinden üç farklı noktadan örnek alınmıĢ ve örnekler izole edilerek çizelge 4.2.‟de 

gösterilmiĢtir. 

Çizelge 4.2. Ġstasyon 2 örneklemleri 

 

Yer No Örneklem Türü Sporlu Bakteri İzolatları 

2A Sürgün çiçek H16,H17,H18,H19,H56,H57,H58,H59,H31,H32,H33,H34 

2B Sürgün+ Çiçek+ Toprak H20,H21,H22,H23,H60,H61,H62,H63,H35,H36,H37,H38 

2C Yaprak+ Toprak H24,H25,H26,H27,H64,H39,H40,H41,H42 
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4.1.3.  İstasyon 3 

Ġzole etmek istenen bakteriler için 3.istasyon: Elvanlı mevkiinde bulunan limon 

bahçesinden üç farklı noktadan örnek alınmıĢ ve örnekler izole edilerek çizelge 4.3.‟de 

gösterilmiĢtir. 

Çizelge 4.3. Ġstasyon 3 örneklemleri 

Yer No Örneklem Türü Sporlu Bakteri İzolatları 

3A Sürgün çiçek H12,H13,H14,H15,H52,H53,H54,H55,H28,H29,H30 

3B Toprak H65,H66,H67,H68,H69,H70,H71,H72,H73 

3C Yaprak+ Toprak H74,H75,H76,H77,H78,H79,H80,H81,H82,H83,H84 

 

Üç farklı istasyondan alınan örneklerden izole edilen bakteriler alındıkları mevkii ve her 

mevkiye ait örnekleri içeren çizelge 4.4.‟de gösterilmiĢtir. 

Çizelge 4.4. Üç istasyon sonunda elde edilen izolatlar 

 

Sayı İzolat No Yer No Örnek Yer Mevki 

1 H1 1A Sürgün çiçek Çıkacak 

2 H2 1A Sürgün çiçek Çıkacak 

3 H3 1A Sürgün çiçek Çıkacak 

4 H4 1B Yaprak+Çiçek Çıkacak 

5 H5 1B Yaprak+Çiçek Çıkacak 

6 H6 1B Yaprak+Çiçek Çıkacak 

7 H7 1B Yaprak+Çiçek Çıkacak 

8 H8 1C Toprak+Çiçek Çıkacak 

9 H9 1C Toprak+Çiçek Çıkacak 

10 H10 1C Toprak+Çiçek Çıkacak 

11 H11 1C Toprak+Çiçek Çıkacak 

12 H12 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

13 H13 3A Sürgün çiçek Elvanlı 
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Sayı İzolat No Yer No Örnek Yer Mevki 

14 H14 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

15 H15 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

16 H16 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

17 H17 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

18 H18 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

19 H19 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

20 H20 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

21 H21 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

22 H22 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

23 H23 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

24 H24 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı 

25 H25 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı 

26 H26 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı 

27 H27 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı 

28 H28 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

29 H29 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

30 H30 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

31 H31 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

32 H32 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

33 H33 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

34 H34 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

35 H35 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

36 H36 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

37 H37 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

38 H38 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

39 H39 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı 

40 H40 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı 

H41 H41 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı 
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Sayı İzolat No Yer No Örnek Yer Mevki 

42 H42 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı 

43 H43 1A Sürgün çiçek Çıkacak 

44 H44 1A Sürgün çiçek Çıkacak 

45 H45 1A Sürgün çiçek Çıkacak 

46 H46 1A Sürgün çiçek Çıkacak 

47 H47 1A Sürgün çiçek Çıkacak 

48 H48 1B Yaprak+Çiçek Çıkacak 

49 H49 1B Yaprak+Çiçek Çıkacak 

50 H50 1C Toprak+Çiçek Çıkacak 

51 H51 1C Toprak+Çiçek Çıkacak 

52 H52 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

53 H53 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

54 H54 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

55 H55 3A Sürgün çiçek Elvanlı 

56 H56 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

57 H57 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

58 H58 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

59 H59 2A Sürgün çiçek Çarkçılı 

60 H60 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

61 H61 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

62 H62 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

63 H63 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı 

64 H64 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı 

65 H65 3B Toprak Elvanlı 

66 H66 3B Toprak Elvanlı 

67 H67 3B Toprak Elvanlı 

68 H68 3B Toprak Elvanlı 

69 H69 3B Toprak Elvanlı 



24 

 

 

Çizelge 4.4. Üç istasyon sonunda elde edilen izolatlar(Devamı) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sayı İzolat No Yer No Örnek Yer Mevki 

70 H70 3B Toprak Elvanlı 

71 H71 3B Toprak Elvanlı 

72 H72 3B Toprak Elvanlı 

73 H73 3B Toprak Elvanlı 

74 H74 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

75 H75 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

76 H76 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

77 H77 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

78 H78 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

79 H79 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

80 H80 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

81 H81 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

82 H82 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

83 H83 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 

84 H84 3C Yaprak+Toprak Elvanlı 
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4.2.  Bakteriyel İzolatların Morfolojik Bulguları 

Bakteri içeren örneklerden farklı mevkilere ait 84 farklı izolatın morfolojik ve 

mikroskobik(Spor oluĢturma, spor Ģekli, koloni morfolojisi ve spor boyama) inceleme 

sonuçları Çizelge 4.5.‟deki gibi belirlenmiĢtir. 

Çizelge 4.5. Ġzolatların makroskobik ve mikroskobik inceleme sonuçları 

 

İzolat 

No 

Yer No Coomassie B. 

R250 Boyama 

Mikroskobik Şekil Endospor NA Kolonileri 

H1 1A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H2 1A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H3 1A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H4 1B Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H5 1B Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H6 1B Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H7 1B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H8 1C Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H9 1C Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H10 1C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H11 1C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H12 3A Pozitif Çubuk Pozitif Nemli-Beyaz 

H13 3A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H14 3A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H15 3A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H16 2A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H17 2A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H18 2A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Bayaz 

H19 2A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H20 2B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H21 2B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 
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Çizelge 4.5. Ġzolatların makroskobik ve mikroskobik inceleme sonuçları(Devamı) 

İzolat No Yer No Coomassie B. 

R250 Boyama 

Mikroskobik Şekil Endospor NA Kolonileri 

H22 2B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H23 2B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H24 2C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H25 2C Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H26 2C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H27 2C Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H28 3A Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 

H29 3A Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 

H30 3A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H31 2A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H32 2A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H33 2A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H34 2A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H35 2B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H36 2B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H37 2B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H38 2B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H39 2C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H40 2C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H41 2C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H42 2C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H43 1A Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 

H44 1A Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 

H45 1A Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 

H46 1A Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 

H47 1A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H48 1B Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 

H49 1B Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 
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Çizelge 4.5. Ġzolatların makroskobik ve mikroskobik inceleme sonuçları(Devamı) 

İzolat No Yer No Coomassie 

B.R250 Boyama 

Mikroskobik Şekil Endospor NA Kolonileri 

H50 1C Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 

H51 1C Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak 

H52 3A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H53 3A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H54 3A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H55 3A Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H56 2A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H57 2A Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H58 2A Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H59 2A Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H60 2B Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Parlak 

H61 2B Pozitif Çubuk Pozitif Beyaz-Parlak 

H62 2B Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H63 2B Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H64 2C Pozitif Çubuk Pozitif Parlak-Beyaz 

H65 3B Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H66 3B Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H67 3B Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Mat-Sarı 

H68 3B Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Mat-Sarı 

H69 3B Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Mat-Sarı 

H70 3B Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H71 3B Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H72 3B Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H73 3B Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H74 3C Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H75 3C Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H76 3C Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 
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Çizelge 4.5. Ġzolatların makroskobik ve mikroskobik inceleme sonuçları(Devamı) 

 
İzolat No Yer No Coomassie 

B.R250 Boyama 

Mikroskobik Şekil Endospor NA Kolonileri 

H77 3C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H78 3C Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Parlak-Beyaz 

H79 3C Pozitif Küresel-Çubuk Pozitif Parlak-Beyaz 

H80 3C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H81 3C Pozitif Çubuk Pozitif Sarı-Nemli-Parlak 

H82 3C Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H83 3C Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

H84 3C Pozitif Çubuk Pozitif Mat-Beyaz 

 

 

4.3. Bakteriyel İzolatların Biyokimyasal Aktivite Bulguları 

Morfolojik ve biyokimyasal yapısı incelenen 84 bakterinin katalaz ve amilaz test 

sonuçları Çizelge 4.6.‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.6. Ġzolatlara ait biyokimyasal aktivit test sonuçları 

 
İzolat No Yer No Katalaz Testi Amilaz Testi 

H1 1A Pozitif Pozitif 

H2 1A Pozitif Pozitif 

H3 1A Pozitif Pozitif 

H4 1B Pozitif Pozitif 

H5 1B Pozitif Pozitif 

H6 1B Pozitif Pozitif 

H7 1B Pozitif Pozitif 

H8 1C Pozitif Pozitif 

H9 1C Pozitif Pozitif 

H10 1C Pozitif Pozitif 

H11 1C Pozitif Pozitif 

H12 3A Pozitif Pozitif 
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Çizelge 4.6. Ġzolatlara ait biyokimyasal aktivit test sonuçları(Devamı) 

 

İzolat No Yer No Katalaz Testi Amilaz Testi 

H13 3A 
Pozitif Pozitif 

H14 3A 
Pozitif Pozitif 

H15 3A 
Pozitif Pozitif 

H16 2A 
Pozitif Pozitif 

H17 2A 
Pozitif Pozitif 

H18 2A 
Pozitif Pozitif 

H19 2A 
Pozitif Pozitif 

H20 2B 
Pozitif Pozitif 

H21 2B 
Pozitif Pozitif 

H22 2B 
Pozitif Pozitif 

H23 2B 
Pozitif Pozitif 

H24 2C 
Pozitif Pozitif 

H25 2C 
Pozitif Pozitif 

H26 2C 
Pozitif Pozitif 

H27 2C 
Pozitif Pozitif 

H28 3A 
Pozitif Pozitif 

H29 3A 
Pozitif Pozitif 

H30 3A 
Pozitif Pozitif 

H31 2A 
Pozitif Pozitif 

H32 2A 
Pozitif Pozitif 

H33 2A 
Pozitif Pozitif 

H34 2A 
Pozitif Pozitif 

H35 3A 
Pozitif Pozitif 

H36 2B 
Pozitif Pozitif 

H37 2B 
Pozitif Pozitif 

H38 2B 
Pozitif Pozitif 
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Çizelge 4.6. Ġzolatlara ait biyokimyasal aktivit test sonuçları(Devamı) 

 

İzolat No Yer No Katalaz Testi Amilaz Testi 

H39 2C 
Pozitif Pozitif 

H40 2C 
Pozitif Pozitif 

H41 2C 
Pozitif Pozitif 

H42 2C 
Pozitif Pozitif 

H43 1A 
Pozitif Pozitif 

H44 1A 
Pozitif Pozitif 

H45 1A 
Pozitif Pozitif 

H46 1A 
Pozitif Pozitif 

H47 1A 
Pozitif Pozitif 

H48 1B 
Pozitif Pozitif 

H49 1B 
Pozitif Pozitif 

H50 1C 
Pozitif Pozitif 

H51 1C 
Pozitif Pozitif 

H52 3A 
Pozitif Pozitif 

H53 3A 
Pozitif Pozitif 

H54 3A 
Pozitif Pozitif 

H55 3A 
Pozitif Pozitif 

H56 2A 
Pozitif Pozitif 

H57 2A 
Pozitif Pozitif 

H58 2A 
Pozitif Pozitif 

H59 2A 
Pozitif Pozitif 

H60 2B 
Pozitif Pozitif 

H61 2B 
Pozitif Pozitif 

H62 2B 
Pozitif Pozitif 

H63 2B 
Pozitif Pozitif 

H64 2C 
Pozitif Pozitif 

H65 3B 
Pozitif Pozitif 
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Çizelge 4.6. Ġzolatlara ait biyokimyasal aktivit test sonuçları(Devamı) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

İzolat No Yer No Katalaz Testi Amilaz Testi 

H66 3B 
Pozitif Pozitif 

H67 3B 
Pozitif Pozitif 

H68 3B 
Pozitif Pozitif 

H69 3B 
Pozitif Pozitif 

H70 3B 
Pozitif Pozitif 

H71 3B 
Pozitif Pozitif 

H72 3B 
Pozitif Pozitif 

H73 3B 
Pozitif Pozitif 

H74 3C 
Pozitif Pozitif 

H75 3C 
Pozitif Pozitif 

H76 3C 
Pozitif Pozitif 

H77 3C 
Pozitif Pozitif 

H78 3C 
Pozitif Pozitif 

H79 3C 
Pozitif Pozitif 

H80 3C 
Pozitif Pozitif 

H81 3C 
Pozitif Pozitif 

H82 3C 
Pozitif Pozitif 

H83 3C 
Pozitif Pozitif 

H84 3C 
Pozitif Pozitif 
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4.4. Bakteriyel İzolatların DNA İzolasyon Sonrası Ölçülen DNA Yoğunlukları 

 

İzolat No Mevki Örneklem Türü DNA Yoğunlukları 

H1 1A Sürgün çiçek 256,8 ng/ml 

H5 1B Yaprak+ Çiçek 303,9 ng/ml 

H7 1B Yaprak+ Çiçek 283,4 ng/ml 

H8 1C Toprak+ Çiçek 178,8 ng/ml 

H18 2A Sürgün çiçek 288,7 ng/ml 

H26 2C Yaprak+ Toprak 278,9 ng/ml 

H27 2C Yaprak+ Toprak 244,9 ng/ml 

H31 2A Sürgün çiçek 281,7 ng/ml 

H33 2A Sürgün çiçek 147,6 ng/ml 

H34 2A Sürgün çiçek 265,0 ng/ml 

H35 2B Sürgü çiçek+ Toprak 257,0 n/ml 

H37 2B Sürgün çiçek+ Toprak 201,6 ng/ml 

H39 2C Yaprak+ Toprak 257,4 ng/ml 

H40 2C Yaprak+ Toprak 388,6 ng/ml 

H42 2C Yaprak+ Toprak 306,5 ng/ml 

H57 2A Sürgün çiçek 271,6 ng/ml 

H65 3B Toprak 299,5 ng/ml 

H77 3C Yaprak+ Toprak 398,9 ng/ml 

H80 3C Yaprak+ Toprak 289,2 ng/ml 

 

Çizelge 4.7. Ġzolatların ölçülen DNA yoğunlukları 
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4.5. Bacillus thuringiensis İzolatlarının Cry Gen Agoroz Jel Elektroforez Yürütme 

Sonuçları 

AGE yürütmelerinde kontrol olarak SENTEGEN Biotech tarafından sağlanan B.t 

primerleri olan Cry1, Cry2, Cry3, Cry4 kristal protein içeren (Bacillus thuringiensis 

subsp. Kurstaki) genleri kullanılmıĢtır. 

Kontrol olarak kullanılan B.t Cry1 geni bağlanma sıcaklığı 66˚C ve baz uzunluğu 277 -

300 bp, Cry2 geni bağlanma sıcaklığı 61 ˚C ve baz uzunluğu 689-701 bp, Cry3 geni 

bağlanma sıcaklığı 55˚C ve baz uzunluğu 589-604 bp, Cry4 geni bağlanma sıcaklığı 48˚C 

ve baz uzunluğu 498 bp Ģeklindedir.  

Cry1 geni 19 bant içerisinde 18 bant oluĢturmuĢtur.  

Sadece H39 izolatında Cry1 geni bant oluĢturmamıĢtır. 

 

  MARKER  1- H35    2 -34      3-42     4-80      5-H5      6-H65  7 –H77    8-H8       9-H7 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5.1. (a) 277-300 baz uzunluğu ile görünen Cry1 geni 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

300bp 
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   MARKER   10-H57   11-H39   12-H26    13-H31      14-H1      15-H27  16-H37   17-H33   18-H40 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5.1.(b) 277-300 baz uzunluğu ile görünen Cry1 geni 

 

 

MARKER  C ry1-19-H18  POZİTİF  NEGATİF             

300bp 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5.1.(c) 277-300 baz uzunluğu ile Cry 1 geni (üzeri yazılı olanlar) Pozitif B.t: 

(Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki). 

 

 

 

 

 

 

 

 

300 bp 
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Kontrol olarak kullanılan Cry2 geni 19 bant içerisinde 19 bant oluĢturmuĢtur.  

 

     

 

     689- 701                                              CRY2-1-H35      2-H34         3-H42       4-H80        5-H5         6-H65 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5.2. (a) 689-701 bant uzunluğu ile Cry2 geni 

 

 

 
   MARKER    7-H77        8-H8           9-H7      10-H57       11-H39      12-H26     13-H31    14-H1        15-H27 

       689-701 bp 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ġekil 4.5.2. (b) 689-701 bant uzunluğu ile Cry2 geni 
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 MARKER  NEGATİF POZİTİF  16-H37  17-H33     18-H40     19-H18 

       689-700 bp      

 

 

 

 

 

ġekil 4.5.2. (c) 689-701 bant uzunluğu ile Cry2 geni, Pozitif B.t :(Bacillus thuringiensis 

subsp. Kurstaki). 

 

Kontrol olarak kullanılan Cry3 geni 19 izolat içerisinde 9 bant oluĢturmuĢtur.  

H34, H80, H65, H8, H57, H26, H1, H27, H37, H18 izolatlarında Cry3 genine rastlanmamıĢtır. 

 

 

589-609 bp                                                                                                           NEGATİF  POZİTİF    

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5.3. (a) 589-609 bant uzunluğu ile Cry3 geni, Pozitif B.t:(Bacillus thuringiensis 

subsp. Kurstaki). 
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MARKER        1-H35          2-H34        3-H42      4-H80      5-H5         6-H65       7-H77       8-H8         9-H7        

        589-609 bp 
 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5.3. (b) 589-609 bant uzunluğu ile Cry3 geni 

 

 

 

    MARKER  10-H57  11-H39  12-H26     13-H31  14-H1      15-H27  16-H37   17-H33   18-H40  19-H18 

 

      589-609 bp 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5.3. (c) 589-609 bant uzunluğu ile Cry3 geni 
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Kontrol olarak kullanılan Cry4 geni 19 izolat içerisinde 16 bant oluĢturmuĢtur.  

H34, H31, H40 izolatlarında Cry4 genine rastlanmamıĢtır. 

 

 

  MARKER NEGATİF  POZİTİF  1-H35    BOŞ         BOŞ           BOŞ       BOŞ        2-H34        3-H42           

 

      498 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5.4. (a) 498 bant uzunluğu ile Cry4 geni, Pozitif B.t :(Bacillus thuringiensis subsp. 

Kurstaki). 

 

 

 

 

  MARKER   4-H80     5-H5                   BOŞ      BOŞ       BOŞ         6-H65        7-H77        8-H8        9-H7      

   498 bp 

 

 

 

 

ġekil 4.5.4. (b) 498 bant uzunluğu ile Cry4  geni 
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MARKER   10-57     11-H39  12-H26  13-H31  14-H1      15-H27  16-H37  17-H33  18-H40   19-H18 

      498 

 

 

 

 

ġekil 4.5.4. (c) 498 bant uzunluğu ile Cry4 geni 
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Ġzolatların Cry1, Cry2, Cry3, Cry4 genlerini içeren/içermeyen sonuçları Çizelge 4.8.‟de 

gösterilmiĢtir. 

İzolat  

Sayı 

İzolat 

No 

Yer   

No 

Örnek Yer Mevki Cry1 

Geni 

Cry2 

Geni 

Cry3 

Geni 

Cry4 

Geni 

1 H35 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı + + + + 

2 H34 2A Sürgün çiçek Çarkçılı + + -- -- 

3 H42 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı + + + + 

4 H80 3C Yaprak+Toprak Elvanlı + + -- + 

5 H5 1B Yaprak+Çiçek Çıkacak + + + + 

6 H65 3B Toprak Elvanlı + + -- + 

7 H77 3C Yaprak+Toprak Elvanlı + + + + 

8 H8 1C Toprak+Çiçek Çıkacak + + -- + 

9 H7 1B Yaprak+Çiçek Çıkacak + + + + 

10 H57 2A Sürgün çiçek Çarkçılı + + -- + 

 

Çizelge 4.8. Cry1, Cry2, Cry3, Cry4 protein genlerini içeren bakteri izolatları 

11 H39 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı -- + + + 

12 H26 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı + + -- + 

13 H31 2A Sürgün çiçek Çarkçılı + + + -- 

14 H1 1A Sürgün çiçek Çıkacak + + -- + 

15 H27 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı + + -- + 

16 H37 2B Sürgün çiçek+Toprak Çarkçılı + + -- + 

17 H33 2A Sürgün çiçek Çarkçılı + + + + 

18 H40 2C Yaprak+Toprak Çarkçılı + + + -- 

19 H18 2A Sügün çiçek Çarkçılı + + -- + 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

5.1. Tartışma  

Dünya nüfusunun milyarların üzerinde olduğu Ģu dönemde artan nüfus dünya 

coğrafyasında yaĢam alanının gereksinimini zorunlu kılmaktadır. Bu zorunluluk var olan 

orman, tarla, bahçe ve yeĢil olarak değerlendirilen birçok farklı bölgenin yerleĢim 

yerlerine dönmesine neden olmaktadır.  Söz konusu alanların daralması doğal bitki 

ortamını da yok etmektedir. Doğal ortamın yok olması içindeki bakteri, mantar, böcek vb. 

canlı organizmalarında ortamdan yok olması demektir. 

Doğal ortamı koruma amacıyla dünya üzerinde birçok çalıĢma ve projeler 

yürütülmektedir. Bu çalıĢmalar kapsamında biyolojik mücadele ve biyolojik kontrol 

önemli bir yer tutmaktadır. Doğal biyolojik mücadele; ortamda bulunan zararlılara karĢı 

bitki korumasını sağlamak amacıyla kimyasal ilaç kullanımını yok denecek kadar azaltan 

zararlılara karĢı onlarla beslenen biyoinsektisitler; predatörler, parazitoid böcekler, 

omurgasızlar, feromonlar, omurgalılar, böcek büyüme düzenleyicileri vb. organizmaların 

kullanıldığı yöntemdir. Biyolojik kontrol; bitkileri korumak amacıyla uygulanan 

prosedürü, ek koruma yöntemlerine tabi tutmak ancak bu koruma için kimyasal, zararlı 

ilaçları kullanmak yerine tamamı ile doğal ilaç ve predatörlerin kullanıldığı uygulama 

biçimidir.  

Kimyasal ilaçlama, tarımsal alanda zaman ve ekonomik durum göz önüne alındığında en 

çok tercih edilen yöntemlerden biridir. Ancak ekonomik durum ve ürünün kalitesinin 

zamanında olması için yapılan bu yöntem, organizmanın üzerinde etkisini giderek 

azaltmaktadır. Organizma ilaçlara karĢı direnç kazanırken bir yandan da farklı zararlı 

organizmaların geliĢmesine neden olmaktadır.  

Biyolojik ilaçlama olarak nitelendirdiğimiz insektisitlerin etki mekanizmaları neredeyse 

aynıdır. Etki dereceleri farklılık göstermektedir. Faydalı olarak kabul edilen predatör ve 

parazitler  insektisitlerden daha çok etkilenmektedirler. Ancak böceklerdeki dayanıklılık, 

predatör ve parazitlerden daha hızlı olmaktadır. Bunun sonucunda dayanıksız olan parazit 

ve predatörler ortamdan elenmektedir. Doğal ortamda predatörü olmayan zararlılar ise 

daha çabuk yayılmakta ve üremektedir(Ecevit, 1988). Doğal denge kendiliğinden 

bozulmakta ve yeni türlerin oluĢmasına izin vermektedir. Bu durum geliĢen farklı zararlı 

durumuna göre yeni ilaçlama yapılmasını zorunlu kılmaktadır (Ünal, 1998). 
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Doğal biyolojik mücadele ilk uygulandığı dönemde ekonomik yönden pahalı olsa da 

zamanla ve uygulamaların çoğunluğu sağlandığında zararı karĢılamaktadır. Kimyasallara 

göre daha uzun soluklu olması ve zararlıyı direkt öldürmesi yönünden olukça önemlidir. 

Biyolojik yöntemle bire bir zararlıyı öldürmek her deneyde gerçekleĢmese de zararlının 

üreme gücünü ve yetisini oldukça aza indirgemektedir. Biyolojik mücadelenin tam bilgi 

birikimi ile uygulamasının yapılması, kimyasallara göre daha uzun süre de sonuç alma 

gibi negatif sonuçları da bulunmaktadır. Biyolojik mücadelenin en önemli kısmı zararlı 

üzerine kullanılacak olan ajanın seçilmesi, izole edilmesi, karakterizasyonu ve seri olarak 

üretiminin ve/veya ticari olarak satıĢının yapılıyor olması gerekmektedir. Biyolojik ajan 

olarak kullanılan organizmalar entomopatojen olarak adlandırılmaktadır.   

En yaygın kullanılan entomopatojen ajan, biyolojik savaĢ için en uygun yöntem ve 

basamak içerisinde Bacillus thuringiensis Berliner bakterisi yer almaktadır. Bir zararlının 

yok olmasını sağlarken diğer tüm yararlı organizmaların ortadan kaldıran yöntemlerin 

tersine B.t zararlıları yok ederken doğal floranında ortamını korumaktadır. Zararlının 

biyolojik olarak savaĢımında B.t çok az direnç oluĢturmakta ve kullanıldığı organizma 

üzerinde tersinir sonuçlar oluĢturmamaktadır. Yeni suĢlarının kolay izole edilmesi, 

içerdiği ICP genlerinin spesifik özellik göstermesi, inaktif durumda olması ve zararlı 

vücudunda aktif hale gelerek öldürücü etki yapması Bacillus thuringiensis türünü gözde 

entomopatojen ajan yapmıĢtır.  Ġnsektisit satıĢları son zamanlarda oldukça artmıĢtır. Ama 

bu toplam satıĢın % 1-1,5‟lik kısmına denk gelmektedir. Bu dilimin neredeyse tamamını 

(% 95) Bacillus thuringiensis kökenli insektisitler oluĢturmaktadır (Gaugler, 1997 ve 

Georgis, 1997). B.t bakterileri Bacillus cereus grubuna dahildirler. Daha çok Lepidoptera, 

Diptera ve Coleoptera grubundaki böceklere karĢı etkilidirler(Beegle ve Yamamoto, 

1992).  

Yapılan çalıĢma da B.t türü bakteriler üç farklı istasyondan belirlenen yöntemlerle izole 

edilmiĢtir. Ġzolasyon aĢamasında bakterilerin kontamine olamaması için uygun sıcaklık 

sağlanmıĢ, steril aletler kullanılmıĢ ve saf izolatların elde edilmesi sağlanmıĢtır. 

Entomopatojen olarak adlandırılan bakteriler spor oluĢturma özelliklerinden dolayı bu 

gruba dahildirler. Spor oluĢumu içinde kullanılan sıcaklık protokolü( 80 ˚C ve 100 ˚C) 

„dir.   
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ÇalıĢma neticesinde 84 izolatın faz kontrast mikroskop gözlemleri ile belirlenen 

morfolojik özellikleri ve biyokimyasal test analizleri itibariyle B.t türüne benzeyenler 

seçilmiĢ ve sonraki toksin gen taramalarında 19 izolatın kristal toksin genini taĢıdığı 

tespit edilmiĢtir. Genetik analizlerde izolatların 6 „sında 4 farklı Cry geni tespit edilmiĢtir.  

Bir izolat içerisinde 4 farklı Cry gen olması, toksinin kullanılacağı bitkisel zararlının 

direnç geliĢtirmesini azaltarak ilgili toksinin daha uzun vadede kullanımını sağlayacaği 

düĢünülebilir.  

Dünyada ve ülkemizde yeni bakteriyel pestisitlerin araĢtırılarak bulunması geçmiĢte, 

günümüz ve  gelecekte de artarak devam edecektir B.t izole edilmekte ve insektisit 

özelliğinin belirlenmesi için farklı organizmalar üzerinde kullanılmaktadır. Örneğin, 

Ordu ilinden Bacillus thuringiensis türleri izole edilmiĢ ve tarım zararlısı böcekler 

üzerinde öldürücü etkiye sahip olduğunu belirtilmiĢtir (OdabaĢ, 2011). ÇalıĢmasında 

Bacillus türlerini izole etmiĢ ve mantarlar üzerinde antifungal etkilerini değerlendirmiĢtir 

(Azgın, 2013). ÇalıĢmalarında Gaziantep Ġlinden arpa ve fiğ ekili topraklardan 121 adet 

Bacillus sp. izole etmiĢ 114 tanesine Bacillus cinsine özel 16S rRNA ürünüyle PCR 

ürünü verdiğini tespit etmiĢtir. Elde edilen bakterilerilerden ise Escherichia coli ve 

Micrococcus luteus geliĢimini engellediğini gözlemlemiĢlerdir(Topçal ve ark, 2014). 

Diğer yandan farklı bir çalıĢma olan incir ve çekirdeksiz üzümden 508 tane Bacillus izole 

edilmiĢ ve sadece 184 tanesinde (%36) kitosanaz aktivite olduğunu 

belirlenmiĢtir(Ġmamoğlu, 2008). ÇalıĢmasında Bacillus cinsine ait 12 bakterinin 

Ekzopolisakkarit üretim yeteneğini araĢtırmıĢtır. Ġncelediği suĢlarda 0-143 mg/L arasında 

EPS ürettiğini belirlemiĢtir(Ergene, 2015). 

Bu tez çalıĢmasında, elde edilen bakteriyel izolatların genetik yapıları incelendiğinde 

içerdiği ICP genleri ile bakterilerin biyolojik savaĢ adı altında yapılan çalıĢmalarda 

özgünlük yaratarak birçok farklı zararlı gruplarında çalıĢma olanakları bulacağını 

göstermektir. Biyolojik savaĢta amaç; hedef organizmanın hangi taksonomik kategoriye 

aitse büyüme ve geliĢim dönemleri incelenerek zararlının her döneminde( nimf, pulpa, 

ergin ve kelebek vb.) farklı geliĢim göstermesi durumuna göre uygulama metodu 

geliĢtirilerek söz konusu savaĢtan olumlu sonuçlar almaktır.  

Elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde biyolojik savaĢın amacına uygun olarak tez 

çalıĢmasının bir sonraki aĢaması, yani B.t izolatlarının limon zararlılarına karĢı in vitro ve 

in vivo bioassay araĢtırmaları gerçekleĢtirilebilir. Elde edilecek verilere göre farklı 

gruplardaki diğer zirai bitki zararlılarında da benzer araĢtırmalar yapılabilecektir. Hedef 



44 

 

organizmayla aynı anda ve tek bir bakteri türünün toksinleriyle, zararlı ile mücadelede 

direnç geliĢimini de azaltarak/öteleyerek etkiyi artırabilme imkânı elde edilmiĢ olacaktır. 

Bir kristal protein geninin etki mekanizması ve süresi, etki ettiği zararlının özelliği ve 

uyumu düĢünüldüğünde bir bakteri içerisinde aynı anda 4 farklı Cry geninin bulunması 

zaman, maliyet ve verim açısından birçok farklı noktada yapılan çalıĢmalara avantaj 

kazandıracaktır.  

ÇalıĢma kapsamında elde edilen sonuçlarda bakterilerin sahip olduğu koloni morfolojileri 

(Bej-Sarı-Parlak ve Mat-Beyaz) farklı olsa da ortak olarak ICP genlerini içerdiği tespit 

edilmiĢtir. KazanılmıĢ olan morfolojiler ile her zaman spor içeren bakteriye ulaĢmak 

mümkün olmasa da bu çalıĢmada uygulanan 3 tekrarlı izolasyon uygulamaları ile etkin 

toksin protein ve sporlanmaya sahip Bacillus türlerine ulaĢtırmıĢ olduğu düĢünülebilir. 

ÇalıĢmanın daha büyük boyutlarda projelere açık olması ve temel veri niteliğinde olması; 

tez konusu kadar, araĢtırmanın baĢlangıç aĢamasında farklı ısılarda tekrarlı izolasyonların 

uygulanması da çalıĢmayı özgün kılmıĢtır. 

  Sonuç olarak günümüzde birden farklı yöntem ve çalıĢmayla söz konusu bakteri, 

izolasyon aĢamasından geçerek farklı canlılar üzerinde uygulanmaktadır. Bu çalıĢma 

kapsamında da elde edilen sonuçlara göre, elde edilen B.t izolatların, özellikle 6 adedi 

etki gücü itibariyle pestisit olarak kullanılma potansiyeline sahip olabileceği 

düĢünülmektedir. 
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5.2. Sonuç 

ÇalıĢmada, Mersin ili Erdemli ilçesine ait üç farklı lokasyonun farklı bölgelerine ait 

alanlardan izole edilen 84 izolatın belirli boyama ve testlere tabii tutulup tür tanımlaması 

yapılmıĢtır. 84 izolat içerisinden 19 tane Bacillus thuringiensis türü bakteriler tayin 

edilmiĢtir. SENTEGEN tarafından sağlanan kristal toksin gen taĢıyan primerler (Cry1, 

Cry2, Cry3, Cry4) ve 19 izolat (H1, H5, H7, H8, H18, H26, H27, H31, H33, H34, H35, H37, H39, 

H40, H42, H57, H65, H77, H80) ile bant uzunluğu karĢılaĢtırması yapılmıĢtır. Sonuç olarak, 

19 izolat içerisinde Cry 1 geni 18 izolatta görülmüĢtür. Bu izolatlar; H35, H34, H42, H80, 

H5,H65, H77, H8, H7, H57, H26, H31, H1, H27, H37, H33, H40, H18 olarak belirlenmiĢtir.19 

izolat içerisinde Cry2 geni 19 izolatta görülmüĢtür. Bu izolatlar; H35, H34, 

H42,H80,H5,H65,H77,H8,H7,H57,H39, H26,H31,H1,H27, H37, H33, H40, H18 olarak belirlenmiĢtir. 

19 izolat içerisinde Cry3 geni 9 izolatta görülmüĢtür. Bu izolatlar; 

H35,H42,H5,H77,H7,H39,H31,H33,H40 olarak belirlenmiĢtir. 19 izolat içrisinde Cry4 geni 16 

izolatta görülmüĢtür. Bu izolatlar; H35,H42,H80,H5,H65,H77,H8,H7, H57, H39, H26, H1, H27, 

H37, H33, H18 olarak belirlenmiĢtir. Tüm izolatlar içerisinde en az iki Cry geni 

bulunmaktadır.  

Bugün yapılan birçok çalıĢmada sporlu bir bakteri içerisinde en az iki Cry geni 

bulunması, olası yapılacak çalıĢmaların önünü oldukça geniĢletmektedir. Bu tez çalıĢması 

baz alınarak elde edilen sonuçlar geniĢ kapsamda yapılan çalıĢmalara baĢlangıç 

olabilecektir.  
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