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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

LIMON YETISTIRME ALANLARINDAN INSEKTIiSIDAL BACILLUS
THURINGIENSIS iZOLASYONLARI VE TANIMLANMASI

HALIME BALCI

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BILIM DALI

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. NECIiBE CANAN USTA)

Bu arastirmada, Mersin ili Erdemli ilgesine bagli olan Kargipinari’nda ¢ farkli mevkide
(Cikacak, Carkeili ve Elvanli) bulunan limon bahgelerinden (¢icek, yaprak, siirgiin, toprak,
meyve) alman Orneklerden insektisit Ozellikte bakteri izole edildi. Caligmada ilk olarak
morfolojik ve biyokimyasal testlere gére 84 adet gubuksu ve sporlu bakteri izole edildi. 84
izolatin 19° unda (Hl, H5, H-, Hg, ng, H25, Hy7, H31, H33, H34, H35, H37, H39, H4o, Hao, H57,
Hes, H77 ve Hgp) kristal toksin cry genleri tespit edildi. Kristal toksin genine sahip, potansiyel
biyoinsektisit Bacillus thuringiensis olanlar1 saptamak i¢in genetik analizler gerceklestirildi.
Bu amagla, bu tiirlerde bulunan insektisit cry genlerin, (Cryl, Cry2, Cry3, Cry4), ana
domainlerine gore primerler kullanilarak, polimeraz zincir reaksiyonlar1 ve agoroz jel
elektroforetik analizleri gerceklestirildi ve sonugta ilgili DNA band gozlemleri yapildi. Bu
analizlere gore 19 izolat icerisinde kristal toksin cry genlerin bulundugu ve aralarindan 6
simin 4 ayri insektisit cry gen bulundurdugu belirlendi, (Hs2, Hs, H7, H77, Hs3Hss). Tez
calismasinda elde edilen bu sonuglara gore, elde edilen Bacillus thuringiensis bakteriyel
izolatlarinin, 4 insektisit geninin tasinmasi nedeniyle, biyolojik bakteriyel hasere kontroliinde
kullanilma potansiyeli vardir ve yiiksek oldugu sdylenebilir. Elde edilen bakteriyel izolatlar,
potansiyel biyolojik kontrol maddesi olarak énemli bir kaynak olabilecektir. Bu nedenle tez
calismasi, Ozellikle bakteriyel hasere kontrolii i¢in, sonraki in vitro ve in vivo biyoassaylar ve
diger ileri arastirmalar i¢cin 6nemli bir veri kaynagi niteligindedir.

2019, 52 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Kristal protein, Toksin gen, Bacillus thuringiensis, Limon,
Mersin



ABSTRACT

MASTER THESIS

INSECTICIDAL BACILLUS THURINGGIENSIS ISOLATIONS FROM LEMON
GROWING AREAS AND IDENTIFICATION

HALIME BALCI

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOLOGY
(SUPERVISOR:) ASST. PROF. DR NECIBE 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 (Cikacak, Carkeili and Elvanl) of Kargipinar 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 (Hy, Hs, H7, Hg, His, Hae, H27, Ha1, Has, Has, Has, Haz, Hag, Hao, Haz, Hs7, Hes,
H7; and Hgp). 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 (Cryl, 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



ONSOZ

Bu calismada Akdeniz bdlgesi ve bolge ikliminin hakim oldugu alanlarda yetistirilen limon
bahgelerinde bulunan ¢iftcilerin biyolojik olarak bilmedigi ama tiim bitki dongiisiinii etkileyen
mikrobiyal yasamdan bir kesit olan biyoinsektisit bakteriyel varligina bir mercek bakist
yapilmistir. Hasat donemi ve turunggillerin tiretim donemlerinde verimi etkileyen ve ¢evresindeki
diger bitkilerin de gelisiminde olduk¢a Gnemli rolii olabilecek bakteriler saptanmistir. Her ne
kadar ¢ift¢i bahgesindeki bu bakterileri bilmese de, sentetik kimyasal insektisitler yerine
kullanabilecegi sadece hedef zararliya yonelik biyoinsektisitler hakkinda farkindalik olugturmak
icin bahge sahiplerine, farkli bitkilerin yetistirildigi komsu tarla sahiplerine ilaglama, biyolojik
kontrol ve biyolojik miicadele ile ilgili kisa bilgiler tarafimdan verilmistir. Bitkileri koruma
amacli ve/veya bitki gelisimini arttirmak i¢in dogal sahada bakteriyel insektisit icerebilecek cicek,
yaprak, toprak ve siirgiinler toplanmistir. Limon cesitlerini etkileyen ve verimi diisiiren her
sebebin farkli olabilecegini ve bitki zararlilarina karsi tamamen biyolojik yontemle {iriinlerin daha
verimli olabilecegi ve iirlinlerin zararli pestisitlerden korunabilecegi hakkinda ¢aligmalar

ciftcilerle paylasilmistir.

Bu aragtirma  konusunun  belirlenmesi,  yliriitilmesi, = basindan  sonuna  kadar
gergeklestirilmesindeki yonlendiriciligi ve laboratuvar caligmalarinda bizzat bulunarak bilimsel
destekleri i¢in sayin danisman hocam Dog¢. Dr. Necibe Canan USTA’ya sonsuz minnetlerimle
tesekkiir ediyorum. Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii deneysel ¢alismalarimin bir
boliimiiniin gerceklestirilmesinde laboratuvar olanagiyla destek veren, Saym Prof. Dr. Ismail
DEMIR’e, Dr. Déniis GENCER’e ve Kiibra YILDIRIM’a sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi

sunuyorum.

Tiim hayatim boyunca yanimda olan ve her daim bana huzur veren aileme sonsuz tesekkiirii borg

bilerek tezimi ithaf ederim.

Ayrica yiiksek lisans egitimim ve ¢alismalarim boyunca benimle birlikte uyumayan, izolasyon igin
benimle birlikte bahg¢ede gezen, gézlem yapan Kedilerim Lizbon, Stalin, Tito, Chivas, Lozan, Regal
ve Halime’ye, Koyunum Vida’ya, Kopegim Raki’ye benim evlatlarim olduklar1 ig¢in sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

HALIME BALCI
11 Temmuz 2019
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1. GIRIS
Tiirkiye’de Limon yetistiriciligi O6nemli ge¢im kaynaklarindan biridir. Tiirkiye’nin

Akdeniz iklimine uygun bolgelerinde tarimi yapilmaktadir.

Limon tariminin yapildig1 bolgelere Mersin, Antalya, Hatay, Adana ve Izmir gibi iller
ornek gosterilebilir. Limon turunggil tariminda 6nemli bir meyve tiiriidiir. Cukurova
bolgesinde Tiirkiye’deki toplam turunggilin  %70’1 iretilmektedir(Akgiin, 2006).
Turunggil tariminda limonun yani sira greyfurt, portakal, mandalina tiirlerininde tiretimi
yapilmaktadir. Turunggil tariminda bahsedilen iiriinlerin farkli gesitleri liriinlin kalite ve

piyasasini olduke¢a etkilemektedir.

Mersin ili yaz aylarinda sicak ve nem orani diisiik, kis aylarinda ise donma derecesinde
sogukluk yasanmayan(iliman gecen) yiiksek kesimlerinde sicaklik farki ¢ok olmayan
Akdeniz iklimine sahip bir bolgede yer almaktadir. Sulama i¢in genelde salma su ve
damlama yontemi kullanilmaktadir. Toprak kosullar1 yoniinden ise genelde verimli
alanlara sahiptir. Egimli arazileri diisiik sicakliklarda {iriinlerin yetismesine izin veren ve
genelde kazik kok sistemine sahip bitkilerin yetistirildigi(elma,  iiziim, kiraz vb.)

alanlardir(Anonim,2014).

Limon tariminda bir dénemde iki ayr1 iiriiniin hasad: yapilabilmektedir. Ornegin, limon
bahgelerinde topragi garik yontemiyle cizerek 3 ve/veya 5/6 aylik siirede iiriin veren
brokoli, karnabahar, patlican ve kabak gibi bitkilerin hasadi yapilabilmektedir. Bir yil
icerisinde birden farkli {irliniin hasad1 ¢ift¢iyi ekonomik yonden rahatlatmaktadir ancak
bahge icerisinde gelisen bakteri, mantar, prostista, nematod vb. organizmalarin iiremesi
olduk¢a artmaktadir. Tarla smirlart birbirlerine yakin olarak yapilan turuncgil tarim
alanlar1 verimi etkileyen bircok faktorii de beraberinde getirmektedir. Bu faktorler
icerisinde rekabetci bitkiler, zararlilar(bocek, bakteri, sinek, giive vb.) ve hastaliklar
Oonemli yer tutmaktadir. Zararlilar farkli bitki ¢esitlerinde kendine 0zgii sonuglar
dogurdugu i¢in bu tip alanlarda gelisen canlilar, sinirlar1 yakin olan alanlarin ekosistemini

oldukca etkilemektedir(Anonim,2014).

Limon tarimiyla ugrasan giftcilerin verimi arttirmak adina yaptiklart ilaglamalar bitisik
alanlardaki  farkli bitkilerin dogal flora ve faunasinda olumsuz sonuglar
dogurabilmektedir. Bu ilaglamalarin gelisiglizel yapilmasi durumunda ortamda bulunan

bakteriler ve faydali organizmalar da ortamdan yok olmaktadir.



Limon yetisme alanlarinda Tarim il miidiirliigii tarafindan uygulanan biyolojik
yontemler yetkili birimler tarafindan bolge halkina belirli giin veya donemlerde egitim
seklinde verildiginde veya verilirse bolge kapsaminda yetisen limonlarin kalite ve verimi

bliyiik oranda artacaktir.

Bu c¢alismada esas olan farkli mevkilerde var olan limon bahgelerinden Bacillus

thuringienis ve tiirlerini izole etmektir.

Akdeniz ve Ege bolgesinde pazar amaclh ve/veya ciftcilerin yemeklik olarak iirettikleri
limonlarda yillardan bu yana dert yanilan nokta zararhilardir (bocek, akar, kosnil,
orimcek, bit, sinek vb.)(Anonim,2017). Zararlilar yilara gore baskinlik gostererek her
donemde etkilerini gostermektedirler. Ornegin; bir dénem Akdeniz Meyve sinegi, bir
dénem Kirmizi Kabuklu bit, bir donem Limon Cicek gilivesi gibi zararlilar etkili
olmaktadir. Zararlilarin yani sira hastaliklar da tiretimi biiyiik 6l¢iide etkilemektedir. Bu
hastaliklara ornek olarak ise kursini kiif, turuncgil dal yanikligi, uckurutan, kok
clrikligl, limon tikamiklik hastaligi gosterilebilir(Anonim,2017). Hastaliklar ve
zararlilar bir bahgede ayni donemde olusabilecegi gibi farkli zamanlarda da etkisini
gostermektedir. Donemden doneme degiskenlik gosteren baskin zararli ve hastalik ¢esidi
iklim kosullarmin sertlik derecesi ve zararlilarin ¢evreden etkilenme-adaptasyon
derecesine bagli olarak degismektedir. Bu zararlilarin ve hastaliklarin limona verdigi etki
de haliyle her dénem farkli olmaktadir. Ornegin; yaprak iizerinde zamk-bal olugmasi (bu
durum zararlinin hareket ederken biraktigi etkidir), yaprak sapinda sar1 tozlarin olugmasi,
govdenin boydan boya beyaz unlarla kapli olmasi, dal ve siirgiinde kirmizi, mavi renk
olusmasi, meyvenin sap ile bulustugu kisimda beyaz unlarin olmasi, yapraklarin ates
degmiscesine yesilden kahverengine donmesi vb. kalintilar hastalik ve zararlilarin
etkileridir. Zararlinin larva ve nimf dénemlerini limonun farkli bolgelerinde ( meyve,
yaprak sapi, cicek, yeni siirglin vb.) gecirmesi nedeniyle yerlestigi bolgede delikler
acmasl, biraktig1 salyalar ile farkli takim ve yapidan canlilarin (6rnegin; karinca, siiliik,
ar vb.) agaca zarar vermesi gibi 0zellikler zararlinin karakteristik 6zelligine bagl olarak

degismektedir(Anonim, 2014).

Yukarida kisaca Ozetlenen limon zararlilari-hastaliklar1 ve bu zararlilarin-hastaliklarin
biraktig1 etkilere bagli olarak limon tarimi icin yapay ve dogal miicadele yollar
gelistirilmistir. Biyolojik ¢esitliligi arttirmak adina limon zararlilariyla Tiirkiye’de Tarim
Bakanligina bagli olarak (limon tariminin yapildigi tiim alanlarda) biyolojik miicadele

kapsamli olarak gergeklestirilmektedir(Anonim, 1997).
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Ornegin; Mersin ili Erdemli ilce tarim miidiirliigiinde kendilerine &zel olarak tahsis edilen
aragtirma bahcelerinde limon zararlilarinin, hastaliklarin, kimyasal ilaglarin tespiti gibi
biyolojik ajanlarin kullannomina firsat veren deneysel iiretim ve koruma calismalari
yapilmaktadir. Ayrica s6z konusu yerde limon agacglan ciftgilerden 6nce yetistirilmekte,
zararli ile miicadele c¢alismalarinda bu aragtirma bahgeleri pilot bahge olarak

kullanilmaktadir.

Sadece limon iiretimi i¢in degil bolge icerisinde tarimi yapilan tiim tirlinlerin liretim ve
biyolojik kontrolii yapilmaktadir. D6nem sonu veya sene sonunda hasadi yapilan iiriinler

halka arz edilerek uygun fiyatla kapi girislerinde satilmaktadir.

Limon yetistirme alanlarinin zararllartyla yapilan biyolojik miicadelede Bacillus cinsine
ait olan Bacillus thuringiensis pestisiti ¢ok énemli bir entomopatojen ajandir(Tuncer ve
Ecevit,1994). S6z konusu bakteri, Bacillaceaec familyasi i¢inde yer alan Gram pozitif,
cubuk sekilli, endospor olusturan, aerob veya fakiiltatif anaerob olan mikroorganizmadir.
Parosporal Cry toksin gen {ireten bir veya birden fazla cesitte spor

olusturabilmektedir(Mark ve Byron, 2003).

Genellikle aerobik kosullar altinda ortamda gida maddelerinin tam olarak sarf olmadig:
veya gida maddelerinin (mineral maddeler, tireme faktorleri, nitrojen, karbon ve enerji
kaynaklar1) azaldig1 ve gevresel kosullarin degistigi durumlarda olgun basiller igerisinde
spor olusmaktadir. Sporulasyon islemi bakteri {iremesinin duraksama fazinda
gerceklesmektedir. Sporulasyon boyunca yogun miktarda insektisit parasporal protein
tireten Bacillus thuringiensis zararli tiir topluluklarini yogun olarak azaltarak dogal
dengeyi siirdiirmektedir(Schnepf ve ark, 1998). Sporlar genellikle oval veya yuvarlak
sekilde olup, hiicrenin gesitli yerlerinde bulunabilirler Bacillus’larin vejetatif hiicreleri tek
basina veya zincir seklinde bulunabilir(Walker ve ark, 2003). 0,5x1,2 um - 2,5x10 pm

biiyiikliikte olan hiicrelerin yuvarlak veya koseli sekilde goriiniimleri vardir (Tunail ve

Kosker, 1986).

Normal fiziksel faktorlere (1s1, 151k, donma, kuruma, radyasyon, vb), kimyasal maddelere
(dezenfektanlar, vb.) ve mekanik tesirlere karsi vejetatif formlarindan ¢ok daha fazla

dayaniklidirlar (Arda, 2000).



Sporlanan bakteride var olan parasporal kristal proteinler her Bacillus cinsinde farklilik
tayin etmektedir. Bu cesitlilik biiyiik miktarda se¢ilmis insektisit entomopatojen 6zelligi
bakteriye kazandirmaktadir. Bacillus cinsi bakterilerde bulunan bu kristal proteinler izole
edildigi bakteriye, ¢esidine ve dagilimma gore sayisal sonuglarda farklilik

olusturmaktadirlar(Kalayli ve Beyatli, 2003).

Bacillus tiirlerini izole ettikten sonra karigik kiiltiirlere (sivi veya kati) ekimi yapilir.
Karisik kiiltiirlerden 6ze ile (6ze 6nce alevlenir ve farkli mikroorganizmalardan arinir) tek
koloni diismiis ise lizerine hafif degdirilir eger dallanarak ekim goOstermisse Oze ile
yayilarak kiiltiirden bakteri alinir. Ekimi yapilan bakteri koloni morfolojisine gore kisiyi
yonlendirebilmektedir. Bacillus izolatlarinin koloni morfolojileri kendi igerisinde varyete

olusturabilmektedir.

Alt tiirlerinin de morfolojik bakimdan ¢iplak gozle ayirt edilebilir olusma bigimleri
bulunmaktadir ancak bu koloni morfolojileri bakterinin tiiriinii net olarak ortaya koyma
konusunda yetersizdir(Bagc1 ve ark, 1991).Ornegin; ekimi yapilmis bir bakterinin
Bacillus thuringiensis yada farkli alt tiir taksonomilerinden bir g¢esidinin oldugunu
anlamak i¢in bej, parlak beyaz, mat beyaz, parlak sari, mat sar1 pigment olusturanlar
bunun yani sira bu pigmentlerin petri kabi igerisinde i¢ i¢e halkalar, kalin bir ¢izgiden
ince bir ¢izgiye dogru azalan yogunlukta koloni, kenarlari piitiirlii koloni gibi degisik

morfolojileri bulunmaktadir(Yilmaz, 2003).
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Sekil 1.1. Karisik kiiltiirden ¢capraz ekimi yapilan bakterilerin koloni morfolojisi



Sporlanan Bacillus ve sporlanmayan yani endotoksin olusturmayan Bacillus cinsleri de
ekim alanina diismektedir. Bunun yani sira spor olusturma evresinde olmamis, spor
olusturamamis, kontamine olmus veya spor olusturabiliyorken mutant tiirleriyle karisip
farkl1 bir goriiniim vermis olabilirler. Ornegin; ayni cinse ait bakteride morfolojik olarak
parlak pigmentli ve mat pigmentli koloni olusturmus bakteriler ortaya
¢ikabilmektedir(Maniatis ve ark, 1989).

Bacillus bakterilerinin hiicrelerinde genelde sitoplazmik membran {izerinde bir veya
birka¢ anyonik polimer ve birka¢ peptidoglikan tabaka ile sarilmis hiicre duvari
bulunmaktadir. Baz1 Bacillus tiirleri hiicre duvarindan ayri olarak ve hiicre duvarimin
disinda jelatindz, viskoz, elastik veya mukoid karakterde olan kapsiil icermektedirler.
Bacillus anthracis’de bulunan kapsiil viriilens etkiye sebep olmaktadir (Sneath, 1986).
Kapsiil bakteriye ortam sartlar1 altinda dayaniklilik adina gili¢ vermektedir ve bu gii¢
bakteriyi ekstrem kosullarda endospor olusturma o6zelligi kazandirmig¢asina ortamdan

soyutlayabilmektedir.

Bacillus bakterileri ¢ubuk igerisinde spor olusturma &zelligi gosteriyor olsa da (¢ubuk
sekilli olan bakterilerde toksin geni olusumu bakterinin tiirline gore degismektedir)
bakterinin yasadigi iklim, bulundugu alan ve etkilendigi canlilar gibi etmenlerden dolay1
kazandig1 spor olusturma ozelligi bakteriye 6zgiilliik kazandirmaktadir. Kazanilan bu
Ozgiillik bakteriyi analiz etme sirasinda ¢ok sayida varyete olusturmasmna neden

olmaktadir(Taubman, 1992).

Bacillus bakteri tiirlerinin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunmaktadir. Asiri
ortam sartlarinda (yiiksek/dustik 1s1 ve kurakliklarda) canli kalabilirler. Genellikle 30-
40°C” de ve pH 7 civarinda iirerler. Bacillus bakterileri karbon kaynagi olarak organik
asit, seker, alkol ve nitrojen kaynagi olarak amonyum igeren besi yerlerinde iyi gelisirler.
Gelisimleri siv1 ve kati besi yerlerinin {ist kistmlarinda olmaktadir. Kat1 besi yerlerinde
kenarlart ve tzeri pilrlzli, graniiller yapida olan koloniler meydana getirirler
(Taubman,1992). Bakterilerin koloni getirme fonksiyonlar1 farklilik gostermektedir. Bu
farklilik Bacillus tiirleri igerisinde dahi varyeteler olusturur. Bacillus’lar 6zellikle spor
olusturduklari i¢in hemen her yerde 6rnegin toprak, toz, saman, gida, su, deniz ve tatl su
sedimentleri, balik ve su iirlinleri, inek giibresi, bitki rizosferi, baz1 boceklerin larvalari ve

bazi canlilarin bagirsak sistemlerinden izole edilebilirler (Tunail ve Kosker,1986).



Bacillus’larin spor formasyonu 70°C’ de 10 dakika pastorizasyon islemi ile taninmasi
kolaylasmaktadir. Izolasyon isleminde spor formlarmin sicaga direngli olma 6zelliginden

yararlanilir (Sneath, 1986).

Bacillus cinsi bakteriler kolay iiretilebilmeleri, endiistriyel O6neme sahip olmalari
(antibiyotik, enzim, toksin, biyoplastik gibi) ve patojenitileri sebebiyle bakteriler
diinyasinda dikkat ¢eken ve iizerinde genis c¢alismalarin yapildigi mikroorganizmalar

grubuna girer (Rosovitz ve ark, 1998).

Bacillus thuringiensis tiirii bakteriler ¢evresel dengeyi bozmazlar. Insanlar {izerinde
patojen etki birakmazlar. Dogal ekosistemin siirdiirebilirligi iizerinde organizmalarin

direncine etki etmezler (Chattopadhyay ve ark, 2004).

Bacillus bakterileri tarafindan iiretilen subtilisin, proteaz, amilaz gibi endiistriyel enzimler

deterjan, besin, eczacilik gibi bircok endiistri alaninda kullanilmaktadir (Johnvesly ve

Naik, 2001).

Bulasici hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin tiretiminde de
Bacillus bakterilerinden yararlanilmaktadir. Ornegin: Bacillus polymyxa polimiksini,
Bacillus subtilis subtilini ve Bacillus licheniformis basitrasini tiretmektedir (Rosovitz ve
ark,1998).

Bacillus  thuringiensis cinsi  bakteri boceklere karst  dirence  dayaniklilik
gostermemektedirler. Onceki bakteri ¢alismalara gore Bacillus cinslerinde séz konusu
bocegin (genellikle kelebek takimlarinda etkili) bagirsak ksimindan girmektedir. Bir
diger faktor bocegin segmentli yapisinin karin bolgesinin ve sindirim sisteminin Bacillus

tiirlerinin girebilecegi konumda olmasi 6nemlidir( Mark ve Byron, 2003).

Bugiin bir¢ok gen aktarimi, organ paylasgimi, ilik nakli gibi saglik agisindan Onemli
konularda gerceklesen aktarimlarda iki tarafinda periferal proteinlerinin antijenik
kisminin uyusmasidir. Nitekim viriisler bile konak hiicreye zarar vereceginde yada kendi
genomunu konakta ¢cogaltacagi zaman benzer protein yapilarina ( DNA baz dizilimlerinin
uyusmasina bagli olarak gergeklesen ortak aminoasit dizilimleri) bagli olarak konagini
secer. Her virlis her konakta tutunma islemini gerceklestiremez. Bakterilerde yani
Bacillus tiirleri bocegin bagirsak yapisindaki ortak aminoasit eslemesine gore bocek
takimin1 se¢gmektedir. Tiim tutunma isleminin ardindan bocegin yikimsal iirinlerinden
olan proteaz yapisini inaktif hale getirmektedir. BoOcegin bakteri iginde var olan

insektisidal kristal proteinin islevine mecbur birakmaktadir. Bu durum son yillarin
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icerisinde goreceli olarak degiskenlik gostermektedir. Net bir yikim i¢in tanim

verilmemistir( Rajamohan ve ark, 1998).

Son yapilan c¢alismalarda dayaniklilik siiresi iizerinde calismalar yapilmaktadir. Bu
ozelligi ile kimyasal Onlemlerden ve dayanikliligi az olan pestisitlerden daha ¢ok

kullanim alanina sahiptir.

Insektisidal Kristal Protein (ICP) olarak bilinen Cry proteinler farkli bécek takimlari
tizerinde etki gosterirler. Bacillus thuringiensis’in ortaya ¢ikarilmis 700 Cry geni
bulunmaktadir. Aminoasit farkliliklart goézlenerek 72 farkli Cry ( Cryl, Cry2,
Cry3....Cry72) geni belirlenmistir (Raymond et al, 2010). Cry protein gruplar1 en fazla
%40 protein benzerligine sahiptir. Ayn1 protein grubuna dahil biiyiik harf ile belirlenen
gruplar (CrylA, CrylB, CrylC vb.) en az %70 aminoasit benzerligi gostermektedir.
Kiigiik harfle belirlenen grup genler ise(CrylAa, CrylAb, CrylAc, vb.) %70’den fazla
fakat %95°den daha az aminoasit benzerligi gostermektedir. Uzerinde en cok calisilan

Bacillus thuringiensis Cry Proteinleri ise Cry2, Cry4 ve Cryl1°dir(Azizoglu, 2017).

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

S6z konusu mikroorganizmalar bu ¢alisma kapsaminda {i¢ farkli limon bahgesinden ve ii¢
farkli boliimden toplanmistir. Limonlarin bilingsizce yapilan bakimindan dolay: ortaya
¢ikan sonuca gore hastalik ve zararlilarindan ve bu zararlilarin bulasik oldugu alanlardan

toplanan 6rneklemelerde bir¢ok bakteri tiiriine de ev sahipligi yaptig1 diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismanin amact yerel iiretimin yapildigi her alandan daha kaliteli bir verim almak
i¢in topragi tamimak, hasadi yapilan iiriinii arastirmaktir. Mersin Ili Erdemli Ilgesi
Kargipinar1 Mahallesinde yer alan {i¢ farkli mevki’den(Cikacak, Carkeili, Elvanli) Limon

ile bulasik yapilar toplanarak ICP genlerini iceren B.t bakterilerini izole etmektir.



Non crystal
formers

Crystal
formers

Sekil 1.2. Toksin boyama ile kristal protein igeren B.t tiirii bakterinin 42°C’deki
mikroskop goriintiisii(Sharif ve Alaeddinoglu, 1988).

-

e

Sekil 1.3. Bacillus thuringiensis’in sporulasyonu sirasinda olusan kristal proteini(Agaisse
ve Lereclus, 1995).



2. KAYNAK OZETLERI

Diinya iizerinde yasanilabilir alan giin gectikce azalmaktadir. Yenilenebilir enerji
kaynaklarinin yerini yenilenemeyen enerji kaynaklarinin almasi, besin ve oksijen kaynak
alanlarinin sanayi, ulagim ve altyapi ¢alisma alanlarina doniistiiriilmesi vb. nedenlerden
dolay1 canlilarin yasadigi cografik alanlar kontrolsiiz bir sekilde yok olmaktadir. Bu
cografik alan iizerinde insan, hayvan, mantar ve bakteri domainlerine ait canlilar
yasamaktadir. Bu canlilar ekosistemde bircok farkli goéreve sahiptir. Canlilarin
ekosistemdeki yasadigi bolgelere ‘habitat’ denir ve habitatin bulundugu alan, canlinin
trofik diizeyini gosterir. Canlilarin habitatlarindaki yogunluklarina ‘Biyomas’ (biyokiitle)
denir ve iretici basamagindan, son tiiketici basamagina gidildik¢e genellikle biyomas

kiiciilmektedir (Evrendilek, 2004).

Ekosistemde biyokiitlesi olduk¢a kiicliik oldugu diisiiniilse de ekolojik nisleri yiiksek
Ooneme sahip olan bakteriler, yeryliziinde sayisiz madde ile reaksiyona girmekte ve madde
dongiilerinde olduk¢a Onemli yer tutmaktadir. Ekosistemde gozle goriilebilir yapi
sergilemedikleri ic¢in belirli incelemeler sonucunda ortaya ¢ikmaktadirlar. Hizh
boliinmeleri, genetik yapi olarak eslenmenin daha ulasilabilir olmasi, plazmit DNA ve
halkasal DNA’larinin yapisi, prokaryotik ribozom organelinin yapisi, disiplinler arasi
calismalarda daha reel sonuglar vermelerinden dolayr bugiin bakteriler bircok alanda
kullanilmaktadir. Kullanildig1 alana bagli olarak bir ¢ok farkli izolasyon yontemleri ile
bakteriler her bolgeden toplanip laboratuvar kosullarinda farkli yontemlerle elde
edilebilmektedir(Topaktas, 2018).

Literatiir incelemelerinde Tiirkiye’ de farkli bélge, yapi, bitki, hayvan ve bir ¢ok

organizmalardan izole edilen bakteri ve ¢alisma alanlar1 soyledir.
2.1. Tirkiye’de Yapilan Calismalar

Alper ve ark, (2013),dogal Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillales: Bacillaceae)
Izolatlarmin Tetranychus utricae Koch (Acarina: Tetranychidae), Ceroplastes rucsi
L.(Homoptera: Coccidae) ve Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)’ya
kars1 toksik etkileri adli aragtirma makalesinde Aydin ilinden Bacillus thuringiensis izole
etmistir. Bakterilerin spor-kristal karisiminin etkisini incelemis ve izolatlardan %86’ sinin

hi¢ toksik etki yapmadigi, %14 {iniin ise ¢ok ¢ok az toksik etki yaptigini belirlemistir.



Arslan (2010), Lactobacillus rhamnosus 'un Rope (Siinme) hastaligi etkeni olan Bacillus
cinsi bakteriler tizerine etkisinin unlarda arastirilmasi adli g¢alismasinda 13 farkl
ekmeklik undan 20 Bacillus spp. izole etmis ve 6 izolatta kontaminasyon etkisini

bulmustur.

Aslim ve ark, (2002). Determination of Some Properties of Bacillus 1solated from soil
adli makalede Ankara Elmadag bolgesinden 30 Bacillus susu izole etmis ve bunlari
Bacillus megaterium, Bacillus firmus, Bacillus sphaericus, Bacillus thuringiensis,

Bacillus pumilus olarak belirlemistir.

Azgin (2013), topraktan izole edilen Bacillus sp. suslarinin antifungal etkinliklerinin
saptanmas1 adli yiiksek lisans tezinde Adana Ili’nin farkli bélgerinden 50 farkli Bacillus

sp. susu izole edilmis ve 5 farkli fungus iizerine aktiviteleri oldugunu bulmustur.

Azizoglu (2017), hastalik tasiyicisi Culex pipiens (DipterA: Culicidae)’in biyolojik
miicadelesinde yerel Bacillus thuringiensis izolatlarmin kullanilabilme potansiyelinin
arastirtlmasi adli makalede Culex pipiens larvalari tizerinde 14 farkli B.t kristal protein
tasiyan bakteri uygulamis ve SY50.4’lin spor-kristal protein karigiminin larvalart %80

6ldiirdiiglinii ortaya ¢ikarmistir.

Bayram (2015), farkli orijinlerden izole edilen alkalifil ve alkalitolerant bakterilerin,
endistriyel 6neme sahip bazi enzim aktivitelerinin belirlenmesi ve izolatlarin molekiiler
karakterizasyonu c¢alismasinda, farkli kaynaklardan 232 bakteri izolati elde etmis ve
bunlar Bacillus pumilis, Bacillus safensis, Bacillus aerius, Bacillus Licheniformis olarak

belirlemistir.

Bozlagan ve ark, (2010), tarim alanlarindan izole edilen Bacillus thuringiensis
izolatlarindaki Cryl geninin belirlenmesi ve bu izolatlarin iki farkli depo zararlis1 giive
tizerindeki Oldiiriicli etkisinin incelenmesi adli makalelerinde Kayseri bolgesinden 60
farkli B.t izole etmisler ve 17 izolatin Cryl genini tasidigini ve izolatlarn 19 kb

bliytikliiglinde plazmit bandlarini elde etmislerdir.

Cadirct ve ark, (2013), determination of enterotoxigenic gene profiles of Bacillus cereus
strains 1solated from dairy desserts by multiplex PCR adli makalede 25 keskiil, 12 tavuk
g6gsii, 12 kazandibi, 30 supangle, 4 profiterol ve 17 siitlag olmak {izere 100 6rnek analiz
edilmistir. 3’1 tavuk gogsii, 2’si supangle, 1’1 keskiil ve 1’1 siitla¢ olmak tizere toplamda 7

ornekte B.cereus varligini bulunmustur.
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Erem ve ark, (2009), identification of Bacillus species 1solated from ropey breas both
with classical methods and ap1 identification kits adli makalede normal ve kepekli
ekmekten B.subtilis, B.megaterium, B.licheniformis, B.coagulans, B.pumilus tiirleri izole

edilmistir.

Imamoglu (2008), cesitli kaynaklardan izole edilen Bacillus sp. izolatlarinin kitosanaz
aktivitesinin ve antifungal etkisinin belirlenmesi adli yiiksek lisans tezinde cesitli

izolasyon yontemleri ile 508 tane Bacillus izolat1 elde etmistir.

Karakus ve ark, (2018), endiistriyel enzimler iireten Bacillus izolatlarinin morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle karakterizasyonu adli ¢alismasinda izolatlara ait
yedi farkli Bacillus tiirtinii B.cereus, B.subtilis, B. licheniformis, B.pumilus, B.

megaterium, B. methylotrophicus ve B. sonorensis bulmuslardir.

Kat1 ve ark, (2016), topraktan izole edilen Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi ve biyolojik
Ozelliklerinin aragtirtlmast adli g¢aligmada, Giresun adasindan toplanan toprak
orneklerinden Bacillus izolasyonu yapilmis ve sonug olarak 38 izolat B. cereus, 7 izolat
B. thuringiensis, 10 izolat B. megaterium, 6 izolat B. pumilis ve 12 izolat Bacillus sp.

olarak tanimlanmuistir.

Kedici ve ark, (1998), Bacillus thuringiensis’li preperatlarin tarla ve laboratuvar
sartlarinda patates bocegi [Leptinotarsa decemlineta (Say)] larvalarina etkileri iizerine
arastirmalar adli ¢alismalarinda B.t’in larvalar iizerinde 4. giinde 1.20 ml ve 0.60 ml

dozlarinda etkili oldugunu belirlemislerdir.

Kiliger ve Ozcan, (2013), yem katkis1 seliillaz enzimlerini iireten Bacillus suslarinin
izolasyonu ve enzimlerin kismi karakterizasyonu adli makalede Diizi¢i kaplicasindan ti¢

adet termofilik Bacillus sp. elde etmislerdir.

Kocabas ve ark, (2017), topraktan ksilanaz lireten mikroorganizmalarin taninmasi ve
ksilanazin kismi karakterizasyonu adli ¢aligmalarinda en yiiksek ksilanaz aktivitesine

sahip mikroorganizmanin Bacillus spp. tanimlamiglardir.

Odabas (2011), Ordu ili ve ilgelerinden toplanan toprak numunelerinden Bacillus sp.
suslarmin izolasyonu ve insektisidal etkilerinin belirlenmesi adli yiiksek lisans tezinde
Ordu ilinden Bacillus bakterilerini izole etmis ve bocekler iizerinde oldiiriicti etkilerini

belirlemistir.
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Ozdogan (2007), cesitli et drneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin tanimlanmast,
proteolitik ve lipopolitik enzim aktivitelerinin arastirilmasi adli yiiksek lisans tezi’nde
incelenen Orneklerden kusbasi ve kiyma et oOrneklerinin hepsinde (%100), tavuk
orneklerinin 12’sinde (%80) Bacillus cinsi ve toplam 279 Bacillus izolat1 elde etmistir.
Bu izolatlarin 121°1 B. circulans, 52’si B, firmus, 40’1 B. lentus, 39’u B. megaterium, 34’0
B. licheniformis, 9’u B. mycoides, 3’ B. sphaericus, 1’1 de B. cereus olarak

tanimlanmustir.

Oztiirk (2007), Ankara’daki topraklardan izole edilen Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi,
molekiiler diizeyde tiplendirilmesi ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi adli doktora
tezi ¢alismasinda Ankara’nin farkli yerlerinden alinan toprak orneklerinden Bacillus
tirlerine ait toplam 60 bakteri izole etmistir. Sonugta 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 tiirlerinin yer

aldigini belirlemistir.

Oztiirk ve Cakmakei, (2003), baz1 bocek patojeni Bacillus izolatlarinin serolojik olarak
tanimlanmasi1 adli makalede bocek patojeni oldugu belirlenmis 39 adet Bacillus

thuringiensis izole etmislerdir.

Sahin ve ark, (2017), Bacillus thuringiensis isolation from the environments of boron
mines and effects of boric acid on bioactivity adli makalede bor madenlerinden B.t ‘in
izolasyonunu yapmis ve PCR analizinde Cryl (% 100), Cry2 (% 41) genlerinin varligini

tespit etmistir.

Topgal ve ark, (2014), topraktan izolen edilen Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi ve
bakteriosin tiretimlerinin belirlenmesi adli ¢alismalarinda Gaziantep ili Oguzeli ilgesinde
Hordeum sp.(arpa) ve Vicia sp. (fig) ekilmis topraklardan 121 adet Bacillus suslar1 elde
etmigler ve bu suslarin Bacillus subtilis, B. mycoides, B. megaterium ve B.

amyloliquefaciens olarak belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bakteri ornekleri

Bu calisma kapsaminda kullanilan bakteriler, Mersin Ili Erdemli Ilgesi Kargipinari
mahallesinde 3 farkli mevki’de (Cikacak, Carkgili, Elvanli) yer alan limon bahgelerinden
(cigek, siirgiin, yaprak, toprak, meyve) izole edilmistir. Bahge igerisinde hastalikli
bitkilerden ve bunlarin bulasik oldugu yaprak, meyve, siirgiin ve topraga yeni diismiis
limonlar ile toprak gibi yapilar, topragin {ist kismi (yabanci ot, poset,plastik esyalar vb.
gibi yapilardan) temizlenerek streil spatula ile yaklagik 5 cm derinlikten alinarak steril

agzi1 kapakli plastik posete konulmak iizere buz dolabinda +4°C’de saklanmistir.
3.1.2. Kimyasallar ve cozeltiler

Kullanilan besivyerleri

Nutrient Broth (NB) siv1 besi yeri (gr/lt): 13 gr nutrient broth distile suya akitilarak hacmi
1 litreye tamamlanda.

Nutrient Agar (NA) kati1 besi yeri (gr/lt): 28 gr nutrient agar distile suya aktarilarak hacmi

1 litreye tamamlandi.
Luria Bertani Agar (LBA) Genel Besi yeri (1 1t/40 gr)
Tryptone Soy Agar (TSA) Genel Besi Yeri( 1 1t/ 37gr)

Agaroz Jel Elektroforezi icin kullanilan cozeltiler

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 aktarilarak hacmi 1

litreye tamamlandi.

Agaroz: %0.8’ lik ve %2’ lik (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek hazirlandi
(Agarose low EEO,A9539-10G).

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

ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Etidyum bromiir (EtBr): 10 mg/ml derisimde sulandirilip hazirlandi ve koyu renkli

siselerde muhafazalandi.
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DNA izolasyonu icin kullanilan cozeltiler

Biitin Cozeltiler Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit ZYMO RESEARCH

prosediiriine uygun olarak hazirlandi.

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 kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Bilesen Son Hacim Son Derisim

Yesil veya renksiz GoTaqR 10 mikrolitre 1X (1.5 mikrometre magnezyum
reaksiyon tamponu kloriir)

PCR  niikleotit  karisimi, | 1mikrolitre 0.2 mikrometre dNTP

10Mm

Ust primer X mikrolitre 0.1-1.0 mikrometre

Alt primer Y mikrolitre 0.1-1.0 mikrometre

GoTAg® DNA polimeraz (5 | 0.25 mikrolitre 1.25 mikron

mikrolitre)

Sablon DNA Z mikrolitre |<0.5 mikrogram/25 Mikrolitre
Niikleaz igermeyen su 50 mikrolitre

Cizelge 3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kullanilan ¢6zelti ve tamponlar

Coomassie Brillant Blue (%50 etanol ve %7 asetik asit solusyonu i¢inde %25 oraninda

CBB) boyas1 kullanildi.

Katalaz testi i¢in 100 ml ile seyreltilmis Hidrojen Peroksit ¢ézeltisi
Amilaz testi icin liigol ¢ozeltisi kullanildi (3gr Nisasta, 8,4 gr N.A Besi yeri 300

mililitreye tamamlandi).
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3.1.3. Cihazlar
Calismalarda kullanilan cihazlar agsagida belirtilmistir.

Mikroskop ( Olimpia ve ZEISS)

PCR Nucleotide Mix (Cat.#C1141)

Inkiibatér/ Etiiv (Niive)

Giivenlik kabini (KOJAIR)

Otoklav (Niive)

DNA Yogunluk Olger NanoDrop 2000

DNA PCR(BIO-RAD)

Zymo-Spin™ IV Spin Filter (Orange Top) Collection Tube
Disruptor

Zymo-Spin ™ 11C Column

Agaroz jel elektroforezi Unitesi (E-C 105 Apparatus Corparation)
Agaroz Jel Elektroforez Kapagi (CLEA AVER)

Ultraviyole (UV) cihazi(GEL LOGIC 200 IMAGING SYSTEM)
MOLECULAR IMAGING SOFTWARE-KODAK) Okuma Program1
100 kb DNA Ladder N3232s 500png/ml BioLabs

Dipfriz ve buzdolab1

Santrifiij (Niive)

Benmari / Su Banyosu (Allsheng)

Ependorf tiipler

PCR Tipleri

Pipetor (BOCOREX)

Standart Tiipler(KIMAKAP 73660)

Kristal Ug

Mavi Ug

15



3.1.4. Cry gen primerleri

Calismada B.t. kristal toksin tarama analizleri i¢in literatiirde Onceden bilinen cesitli

tiniversal cry genlere 6zgiin primerler kullanilmistir.

Primer Sicakhk
Numara Primer Sekansi O
CrylR 5-TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT-3’

CrylF 5’-CATGATTCATGCGGCAGATAAAC-3’ 66
Cry2R 5"-CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT-3’

Cry2F 5-GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG-3’ 61
Cry3R 5’-CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT-3’

CrysF 5".CGTATACGCAGAGAGATGACATTAAC-3’ 55
Cry4R 5°-GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC-3’

Cry4F 5"-GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC-3’ 48

Cizelge 3.2. Izolasyon i¢in kullanilan DNA primer 6rnekleri (Ben-Dov et al., 1997)

3.2. Yontem

3.2.1. Alnan érneklerden Bacillus cinsine ait bakterilerin izolasyonu

Bacillus cinsine ait bakterilerin izolasyonu i¢in Nutrient agar (NA) besi yeri kullanildi.
Vortekste 1 dakika karistirildi. Mersin ili 3 farkli istasyondan alinan drnekler 1 gram
tartilarak icerisinde 9 mililitre steril fizyolojik su iceren kaplara aktarildi. Vortekste 1
dadika boyunca karistirildi. Cicek, yaprak, silirgin ornekleri 100°C’de 20 dakika
inkiibasyona tutularak spor olusturmayan formlarin iiremesi engellendi ve ortamda spor
olusturan formlarin gdzlenmesi igin uygun ortam olusturuldu. Orneklerden 10-1’den 10-
7’ye kadar seri seyreltmeler yapilarak 10-3 seyreltmeden sonra Nutrient Agar besi yerine
yayma yontemiyle 0,1 ml ekimler yapildi ve 30°C’de 5 giin boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibe isleminden sonra Bacillus tiiriine ait morfolojik yapilar1 benzeyen (opak,
mat, biiyiik, beyaz, sari vb.) koloniler se¢ildi. Seg¢ilen morfolojik Bacillus tiiriine ait
bakteriler Nutrient Agar besi yerine tek ekim yontemiyle ekildi ve (Saf Kkiiltiir
olusturuldu) sivi besi yerine aktarmmi yapildi. Ornekler kullanilincaya kadar +4°C’de

muhafaza edildi(Sharif ve Alaeddinoglu, 1988).
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3.2.2. Bakteriyel izolatlarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
Bacillus izolatlarin1 tanimlamak i¢in toksin ve gram boyama yapilmistir.

Toksin boyama

Bacillus thuringiensis suslar1 ve mutant suslarinin izolasyon ile koloni morfolojisi
tanimini yapmak i¢in nutrient agar besi yerine ekim yapild1 +4°C’de tutularak kolonilerin
takibi yapildi. Bakteriler i¢in Coomasie parlak mavi boya % 0,25, % 50 etil alkol, % 7
asetik asit i¢eren bir karisim hazirlandi. Lam iizerine dort ayr1 bolgeye koloni olusturulan
bakteriler 6ze ile yerlestirildi. 5 dakika kurumaya birakildi. Kaynatilmis su ile yikanan
lameller 151k mikroskobu ile incelendi. Kristal endotoksin sporlar, spor iceren bakteri
varyeteleri ve vejetatif hiicreler arasindaki farklilasma saglandi(Sharif ve Alaeddinoglu,

1988)

Gram boyama

Spor olusturan bakterilerin incelemesinde en net sonu¢ veren boyama Schaffer-Fulton
yontemidir. Steril fizyolojik tuz ¢ozeltisi lam tizerine 1 damla damlatilip bunzen bek
alevinden gecirilerek sterilize edildi. Sogumaya birakildi. Besi yerinden bakteriler

sterilize edilmis Oze ile alinarak saf su ile karistirildi.

Kurumaya birakilan lam bunzen bek alevinden 15-20 kez gegirilerek kurutma kagidi ile
sarildi. Ticari malachit yesili ¢ozeltisinden 1 damla lam {lizerine damlatildi ve bek
alevinde 5 dakika 1sitildi. Kaynatilmis su ile yikandi. Safranin ile 15 saniye karsit
boyamasi yapildi. Kaynatilmis su ile yikanip kurutma kagidina sarildi. Immersiyon yag
damlatilarak 100’liikk objektifte incelendi. Spor igeren kisimlar yesil, diger hiicreler

pembe olarak goriildii(Yousten ve Rogoff, 1969).
3.2.3. Bakteriyel izolatlarin biyokimyasal aktivite testleri

Bacillus izolatlarinin biyokimyasal aktivite (iireme) testleri i¢in Katalaz ve Amilaz

testleri uygulanmustir.
Katalaz testi

Saf kiiltiire alinan bakteriler sterilize edilmis 6ze ile petri kabindan lam {izerine alind. 1
ml 6nceden hazirlanmig hidrojen peroksit ¢ozeltisi lam iizerine damlatildi. Gaz kabarcigi
cikisi gozlenen lam {izerindeki bakteriler katalaz testinde pozitif sonug olarak
degerlendirildi(Baltaci, 2015).
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Amilaz testi

Polisakkarid yapida olan nisasta amilaz enzimi tarafindan pargalanmaktadir. Nisasta
amilaz enziminin subsratidir. Bazi bakteriler nisastay1r pargalayan ekstraseliiler enzim
uretmektedirler. Petri kaplara %3’liikk nisastali agar eklendi. Bakteriler steril 6ze ile
nisastali agar igeren petri kaplarina ekildi. Petri kaplar1 1 gece inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon sonucunda petri kaplarina nisasta ayiraci olan lugol ¢ozeltisi damlatildi. 20
dakika bekletilen petilerde mavi ve mor renk olusumu negatif, seffaf-saydam-cok agik

kahverengi gortintiiler pozitif olarak degerlendirildi(Yiiziigilli-Karakus ve ark, 2018).

Sekil 3.1. Amilaz testi sonucunda seffaf goriiniim kazanan Bacillus tiirii bakteriler
3.2.4. Bacillus izolatlarinda yapilan molekiiler testler

Bakteri DNA izolasyonu

Ornekler 1 gece kiiltiire birakildi. Mikroskobik inceleme sonucu morfolojik yapilar: B.t
tiirline benzeyen 19 izolat ZYMO RESEARCH DNA Izolasyon yonteminin kurallarina
gore DNA izolasyonu yapildi.

Tim siv1 kiiltiirler santrifiijde ¢oktiiriildi. (13 rcf, 3 dakika). Sivi kiiltiir iceren
ependorflarin supernatant kismi dékiiliir(islem iki kez tekrarlandi.). 19 izolatin mekanik
ve fiziksel olarak parcalanmasi i¢in ependorflara 200 mikrolitre distile su eklendi ve
¢ozdiiriildii. Uzerine 750 mikrolitre Bashing Bead Buffer eklendi. Karigim 15 dakika
boyunca Disruptorde karistirildi.

Disruptor sonrasi izolatlar 10.000 g (rcf)’de 1 dakika santrifiij edildi. Cozeltiden 400
mikrolitre alinarak Zymo-Spin kolon icerisindeki II-F filtreden gegirilerek ¢ozeltiler 800
g (rcf)’de 1 dakika santriftij edildi. Santrifuj sonrasi altta kalan DNA kolonisine 1200
mikrolitre Genomic Lysis Buffer eklendi. Karigim IIC Column filtreden gecirildi. 10.000
g (rcf)’de 1 dakika santrifuj edildi.
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200 mikrolitre DNA pre-wash Buffer IIC Column filtreden gegirildi. 1 dakika 10.000 g
(rcf)’de santrifuj edildi. Karigima 500 mikrolitre g DNA wash Buffer eklenerek 1IC
Column filtreden gegirildi. 10.000 g (rcf)’de 1 dakika santrifuj edildi. Ependorflara 35
mikrolitre DNA Elution Bufer koyuldu. 30.000 g (rcf)’de 30 saniye santrifiij edildi. izole
edilen DNA’larin yogunluklart NanoDrop 2000 cihazinda o&lgiildii. Istenen DNA

yogunluklarina ulagmak i¢in NanoDrop 2000 cihazina Elution Buffer ile kdrleme yapildi.

Polimer Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonun protokolii asagidaki parametrelere gore izlenerek

gerceklestirilmistir.

Basamak Sicaklik Zaman Dongii sayisi
Ik Denatiirasyon 95°C 2 dakika 35 ¢evrim
Denatiirasyon 95°C 0.5-1 dakika 25-35 gevrim
Tavlamak 42-65°C 0.5-1 dakika 25-35 gevrim
Genisletme 72°C 1min/kb 25-35 ¢evrim
Son Uzatma 72°C 5 dakika 1 ¢evrim
Islatma 4°C Siiresiz lgevrim

Cizelge 3.3. PCR Uygulama Protokolii

Agoroz Jel Elektroforezi (AGE)

%1’lik 0,5 gram Agaroz Jel tartildi. 50 mililitre TAE tamponu ile karigtirilarak 1 dakika
mikrodalgada 1sitildi. Musluk suyu ile sogutuldu. 2 Mikrolitre sulandirilmig Etidyum
Bromiir damlatildi. Elektroforez tanklarina dokiildii. Tanklar sogutmaya birakildi. 9
bantlik tankin 1. bolgesine 100 baz cifti (6 mikrolite)iceren marker yiiklendi.(Belirleyici
olmasi icin) Jel plaklarinin biiyiikligii 70x70 mm’dir.

Ornekler tanklarm igerisine pipetor ile eklendi. Tanklarin kapaklar1 kapatilarak 94 voltta
20-25 dakika yiiriitiildii. Sonuglar UV 1sik altinda goriintilleme cihazina yiiklenerek
fotograflar1 alindi. Ornekler igin Cryl, Cry2, Cry3, Cry4 proteinleri kullanildi(Oztiirk,
2007).
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4. BULGULAR

Bacillus cinsine ait bakterilerin tiir izolasyonu i¢in Niitrient agar besi yeri kullanildi.
Mersin iline ait farkli lokasyonlardan (Cikagak, Carkcili ve Elvanhi ) orneklemler

yapilarak bu 6rneklemler belirli kodlamalar ile isaretlendi.

4.1. U¢ Farkh Istasyondan Ahnan Orneklerden Bakteri izolasyonu
4.1.1. Istasyon 1

Izole etmek istenen bakteriler icin 1. istasyonumuz: Cikacak mevkiinde bulunan limon
bahgesinden ti¢ farkli noktadan 6rnek alinmis ve 6rnekler izole edilerek ¢izelge 4.1.’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Istasyon 1 &rneklemleri

Yer No Orneklem tiirii Sporlu Bakteri izolatlar1
1A Siirgiin ¢icek Hy Ha,H3,Has,Ha7,Ha3,Haa,Has
1B Yaprak+ Cigek H,,Hs,Hg,H7,Ha9,Hag

1C Toprak+ Cigek Hso,Hg,Hg,H10,H11,Hs1
4.1.2. Istasyon 2

Izole etmek istenen bakteriler igin 2.istasyon: Cark¢ili mevkiinde bulunan limon
bahgesinden ti¢ farkli noktadan 6rnek alinmis ve 6rnekler izole edilerek cizelge 4.2.’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Istasyon 2 drneklemleri

Yer No Orneklem Tiirii Sporlu Bakteri izolatlar

2A Siirgiin cigek H16,H17,H18,H19,Hs6,Hs7,Hsg,Hsg,Hz1,H32,Hzs,Hag
2B Surgiin+ Cigek+ Toprak Hao,H21,Hz22,H23,Heo,He1,He2,Hgz,Has,Hag,Haz,Hag
2C Yaprak+ Toprak Haa,Has,Hae,Hoz,Hea, Hag, Hao,Har, Haz
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4.1.3. istasyon 3

izole etmek istenen bakteriler igin 3.istasyon: Elvanli mevkiinde bulunan limon
bahgesinden ti¢ farkli noktadan 6rnek alinmis ve 6rnekler izole edilerek ¢izelge 4.3.’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Istasyon 3 6rneklemleri

Yer No Orneklem Tiirii Sporlu Bakteri izolatlar1

3A Siirgiin ¢icek H12,H13,H14,H15,Hs2,Hs3,Hs4,Hss,Hag,Hze,Hzo
3B Toprak Hes,Hes,He7,Hes,Heo,Hzo,H71,H72,H73

3C Yaprak+ Toprak H14,Hz75,Hz6,H77,H78,H79,Hg0,Hs1,Hg2,Hgs,Hes

Ug farkli istasyondan alinan 6rneklerden izole edilen bakteriler alindiklart mevkii ve her
mevkiye ait 6rnekleri igeren ¢izelge 4.4.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Ug istasyon sonunda elde edilen izolatlar

Say1 | izolat No | Yer No Ornek Yer Mevki
1 H1 1A Siirgiin ¢igek Cikacak
2 H2 1A Siirgiin ¢igek Cikacak
3 H3 1A Siirgiin ¢igek Cikacak
4 H4 1B Yaprak+Cicek Cikacak
5 H5 1B Yaprak+Cicek Cikacak
6 H6 1B Yaprak+Cicek Cikacak
7 H7 1B Yaprak+Cicek Cikacak
8 H8 1C Toprak+Cicek Cikacak
9 H9 1C Toprak+Cicek Cikacak
10 H10 1C Toprak+Cicek Cikacak
11 H11 1C Toprak+Cicek Cikacak
12 H12 3A Siirgiin ¢igek Elvanh
13 H13 3A Siirgiin ¢icek Elvanh
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Say1 izolat No Yer No Ornek Yer Mevki
14 H14 3A Siirgiin ¢icek Elvanh
15 H15 3A Siirgiin ¢icek Elvanh
16 H16 2A Siirgiin ¢icek Carkeil
17 H17 2A Siirgiin ¢icek Carkeil
18 H18 2A Siirgiin ¢icek Carkeil
19 H19 2A Siirgiin ¢icek Carkeil
20 H20 2B Siirgiin ¢icek+Toprak | Cark¢ili
21 H21 2B Siirgiin ¢icek+Toprak | Carkeili
22 H22 2B Siirgiin ¢icek+Toprak | Carkeili
23 H23 2B Siirgiin ¢icek+Toprak | Carkeili
24 H24 2C Yaprak+Toprak Carkeili
25 H25 2C Yaprak+Toprak Carkeih
26 H26 2C Yaprak+Toprak Carkeili
27 H27 2C Yaprak+Toprak Carkeih
28 H28 3A Siirgiin ¢igek Elvanl
29 H29 3A Siirgiin ¢igek Elvanlh
30 H30 3A Siirgiin ¢igek Elvanlh
31 H31 2A Siirgiin ¢igek Carkeill
32 H32 2A Siirgiin ¢igek Carkeill
33 H33 2A Siirgiin ¢igek Carkeill
34 H34 2A Siirgiin ¢igek Carkeill
35 H35 2B Siirgiin ¢icek+Toprak | Carkeili
36 H36 2B Siirgiin ¢icek+Toprak | Carkeili
37 H37 2B Siirgiin ¢icek+Toprak | Carkeili
38 H38 2B Stirgiin ¢icek+Toprak | Carkeili
39 H39 2C Yaprak+Toprak Carkeili
40 H40 2C Yaprak+Toprak Carkeili
H41 | H41 2C Yaprak+Toprak Carkeih
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Say1 | izolat No | Yer No Ornek Yer Mevki
42 H42 2C Yaprak+Toprak Carke1lt
43 H43 1A Siirgiin ¢icek Cikacak
44 H44 1A Siirgiin ¢icek Cikacak
45 H45 1A Siirgiin ¢icek Cikacak
46 H46 1A Siirgiin ¢icek Cikacak
47 H47 1A Siirgiin ¢icek Cikacak
48 H48 1B Yaprak+Cicek Cikacak
49 H49 1B Yaprak+Cicek Cikacak
50 H50 1C Toprak+Cicek Cikacak
51 H51 1C Toprak+Cicek Cikacak
52 H52 3A Siirgiin ¢igek Elvanl
53 H53 3A Siirgiin ¢igek Elvanlh
54 H54 3A Siirgiin ¢igek Elvanlh
55 H55 3A Siirgiin ¢igek Elvanh
56 H56 2A Siirgiin ¢igek Carkeill
57 H57 2A Siirgiin ¢igek Carkeill
58 H58 2A Siirgiin ¢igek Carkeill
59 H59 2A Siirgiin ¢igek Carkeill
60 H60 2B Siirgiin ¢icek+Toprak Carkeill
61 H61 2B Siirgiin ¢icek+Toprak Carkeill
62 H62 2B Siirgiin ¢icek+Toprak Carkeill
63 H63 2B Siirgiin ¢icek+Toprak Carkeill
64 H64 2C Yaprak+Toprak Carkeili
65 H65 3B Toprak Elvanl
66 H66 3B Toprak Elvanl
67 H67 3B Toprak Elvanl
68 H68 3B Toprak Elvanl
69 H69 3B Toprak Elvanl
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Cizelge 4.4. Ug istasyon sonunda elde edilen izolatlar(Devami)

Say1 izolat No Yer No | Ornek Yer Mevki
70 H70 3B Toprak Elvanli
71 H71 3B Toprak Elvanli
72 H72 3B Toprak Elvanli
73 H73 3B Toprak Elvanli
74 H74 3C Yaprak+Toprak Elvanli
75 H75 3C Yaprak+Toprak Elvanli
76 H76 3C Yaprak+Toprak Elvanh
77 H77 3C Yaprak+Toprak Elvanlh
78 H78 3C Yaprak+Toprak Elvanlh
79 H79 3C Yaprak+Toprak Elvanlh
80 H80 3C Yaprak+Toprak Elvanh
81 H81 3C Yaprak+Toprak Elvanl
82 H82 3C Yaprak+Toprak Elvanlh
83 H83 3C Yaprak+Toprak Elvanlh
84 H84 3C Yaprak+Toprak Elvanh
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4.2. Bakteriyel izolatlarin Morfolojik Bulgulari

Bakteri igeren Orneklerden farkli mevkilere ait 84 farkli izolatin morfolojik ve
mikroskobik(Spor olusturma, spor sekli, koloni morfolojisi ve spor boyama) inceleme

sonuglar1 Cizelge 4.5.’deki gibi belirlenmistir.

Cizelge 4.5. izolatlarin makroskobik ve mikroskobik inceleme sonuglari

izolat Yer No Coomassie B. Mikroskobik Sekil | Endospor NA Kolonileri
No R250 Boyama

H1 1A Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H2 1A Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H3 1A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H4 1B Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H5 1B Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H6 1B Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H7 1B Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H8 1C Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H9 1C Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H10 1C Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H11l 1C Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H12 3A Pozitif Cubuk Pozitif Nemli-Beyaz

H13 3A Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H14 3A Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H15 3A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H16 2A Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H17 2A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H18 2A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Bayaz

H19 2A Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H20 2B Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H21 2B Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
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Cizelge 4.5. izolatlarin makroskobik ve mikroskobik inceleme sonuglari(Devami)

izolat No | Yer No | Coomassie B. Mikroskobik Sekil | Endospor NA Kolonileri
R250 Boyama
H22 2B Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H23 2B Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H24 2C Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H25 2C Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz
H26 2C Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H27 2C Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz
H28 3A Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak
H29 3A Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak
H30 3A Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H31 2A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz
H32 2A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz
H33 2A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz
H34 2A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz
H35 2B Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H36 2B Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H37 2B Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H38 2B Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H39 2C Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H40 2C Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H41 2C Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H42 2C Pozitif Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak
H43 1A Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak
H44 1A Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak
H45 1A Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak
H46 1A Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak
H47 1A Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak
H48 1B Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak
H49 1B Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak
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Cizelge 4.5. izolatlarin makroskobik ve mikroskobik inceleme sonuglari(Devami)

izolat No | Yer No | Coomassie Mikroskobik Sekil | Endospor | NA Kolonileri
B.R250 Boyama

H50 1C Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak

H51 1C Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Nemli-Parlak

H52 3A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H53 3A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H54 3A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H55 3A Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H56 2A Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H57 2A Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H58 2A Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H59 2A Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H60 2B Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Parlak

H61 2B Pozitif Cubuk Pozitif Beyaz-Parlak

H62 2B Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H63 2B Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H64 2C Pozitif Cubuk Pozitif Parlak-Beyaz

H65 3B Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H66 3B Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H67 3B Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Mat-Sar1

H68 3B Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Mat-Sart

H69 3B Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Mat-Sart

H70 3B Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H71 3B Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H72 3B Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H73 3B Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H74 3C Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak

H75 3C Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Sari-Nemli-Parlak

H76 3C Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Mat-Beyaz
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Cizelge 4.5. Izolatlarm makroskobik ve mikroskobik inceleme sonuglari(Devami)

izolat No | Yer No | Coomassie Mikroskobik Sekil | Endospor | NA Kolonileri
B.R250 Boyama

H77 3C Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H78 3C Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Parlak-Beyaz

H79 3C Pozitif Kiiresel-Cubuk Pozitif Parlak-Beyaz

H80 3C Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H81 3C Pozitif Cubuk Pozitif Sar1-Nemli-Parlak

H82 3C Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H83 3C Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

H84 3C Pozitif Cubuk Pozitif Mat-Beyaz

4.3. Bakteriyel Izolatlarin Biyokimyasal Aktivite Bulgular

Morfolojik ve biyokimyasal yapisi incelenen 84 bakterinin katalaz ve amilaz test

sonuclar1 Cizelge 4.6.’de verilmistir.

Cizelge 4.6. Izolatlara ait biyokimyasal aktivit test sonuglar

fzolat 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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Cizelge 4.6. Izolatlara ait biyokimyasal aktivit test sonuglari(Devami)

fzolat No | Yer No | Katalaz Testi | Amilaz Testi
H13 3A Pozitif Pozitif
H14 3A Pozitif Pozitif
H15 3A Pozitif Pozitif
H16 oA Pozitif Pozitif
H17 oA Pozitif Pozitif
H18 oA Pozitif Pozitif
H19 oA Pozitif Pozitif
H20 8 Pozitif Pozitif
H21 28 Pozitif Pozitif
H22 8 Pozitif Pozitif
H23 28 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 oA Pozitif Pozitif
H32 oA Pozitif Pozitif
H33 oA Pozitif Pozitif
H34 oA Pozitif Pozitif
H35 3A Pozitif Pozitif
H36 2B Pozitif Pozitif
H37 2B Pozitif Pozitif
H38 2B Pozitif Pozitif
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Cizelge 4.6. izolatlara ait biyokimyasal aktivit test sonuglari(Devami)

izolat No Yer No | Katalaz Testi | Amilaz Testi
H39 2C Pozitif Pozitif
H40 2C Pozitif Pozitif
Ha1 2C Pozitif Pozitif
H42 2C Pozitif Pozitif
H43 1A Pozitif Pozitif
Ha4 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 oA Pozitif Pozitif
H57 oA Pozitif Pozitif
H58 oA Pozitif Pozitif
H59 oA 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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Cizelge 4.6. izolatlara ait biyokimyasal aktivit test sonuglari(Devami)

izolat No Yer No | Katalaz Testi | Amilaz Testi
HE6 3B Pozitif Pozitif
H67 3B Pozitif Pozitif
H68 3B Pozitif Pozitif
HE9 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 3 Pozitif Pozitif
H80 3 Pozitif Pozitif
Hs1 3 Pozitif Pozitif
Hg2 3 Pozitif Pozitif
H83 3 Pozitif Pozitif
H84 3 Pozitif Pozitif
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4.4. Bakteriyel izolatlarin DNA izolasyon Sonrasi Olgiilen DNA Yogunluklari

Izolat No | Mevki | Orneklem Tiirii DNA Yogunluklar
H; 1A Siirgiin ¢igek 256,8 ng/ml
Hs 1B Yaprak+ Cigek 303,9 ng/ml
H, 1B Yaprak+ Cigek 283,4 ng/ml
Hg 1C Toprak+ Cigek 178,8 ng/ml
His 2A Siirgiin ¢igek 288,7 ng/ml
Hae 2C Yaprak+ Toprak 278,9 ng/ml
Hy; 2C Yaprak+ Toprak 244.9 ng/ml
Ha 2A Siirgiin ¢igek 281,7 ng/ml
Has 2A Siirgiin ¢igek 147,6 ng/ml
Hs, 2A Siirgiin ¢igek 265,0 ng/ml
Has 2B Stirgii ¢igek+ Toprak 257,0 n/ml
Hs; 2B Siirgiin ¢igek+ Toprak 201,6 ng/ml
Hag 2C Yaprak+ Toprak 257,4 ng/ml
Hao 2C Yaprak+ Toprak 388,6 ng/ml
Hg, 2C Yaprak+ Toprak 306,5 ng/ml
Hs; 2A Siirgiin ¢igek 271,6 ng/ml
Hes 3B Toprak 299,5 ng/ml
H; 3C Yaprak+ Toprak 398,9 ng/ml
Hso 3C Yaprak+ Toprak 289,2 ng/ml
Cizelge 4.7. Izolatlarin dlgiilen DNA yogunluklari
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4.5. Bacillus thuringiensis izolatlarimn Cry Gen Agoroz Jel Elektroforez Yiiriitme

Sonugclari

AGE yiiriitmelerinde kontrol olarak SENTEGEN Biotech tarafindan saglanan B.t
primerleri olan Cryl, Cry2, Cry3, Cry4 kristal protein igeren (Bacillus thuringiensis

subsp. Kurstaki) genleri kullanilmistir.

Kontrol olarak kullanilan B.t Cryl geni baglanma sicakligi 66°C ve baz uzunlugu 277 -
300 bp, Cry2 geni baglanma sicakligi 61 ‘C ve baz uzunlugu 689-701 bp, Cry3 geni
baglanma sicaklig1 55°C ve baz uzunlugu 589-604 bp, Cry4 geni baglanma sicakligi 48°C
ve baz uzunlugu 498 bp seklindedir.

Cryl geni 19 bant icerisinde 18 bant olusturmustur.

Sadece Hsigizolatinda Cryl geni bant olugturmamustir.

Sekil 4.5.1. (a) 277-300 baz uzunlugu ile goriinen Cry1 geni
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Sekil 4.5.1.(b) 277-300 baz uzunlugu ile goriinen Cryl geni

MARKER C ry1-19-H18 POZITIF NEGATI

Sekil 4.5.1.(c) 277-300 baz uzunlugu ile Cry 1 geni (iizeri yazili olanlar) Pozitif B.t:
(Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki).
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Kontrol olarak kullanilan Cry2 geni 19 bant icerisinde 19 bant olusturmustur.

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

Sekil 4.5.2. (a) 689-701 bant uzunlugu 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

L . G — —

Sekil 4.5.2. (b) 689-701 bant uzunlugu ile Cry2 geni
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MARKER NEGATIF POZITIF 16-H37 17-H33 18-H40 19-H18§

.

Sekil 4.5.2. (c) 689-701 bant uzunlugu ile Cry2 geni, Pozitif B.t :(Bacillus thuringiensis
subsp. Kurstaki).

Kontrol olarak kullanilan Cry3 geni 19 izolat icerisinde 9 bant olusturmustur.

Hs4 Hso, Hes, Hs, Hs7, Hag, Hi, Ha7, Ha7, Higizolatlarinda Cry3 genine rastlanmamustir.

589-609 bp

Sekil 4.5.3. (a) 589-609 bant uzunlugu 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

Sekil 4.5.3. (b) 589-609 bant uzunlugu ile Cry3 geni

Sekil 4.5.3. (c) 589-609 bant uzunlugu ile Cry3 geni
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Kontrol olarak kullanilan Cry4 geni 19 izolat i¢erisinde 16 bant olusturmustur.

Haa, Hs1, Hyo izolatlarinda Cry4 genine rastlanmamustir.

MARKER NEGATIF POZITIiF 1-H35 BOS BOS BOS BOS 2-H34  3-H42

Sekil 4.5.4. (a) 498 bant uzunlugu ile Cry4 geni, Pozitif B.t :(Bacillus thuringiensis subsp.
Kurstaki).

MARKER 4-H80 5-HS BOS BOS BOS 6-H65 7-H77 8-H8 9-H7

498 bp|

Sekil 4.5.4. (b) 498 bant uzunlugu ile Cry4 geni
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Sekil 4.5.4. (c) 498 bant uzunlugu ile Cry4 geni
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Izolatlarin Cryl, Cry2, Cry3, Cry4 genlerini iceren/icermeyen sonuglar1 Cizelge 4.8.’de

gosterilmistir.
izolat | izolat | Yer Ornek Yer Mevki Cryl Cry2 Cry3 Cry4
Say1 No No Geni Geni Geni Geni
1 Has 2B Siirgiin ¢igek+Toprak | Carkeili + + + +
2 Hss 2A Siirgiin ¢igek Carkeili + + - -
3 Ha 2C Yaprak+Toprak Carkeilt + + + +
4 Hao 3C Yaprak+Toprak Elvanli + + - +
5 Hs 1B Yaprak+Cigek Cikacak + + + +
6 Hes 3B Toprak Elvanli + + - +
7 H; 3C Yaprak+Toprak Elvanh + + + +
8 Hg 1C Toprak+Cigek Cikacak + + - +
9 H; 1B Yaprak+Cicek Cikacak + + + +
10 Hs; 2A Siirgiin ¢icek Carkeili + + -- +
1 Hso 2C Yaprak+Toprak Carkeili - + + +
12 Hae 2C Yaprak+Toprak Carkeili + + - +
13 Ha; 2A Siirgiin ¢icek Carkgilt + + + -
14 H, 1A Siirgiin ¢igek Cikacak + + - +
15 Ha7 2C Yaprak+Toprak Carkeili + + - +
16 Hs; 2B Siirgiin ¢igcek+Toprak Carkeilt + + - +
17 Has 2A Siirgiin ¢igek Carkgili + + + +
18 Hao 2C Yaprak+Toprak Carkeill + + + --
19 Hig 2A Siigiin ¢icek Carke¢ili + + - +

Cizelge 4.8. Cryl, Cry2, Cry3, Cry4 protein genlerini i¢eren bakteri izolatlari
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5. TARTISMA VE SONUC
5.1. Tartiyma

Diinya niifusunun milyarlarin iizerinde oldugu su donemde artan niifus diinya
cografyasinda yasam alaninin gereksinimini zorunlu kilmaktadir. Bu zorunluluk var olan
orman, tarla, bahce ve yesil olarak degerlendirilen bir¢ok farkli bolgenin yerlesim
yerlerine donmesine neden olmaktadir. S0z konusu alanlarin daralmasi dogal bitki
ortamini da yok etmektedir. Dogal ortamin yok olmasi i¢indeki bakteri, mantar, bocek vb.

canli organizmalarinda ortamdan yok olmasi demektir.

Dogal ortami koruma amaciyla diinya iizerinde bircok c¢alisma ve projeler
yiriitiilmektedir. Bu caligmalar kapsaminda biyolojik miicadele ve biyolojik kontrol
Oonemli bir yer tutmaktadir. Dogal biyolojik miicadele; ortamda bulunan zararlilara kars1
bitki korumasini saglamak amaciyla kimyasal ila¢ kullanimini yok denecek kadar azaltan
zararlilara karst onlarla beslenen biyoinsektisitler; predatorler, parazitoid bocekler,
omurgasizlar, feromonlar, omurgalilar, bocek biiylime diizenleyicileri vb. organizmalarin
kullanildig1 yontemdir. Biyolojik kontrol; bitkileri korumak amaciyla uygulanan
prosediirii, ek koruma yontemlerine tabi tutmak ancak bu koruma i¢in kimyasal, zararl
ilaglar1 kullanmak yerine tamami ile dogal ila¢ ve predatorlerin kullanildigi uygulama
bigimidir.

Kimyasal ilaglama, tarimsal alanda zaman ve ekonomik durum goz oniine alindiginda en
cok tercih edilen yontemlerden biridir. Ancak ekonomik durum ve iriiniin kalitesinin
zamaninda olmasi i¢in yapilan bu ydntem, organizmanin iizerinde etkisini giderek
azaltmaktadir. Organizma ilaglara kars1 diren¢ kazanirken bir yandan da farkli zararl

organizmalarin gelismesine neden olmaktadir.

Biyolojik ilaglama olarak nitelendirdigimiz insektisitlerin etki mekanizmalar1 neredeyse
aynidir. Etki dereceleri farklilik gostermektedir. Faydali olarak kabul edilen predatdr ve
parazitler insektisitlerden daha ¢ok etkilenmektedirler. Ancak boceklerdeki dayaniklilik,
predator ve parazitlerden daha hizli olmaktadir. Bunun sonucunda dayaniksiz olan parazit
ve predatdrler ortamdan elenmektedir. Dogal ortamda predatorii olmayan zararlilar ise
daha cabuk yayilmakta ve iiremektedir(Ecevit, 1988). Dogal denge kendiliginden
bozulmakta ve yeni tiirlerin olusmasina izin vermektedir. Bu durum gelisen farkli zararh

durumuna gére yeni ilaglama yapilmasini zorunlu kilmaktadir (Unal, 1998).
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Dogal biyolojik miicadele ilk uygulandigi donemde ekonomik ydnden pahali olsa da
zamanla ve uygulamalarin ¢cogunlugu saglandiginda zarar1 karsilamaktadir. Kimyasallara
gore daha uzun soluklu olmas1 ve zararliyr direkt 6ldiirmesi yoniinden oluk¢a énemlidir.
Biyolojik yontemle bire bir zararliyr 6ldiirmek her deneyde gerceklesmese de zararlinin
tireme giiclinii ve yetisini olduk¢a aza indirgemektedir. Biyolojik miicadelenin tam bilgi
birikimi ile uygulamasinin yapilmasi, kimyasallara gére daha uzun siire de sonu¢ alma
gibi negatif sonuglar1 da bulunmaktadir. Biyolojik miicadelenin en 6nemli kismi zararli
tizerine kullanilacak olan ajanin secilmesi, izole edilmesi, karakterizasyonu ve seri olarak
iretiminin ve/veya ticari olarak satisinin yapiliyor olmasi gerekmektedir. Biyolojik ajan

olarak kullanilan organizmalar entomopatojen olarak adlandirilmaktadir.

En yaygin kullanilan entomopatojen ajan, biyolojik savas i¢in en uygun ydntem ve
basamak igerisinde Bacillus thuringiensis Berliner bakterisi yer almaktadir. Bir zararlinin
yok olmasini saglarken diger tiim yararli organizmalarin ortadan kaldiran yontemlerin
tersine B.t zararlilar1 yok ederken dogal floraninda ortamimi korumaktadir. Zararlinin
biyolojik olarak savasiminda B.t ¢ok az diren¢ olusturmakta ve kullanildig1 organizma
tizerinde tersinir sonuglar olugturmamaktadir. Yeni suslarmin kolay izole edilmesi,
icerdigi ICP genlerinin spesifik 6zellik gdstermesi, inaktif durumda olmasi ve zararh
viicudunda aktif hale gelerek 6ldiiriicti etki yapmast Bacillus thuringiensis tiiriinii gozde
entomopatojen ajan yapmustir. Insektisit satiglart son zamanlarda oldukca artmistir. Ama
bu toplam satisin % 1-1,5’1ik kismina denk gelmektedir. Bu dilimin neredeyse tamamin
(% 95) Bacillus thuringiensis kokenli insektisitler olusturmaktadir (Gaugler, 1997 ve
Georgis, 1997). B.t bakterileri Bacillus cereus grubuna dahildirler. Daha ¢ok Lepidoptera,
Diptera ve Coleoptera grubundaki boceklere karsi etkilidirler(Beegle ve Yamamoto,
1992).

Yapilan caligma da B.t tiirii bakteriler ii¢ farkli istasyondan belirlenen yontemlerle izole
edilmistir. Izolasyon asamasinda bakterilerin kontamine olamamasi i¢in uygun sicaklik
saglanmig, steril aletler kullanilmig ve saf izolatlarin elde edilmesi saglanmistir.
Entomopatojen olarak adlandirilan bakteriler spor olusturma o6zelliklerinden dolayr bu
gruba dahildirler. Spor olusumu iginde kullanilan sicaklik protokolii( 80 °C ve 100 °C)
‘dir.
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Calisma neticesinde 84 izolatin faz kontrast mikroskop gozlemleri ile belirlenen
morfolojik o6zellikleri ve biyokimyasal test analizleri itibariyle B.t tiiriine benzeyenler
secilmis ve sonraki toksin gen taramalarinda 19 izolatin kristal toksin genini tasidig
tespit edilmistir. Genetik analizlerde izolatlarin 6 ‘sinda 4 farkli Cry geni tespit edilmistir.
Bir izolat igerisinde 4 farkli Cry gen olmasi, toksinin kullanilacagi bitkisel zararlinin
direng gelistirmesini azaltarak ilgili toksinin daha uzun vadede kullanimini saglayacagi

diisiiniilebilir.

Diinyada ve iilkemizde yeni bakteriyel pestisitlerin arastirilarak bulunmasi ge¢miste,
giniimiiz ve Qelecekte de artarak devam edecektir B.t izole edilmekte ve insektisit
ozelliginin belirlenmesi icin farkli organizmalar iizerinde kullanilmaktadir. Ornegin,
Ordu ilinden Bacillus thuringiensis tiirleri izole edilmis ve tarim zararlis1 bocekler
tizerinde Oldiiriicii etkiye sahip oldugunu belirtilmistir (Odabas, 2011). Caligmasinda
Bacillus tiirlerini izole etmis ve mantarlar {izerinde antifungal etkilerini degerlendirmistir
(Azgmn, 2013). Calismalarinda Gaziantep ilinden arpa ve fig ekili topraklardan 121 adet
Bacillus sp. izole etmis 114 tanesine Bacillus cinsine 6zel 16S rRNA iiriiniiyle PCR
triinii verdigini tespit etmistir. Elde edilen bakterilerilerden ise Escherichia coli ve
Micrococcus luteus gelisimini engelledigini gozlemlemislerdir(Topgal ve ark, 2014).
Diger yandan farkli bir ¢alisma olan incir ve ¢ekirdeksiz iiziimden 508 tane Bacillus izole
edilmis ve sadece 184 tanesinde (%36) kitosanaz aktivite oldugunu
belirlenmistir(imamoglu, 2008). Calismasinda Bacillus cinsine ait 12 bakterinin
Ekzopolisakkarit iiretim yetenegini aragtirmistir. inceledigi suslarda 0-143 mg/L arasinda

EPS iirettigini belirlemistir(Ergene, 2015).

Bu tez caligmasinda, elde edilen bakteriyel izolatlarin genetik yapilari incelendiginde
icerdigi ICP genleri ile bakterilerin biyolojik savas adi altinda yapilan calismalarda
Ozglinliik yaratarak birgok farkli zararli gruplarinda g¢alisma olanaklar1 bulacagimni
gostermektir. Biyolojik savasta amag; hedef organizmanin hangi taksonomik kategoriye
aitse biiyiime ve gelisim donemleri incelenerek zararlinin her déneminde( nimf, pulpa,
ergin ve kelebek vb.) farkli gelisim gostermesi durumuna gore uygulama metodu

gelistirilerek s6z konusu savastan olumlu sonuglar almaktir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde biyolojik savasin amacina uygun olarak tez
calismasinin bir sonraki asamasi, yani B.t izolatlariin limon zararlilarina kars1 in vitro ve
in vivo bioassay arastirmalar1 gerceklestirilebilir. Elde edilecek verilere gore farkl

gruplardaki diger zirai bitki zararlilarinda da benzer arastirmalar yapilabilecektir. Hedef
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organizmayla ayni anda ve tek bir bakteri tlirliniin toksinleriyle, zararli ile miicadelede
direng gelisimini de azaltarak/dteleyerek etkiyi artirabilme imkéni elde edilmis olacaktir.
Bir Kkristal protein geninin etki mekanizmasi ve siiresi, etki ettigi zararlinin 6zelligi ve
uyumu diisiiniildiigiinde bir bakteri icerisinde ayni1 anda 4 farkli Cry geninin bulunmasi
zaman, maliyet ve verim acisindan bir¢ok farkli noktada yapilan c¢aligmalara avantaj

kazandiracaktir.

Calisma kapsaminda elde edilen sonuglarda bakterilerin sahip oldugu koloni morfolojileri
(Bej-Sari-Parlak ve Mat-Beyaz) farkli olsa da ortak olarak ICP genlerini igerdigi tespit
edilmistir. Kazanilmis olan morfolojiler ile her zaman spor igeren bakteriye ulasmak
miimkiin olmasa da bu ¢alismada uygulanan 3 tekrarli izolasyon uygulamalari ile etkin
toksin protein ve sporlanmaya sahip Bacillus tiirlerine ulastirmis oldugu diisiiniilebilir.
Calismanin daha biiyiik boyutlarda projelere agik olmasi ve temel veri niteliginde olmasi;
tez konusu kadar, arastirmanin baslangi¢c asamasinda farkli 1silarda tekrarli izolasyonlarin

uygulanmasi da ¢aligmay1 6zgiin kilmistir.

Sonug olarak giiniimiizde birden farkli yontem ve calismayla soz konusu bakteri,
izolasyon asamasindan gegerek farkli canlilar iizerinde uygulanmaktadir. Bu g¢alisma
kapsaminda da elde edilen sonuglara gore, elde edilen B.t izolatlarin, 6zellikle 6 adedi
etki giicii itibariyle pestisit olarak kullanilma potansiyeline sahip olabilecegi

diistiniilmektedir.
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5.2. Sonug¢

Calismada, Mersin ili Erdemli ilgesine ait ii¢ farkli lokasyonun farkli bolgelerine ait
alanlardan izole edilen 84 izolatin belirli boyama ve testlere tabii tutulup tiir tanimlamasi
yapilmistir. 84 izolat igerisinden 19 tane Bacillus thuringiensis tiirii bakteriler tayin
edilmistir. SENTEGEN tarafindan saglanan kristal toksin gen tasiyan primerler (Cryl,
Cry2, Cry3, Cry4) ve 19 izolat (H1, Hs, H7, Hs, His, Hos, H27, Ha1, Has, Haa, Has, Hsz, Hag,
Hao, Ha2, Hs7, Hes, Hy7, H80) ile bant uzunlugu karsilastirmasi yapilmistir. Sonug olarak,
19 izolat icerisinde Cry 1 geni 18 izolatta goriilmistiir. Bu izolatlar; Hss, Hss, Ha2, Hago,
Hs,Hes, H77, Hs, Hz, Hsz, Has, Hai, Hi, Hoz Hsz, Hass, Hao, Hig olarak belirlenmistir.19
izolat igerisinde Cry2 geni 19 izolatta goriilmistir. Bu izolatlar; Hss, Haa,
Ha2,Hso,Hs,Hes,H77,Hg,H7,Hs7,H3g Hag,H31,H1,H27, Haz, Hss, Hao, Hig olarak belirlenmistir.
19 izolat icerisinde Cry3 geni 9 izolatta gorilmiistir. Bu izolatlar;
Hss,Ha2,Hs,H77,H7,H39,H31,H3s,Hao olarak belirlenmistir. 19 izolat icrisinde Cry4 geni 16
izolatta gortilmistiir. Bu izolatlar; Hss,Ha2,Hso,Hs,Hes,H77,Hs,H7, Hs7, Hag, Has, H1, Hyz,
Hs7, Hss, Hig olarak belirlenmistir. Tiim izolatlar igerisinde en az iki Cry geni

bulunmaktadir.

Bugiin yapilan birgok c¢aligmada sporlu bir bakteri igerisinde en az iki Cry geni
bulunmasi, olas1 yapilacak ¢alismalarin 6niinii 0lduk¢a genisletmektedir. Bu tez ¢aligmasi
baz alinarak elde edilen sonuglar genis kapsamda yapilan c¢alismalara baslangig

olabilecektir.
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