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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

BAZI ENTOMOPATOJEN BACILLUS TURLERININ iZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

UZEYIiR SOYLEMEZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

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

Bu c¢alismada; entomopatojen 6zellige sahip Bacillus tiirii bakterilerin izolasyonu ve
karakterizasyonu icin Amasya ilinde 5 farkli mevkide meyve bahgelerinden ve
topraklarindan ornekler elde edildi. Toplanan Orneklerden Nutrient Agar ortaminda
sporlanma 6zelligi olan 29 Gram-pozitif bakteri izolasyonlar1 yapildi. Kolorimetrik ve
mikroskopik identifikasyon neticesinde morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri (Gram +/-, hemoliz, indol, katalaz, oksidaz vb.) tanimlanarak Bacillus cinsine
ait izolatlar belirlendi. Sonra, genetik tanimlama amagli 16s rDNA izolasyonlari
yapilarak tiire spesifik gen analizleri ile bes Bacillus thuringiensis (Bt) tiirii tanimland1
(%97-99). Pestisit geni varliginin arastiritlmasi amagli, 6nceki asamada tanimlanan Bt
izolatlarnin DNA izolasyonu sonrasi takiben Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
analizi ve standard Bt pestisit susu ile birlikte agaroz jel elektroforezi (AGE)
yiirtitmeleri yapildi. Molekiiler tanimlama sonunda cry gen varligi jel elektroforezinde
bantlarla gozlemlenerek belirlenen iki Bt izolatimizin (US19 ve US20) biyolojik
miicadelede kullanilabilir entomopatojen Bacillus tiirii izolatlar olabilecegi gozlendi.

2018, 61 SAYFA
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ABSTRACT

MASTER THESIS

ISOLATION AND CHARACTERIZATION
OF SOME ENTOMOPATHOGEN BACILLUS SPECIES

UZEYIiR SOYLEMEZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOLOGY

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

In this study, for the isolation and characterization of the entomopathogenic Bacillus
bacterial species, samples were collected from the fruit garden soils and diseased fruit
trees from five different localities in Amasya. From the samples, 29 sporulating Gram-
positive bacteria were isolated on Nutrient Agar culture media. Morphological,
physiological and biochemical charactheristics of them were identified (Gram+ , spores,
hemolysis, indole, oxidase etc.). Later the Bacillus spp. were determined by using the
standardized colorimetric identification system utilizing conventional biochemical tests.
Later, 16s rDNA-based genetical identification of the Bacillus thuringiensis (Bt). Were
performed for reasons including its universal distribution among bacteria and the
presence of species-specific variable regions in five isolates (%97-99 probabilities).
PCR and agarose gel electrophoresis were applied to the identified B. thuringiensis
isolates for determination of the presence of the pesticidal cry gene in the newly
identified Bt isolates. The PCR product profiles showed the presence of pesiticidal cry
genes in two of the Bt isolates by comparision with our Standard Bt pesticide strain.
After this molecular identification of the presence of cry genes as observed on the
electrophoretic gel slabs, eventually, two new possible entomopathogenic Bt isolates
(US19 and US20) to be used in a biological control, were obtained.

2018, 61 PAGE

KEYWORDS: Entomopathogenic Bacillus sp., Bacillus thuringiensis (B.t.), biological
control, cry genes, bacterial isolation, insecticidal, pesticidal
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1.GIRiS

Insanoglu yaratilisindan bugiine tarim ile yakin iliski icerisindedir. Diinyada bitki
zararlhilarinda kalite ve iirlin miktarmin artirilmasina yonelik ¢alismalar artarak devam
etmektedir. Uygulanan sentetik/yar1 sentetik bilesiklerin ve uygulama yontemlerinin
cevre lizerinde olumsuz etkiler meydana getirdigi bilinmektedir. Diinyada global ¢evre
kirliliginde ve biyogesitliligin azalarak dengesinin bozunmasinda sentetik/yar1 sentetik
kimyasal pestisitlerin 6nemi fark edildiginden bugiline biyolojik/mikrobiyolojik
pestisitlerin énemi artmistir. Biyolojik kontrol, zararli bocekler ile miicadele, kitle
liremesi yapan veya yapma Yyeteneginde olan bdcek popiilasyonlarinin sayisinin
artmasin1  engellemek i¢in gergeklestirilen miicadele olarak bilinir. Bu amagla
uygulanan ¢esitli miicadele yontemleri vardir. Bu yontemler; “Biyolojik/dogal miicadele
kaynagimi Biyoloji ve Kimya gibi temel bilimlerden alan biyoteknolojik bir
miicadele’dir. Biyolojik miicadele zararli bocek popiilasyonlarint ortadan kaldirmak
yerine, zararlarini azaltmak i¢in canli organizmalar (mikroorganizmalar, predatorler,
parazitoid bocekler, omurgasizlar, omurgalilar), feromonlar, bdcek biiyiime
diizenleyicileri, bitkisel maddeler ve genetik kontrollerden faydalanilarak yapilan
ekolojik ve ekonomik olmasimnin yani sira, Olusabilen karsi dirence de genetik
rekombinasyon yontemleri ile yeni alternatif toksin gelistirilebilmektedir (Demirbag ve

ark., 2008; Moar ve ark., 2017; Berry ve ark., 2018).

Biyolojik kontrolde prokaryotik ve Okaryotik birgok mikroorganizma tiirii
kullanilmaktadir. Bunlar; bakteriler, viriisler, protozoa tiirleri ve nematodlardir.
Bakteriyel pestisitler arasinda en ¢ok kullanilan biyolojik kontrol ajanlar1 ise toprak
grubu bakterileridir. Bu toprak grubu igerisinde yer alan Bacillus cinsi bakteriler
Lepidoptera (kelebekler), Coleptera (kinkanatlilar) ve Diptera (sivrisinekler, sinekler)
takimlarindaki bocekleri hedet aldiklart i¢in 6nemli bir yer teskil ederler (Suludere ve

ark., 1992; Azizoglu ve ark., 2012).



Bacillus’larin Taksonomisi

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

Bacillus’larin Genel Ozellikleri ve Onemi

Gilniimiizde entomopatojen olarak olarak yaklasik 100 den fazla bakteri tiirii
tanimlanmistir ancak, bunlar igerisinde ticari bakimdan Bacillus tiirleri miicadele ajani
olarak tercih edilmektedir. Bu bakteriler tarafindan tiretilen antibiyotik, enzim, toksinler
ve bakteriyosinler gida, ilag, deterjan gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanildigi igin
biiyilk Oneme sahiptirler. Genelde kolay iretilebilmeleri nedeniyle dikkat g¢eken
tiurlerdir (Rosovitz ve ark., 1998). Yanisira, spor olusturma ve metabolizma
faaliyetlerinin ¢esitliligi nedeniyle 6nemli avantajlar saglamaktadir (Wipat ve ark.,
1999).

Bacillus tiirlerinde koloni 6zellikleri ¢evresel sartlara bagh olarak degismektedir. Besi
yeri ¢esidi, koloninin yas1 gibi 6zeliklere gore, dilizgiin ya da piiriizlii, yar seffaf veya
opak koloni formasyonlar1 goriilmektedir. Koloni renkleri, kreme-beyaz, sari tonlar
olabilir (Sekil 1.1). Bir¢ogu da pigment olugturmamaktadir. Farkli besi yerlerinde bazi
tiirleri mavi-siyah vb. pigmentler tirettikleri gézlenmistir (Lereclus ve ark., 1982; Lacey
ve ark., 1995).



Sekil 1.1. Bacillus cereus tiiriine ait koloni morfolojisi (Anonim a)

Baz1 Bacillus tiirleri dis yiizeylerindeki diizensiz polipeptid veya polisakkarit yapida
kapsiil yapilar1 bulunur. Ornegin B. anthracis’de kapsiil yapisi poli D-glutamik asit gibi
baz1 zayif da olsa asidik yapilar iceren polisakkaritler bulunmaktadir ve bu virulans
faktdr tasimaktadir (Sneath, 1986; Oztiirk, 2001)

Bacillus cinsinin asil habitati toprak olup sporlar1 nedeniyle biyosferde bir¢ok farkli
alanlardan izole edilebilirler. Toprak mikroflorasinda ki Bacillus tiirleri gesitli (besin
maddeleri acisindan zengin ve fakir) topraklarda bulunabilmektedir. Ornegin; B.
polymyxa ve B. azotofixans bitki rizosferinde gelisebilirken, B. licheniformis, B. subtilis
ve B. cereus basit toprak ortamlarinda gelisebilirler. Bacillus tiirleri gesitli
fizikokimyasal Ozellikte topraklarda gelistigi gibi akuatik ekosistemlerde de (deniz ve
tatli sularda ve sedimentlerinde) bulunabilirler. Uygun olmayan sartlarda biiyiiyebilme
kapasitesinde olduklarindan farkli ekosistemlerden izole edilebilirler (¢ok asidik ya da
bazik pH, yiiksek sicaklik) (Rosovitz ve ark., 1998).



Sekil 1.2. Bacillus thuringiensis faz kontrast mikroskop gériintiileri,
48 saat (A) ve 7. giin (B ve C), (Swiecicka, 2008).

Bacillus’larda optimum biiyiime sicakligi 25°C - 37°C arasinda degismekte olup;
termofilik tiirler 75°C, psikofilik tiirleri ise 3°C’ den diisiik sicaklik derecelerinde
gelisebilmektedirler. Hem alkali hem de asidik ortamlarda (pH 2-10) gelisebilen tiirler
de bulunmaktadir (Lereclus ve ark., 1982).

Bacillus  tiirleri  igerisinde  biyolojik miicadele ajan1  olarak  kullanilan
mikroorganizmalarin = %90’m1  1901°de Japon bakteriyolog Shigetane Ishiwata
tarafindan ipekbocegi larvasindan ilk kez izole edilen Bacillus thuringiensis (Bt)
olusturmaktadir. 1911°de ise Emile Berliner Almanya’da bakterinin bilimsel
tanimlamasint yapmistir. 1916°da K. Aoki ve Y. Chigasaki, B. thuringiensis’in spor
kiiltiirlerindeki bir toksin yiiziinden toksik aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir
(Beegle ve Yamamoto, 1992; ince ve ark., 2013).

Bacillus thuringiensis (Bt); Gram pozitif, gomak sekilli, acrobik olarak iireyen ve spor
olusturabilen bdcek zararlilari {izerinde patojenite gosteren bir toprak bakterisidir.
Bt’nin vejetatif hiicrelerinin eni 1um, boyu Sum uzunlugunda olup hiicre yiizeyi kisa

flagellalarla ¢evrilidir (Sanahuja ve ark., 2011).



Endospor Kristal Protein

Sekil 1.3. B. thuringiensis in elektron mikroskop goriintiisii (Soberon ve ark., 2007).
Bacillus thuringiensis bocegin giris ve orta bagirsak bolgesinde kisa bir yarilanma dmrii
olan kristal yapida delta endotoksinler iiretir. Bu endotoksinler protein yapisinda olup

biyolojik olarak kolayca pargalanabilme 6zelligindedir (Chattopadhyay ve ark., 2004).

Bacillus Tiirlerinde Spor Olusumu

Bacillus tiirlerinin biiylime evresinin durgun fazinda besin maddelerinin azalmasina
bagli olarak endospor olusturmalari en Onemli Ozelliklerinden biridir. Endospor
olusumunda spor olusturan hiicrelerin sekli ve sporangiyumlar Bacillus tiirleri igin
karakteristik o6zelliklerdir. Spor olusumu sirasinda bakteri hiicresi i¢inde bircok
degisiklikler gelisir. Bu esnada vejetatif hiicrede aktif bulunan baz1 genler aktivitelerini
kaybederken, sporlarin olusmasinda fonksiyonel olan genler aktiflesir. ilk olarak
nukleoidin etrafinda ¢6kiintii olusturmak suretiyle katlanarak ¢evreleyen sitoplazmik zar
bakteri igerisinde bir boliimde nukleoidi ayirir. Olusan yeni ¢ift zarin sentezlenmesi ile
sporda olusumu devam eder. Bu boliimlerden ilki genom kismin bulundugu
protoplasttir. Iginde sitokrom hari¢, tam bir genom, protein sentezi igin gerekli
bilesikler, ¢esitli enzimler ve enerji olusum sistemi bulunur. Sporlarin yapilarinda bol
miktarda kalsiyum dipikolinat bulunur. Bu sayede sicakliga karsi direngli olmalari
saglanir. Sporlarda protoplasti cevreleyen spor duvari peptidoglikan yapidadir.
Olusacak bakterinin hiicre ¢eperi buradan gelisir. Uciincii kisim ise en kalin tabakasi
olan kabuk, yani korteks kismidir. Peptidoglikan tabakasi farkli yapidadir. Kabuk
kismimin disinda proteinsel, keratine benzeyen bir kilif ve en disinda ise yine bir

glikoprotein yapili zar olan ekzosporiyum bulunmaktadir (Bilgehan, 1992 ).
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Sekil 1.4. Bacillus tiirlerinde spor olusumu (Errington, J., 2003)

Endospor olusturan Bacillus tiirleri ¢esitli ortamlardan (aga¢ ve diger triinlerin yaprak
ve govdelerinden diisen yaprak, sap vb igeren toprak kisimlari), bitki kokleri- rizosferi,
aquatik ekosistemlerden ve bazi canlilarin bagirsak sistemlerinden izole edilebildigi gibi
sivrisinek, kelebek, sinek ve kinkanathi larvalarindan da izole edilebilirler (Sneath,
1986).

Endosporlar sekil olarak, elipsoidal veya oval  yuvarlak olabilirler. Vejetatif
hiicrelerden kimyasal ve fiziksel strese direnglilik, kiiclik yapilarda, optik kirilma ve
kimyasal pozisyon gibi pek ¢ok yonden farkliliklar gosterir (Fitz- James ve Young,
1969).

Bacillus sporlar1 vejetatif hiicrelerle kiyaslandiginda sicakliga x105 , UV 1sinlarma X7-
50 daha dayaniklidirlar. Sporu ¢evreleyen tabakalar (zar, kilif, manto) kompleks
yapilasmaya sahip oldugundan, cesitli kimyasal ajanlara karsi direng gelistirebilirler

(Rosovitz ve ark., 1998).



Bacillus Tiirlerinin Genetik Yapisi

Bacillus genetigi c¢alismalarinda siklikla kullanilan B. subtilis tiirii oldukga iyi
tanimlanmis olup, genom biiyiikliigiiniin 4,2 Mbp oldugu ve 4100 protein kodlayan gen
icerdigi bildirilmistir. Genel ve 6zel transdiiksiyon, plazmid DNA aktarimi, plazmit ve
bakteriyofaj vektorleri ile ilgili molekiiler genetik arastirmalarda B. subtilis tiiriiniin yan1

sira B. brevis, B. cereus ve B. coagulans gibi tiirler de kullanilmaktadir (Oztiirk, 2007).

B. cereus’un kromozomlarinin Notl enzimi ile kesimi sonucunda olusan parca
uzunluklarina gore fiziksel haritasi olugturulmustur. Bu fiziksel haritaya gore B. cereus
kromozom biiyiikligiiniin yaklasik olarak 5,7 Mbp oldugu belirlenmistir. Bacillus cinsi
icindeki DNA baz kompozisyonunun dagilimi, cinsin genetik dagilimi acisindan ilging
sonuclar vermektedir. Dogal cinste en fazla %1015 araliginda olmasi gereken % G+C
orani Bacillus cinsi iginde %33 (B. anthracis) ile %69 (B. thermocatenulatus) arasinda
degismektedir (Carlson ve ark., 1992).

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

insektisidal proteini kodlayan genler de yer almaktadir (Sanahuja ve ark., 2011).
Bt’nin entomopatojenik aktivitesi, genomik DNA’s1 ile birlikte plazmitleri {izerinde
tasidigt cry, cyt ve vip genlerinin sporlanma esnasinda olusturdugu Cry, Cyt ve Vip

proteinlerinden kaynaklanmaktadir (Sanahuja ve ark., 2011).

Bacillus thuringiensis Habitatlar1

Bacillus thuringiensis suslar1 genellikle topraktan, boceklerden, depolanmis iiriinlerden
ve agaglarin yapraklarindan izole edilebilir. Cok sayida B. thuringiensis susu, oli
boceklerden izole edilmis ve cogu durumda da ayni bocege karsi toksik aktivite
gostermistir. Bu organizmalar, konak boceklerin viicutlari i¢inde ¢ogalirlar ve bocek

larvas1 6ldiigii zaman, 6lii bocek viicutlart kristal ve spor igerirler. B. thuringiensis



sporlar1 toprakta da bulunabilirler ancak vejetatif biiyiime, bakteri besinleri kullaninca

meydana gelir (Bozlagan, 2006).

Bacillus thuringiensis’lerin Alt Tiirlerinin Siniflandirilmasi

B. thuringiensis 'in ayirt edilmesinde konak seciciligi, alt tiirleri belirleyen H-serovarlari
ve cry genleri kullanilmaktadir. Son yillarda alt tiirleri karakterize etmek i¢cin DNA
parmak izi yontemi de kullanilmaktadir (Hansen ve ark., 1998). Kullanilan fenotipik
yontemlerden  birisi  olan  H-serotiplenme, B. thuringiensis izolatlarinin
smiflandirilmasinda 6nemli bir yontemdir. Bu yontem A. Bonnefoi ve H. Barjac (1963)
tarafindan gelistirilmis ve o zamandan beri kullanilmaktadir. 2004 verilerine gore
flagella H-serovarlarina bakilarak yapilan siiflandirmada 80°den fazla B. thuringiensis
alttiiri tanimlanmustir. Serovarlarin mevcut listesi Paris’deki Pasteur Enstitiisii’'nden
(Unite des Bacteries Entomopathogenes, Institut Pasteur, Paris, Fransa) elde
edilebilmektedir (Tatar, 2008).

Bacillus thuringiensis’in Insektisidal Proteinlerinin Yapisi ve Siniflandirilmasi

Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis’in 6-endotoksininin aktif kisminin kristal
yapist X-1gmn1  Kristalografisi ile belirlenmistir (Li ve ark., 1991). Aktif toksin ii¢ ayr1
etkin bolgeden olusmaktadir. Bolge I, bocek bagirsagina tutunma ve delik olusumundan
sorumlu olup, Bolge II ise bocek bagirsaginin epitel hiicrelerinin reseptorlerine
baglanma ile ilgili fonksiyonu saglar. Bolge III’lin fonksiyonu hakkinda bir goriise gore
Cry toksininin bagirsak proteazlar1 tarafindan sindirilmesini onlemesini sagladigi
diistintiliirken, bagka bir gorlise gore de iyon kanallarinin olusumundan, reseptor
baglanmasindan ve bodcek oOzgiinliiglinden sorumlu olabilecegi diisliniilmektedir

(Rajamohan ve ark., 1998).



Sekil 1.5. Bacillus thuringiensis Cry1Aa proteininin yapist (Soberon ve ark., 2007).

Insektisidal kristal proteinler (ICP), diger adiyla Cry proteinler birgcok zararli bdcek
takimi larvalar1 lizerinde toksik etki gostermektedir. Bugiline kadar Bt’nin 700 cry
geninin dizisi belirlenmistir. Aminoasit benzerliklerine gére 72 farkli Cry protein grubu
(Cryl, Cry2,...Cry72) tanimlanmis ve her bir Cry protein grubu, %40’dan daha az
aminoasit benzerligi gostermektedir (Shu ve ark., 2013). Ayn1 protein grubu iginde yer
alan gruplar (CrylA, CrylB vb.) en az %70 aminoasit benzerligi gostermektedir. Kii¢iik
harfle belirtilenler ise (CrylAa, CrylAc, CrylAb vb.) %70’den fazla, yanisira %95’den
az amino asit benzerligi gostermektedir (Shu ve ark., 2013). Cry2, Cry2Aa, Cry2Ab,
Cry4B, Cry4C, Cry4D, Cryl0, Cryll, Cryl6, Cryl7, Cryl9, Cry21, Cry24, Cytl ve
Cyt2 grubu proteinler Diptera takimina etkilidir (Jouzani ve ark., 2008). En fazla
calisilan Cry protein gruplari ise Cry2, Cry4 ve Cryl1’dir (Azizoglu, 2017).

Kristal proteinlerdeki Cry proteinler yiiksek oranda se¢icidirler (Schnepf ve ark., 1998).
Farkli takimlarda yer alan zararlilar i¢in patojenik yani insektisidal aktivite gosterirler
(Hofte ve Whiteley, 1989; Feitelson ve ark., 1992). Cry protein genlerinin cesitliligi,
dagilimi ve diger ozellikleri, cry genlerini tagiyan bakteri hiicrelerin izole edildikleri
bolgelere gore farklilik gosterebilmektedir (Bravo ve ark., 1998; Uribe ve ark., 2003).
Bu nedenle, yeni Cry protein genlerin ve farkli zararli gruplar igin yiiksek oranda
toksik etkisi olabilen yeni Cry toksin proteinleri (cry toksin genleri) tanimlamak igin

diinyada B. thuringiensis suslari izole edilmektedir (Patel ve ark., 2011).



Bacillus thuringiensis’e ait 6-endotoksinler, aktivitelerine bakilarak bes onemli sinifa
ayrilirlar. Bu siniflar;

1) Lepidoptera’lara 6zgiin 6-endotoksinler

2) Lepidoptera ve Diptera’lara 6zgiin d-endotoksinler

3) Coleoptera’lara 6zgiin 6-endotoksinler

4) Dipteralara 6zgiin 5-endotoksinler

5) Nematod’lara 6zgiin 6-endotoksinler’dir.

Sinif 1’in cry genleri kristal inkliizyon i¢inde C-ucu ve N-ucunda korunan ve gomiilii
olarak bulunan aktif toksin ile 130-160 kDa biiyiikliigiinde protoksinleri kodlar
CrylA(a), 1A(b) ve 1A(c) proteinleri, %80’den fazla birbirlerine benzemektedirler.
CrylB ve CrylC protoksinler sirasiyla %58 ve %67 oraninda CrylA(a) protoksinine
benzerdir (Hofte ve Whiteley, 1989).

Sinif 2’nin cry genleri 65 kDa’lik toksinlere doniisebilen 70-71 kDa biiyiikliiglinde
protoksinleri kodlarlar. Cry2A Lepidoptera ve Diptera larvalarina toksiktir, Cry2B ise
sadece Lepidoptera larvalarina toksiktir. Bu iki toksin %87 oraninda birbirine benzerdir.
Bacillus thuringiensis’in cry3 genleri yaklasik 73 kDa biiyiikliigiinde protoksinleri
kodlamaktadirlar. Bu protoksinler proteolitik par¢alanmada ilk olarak 67 kDa’lik
biiyiikliige dontisiirler. Daha sonra larvanin bagirsaginda 55 kDa’lik toksini olustururlar
(Carroll ve ark., 1989). Cry3A ve Cry3B proteinleri %75 oraninda benzerdir (Donovan
ve ark., 1992). Cry3B proteini, %74 oraninda Cry3A’ya, %61 oraninda Cry3B’ye ve
%33 oraninda Cry3C proteinlerine benzerlik gosterir (Bozlagan, 2006).

Bacillus thuringiensis’in cry4 (A,B,C,D) ve cyt genleri 20-140 kDa arasindaki
proteinleri kodlarlar. Bu genlere sahip olan Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
suslar1 en az dort polipeptid olustururlar. CytA, 4A ve 4D proteinleri arasinda sinerjistik
bir iligki vardir. Cry4A proteini, Cry4B ile %54 oraninda ve Cry4C ile %29 oranlarinda
birbirlerine benzerdir. Cry3 ve cry4 genlerinin cryl A genleri ile sadece %20 oraninda

benzerlikleri vardir (Bozlagan, 2006).
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Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki DSIR 732 tarafindan tiretilen 81.2 kDa’lik Cry5
protoksini hem Coleoptera (Leptinotarsa decemlineata) hem de Lepidoptera (Ostrinia
nubilalis) tiirlerine karsi aktiftir fakat Lepidoptera tiirlerine karsi daha aktif oldugu
bilinmektedir (Tailor ve ark., 1992).

Smnif 1 ile 5 toksinleri aktif olmayan protoksin olarak olusurlar ve toksinler proteolitik
olarak aktif edilirler. Farkli biiyiikliikte amino asit dizilerine sahip olan bu proteinlerin
yaygin proteaz isleyis bolgelerini olusturmak i¢in nasil katlandigir bilinmemektedir

(Hofte ve Whiteley, 1989)

Sekil 1.6. Baklava dilimi seklindeki kristal yapilarmn SEM goriintiisii (Oztiirk, 2007)
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Cizelge 1.1. Protoksinlerin ve toksinlerin molekiiler biiyiikliigii, multijenik yapis1 ve
etkiledigi konak¢1 gruplar1 (Demirbag ve ark., 2008)

Gen |Alt Simif |Etkiledigi Konak¢1 Gruplarnn |Protoksin (kDa) | Toksin (kDa)
cryl |1A(a) Lepidoptera 130-160 60
1A(b) Lepidoptera/Diptera 130-160 60
1A(c) Lepidoptera 130-160 60
1B Lepidoptera 130-160 60
1C Lepidoptera 130-160 60
1D Lepidoptera 130-160 60
1E Lepidoptera 130-160 60
1F Lepidoptera 130-160 60
cry2 |2A Lepidoptera/Diptera 70-71 65
2B Lepidoptera 70-71 65
2C Lepidoptera 70-71 65
cry3 |3A Coleoptera 73 55
3B Coleoptera 73 55
3C Coleoptera 73 55
3D Coleoptera 73 55
cryd |4A Diptera 134 46-48
4B Diptera 128 46-48
4C Diptera 78 ?
4D Diptera 72 30
Cyt [A 27 ?
cry5 Lepidoptera 81.2 ?
Coleoptera
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Insektisidal Kristal Protein (ICP)’in Hedef Boceklerdeki Mekanizmasi

ICP’ler normal kosullar altinda ¢oziinmeden bulunduklarindan insanlar ve diger yiiksek
organizma gruplar i¢in bir risk olusturmazlar. Buna karsilik pH 9,5’de ¢06ziinebilir
Ozellik tagimalar kristal proteinlerine yogun bir insektisit 6zelligi kazandirmaktadir.
d—endotoksinler bagirsakta ¢oziinerek protoksine doniisiirler. Sonra bagirsak enzimleri
tarafindan protoksinler parcalanarak aktif toksinler elde edilir. Aktif toksinler bagirsak
epitelyum hiicrelerinin reseptorlerine tutunarak bécegin bagirsak duvarinmi felce ugratir
ve burayr tahrip ederek gozenekler olustururlar. Boylece bagirsakta bulunan besin
artiklar1 bocek viicuduna ve kana karisir. Zehirlenen bocek, toksin aktivitesi sebebiyle
hemen Olebilecegi gibi 2-3 giin igerisinde kan zehirlenmesi sonucu da Olebilir. B.
thuringiensis’in larvalar {izerinde sebep oldugu belirtiler; yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, sivi halde digki c¢ikarma, kusma ve wviicut igeriklerinin

kahverengiden siyaha doniismesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994; Tatar, 2008).

Larvalar tarafindan sindirimle alinan insektisidal kristal proteinler bagirsagin alkali
ortaminda ¢oziliir ve proteazlar tarafindan aktif hale getirilir. Aktif hale gelen proteinler
daha kiiciik yapida toksinlere doniisiir. Toksinler orta bagirsak silindirik epitel
hiicrelerinin zarlarinda bulunan 6zel reseptorlere baglanirlar. Epitel hiicre zarlarinda
porlar ve iyon kanallar1 olusturarak hiicrelerin iyon ve su dengesinin degismesine neden
olurlar. Yiiksek dozlarda toksin uygulanmasi sonucunda orta bagirsak epiteli pargalanir
ve hizli bir 6liim gergeklesir. Daha diisiik dozlarda ya da daha az duyarli béceklerde ise
bagirsak hiicrelerinin zarar gdrmesi normal bagirsak salgisinin durmasinda etkilidir ve
bu olay da sporlarin agilmasina izin verir. Vejetatif hiicreler daha sonra igeri girerek

septisemiye neden olurlar ve 6liim gerceklesir (Mark ve Byron, 2003; Oztiirk, 2007).
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Sekil 1.7. B. thuringiensis ’in hedef bocek tizerindeki etki mekanizmasi

A) Larva tarafindan sporlu B. thuringiensis’ in ve kristal proteinlerin yenmesi
B) Orta bagirsakta protoksin halde bulunan kristal proteinlerin alkali ortamda
¢oziinmesi C) Orta bagirsak proteazlart tarafindan protoksinlerin toksin
proteinlere doniistiiriilmesi, toksin proteinlerin epitelyum hiicre zarindaki 6zgiin
reseptorlere baglanmasi, toksinin hiicre membranindan igeriye girmesi D)
Porlarin ve iyon kanallarinin olusmasi E) Epitel hiicrelerinde osmotik dengenin
bozulmasi sonucunda osmotik par¢alanmanin gergeklesmesi F) Septisemi
sonucunda éliimiin gerceklesmesi. (Oztiirk, 2007)
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Bacillus thuringiensis subsp. israelensis uygulanmis sivrisinek larvalari genel olarak
islemden sonraki bir saat i¢cinde beslenmeyi durdururlar, iki saate kadar aktivite azalir
ve genel sindirimden sonra alt1 saat iginde felg olay1 gergeklesir. Diger B. thuringiensis
izolatlarinin ¢ogu B. thuringiensis subsp. israelensis’in ki kadar hizli bir etkiye sahip
degildir. Beslenmenin durmasi B. thuringiensis sporlarinin ve toksinlerinin
sindiriminden sonra olusabilir. Bununla birlikte kinkanatli boceklerde ve tirtillarda 6lim
yalnizca geng larvalar i¢in hizlidir (1-2 giin) ve daha biiyiik larvalar i¢in bir haftadan

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

Sporulasyon siiresince, yiiksek miktarda insektisidal parasporal kristal protein iiretme
yeteneginde olan B. thuringiensis (Schnepf ve ark., 1998), zararli populasyonlarini
onemli Ol¢iide azaltarak dogal dengenin bozulmasini engellemektedir (Walker ve ark.,
2003). Sporlanan hiicrelerde bulunan bu parasporal kristal proteinler B. thuringiensis’in

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

Mikrobiyal Pestisitler ile Miicadelede Bacillus Tiirleri

Giiniimiizde ozellikle gelismis ilkelerde kimyasal ilaglarin yerini biyoinsektisitler
almistir (Eski ve ark., 2015). Biyoinsektisitler tiretimlerinin kolay ve siirekli olmasi,
sadece hedef organizmaya etki etmeleri, zararlinin kontroliinde giivenilir olmalari, gevre
kirliligi ile ilgili problemler yaratmamalar1 ve endosporlarinin dogada uzun siire

kalabilmeleri nedeniyle tercih edilmektedir (Smith, 1980).

Biyolojik miicadelede yararlanilan mikroorganizmalar, entomopatojen olarak da
isimlendirilen patojen mikroorganizmalardir (Onciier, 1997). Giiniimiizde {izerinde en
¢ok arastirma yapilan ve en yaygin olarak kullanilan mikrobiyal temelli biyoinsektisit
Bacillus thuringiensis (Bt)’dir (Eski ve ark., 2015). Zararlilarin kontroliinde en basarili
entomopatojen olarak kullanilan Bt, toplam insektisidal pazarin yaklagik %2’lik kismini

olusturmaktadir (Bravo ve ark., 2011).

Bacillus thuringiensis firiinleri kimyasal insektisitler ile kiyaslandiginda, hedef
organizmada daha az bir dirence neden olarak ortamda birikip toksik etki
olusturmadiklarindan yarilanma omiirleri kisadir. Ozgiil bécek gruplart {izerine etkili

oldugundan hedef olmayan ve duyarli olmayan organizmalar {izerinde -etkisini
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gostermez. B. thuringiensis insanda patojen olmadigi i¢in zarar vermez. En dnemlisi
cevreyi kirletmez ve kullanimlar1 giivenlidir. Bu nedenle ¢evresel dengeyi bozmayan bir

alternatif miicadele yontemidir (Chattopadhyay ve ark., 2004).

Ulkemizde de biyolojik miicadele ajan1 olarak 6ngériilen B. thuringiensis bag, meyve,
narenciye ve depo zararlilarma karst kullanilmakta olup bunun yaninda biyolojik
miicadele ajan1 olarak izole edilen diger Bacillus tiirlerinden B. cereus, B. circulans, B.
fribourgesis, B. lentimorbus, B. megaterium, B. polymyxa, B. popilliae, B. subtilis, B.
sphaericus ve B. weihenstephanensis’in de kullanilabilecegi belirlenmistir (Sezen ve
ark., 2007; Demirbag ve ark., 2008).

Probiyotik Olarak Bacillus’lar

Saghikli insanlarm gastrointestinal sistem (GIS)’inden izole edilen bazi Bacillus
tirlerinin karakterizasyonunun yapildigi ¢aligsmalarda, bu tiirlerin intestinal ortama iyi
adapte olduklar1 yaninda canliliklarrm da koruyabildikleri, GIS’de iyi kolonize
olabildikleri ve insanlar i¢in probiyotik sus olarak kullanilabilecekleri belirtilmistir

(Hong ve ark., 2009; Fakhry ve ark., 2008).

Onceleri Bacillus tiirii bakterilerin probiyotik olarak degerlendirilmeleri ile ilgili bazi
soru isaretleri bulunmaktaydi. Bu bakterilerin toprak kokenli olup GIS’in normal
florasinda bulunmadigini ve bagirsak florasinda olmayip, sadece gecici bir siire i¢in
bulunabilen ve ayrica aralarinda patojenlerin de bulundugu Bacillus tiirlerinin nasil
yararli etki saglayabilecegi, daha da oOnemlisi gilivenli olup olmayacagi endisesi
mevcuttu (Hong ve ark., 2005; Sorokulova ve ark., 2008). Ancak son donemlerde
yapilan bazi ¢alismalarda Bacillus tiirlerinin sadece toprak kokenli olmadigi, sporlari
araciligiyla bircok ortamda canliigini siirdiirebildigi, sindirim yoluyla Bacillus
sporlarmni alan hayvanlarin GiS’inde bu bakterilerin canliligm siirdiirebildigi ve GIS
kommensali olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Hatta bu ¢alismalarda toprak kokenli olarak
bilinen Bacillus tiirlerine ait sporlarin sanilanin aksine, topraga gaita araciligi ile bulasip

toprakta miktarca artmasina sebep oldugu sdylenmistir (Hong ve ark., 2009).
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Son zamanlarda Bacillus tiirlerinin sporlar1 ve frettikleri metabolitleri (enzimler,
antimikrobiyal maddeler vb.) araciligiyla probiyotik ozellikler gosterebildikleri igin
bunlarin probiyotik olarak degerlendirilmeleri ile ilgili ¢alismalar yapilmakta ve
Ozellikle de bu bakterilerin insanlarin kullanimi i¢in giivenli olup olmadigi
arastirilmaktadir. Ulkemizde de yapilan bu alandaki calismalar; Bacillus tiirlerinin
GIS’deki davranislari, probiyotik olarak etki mekanizmalari ve kullanim olanaklari

tizerine olmustur (Erem ve ark., 2013).

Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci yeni insektisidal Bacillus tiirleri bulabilmek adina, Amasya ilinde
farkli istasyonlardan (meyve bahgelerinden; Akbilek mahallesi, Seyhcui mahallesi,
Hacilar mahallesi ve Merkez) alinan toprak, meyve ve yaprak orneklerinden Bacillus
cinsine ait tiirlerin izolasyonlarini gergeklestirme sonrasinda insektisidal oOzellikte
olanlar1 belirlemektir. Bu amagla, izolasyon sonrasinda morfolojik (koloni, hemoliz),
mikroskobik (endospor, basil, gram boyama), fizyolojik (hareket, aerob) ve
biyokimyasal (katalaz, oksidaz, indol, kapsiil) 6zellikleri belirlenen Bacillus tiirlerine ait
izolatlarda molekiiler ¢alismalar (PCR, AGE, 16s rDNA sekans analizi) sonucunda

endotoksin ve pestisit geni (cry gen) varligini tespit etmektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bacillus thuringiensis bakterisi ilk kez Japon bakteriyolog Shigetane Ishiwata tarafindan
1901°de ipekbocegi larvasindan izole edilmis olup bilimsel tanimlamasi ise 1911
yilinda Emile Berliner tarafindan Almanya’da yapilmistir. K. Aoki ve Y. Chigasaki’nin
1916’daki aragtirmalar1 ile B. thuringiensis’in spor kiiltiirlerindeki bir toksin madde

yiiziinden toksik etkiye sebep oldugu tespit edilmistir (Beegle ve Yamamoto, 1992).

1980°’li yillarin sonuna kadar B. thuringiensis 'in uzun siiredir pestisit amach
kullanilmasia ragmen boceklerde dayaniklilik meydana getirmedigi diisiiniilmekteydi
(Meeusen ve Warren, 1989; Beegle ve Yamamato, 1992). Sonrasinda bu bakterinin
alttiirlerinden yapilmis insektisitlerin kullanim1 her gegen giin artmigtir. 1990’11 yillarin
baslarinda en genis ¢apta kullanilan ve mikrobiyal insektisit olan B. thuringiensis subsp.
kurstaki'den elde edilen spor- protein kristallerinden olusan bir karisimin lepidopter

(kelebek)’ler tizerinde etkili oldugu belirlenmistir (Tuncer ve Ecevit, 1994).

Bacillus cinsi bakterilerin insektisit olarak kullaniminda bir ¢ok avantaj 6n plana
cikmaktadir. En 6nemli olan faktor ise yeni Bacillus izolatlar1 elde edilerek insektisidal
direncin ¢esitli rekombinasyon yontemleriyle birkag¢ toksin proteinle birlikte tek toksin
olarak elde edilip zararliya karsi kullanilabilmesidir. Ayrica Bacillus thuringiensis
tirtinleri, hedef organizmada daha az bir dirence neden olarak ortamda birikip toksik etki
olugturmadiklari i¢in yarilanma Omiirleri kisadir. Sadece 6zgiil hedef bocek gruplar
tizerine etkilidir. Hedef olmayan ve duyarli olmayan organizmalar {izerinde etkisini
gostermez. B. thuringiensis insanda patojen olmadigi igin zarar vermez.
Kullanilmasinin en énemli sebebi gevreyi kirletmeyip ve kullaniminin giivenli olmasi
nedeniyle c¢evresel dengeyi bozmayan alternatif bir miicadele yOntemidir

(Chattopadhyay ve ark., 2004).

B. thuringiensis subsp. kurstaki’nin toksin sentezleyen genleri, dogada sadece Bermuda
¢iminin ksileminde bulunan Clavibacter xyli subsp. cynodontis’e nakledilerek
rekombinant C. xyli elde edilmistir. Bu bakterilerin misir bitkisine inokiilasyonu sonucu

bitkinin ksilemdeki 6zsuyunun mililitresinde 1 x 1010 toksin sentezleyen bakteri
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bulunmustur. Ancak hedef alinan Misir kurdu (Ostrinia nubilalis)'nun etkili bir kontrolii

icin bu diizeyin 10 katina gerek oldugu bildirilmistir (Beegle ve Yamamato, 1992).

B. thuringiensis 'in diger insektisitlere olan bu istiin yonleriyle kullanim1 giin gectikge
artmaktadir. Genetik miihendisligindeki gelismeler ile B. thuringiensis genlerinin
pamuk, tiitin ve domates gibi Onemli iriinlere ve bitkilerde yasayan ve patojenik
olmayan bazi bakterilere nakledilmesi ayrica farkli konuk¢u spektrumuna sahip yeni
wklarin gelistirilmesi bu bakterinin 6nemini artirmaktadir (Gasser ve Fraley, 1989;
Lindow ve ark, 1986).

Bu bakteri (Bt)’nin biyoteknolojik ¢alismalara konu olan diger bir 6zelligi konuk¢u
spektrumunun ve etkinliginin artirilmasidir. B. thuringiensis’in farkli varyeteleri
tarafindan {tretilen kristaller farkli biyolojik aktiviteye sahip olup, B. thuringiensis
subsp. kurstaki lepidopterlere karsi etkili dipterlere karsi ise etkisiz veya g¢ok az
etkilidir. Buna karsilik subsp. israelensis dipterlere karsi, B. thuringiensis subsp.

tenebrionis ise coleopterlere etkilidir (Kirschbaum, 1985; Beegle ve Yamamato, 1992).

Domates ve tiitiin bitkilerine B. thuringiensis’in toksin sentezleyen genleri transfer
edilerek bitkisel dokularinda toksin sentezlenmesi saglanmistir (Vaeck ve ark., 1987;
Perlak ve ark., 1990). Sonraki yillarda ise yapilan galigmalarda bu genler lahana, pamuk

ve soya fasulyesine de aktarilmislardir (Beegle ve Yamamato, 1992).

Bacillus cinsi iginde yer alan B. cereus, B. subtilis, B. sphaericus, B. popilliae, B.
circulans, B. polymyxa, B. lentimorbus, B. megaterium ve B. fribourgesis gibi tiirler de
boceklerden izole edilerek ve izole edildikleri konak iizerinde insektisidal etkilere sahip

olduklar1 belirlenmistir (Thiery ve Frachon, 1997).

Tiirkiye’de biyolojik miicadelede kullanilan en 6nemli ve giincel 6rnek Bacillus
thuringiensis (Bt) olup, 1998’de Yaman ve Demirbag’in yaptigi bir ¢alismada bag,
meyve, narenciye, depo zararlilarina karsi B. thuringiensis bakterisinden hazirlanan

preparatlar kullanilmistir.

Bazi iiretici firmalar B. thuringiensis'te dogal olarak bulunan plazmit degisim sistemini

kullanarak yeni gen kombinasyonlari igeren izolatlar meydana getirmislerdir. Bunlardan
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Condor adi1 verilen iiriinde iki ayri izolatin etkinligi bir preparatta toplanarak Kir tirtili
(L. dispar)'na kars1 normal bir preparattan 7.5 kat daha yiiksek etkinlik saptanmistir.
Foil ad1 verilen preparatta ise patateste lepidopterler ve coleopterlere ayr1 ayri etkili olan

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

Diger bir {iretici firma ise biyolojik olarak kapsiillenmis iki iiriin elde etmistir.
Bunlardan MVP lepidopterlere, M-Trak ise coleopterlere karsi gelistirilmistir. Bu
yontemde Pseudomonas fluorescens’in patojen olmayan bir irkina lepidopter ve
coleopterlere karsi etkili B. thuringiensis toksin genleri ayri ayn transfer edilerek,
bakteri iginde toksin iiretimini takiben P. fluorescens hiicreleri sicaklik veya kimyasal
maddelerle o6ldiralmistiir. Boylece bu bakteri kristal toksinlere bir kapsiil vazifesi
gorerek diger B. thuringiensis preparatlarina oranla iki kat daha uzun siire kaliciliga

sahip oldugu saptanmistir (Beeggle ve Yamamato, 1992; Tuncer ve Ecevit, 1994).

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

Erzurum 1ili ve gevre ilgelerinde (Askale, Pasinler, Tortum ve Oltu) baklagil yem
bitkilerinde zararli olan Curculionidae familyasina ait baz1 boceklerden entomopatojen
bakteriyel mikroorganizmalar izole edilerek tammlanmasi yapilmstir. izolasyonu
yapilan 88 bakteri izolati icerisinde biyopestisit olarak 3 adet Bacillus thuringiensis, 3
adet Bacillus pumilus, 4 adet Brevibacillus brevis, 4 adet Paenibacillus spp. ve 2 adet
Serratia spp., olmak {izere izolatlar elde edilmistir. Elde edilen entomopatojenlerin
hedef dogrultusunda tanist yapilmis olup, 6zellikle baklagil yem bitkilerinde zararli olan
Curculionidae familyasina (coleoptera) ait bazi zararlilara karsi biyopestisit olarak

kullanilabilecegi soylenmistir (Dadasoglu., 2016).
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Kayseri ilinin farkli bolgelerinden alinan toprak 6rneklerinden 60 farkli Bacillus spp.
izolat1 elde edilerek bunlarin 17’sinin cryl geni tasidigi tespit edilen ¢alismada, B.
thuringiensis subsp. kurstaki ve diger izolatlardan yaklasik 19 kb biiyiikligiinde plazmit
bantlar1 elde edilmistir. Standart sus ve diger izolatlarin Ephestia kuehniella ve Plodia
interpunctella larvalar1 tizerinde Sldiiriicti etki gosterdikleri tespit edilmistir. Ephestia
kuehniella larvalarma karst 136, 137 ve 140 izolatlarmin 10° spor-kristal mL™
konsantrasyonlari uygulandiginda toksik etkilerinin standart susa gore daha yiiksek
oldugu belirlenmis ve ayni izolatlarin Plodia interpunctella larvalarina karsi da etkili
olduklar1 gozlenmistir. Sonug olarak 136, 137 ve 140 izolatlarinin diisiik dozlarda diger

izolatlarla kiyaslandigina daha etkili oldugu goriilmiistiir (Bozlagan ve ark., 2010).

Aydin ili incirlik alanlarindan yapilan O6rneklemelerden elde edilen dogal B.
thuringiensis izolatlarindan bazilarinin, Tetranychus urticae (Acarina), Ceroplastes
rusci (Homoptera) ve Ceratitis capitata (Diptera) tizerindeki toksik etkisi arastirilarak
T. urticae nimfleri lizerinde 31 dogal B. thuringiensis izolatinin spor-kristal karigiminin
etkisi incelenmistir. Bu izolatlardan %58’inin %15 ve altinda, %42’sinin de %16 ile
%30 arasinda diisiik 6liim oranina neden oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, baz1 B.
thuringiensis izolatlarinin 6zellikle T. urticae nimflerinin biiyiimelerini geciktirici
biyopestisit gelistirilmesinde belli bir potansiyele sahip olabildiklerini gostermektedir

(Alper ve ark., 2013).

Entomopatojen bakteri olan Bacillus thuringiensis (Bt) iriinleri yillardir Bati Nil
Viriis’iiniin  baglica vektorii olan Culex pipiens (Diptera: Culicidae)  kaynakl
hastaliklarin miicadelesinde kimyasal pestisit kullanimmin azaltilmasi i¢in etkili bir
sekilde kullanilmaktadir. Azizoglu’da yaptig1 calismada da 14 farkli yerel Bt izolatinin
hastalikli C. pipiens larvalar1 {izerindeki biyolojik miicadele potansiyeli arastirilarak,
dipteralara 6zgii Cry gen tasiyan 14 farkli Bt izolatinin spor-kristal protein karisimi (500
ng ml™) C. pipens’in son dénem larvalarma uygulanmustir. Uygulanan izolatlar arasinda
BtSY50.4 olarak adlandirilan spor-kristal protein karsiminin % 80 larval oliime sebep
oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak BtSYS50.4 izolatinin C. pipiens iizerindeki
etkinligi goz Oniine alindiginda biyolojik miicadele acisindan Onemli oldugu

belirtilmistir (Azizoglu., 2017).
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Topraktan dogal Bacillus thuringiensis suslarinin izolasyonu, karakterizasyonu ve
Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarmna karsi biyolojik
aktivitesinin arastirildigi ¢alismada; 5 dogal Bacillus thuringiensis izolatlar1 toprak
orneklerinden izole edilerek E. kuehniella larvalari i¢in patojen olan F21, F16 ve F19
dogal Bt izolatlar1 yaklasik olarak 130 kDa ve 65 kDa agirlifinda protein bantlar
olusturan kiiresel, baklava dilimli ve yuvarlak yapili inkliizyonlar iiretmekte oldugu
goriilmiis. LCsq degerleri sirasiyla 1.08, 1.48 ve 2.17 olarak belirlenmistir. Bulgularda
F21 ve F19 izolatlar sirasiyla %83 ve %80 6liim oranlar ile E. kuehniella larvalarina
kars1 olduk¢a yiiksek bir toksik etki gosterdigi bulunmustur. Sonug¢ olarak Bacillus
thuringiensis izolatlart F21 ve F19 yeni bir insektisit olarak biyopestisitlerin tiretimi i¢in

kullanilabilecegi dnerilmistir (Oztiirk ve ark., 2009).

Findik zararlist olan Xyleborus dispar’dan izole edilmis Bacillus thuringiensis
bakterisinden (BtXd3) elde edilen cry3Aa geninin farkli bir konak olan Escherichia
coli’ye klonlanmasi, karakterize edilmesi, ekspresyonu ve insektisidal aktivite testi
gergeklestirilmigtir. Bu bakteriye ait Cry3Aa proteininin literatiirdeki Bacillus
thuringiensis subsp. tenebrionis (Morrisoni)’in sahip oldugu Cry3Aa2, Cry3Aa3,
Cry3Aa5 ve Cry3Aa6 ile %100 benzer oldugu belirlenmistir. Cry3Aa geni ekspresyon
vektorii olan pET-28a(+)’ya klonlanarak ekspresyon vektoriinde ekspres edilen
proteinin jel tizerinde cry3Aa genine ait 73 kDa’luk bandi gozlenmistir. Sonug olarak
cry3Aa d4-endotoksininin  Alphitobius diaperinus (coleoptera) larvalarina Kkarsi
insektisidal etkilerinin varligi belirlenmis olup E. coli BL21(DE3)’de ekspres edilen
rekombinant proteinin larvalar {izerinde Bacillus thuringiensis’teki spor-kristal

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

Yeni toksin kombinasyonlariyla beraber Bacillus suslarini tanimlamak igin yapilan bir
calismada ise 26 adet Bacillus cinsi bakteri Trabzon ilinde bulunan depolardan izole
edilmistir. 16S rDNA sekans analizi ve cry gen igerigi tespit edildikten sonra Bacillus
thuringiensis, B. pumilus, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B.
atrophaeus, B. megaterium ve Lysinibacillus sphaericus tiirlerinin varligi tespit
edilmistir. Sonug olarak en yiiksek insektisidal etkinin Bacillus thuringiensis tiiriinde

oldugu tespit edilmistir ( Demeli ve ark., 2014).
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Domates giivesi (Tuta absoluta) miicadelesinde Bacillus thuringiensis var kurstaki’nin
etkilerinin arastirildigi ¢alismada Bt (100 g/hl) ve Thiodicarb (60 g/hl) uygulamasi
yapilmistir. Bulasik yaprakg¢ik oranlarina gore T. absoluta zararinin onlenmesinde Bt
ortalama %91.92 ve Thiodicarb ise ortalama %90.58 etkili bulunmustur. Domates
yetistiriciliginde T. absoluta zararinin 6nlenmesinde insan ve g¢evre sagligi yoniinden
giivenli bir biyopestisit olarak Bt’nin kullanilabilecegi vurgulanmistir (Doganlar ve ark.,
2015).

Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin Salkim Giivesi (Lobesia botrana) ve
predatorlerine karsi etkilerinin arastirildigi ¢alismada baglarda faydali boceklerin
popiilasyon degisimine bakilmistir. Bunun sonucunda; arazi c¢aligmalarinda 100
salkimdaki bulagiklik oranina bakildiginda Bacillus thuringiensis var. kurstaki
kullanilan bag alaninda bulasiklik oraninin kontrol alanina gore daha fazla oldugu bu
nedenle uygulanan Bacillus thuringiensis var. kurstaki dozunun 100 It’ye 75g degil de
100g kullanilmasi sonucuna varilmistir. Faydali tiir sayis1 oldukca az ve popiilasyon
yogunlugu en fazla olan predatorler Chrysoperla carnea ve Coccinella septempunctata
olmustur (Aslan ve Giizel., 2009).

Yapilan ¢alismada, Bacillus thuringiensis esasli biyopestisitler ile Azadiractin esash
biyopestisitlerin tek baglarina ve karisim halinde kullanimlarinin Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae) tizerine etkisi karsilastirilmigtir. 5. doneme gegmis larvalarina
biopestisit olarak da Bacillus thuringiensis var. kurstaki ve Bacillus thuringiensis var.
aizawai, yag bazli neem ve neem esasl biyopestisitler kullanilmigtir. Biyopestisitler, 50
ppm ve 100 ppm dozlarinda tek baglarina ve yarim dozda karisimlar halinde besin
yoluyla uygulanmistir. Biyopestisitlerin karisim halinde uygulandig:i bireylerde tek
baslarina uygulandiklarina gore beslenmenin dolayisiyla da gelismenin ilk giinden
itibaren yavasladig1 ve erken 6liimlerin gerceklestigi ortaya konulmustur. En diisiik etki
Bacillus thuringiensis var. kurstaki etken maddeli Delfin biyopestisitinin tek basina
uygulandig1 bireylerde gozlenirken, kontrol grubunu olusturan bireyler ortalama 410
mg’a kadar ulagsmstir. En yiiksek oldiiriicii etki ise uygulamadan sonraki yedi ve dokuz
giin sonra yine biyopestisit karisim halinde denendikleri gruplardan elde edilmistir
(Turanl ve ark., 2012).
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Mevcut caligmada Artvin Savsat ladin ormanlarinda zarara neden olan kii¢iik ladin aris1
(Pristiphora abietina)’na karsi Pyrethrum (Chrysanthemum cinerarifolium tohumu)
bitkisi ve Bacillus thuringiensis (Dipel DF) biyopestisitlerinin P. abietina tizerindeki
etkisi arastirilmistir. Laboratuvar sartlarinda, P. abietina’nin larvalarina karsi farkli
dozlarda Pyrethrum ve B. thuringiensis biyopestisitleri uygulanmistir. Pyrethrum’un
150 ml/100 It dozu ile 300 ml/100 1t dozunun etkinliklerinin ayn1 oldugu goriilmiistiir.
Analiz sonucunda Pyrethrum’un 600 ml/100 It dozu ile Dipel DF 100 gr/100 It dozunun
etkinligi de benzer bulunmustur. Sonug¢ olarak, kullanilan her iki biyopestisitin de P.

abietina’nin larvalarina kars1 etkili oldugu tespit edilmistir (Goktiirk., 2017).

Mevcut ¢alismada Bacillus. thuringiensis (Bt)’te Cry genlerinin toksinlere karsi birgok
diren¢ mekanizmalarindan ABC tasiyicisinin  ABCC2 modifikasyonu kesfedildigi
calismada proteinsel yapida olan tasiyiciya amino asit eklenmesi veya cikarilmasi
birkag¢ Lepidopter tiirlinde Cryl Ab ve Cryl Ac toksinlerine kars1 yiiksek seviyede direng
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu mutasyonlarin CrylC’ye ¢apraz direng
sagladiginin kanit1 oldugu belirtilmistir. Farkli bir ABC tasiyicisinda meydana gelen
mutasyon Cry2A toksinlerine karsi tamamlayict direng iiretmistir. ABC tastyicilarinin
tist familyas1 hiicrede bulunan ksenobiyotiklerin ve endojen bilesiklerin atimindan
sorumlu olup diren¢ olarak kimyasal insektisitlerin detoksifikasyonunu sinirlamistir. Bt
eklenmis trlinlerde bu tasima mekanizmasi (ATP-swith) toksinlere karsi toleransi

artiracag belirtilmistir (Heckel, 2015)

Coleopterlere kars1 ozellikle de Agelastica alni ‘ye karsi etkili bir pestisit gelistirmek
icin gilirgen ve findik bitkilerine kargi insektisidal etkisi olan 21 Bacillus tiirleri izole
edilmistir. Bacillus thuringiensis var. tenebrionis ‘in A. alni iizerinde en yiiksek

insektisidal etkiyi gosterdigi tespit edilmistir (Eski ve ark., 2015)

Bacillus thuringiensis (Bt)’in farkli suslar1 parasporal kristal iiretme yeteneginde olup
bu kristallerin bocek ve omurgasizlarin larvalarinda toksik etki yaparak konak¢inin
hizli bir sekilde 6liimiine sebep oldugunu gostermek amacli yapilan calismada gilivede
dogal izolatlar1 toplanarak virulanslar1 calisilmistir. Bt’ler topraktan izole edilip 72
saatlik larval oliimlere bakilmistir. SDS-PAGE jel analizi ile 2 izolat grubunda sirasiyla
121,1 kDa ve 108,9 kDa molekiiler agirlikta protein gézlenmis olup bu sonuglar protein

birikimi ile izolatlarin viriilans1 arasinda iliski oldugunu goéstermistir. Ayrica 9 susun
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Plutella xylostella’da yiiksek toksik etkiye sahip oldugunu gostermis ve Bt’nin
Lepidopterlerde insektisidal kontrol ajani olarak kullanilabilecegini kanitlanmigtir

(Khoramnezhad ve ark., 2015).

Yapay 7 farkli besin kullanildigi mevcut ¢alismada Bacillus thuringiensis ssp. kurstaki
ile Vanessa atalanta larvalar1 enfekte edilerek protein, karbonhidrat, tannik asite etkileri
arastirllmistir. Bakteri ile enfekte edilen larvalarda 3. giinde maksimum oliimler
gorildiigli belirtilerek bu Sliimlerin biiylik bir ¢ogunlugunun protein bakimindan az

beslenen larvalarda oldugu ispatlanmistir (Yanar ve ark., 2015).

Ulkemizde yeni yeni kullanilan entomopatojenlerin bal arilari {izerindeki etkisinin
derlendigi makalede Bacillus thuringiensis (Bt)’in, ticari siispansiyonlarinin ve Cry
proteinlerinin bal arilar {izerinde dogrudan veya dolayli olarak herhangi bir etkisinin
olmadig belirtilerek Bt’nin PS86Q3 susu ile yapilan ¢alismada, iki yaprak arisinin bu
susa duyarli oldugu fakat bal arilar1 lizerinde zararli etkilerinin olmadig: bildirilmistir

(Uzuner ve ark., 2017).

Farelere oral olarak B. subtilis sporlarinin verildigi bir ¢alismada; farelerin diskisindaki
spor sayisinin, farelere orijinal olarak verilen spor sayisindan daha fazla olmasinin
ancak sporlarin intestinal sistemde vejetatif hale gecip cogaldiktan sonra tekrar
sporlagsmasi ile agiklanabilecegi ileri siiriilmistiir. (Hoa ve ark., 2001, Erem ve ark.
2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri ornekleri

Bu ¢alismada kullanilan bakterilerin izolasyonu Amasya ilinin farkli lokasyonlarindan
(Akbilek, Seyhcui, Hacilar ve merkez) alinan toprak, meyve, yaprak ve Dbitki
orneklerinden izole edilmistir. Hastalikli oldugu 6n goriilen (giirtik, nekroz, kurtlanma
vs.) meyve, yaprak ve bitki drnekleri ile topragin iist yiizeyi temizlendikten sonra steril
spatula ile 5 cm derinlikten yaklasik 10 gram alinan toplam 70 adet 6rnek steril plastik
posetlere konularak +4~'C’de laboratuvarda Bacillus izolasyonlar: icin saklanmustir
(Kim ve ark., 1998).

3.1.2. Kimyasallar ve cozeltiler

- Nutrient Buyyon (NB) siv1 besi yeri (gr/lt): 13 gr nutrient buyyon distile su icerisinde
cozdiiriilerek son hacim 1 litreye tamamlandi.

- Nutrient Agar (NA) besi yeri (gr/lt): 28 gr nutrient agar distile suda ¢ozdiiriilerek son
hacim 1 litreye tamamlandi.

- Tris-EDTA (TE) tamponu: 10 mM Tris, 1 mM EDTA

- STE tamponu: 10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)

- Lizozim ¢ozeltisi: 10 mg/ml olacak sekilde Tris-EDTA tamponu igerisinde hazirlandk.
- Fenol / kloroform / izoamilalkol (25/24/1) ¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1
ml izoamilalkol karistirilarak hazirlanmistir. Cozelti bir gece 4°C’de bekletildikten
sonra kullanildi.

- Etil alkol (%70, %96): izole edilen DNA’lar1 yikamak icin kullanilds.

-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 su igerisinde ¢oziilerek
hacim 1 litreye tamamlandi.

- Agaroz: %0,8’1ik ve %2’lik (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢6ziilerek hazirlandi.
-Yiikleme tamponu: 40 gr sukroz, 0,025 gr bromofenol mavisi, 0,25 gr ksilen siyanol

100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
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- RNaz ¢ozeltisi (10 mg/ml): 0,01 M sodyum asetat (pH 5,2) ¢ozeltisi iginde ¢oziiliip 15
dk 100°C’de bekletildi ve oda sicakliginda yavas yavas sogutuldu. Cozeltinin pH’sini1
ayarlamak i¢in 1 M Tris-HCI (pH 7,4) ¢ozeltisinden 0,1 hacim ilave edilmis ve
karistirilarak -20°C’de saklandi.

-Boyama tamponu: 300 ml stok boya ¢ozeltisi, 35 ml 10 N (w/v) KOH, 25 ml %100
(w/v) TCA karistirilarak hazirlandi.

- Etidyum bromiir (EtBr): 10 mg/ml derisimde hazirlanmis ve koyu renkli siselerde

muhafaza edildi.

3.1.3. Cihazlar

Calismalarda kullandigimiz cihazlar asagida belirtilmistir.

- Mikroskop (Olimpia ve ZEISS)

- Inkiibator / Etiiv (Niive)

- Giivenlik kabini (KOJAIR)

- Otoklav (Niive)

- DNA izolator (QIAcube)

- DNA PCR (BIO-RAD)

- Bakteri tanimlama cihaz1 (VITEK 2 Compact - BIOMERIUX)
- Karigtiric1 / vorteks

- McFarland (McF) 6l¢iim cihazi (Densichek plus - BIOMERIUX)
- Agaroz jel elektroforezi (BIORAD)

- Ultraviyole (UV) cihazi

- Dipfriz ve buzdolab1 (Argelik)

- Santrifiij (Niive - NF120)

- Benmari / su banyosu (Allsheng)
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3.1.4. Calismada kullanmilan primerler

Kromozomal DNA izolasyonunda kullanilan primerler asagidaki gibi hazirlanmstir:

- Bacillus tiirleri ribotiplendirme amagl primerler:

Evrensel Numarasi Sekans Dizilimi

1. 27F (16S Evrensel Bakteri Primeri): 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
2. 519B R (16S Evrensel Bakteri Primeri): 5’-GTATTACCGCGGCKGCTG-3'

3. 1492R (16S Evrensel Bakteri Primeri): 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3

- Kristal toksin tayininde kullanilan Bt primerleri :
Sira Sekans dizilimi SPE (%) AE (%)

1. 1 5_ -TATGCWCAAGCWGCCAATYTWCATYT-3 90 90

5 5_-GGRATAAATTCAATTYKRTCWA-3_

IN
N

5 -TTTAGATATTGTTGCAWTATKKYC-3_ 68 98

5 5_-GGRATAAATTCAATTYKRTCWA-3_

o
H

5_-TATGCWCAAGCWGCCAATYTWCATYT-3_ 46 100
4. 5_-CATAACGTAGWYTTAYCTKAWT-3_

- SPE: tek basina verimlilik
- AE: birikmis verimlilik
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3.2. Yontem

3.2.1. Alinan érneklerden Bacillus cinsine ait bakterilerin izolasyonu

Bacillus cinsine ait bakteri tiirlerinin izolasyonu i¢in nutrient agar (NA) besiyeri
kullanildi. Amasya iline ait farkli lokasyonlardan alinan toprak &rneklerinin 1 gramu,
iginde 9 ml steril serum fizyolojik ¢ozeltisi bulunan deney tiiplerine aktarildi. Vortekste
1 dk karistirildi. Ornekler su banyosunda 80°C’ de 60 dk tutularak vejetatif bakteri
formlarinin 6lmesi ve ortamda bu bakterilerin sporlu formlarinin kalmasi saglandi.
Orneklerden 10™ *den 10 "*ye kadar seri seyreltmeler hazirlanarak, 10~° seyreltmeden
itibaren NA besiyerine yayma plak yontemiyle 0,1 ml ekimler yapilip ve 30°C’de 5 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda Bacillus morfolojisine benzeyen
(biiyiik, beyaz, opak vb.) koloniler segildi. Segilen bu koloniler NA besi yerine tek
koloni ekim yontemi ile ekilerek saf kiiltiirler elde edilip NB s1v1 besi yerine ve yatik
agara aktarildi. Ornekler kullamlana kadar yatik agarda buzdolabmnda +4 C’de
muhafaza edildi (Kim ve ark., 1998).

3.2.2. Bakteri tammimlamalarinda kullamlan biyokimyasal ve fizyolojik testler

Bacillus izolatlar1 tanimlamasi igin; aerobite, hemoliz, hareketlilik tespiti yaninda indol,

katalaz, koagiilaz, oksidaz testleri ile kapsiil, spor ve gram boyamalar1 yapilmistir.

Hemoliz Tayini

Bakterilerin hemoliz yetenegi kanli agar besi yeri kullanilarak test edilebilmektedir.
Hemoliz testi, daha ¢ok 18 — 24 saatlik bakteri kiiltlirlinden hazir ticari kanli agar besi
yerine tek koloni diisliriilecek sekilde 6ze ile siiriilerek ekim yapilip ve optimum
sicaklik (35°C)’ta 1-5 giin siire ile inkiibe edildi. Besi yerinde gelisen koloniler,
etrafinda olusturdugu hemoliz zonu yOniinden her giin incelenerek kanli agar besi
yerinde koloni etrafinda olusan zonlar Beta hemoliz (Sekil 3.1) veya Alfa hemoliz

olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.1. Kanl1 agarda Beta hemoliz zonlu koloniler

Gram Boyama

Temiz lamlar {lizerinde 1 damla steril fizyolojik su ile kiiltiirden alinan koloni muhafaza
edilerek yayildi hava da kurutmaya birakildi. Kurumasi sonrasi preparat 1-2 kez bek
alevinden gegcirilerek sabitlemesi yapildi. Bu hazirlanmis preparatin {izerine tiim
cozeltileri hazir ticari kitler halinde kullanilmis olan gram boyama seti (RTA)
prosediiriine gore; ilk 6nce kristal viyole damlatilip 1 dk beklenildi (Sekil 3.2). Distile
su ile yikandi. Sonrasinda lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1 dk beklemenin ardindan distile
su ile yikandi. Preparatin lizerine %96’lik etil alkol damlatilip 30 sn bekleme sonrasinda
distile su ile yikandi. Son olarak sulu fuksin damlatilirak 40 sn bekletildi ve distile su
ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlara immersiyon yagi damlatilarak
mikroskopta 100°liik objektifte incelendi. Pembe renkli bakteriler Gram negatif olarak
degerlendirildi. Mor renkli bakteriler Gram pozitif olup ¢omak sekilliler Bacillus cinsi

ozelliginde ayirt edildi.
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Sekil 3.2. Gram boyamada kristal viyole asamasindaki preparatlar

Hareket Tespiti

Temiz lam iizerine bir damla serum fizyolojik damlatilip iizerine bir miktar bakteri
koyuldu. Lamel ile kapatilarak ¢omak sekilli bakterilerin 151k ve faz-kontrast mikroskop

incelemeleri ile hareketleri incelendi.

Kapsiil Boyama

Temiz bir lam iizerine %6 glikoz soliisyonundan konularak, kiiltiirden alinan
mikroorganizma ile karistirildi. Bu karisima 1 damla ¢in miirekkebi ilave edilerek
homojen bir hale getirildi. Diger bir lamin kisa kenar1 ile ince bir tabaka halinde yayilip
havada kurumaya birakildi. Preparat metil alkol ile tespit edilerek, metil violet
soliisyona konarak 2 dk bekletildi. Su ile yikanip kurutuldu. Mikroskopta immersiyon
yagi1 esliginde incelenip siyah zeminde beyaz kapsiil varligina bakildi (Bilgehan, 1995).

Spor Boyama

Sporlarin goriilmesi amaciyla en yaygin olarak kullanilan yontem Schaffer-Fulton
yontemidir. Temiz bir lam {izerine 1 damla steril fizyolojik tuz ¢ozeltisi damlatip
bunzen bek alevinde sterilize edildi. Sogumasi i¢in beklendi. Besi yerinden bir miktar

kiiltiir alinip steril su ile karistirildi. Kurumasi igin bir siire beklemenin ardindan pens

31



yardimiyla ucundan tutulan lam bunzen alevinden 20 kez gecirildi ve iizeri kurutma
kagidi ile kaplandi. Uzerine hazir ticari malachit yesili ¢ozeltisi dokiiliip preparat 5 dk
hafif alev iizerinde 1sitildi. Yavas bir sekilde musluk suyu ile 10 sn yikandi. Karsit
boyama i¢in safranin ile 15 sn boyanmasi saglandi ve su ile yikanarak kurutma kagidi
ile kurutuldu. Immersiyon yag: damlatilarak 100’liik objetifte incelendi. Sporlar yesil

basiller kirmizi pembe olarak goriildii (Bilgehan, 1995).

Bacillus izolatlar1 endospor izlemesi faz kontrast mikroskop incelemesi ile yapildi.

Indol Testi

NA’dan 6ze ile alinan koloni 6rnekleri steril kurutma kagidi iizerine siiriilerek yayim
yapilarak ve iizerine ticari kovacs ayiract damlatildi. Kirmizi renk olugsmasi indol pozitif
sonug olarak degerlendirilirken kirmizi renk olusturmayan izolatlar indol negatif olarak
kaydedildi (Bilgehan, 1995).

Katalaz Testi

Incelenecek kiiltiiriimiizden 6ze ile alinan 6rnek temiz bir lam iizerine siiriiliip 1-2
damla iizerine H»O, damlatilmasi sonras1 hava kabarciklarinin ¢ikis1 Katalaz pozitif

olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995).

Koagiilaz Testi

Lamda koagiilasyon testi i¢in temiz bir lam tlizerine 1 damla steril fizyolojik su
koyularak besi yerinden 1-2 koloni alindi. Sivi ile bir siispansiyon yapilip 1 damla steril
taze plazma konuldu. Homojenize edilmesi sonrasi 10-30 saniye i¢inde kiimelesme
olusmas1 koagiilaz pozitif kabul edilirken kiimelesmenin olmamasi koagiilaz negatif

degerlendirildi (Bilgehan, 1995).
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Oksidaz Testi

Bir parca steril filtre kagidi oksalat soliisyonu ile islatilarak fitre kagidinin mavi renk
vermemesine dikkat edilip 6ze ile kanli agardaki aktif kolonilerden bir miktar alinarak
filtre kagidinin {izerine yayildi. En ge¢ 60 sn icerisinde mavi veya mor renk olusumu

oksidaz pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995).

3.2.3. Bacillus tiirlerinin kolorimetrik tanimlamasi

Morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testler sonrasinda Bacillus cinsine ait oldugu
belirlenen 21 izolatin kolorimetrik olarak tiir tanimlamalart Amasya Sabuncuoglu
Serefeddin Egitim Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuarinda calisildi.
BIOMERIUX prosediiriince derisimi cihazda 0.55 McF’de ayarlanan kiiltiirler bakteri
tanimlama cihazi VITEK 2 Compact Alert (Sekil 3.3) veri tabanina gore Bacillus tiir

tanimlamalar1 yapildi.

Sekil 3.3. Bacillus tiir tanimlamasi yapilacak izolatlarin VITEK 2 cihazina yiiklenmesi
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3.2.4. Bacillus izolatlarinda yapilan molekiiler testler

Bakteri DNA Izolasyonu

Bakterilerin kromozomal DNA izolasyonlar1 Maniatis’e gore yapilmistir. Bacillus
izolatlar1 5 ml’lik niitrient buyyon (NB) siv1 besiyerine ekilerek ve 31°C’de 24 saat
inkiibasyon sonrasi. hiicre kiiltiirleri ependorf tiiplerde santrifiij edilerek (13.000 rpm,
2 dk) coktiiriildii ve besiyeri uzaklastirildi. Elde edilen ilk pelletler 500 ml STE
tamponunda ikinci kez c¢oziilerek, her bir tiip 10 pg lizozimde 37°C’de bir saat
bekletildi. Sonrasinda, her bir tiip 0,Iml 3 M sodyum asetat eklenerck 65°C’de
inkiibasyona birakildi. Daha sonra tizerine 500 pl fenol / kloroform / izoamilalkol
(25/24/1) c¢ozeltisi ilave edilerek 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
sistteki s1v1 kisim steril tiiplere alind1. Uzerine 2 ml etil alkol (%96) eklenerek -20 C’de
30 dk derin dondurucuda inkiibe sonrasinda santrifiij edilerek (13.000 rpm) bakteri
DNA’s1 pellet halinde elde edildi. DNA’lar %70’lik etil alkol ile yikanarak kurutuldu.
Elde edilen DNA pelletleri 60 pul TE tamponu (10 mM Tris, | mM EDTA) igerisinde,
kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Sekans analizleri i¢in yapilan PCR protokolii asagidaki sekilde uygulanmistir:
95°C 5dk /1 defa (On Isitma Asamast )

95°C 45 sn

60°C 45 sn 35 defa

72°C 1 dk

72°C 10 dk / 1 defa (Son Uzama Asamasi)

Bt primerleri ile Cry gen tesbiti i¢in yapilan PCR protokolii asagidaki sekilde

uygulanmaistir:

98°C 2 dk /1 defa (On Isitma Asamast )
98°C 10sn

55°C 30sn 35 defa

72°C 1dk

72°C 5dk/ 1 defa (Son Uzama Asamasi)
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Sekil 3.4. 16s rDNA PCR iglemi sematize gosterimi (Anonim, b)

Agaroz Jel Elektroforezi (AGE)

Bakteri DNA’larin yiiriitiilmesinde 1XTAE tamponu ig¢inde kaynatilarak ¢oziildiikten
sonra etidyum bromiir (EtBr) ilave edilerek hazirlanmis %0,8’lik agaroz jel kullanildi.
Kullanilan elektroforez (BIORAD) yatay konumda olup jel plaklarinin biytkligi
70x70 mm’dir. Elektroforez isleminden 6nce RNA’nin parcalanmasi igin plazmit
DNA’lara 1 pl RNaz c¢ozeltisi ilave edildi. 1 saat 37°C’ de inkiibasyona birakildi.
Orneklerin 20 pl’si boyama tamponu ile boyanmis ve hazirlanan jele yiiklendi.
Yiklenen ornekler 1XTAE tamponu i¢inde 70 V’ta 3-3,5 saat siire ile yliriitiildii.
Yiiriitme isleminin sonunda plazmit DNA’larin goriintiilenmesi ultraviyole cihazinda
UV 1sik altinda yapildi (Maniatis ve ark., 1989). Jellerin fotograflar1 dijital olarak
bilgisayar ortaminda cekildi.
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4. BULGULAR

Bacillus cinsine ait bakteri tiirlerinin izolasyonu i¢in nutrient agar (NA) besi yeri
kullanildi. Amasya iline ait farkli lokasyonlardan (Akbilek, Seyhcui, Hacilar ve
merkez) 6rneklem yapilarak, sirasi ile bu bolgelerden alinan 6rnekler belirli bir kodlama
ile isaretlendi.

Saf kiiltiir olarak elde edilen bakteriler ¢esitli tamimlama testlerine (morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler) tabi tutularak 6rneklemin yapildigi bolgelere gore
bakteri Bacillus cinsi bakteriler test sonuglari asagidaki ¢izelgelerde 6rneklem alanina

gore gosterilmistir.

4.1. Bes Farkh Bolgeden Alinan Orneklerden Bakteri izolasyonu

4.1.1. Orneklem 1 (A)

Bakteri izolasyon orneklemi yaptigimiz 1. Bolgemiz (A) Akbilek mevkiinde bulunan
bahgeden bes farkli 6rnek alinmig ve alinan bu 6rneklerden bakteri izolasyonu yapilarak

sonuglar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Bolge A 6rneklemleri

Yer No. Orneklem Tiirii Sporlu Bakteri izolatlar1
Al Elma Meyve US19, Us20

A2 Toprak US5, US6, US7, US8

A3 Elma Yesil Yaprak

A4 Elma Kuru Yaprak US23, US24

A5 Toprak+Meyve+Yaprak US1, US2, US3, US4

4.1.2. Orneklem 2 (B)
Bakteri izolasyon 6rneklemi yaptigimiz 2. Bolgemiz (B) Seyhcui mevkiinde bulunan

bahgeden elde edilen 4 farkli 6rnek alindi ve bakteri izolasyonu yapilarak sonuglar
Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Bolge B 6rneklemleri

Yer No. Orneklem Tiirii Sporlu Bakteri izolatlar
Bl Elma Meyve US21, US22

B2 Toprak US9, US10, US11

B3 Elma Yesil Yaprak -

B4 Toprak+Meyve+Yaprak US12, US13, Usi4

4.1.3. Orneklem 3 (C)

Bakteri izolasyon orneklemi yaptigimiz 3. bolgemiz (C) Hacilar mevkiinde bulunan

bahgeden 3 farkli 6rnek alinmis ve izolasyon sonuglari Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Bolge C orneklemleri

Yer No. Orneklem Tiirii Sporlu Bakteri izolatlar:
C1 Elma Meyve -
Cc2 Elma Kuru Yaprak -
C3 Elma Yesil Yaprak -

4.1.4. Orneklem 4 (D)

Orneklem bolgemizin 4.’sii (D) Amasya merkezde bulunan mesken aralarindan 6 farkli

ornek alind1 ve bakteri izolasyonu yapilarak sonuglar Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Bolge D 6rneklemleri

Yer No. Orneklem Tiirii Sporlu Bakteri izolatlar:
D1 Karisik Kuru Yaprak -

D2 Elma Yaprak -

D3 Ayva Yaprak -

D4 Kayist Yaprak -

D5 Nar Yaprak US25, US26

D6 Toprak US15, US16, US17, US18
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4.1.5. Orneklem 5 (E)

Orneklem Bélgemizin 5.’si (E) Seyhci bolgesinde bulunan mesken aralarindan 10 farkls

ornek alind1 ve bakteri izolasyonu yapilarak sonuglar Cizelge 4.5’de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Bolge E orneklemleri

Yer No. Ornekleme Tiirii Sporlu Bakteri izolatlar:
El Karigik Kuru Yaprak -

E2 Kayis1 Meyve -

E3 Kayist Yaprak -

E4 Nar Yaprak us27
ES Elma Yaprak -

E6 Elma Meyve us28
E7 Ceviz Yaprak -

ES8 Ayva Yaprak -

E9 Igde Meyve -

E10 Igde Yaprak US29

Bes farkli bolgelen alinan 6rneklerden bakteri izolasyonu yapilan mevkiler ve her

mevkiye ait 6rnekleri igeren tablo Cizelge 4.6’daki gibidir.
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Cizelge 4.6. Bes 6rneklem sonunda elde edilen izolatlar

Say1 | izolat No. Yer No. Ornek Yer Mevki

1 us1 A5 Toprak+Meyve+Yaprak Akbilek Bahge
2 us2 A5 Toprak+Meyve+Yaprak Akbilek Bahge
3 uSs3 A5 Toprak+Meyve+Yaprak Akbilek Bahge
4 us4 A5 Toprak+Meyve+Yaprak Akbilek Bahge
5 uss A2 Toprak Akbilek Bahge
6 Us6 A2 Toprak Akbilek Bahce
! us7 A2 Toprak Akbilek Bahge
8 Us8 A2 Toprak Akbilek Bahge
9 US9 B2 Toprak Seyhcui Bahce
10 |ysio B2 Toprak Seyhcui Bahce
11 ysi B2 Toprak Seyhcui Bahce
12 us12 B4 Toprak+Meyve+Yaprak Seyhcui Bahge
13 lusi3 B4 Toprak+Meyve+Yaprak Seyhcui Bahge
14 us14 B4 Toprak+Meyve+Yaprak Seyhcui Bahge
15 US15 D6 Toprak Merkez Mesken
16 1ysie D6 Toprak Merkez Mesken
17 us17 D6 Toprak Merkez Mesken
18 us18 D6 Toprak Merkez Mesken
19 lusio AL Elma Meyve Akbilek Bahce
20 uys20 AL Elma Meyve Akbilek Bahce
21 |usa B1 Elma Meyve Seyhcui Bahge
22 ys2 B1 Elma Meyve Seyhcui Bahce
23 us23 Ad Elma Kuru Yaprak Akbilek Bahge
24 us24 Ad Elma Kuru Yaprak Akbilek Bahge
25 US25 D5 Nar Yaprak Merkez Mesken
26 US26 D5 Nar Yaprak Merkez Mesken
27 us27 E4 Nar Yaprak Seyhcui Mesken
28 us28 E6 Elma Meyve Seyhcui Mesken
29 Us29 E10 igde Yaprak Seyhcui Mesken

4.2. izole Edilen Bakterilerin Morfolojik ve Mikroskobik Bulgulari

Bakteri iiremesi olan orneklerden farkli mevkilere ait 29 farkli izolatin morfolojik ve

mikroskobik yonden incelenmesi sonucunda Cizelge 4.7°deki gibi belirlenmistir.
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Cizelge 4.7. izolatlara ait makroskobik ve mikroskobik inceleme sonuglari

izolat No. | Yer No. | NA kolonileri (beyaz) (H1§::.?.I izigar) Gram Boyama | Mikroskobik Sekil | Endospor
Us1 A5 Piiskiilli - Pozitif Cubuksu -

uUs2 A5 Parlak Alfa Pozitif Gubuksu ;

Us3 A5 Mat - Kaplamals Beta Pozitif Cubuksu sporlu
us4 A5 Mat - Pozitif Cubuksu -

US5 A2 Siimiiksii Beta Pozitif Gubuksu Sporlu
US6 A2 Piiskiillii Beta? Pozitif Gubuksu ;

us7 A2 Parlak Beta Pozitif Gubuksu Sporlu
Us8 A2 Mat Beta Pozitif Gubuksu ;

US9 B2 Mat - Kaplamals Beta Pozitif Gubuksu -
Us10 B2 Parlak Alfa Pozitif Gubuksu Sporlu
Us11 B2 Parlak - Kiigiik Beta Pozitif Gubuksu Sporlu
Us12 B4 Mat — Biiyiik Beta Pozitif Cubuksu -
US13 B4 Parlak - Ortaboy Beta Pozitif Cubuksu Sporlu
Usl4 | B4 Piiskiillii Beta Pozitif Cubuksu -
Us15 D6 Mat — Kaplamali Beta Pozitif Kokobasil Sporlu
Usl6 | D6 Mat — Biiyiik Beta Pozitif Gubuksu sporlu
Usl7 | D6 Siimiiksii - Biiyik | Beta Pozitif Gubuksu -
Usie | D6 Kiigiik Beyaz Beta Pozitif Gubuksu -
Us19 Al Orta boy- Beyaz Beta Pozitif Gubuksu Sporlu
Us20 | AL Bilyiik Beyaz Beta Pozitif Gubuksu sporlu
us21 B1 Kiiciik Beyaz Beta Pozitif Gubuksu -
us22  |B1 Bilyiik Beyaz Beta Pozitif Gubuksu sporlu
Us23 | A4 Mat - Bilyiik Beta Pozitif Gubuksu ;
us24 A4 Stimiiksii - Biiyiik Beta Pozitif Cubuksu Sporlu
Us2s | D5 Mat — Ortaboy - Pozitif Gubuksu -
US26 | D5 Siimiiksii - Bilyiik Beta Pozitif Gubuksu sporlu
us27 E4 Stimiiksii — Orta boy Beta Pozitif Gubuksu Sporlu
US28 E6 Stimiiksii — Orta boy Beta Pozitif Gubuksu Sporlu
US29  |E10  |Simiksi-Ortaboy |Beta Pozitif Cubuksu sporu
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4.3. zole Edilen Bakterilerin Fizyolojik ve Biyokimyasal Aktivite Testleri

Morfolojik ve yapisal yonden incelenen 29 farkli izolat biyokimyasal ve serolojik

aktivite testlerine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. izolatlara ait biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglari

Oksijen

izolat No. Yer No. (Aerop) Hareket Kapsiil Katalaz Oksidaz indol
Us1 A5 + +

Us2 A5 + +

UsS3 A5 + + Yok + + Negatif
US4 A5 + + + + Negatif
uss A2 + + Yok + + Negatif
US6 A2 + + + + Negatif
us7 A2 + + Yok + + Negatif
us8 A2 + + + + Negatif
us9 B2 + + + + Negatif
Us10 B2 + + Yok + + Negatif
Usl11 B2 + + Yok + + Negatif
Us12 B4 + + + + Negatif
US13 B4 + + Yok + + Negatif
us14 B4 + + + + Negatif
Us15 D6 + + Yok + + Negatif
uUs16 D6 + + Yok + + Negatif
us17 D6 + + Negatif
us18 D6 + + Negatif
Us19 Al + + Yok + + Negatif
Us20 Al + + Yok + + Negatif
us21 B1 + + + + Negatif
Us22 B1 + + Yok + + Negatif
us23 A4 + + + + Negatif
us24 A4 + + Yok + + Negatif
US25 D5 + +

US26 D5 + + Yok + + Negatif
us27 E4 + + Yok + + Negatif
us28 E6 + + Yok + + Negatif
US29 E10 + + Yok + + Negatif
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4.4. izole Edilen Bakterilerin Kolorimetrik Tanimlamalari

Biyokimyasal ve fizyolojik testleri sonucunda Bacillus cinsine ait oldugu kanisina
varilan 23 farkli izolatlarimiz Amasya Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan ve bakterileri kolorimetrik yonden
inceleyerek tiir tamimlamasi yapan Vitek 2 Compact (Biomeriux) cihazinda

tamimlamalar1 yapilarak Bacillus cinsine ait bakteriler tanimlandi.

Elimizdeki 23 izolattan US1, US3, US6, US23’ {in Vitek 2 Compact cihazi ile Bacillus
cinsine ait olarak tanimlanamadigi ¢alismada Bacillus tiirlerinde tanimlanan 19 izolatin
kolorimetrik yonden tanimlamasi sonuglari Cizelge 4.9°da verilmistir. Bacillus cereus
grubu olarak 3 ortak tiir arasinda sonug¢ alinan US10, US11, US13, US16, US19, US20

ve US26 izolatlarinda kesin tanimlama i¢in molekiiler tanimlama Snerilmistir.

Cizelge 4.9. Bacillus tiirii izolatlarin VITEK 2 cihazi tanimlama sonuglari

Kolorimetrik Tanimlama Sonucu
izolat no. Mevki VITEK2 %’si (VITEK 2 COMPACT)
us2 A5 0,95 B. smithii
uss A2 0,98 B. pumilus
USs7 A2 0,96 B. pumilus
uss A2 0,94 B. megatorium
uUsi10 B2 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
Us11 B2 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
US13 B4 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
US15 D6 0,95 B. subtilis
uUsi16 D6 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
Us17 D6 0,96 B. licheniformis
Us19 Al 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
us20 Al 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
us21 B1 0,89 B. pumilus
us22 B1 0,93 B. pumilus
us24 A4 0,90 B. lentus
US26 D5 0,99 B.cereus, B.thuringiensis., B. mycoides ?
us27 E4 0,96 B. pumilus
us28 E6 0,90 B. pumilus
us29 E10 0,95 B. pumilus
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4.5. 1zole Edilen Bakterilerin 16s rDNA Sekans Analizi Sonuglar

Vitek 2 Compact cihazinda galisilan Bacillus tiirii olarak tanimlanmis 19 izolattan kesin
tiir tammlamasi igin Trabzon Su Uriinleri Enstitiisii Viroloji Laboratuarinda DNA
izolasyonlar1 (Sekil 4.1) yapilan entomopatojen 6zelligi oldugu diisiiniilen 12 izolatin
16s rDNA sekans analizi sonuglarinda belirlenen tiir listesi asagida Cizelge 4.10°da

verilmistir.

S00bp

- .---...-.

1500 by

100 kp

Sekil 4.1(a,b). AGE yiiriitmelerinde DNA bantlar1: a) 1465 bp, b) 492 bp.
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Cizelge 4.10. Bacillus tiirii izolatlar 16s rDNA analiz sonuglar1 (DETA-GEN, Kayseri)

Sira izolat Kodlar Tamim Kodlar1 | Bakteri Tiirleri Tammlama

No %’si
1 US20-Al - Bacillus thuringiensis %97
2 US13-B4 GQ280810.1 Bacillus cereus, NA5 %99
3 US10-B2 AB680181.1 Bacillus thuringiensis %99
4 US11-B2 JN816401.1 Bacillus thuringiensi , GS2 %99
5 US29-E10 EU982476.1 Bacillus pumilus %99
6 US27-E4 JN540803.1 Bacillus pumilus, FJAT %99
7 US28-E6 EU369175.1 Bacillus pumilus %98
8 US19-Al - Bacillus thuringiensis. %99
9 US2-A5 - Bacillus smithii %97
10 US7- A2 EU373436.1 Bacillus pumilus %99
11 US26-D5 FJ601899.1 Bacillus thuringiensis, INRS3 %99
12 US17-D6 - B. licheniformis %97

4.6. 16s rDNA Sekans Analizi Neticesindeki Niikleotit Dizilimleri
16s rDNA sekans analizi neticesinde tiir seviyesinde tanimlanan 12 Bacillus tiirii izolata
ait baz dizilimleri DETA-GEN (Kayseri) firmasinda ayrica yaptirip alinmistir (Cizelge

4.11).

Cizelge 4.11(a). US20-Al Bacillus thuringiensis baz dizilimi

GTAACACGTGGGCAACCTGCCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACGTTCTTTTCT
CGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTATAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAA
GAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGGTACCTTGACGGTACC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAAC
TGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTC
CCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGC
TGCAAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCCCATAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAA
GCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGG
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255689637?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EM1X5FRX013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359802822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=EM1F1EBB016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357640506?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EM12B5P6011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215433857?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EKYMEVCY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343965880?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EKTV52RM016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/165911277?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EKTBF6JE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/171191236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EHFYNZRA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/223048650?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=EKS5B4DH016

Cizelge 4.11(b). US13-B4 Bacillus cereus, NA5 baz dizilimi

GAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC
TAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCG
TCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAAT
AAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA
ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCT
TTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
AAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGG
CTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAA

Cizelge 4.11(c). US10-B2 Bacillus thuringiensis baz dizilimi

TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATA
CCGGATAAYATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGC
TGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGT
GCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAA
CCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCA
ACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCACGAGAGT

Cizelge 4.11(d). US11-B2 Bacillus thuringiensis , GS2 baz dizilimi

GAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCC
GGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAAYATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTA
TGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAG
GCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
AGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGC
ACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCA
GTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
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Cizelge 4.11(e). US29-E10 Bacillus pumilus baz dizilimi.

GGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTC
CGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTT
ACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCAC
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA
GGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTYAGTTGGG
CACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTC
AGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAA

Cizelge 4.11(f). US27-E4 Bacillus pumilus, FJAT baz dizilimi

AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATAC
CGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTC
GCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCKGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC
GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTG
CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACC
CTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGA
CAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAAC
TCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGG

Cizelge 4.11(g). US28-E6 Bacillus pumilus baz dizilimi

GCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGG
AAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAG
ATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG
GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT
CTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTT
CGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
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Cizelge 4.11(h). US19-A1 Bacillus thuringiensis baz dizilimi

TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGT
TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGG
TTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA
GGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTG
GTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTGAAACTCAAATTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGA
AGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTA
GAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGT

Cizelge 4.11(i). US2-A5 Bacillus smithii baz dizilimi

GCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGG
GAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATG
GATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC
GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAG
TGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGC
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
TGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGT
TCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAA

Cizelge 4.11(j). US7- A2 Bacillus pumilus baz dizilimi

GAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCG
GGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTAC
AGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
GGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGC
ACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCKGTTCTCA
GTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
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Cizelge 4.11(k). US26-D5 Bacillus thuringiensis, INRS3 baz dizilimi

TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAAYATTTTG
AACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGT
ACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGGGAAAGGAGGAACACCAGGGA?GG
CGACTTTCTGGTTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAACAGGATTAGATACCYTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGKGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGG
TGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA

Cizelge 4.11(1). US17-D6 Bacillus licheniformis baz dizilimi

ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGGGAGG?AACACCAGTGG
CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGT?AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCG
GGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGC
CGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA
GT
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4.7. Bacillus thuringiensis izolatlarin Cry Gen PCR ve Jel Elektroforezi

16s rDNA sekans analizleri sonucunda Bacillus thuringiensis oldugu bilinen izolatlarda
entomopatojenite tesbiti i¢in Cry gen Bt primerlerine gére Agaroz jel elektroforezi ve

bantlanma karsilagtirmas1 yapildi.

Kontrol olarak Bacillus thuringensis subs. israilensis suslari kullanilmis ve Btl, Bt2 ve
Bt3 olarak numaralanmistir.  Bacillus thuringiensis olarak tanimladigimiz

izolatlarmmizdan  US10(B2), US11(B2), USI19(Al), US20(Al) ve US26(D5)

kullanilmaistir.

Kontrol olarak kullanilan Bt1’de 900 bp ve 700 bp civar iki bant, Bt2 ve Bt3’te 1000
bp civar birer bant gozlenirken, izolatlarimizdan US19 ve US20°de 1500 bp civari
bantlar gdzlenmistir. US10, US11 ve US26’da ise bant gézlenmemistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Agaroz jel elektroforez yiiriitmelerinde cry gen bantlari
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tartisma

Bacillus izolatlarin gram boyama ve koloni morfolojilerinin literatirde yer alan B.
thuringiensis morfolojisine benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ancak morfolojik
karakterizasyonun ¢ok gilivenilir bir yontem olmadig1 genelde bilinmekle birlikte, ana
gruplara ayirmada Onemlidir (Iriarte ve ark., 2000). B. thuringiensis izolatlarinin
birbirlerinden farkli morfolojik 6zelliklere sahip oldugu gozlenebilmektedir. Izole
edilen birgok susun birbiriyle karigtirllmasi, suslar arasinda ayrim gelistirmek ve
suslarin teshisinin dogrulugunu ispatlamak zorunlulugunu giindeme getirmistir. Ancak,
smiflandirma igin gelistirilen morfolojik ve biyokimyasal testler yaninda fenotipik
ozellikler suslarin ayrimi icin yeterli olmadigindan degisik yontemler gelistirilmistir
(Shareef ve ark., 1991). Bu sebeple ¢alismamizda morfolojik ve mikroskobik 6zellikleri
ile fizyolojik ve biyokimyasal akvitite testleri sonrasinda kolometrik tanimlamaya

ilaveten molekiiler tanimlamalara da yer verilmistir.

B. thuringiensis’in insektisidal aktivitesinin, sporulasyon sirasinda parasporal kristal
formda proteinleri sentezleyebilme yeteneginden dolay1 oldugu bildirilmistir. Bu kristal
proteinler plazmit DNA iizerinde yerlesen cry genler ile sentezlenmektedir. Yapilan
caligmalar cry gen cesitlerinin insektisidal aktivitede 6nemli rol oynadigin
gostermektedir. Bu yiizden bir B. thuringiensis susunun cry gen iceriginin tanimlanmasi
o susun insektisidal potansiyelinin belirlenmesinde yardimci olmaktadir. Son yillarda B.
thuringiensis izolatlarinin cry geni igeriklerinin belirlenmesi i¢in PCR’a dayali

yontemler kullanilmaktadir (Gleave ve ark.,1993; Jain ve ark. 2017).

Literatiirde B. thuringiensis sus karakterizasyonu i¢in onemli bir yontem oldugu
vurgulandigindan, bu tez ¢alismasindaki B. thuringiensis izolatlarinin entomopatojenik

d-endotoksin (cry) gen taramasi yapilarak tanimlanmigtir.

Ribozomal DNA genleri (rDNA) (16s, 23s ve 5s) bakterilerde yiiksek derecede
korunmus bolgeler olup bunlar arasinda 6zellikle de 16s rDNA genleri bakteri tiirleri
arasinda filogenetik yakinligin belirlemek icin olduk¢a sik kullanilmaktadir (Rainey ve

ark.,1994) 16s rDNA dizi analizinin tiir ya da cins seviyesinde bilinmeyen bakterilerin
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tanimlanmas1 ve smiflandirilmas: i¢in kesin bir yontem oldugu diisiiniilmektedir
(Cetinkaya ve Ayhan, 2012). Bizim c¢alismamizda bu yontemler kullanilarak Amasya
yoresinin farkli lokasyonlarindan izole ettigimiz Bacillus tiirii izolatlarin (US19 ve

US20) entomopatojen cry gen varliklar1 incelenerek belirlenmistir.

Gliniimiizde 6zellikle gelismis iilkelerde tarim alanlarinda biiyiik ekonomik kayiplara
neden olan zararli bocekler ile miicadele kullanilan kimyasal ilaglarin ekosistemde
meydana getirmis oldugu zararli etkiler nedeniyle alternatif yontemler gelistirilmeye
baslanmigtir. Bu yontemlerin en o6nemlisi de “biyolojik miicadele”dir. Biyolojik
miicadelede bakteriler, viriisler, mantarlar, nematodlar ve protozoa grubuna ait

organizmalar biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmaktadir (Demirbag ve ark. 2008).

Entomopatojenik bir bakteri olan Bacillus thuringiensis iizerinde ¢ok sayida arastirma
yapilmis ve hala yapilmaktadir. Tarim alanlarinda ve ormanlarda zarara yol agan
bocekler etkisiz hale getirme cabalar1 glinlimiizde farkli iilkelerde yeni mikrobiyal ticari
uriinler elde edebilme yolunda devam etmektedir. Bu anlamda B. thuringiensis
bakterisinin ve bakteride bulunan kristal yapida toksin iireten cry genlerinin molekiiler

diizeyde aydinlatilmasi biiylik 6nem tagimaktadir (Tatar, 2008).

Entomopatojen bakteriler arasinda, toprak grubu bakteriler gelecekte en ¢ok nem arz
edecek biyolojik kontrol ajanlaridir. Ozellikle Bacillus grubu bakteriler dnemli bir yer
teskil ederler. Caligmamizda elde ettigimiz B. thuringiensis izolatlar (US19 ve US20)’1n
potansiyel bakteriyel pestisit olabilecegi yapilan molekiiler analizlerle gozlenmistir. Bu

nedenle ililkemiz potansiyel bakteriyel biyopestisit izolasyonlarina katki saglanmistir.

5.2. Sonug¢

Bu caligmada Amasya iline ait farkli lokalitelerden (Akbilek, Seyhcui, Hacilar, Merkez)
alinan toprak, meyve, yaprak drneklerinden bakteri izolasyonu sonrasi biyokimyasal ve
fizyolojik testlere tabi tutularak simniflandirilmasi yapilmistir. Bunu takiben Vitek 2
Compakt (Biomeriux) kolorimetrik tanimlama cihazi ile tiir tanimlamalar1 yapildi.
Kesinlik ag¢isindan molekiiler tanimlama i¢in DNA’lar1 izole edilen Bacillus tiirii
izolatlar 16s rDNA sekans analizine tabi tutuldu ve bakterilerin tiir teshisleri

kesinlestirildi. Neticede; “B. thuringiensis, B. cereus, B. mycoides, B. pumilus, B.
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smithii, B. megatorium, B. subtilis, B. licheniformis, B. lentus” tiirlerine ait izolatlar elde
edildi. Bacillus thuringiensis tiiriine ait oldugu bilinen izolatlarda entomopatojenlik

arastirmasi i¢in Cry gen taramasi yapildi.

Sonug olarak :

a) 5 farkli bolgeden toplanan 70 6rnekten yapilan ekimler sonrasi morfolojik 6zellikler
g6z Oniine alinarak Bacillus cinsine ait olabilecegi diistiniilen 29 izolat elde edilmistir.
Cesitli biyokimyasal ve fizyolojik testlere tabi tutulan bu izolatlardan 23 tanesinin
Bacillus cinsine ait oldugu tespit edilmistir. Tiir teshisi i¢in kolorimetrik tanimlamaya
tabii tutulan 23 izolatin 19’unun Bacillus tiirlerinden oldugu tespit edilmistir. Bunlardan
1 izolat1 B. smithii, 1 izolat1 B. megatorium, 1 izolat1 B. subtilis, 1 izolat1 B.
licheniformis, 1 izolat1 B. lentus, 7 izolati1 B. pumilus olarak tanimlanirken, 7 izolatin ise
3 tiir (B.cereus, B. mycoides, B. thuringiensis) arasindan biri olabilecegi sonucu Vitek 2
Compakt veri tabani sonuglaria gore elde edildi.

b) 12 izolat i¢in Molekiiler tanimlama testleri yapildi. 16s rDNA sekans analizleri
sonrast baz dizilimleri ve kesin tiir tantmlamalar1 (%97-99) yapilmistir.

¢) Molekiiler testler sonucu (16s rDNA PCR, sekans analizi, AGE) Amasya ili Akbilek
mevki’den alinan 6rneklerden elde edilen 2 izolatta (US19 ve US20) cry gen varligi
tespit edilmistir.

d) US19 ve US20 (Bacillus thuringensis) olarak isimlendirilen bu izolatlarin kimyasal
ilaglarin ekosistemde meydana getirmis oldugu zararli etkileri ile kiyaslandiginda
alternatif bir yontem olarak biyopestisit olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir.

e) Bacillus izolatlarinin gram boyama ve koloni morfolojilerinin literatiirde yer alan
Bacillus cinsi morfolojik 6zellliklerine benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

f) Morfolojik ozelliklerin ve biyokimyasal testlerin bakteri cinsi tanimlamasinda tek
basina yeterli olmadigi, tiir tanimlamalari i¢in kolorimetrik tanimlama ile beraber
yapilmas1 gerektigi literatiirle paralel bir sekilde 6n goriilmiistiir.

g) Ulkemiz ve Amasya bolgesindeki potansiyel bakteriyel biyopestisit izolasyonlarina

katki saglanmistir.
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