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OZET

Topraktan izole Edilen Bacillus thuringiensis Suslarinin Karakterizasyonu ve

Insektisidal Aktivitelerinin Arastirllmasi
AYAKSIZ, Tirkmen
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Hatice KATI
Eylil 2014, 81 sayfa

Kimyasal miicadelenin ¢evreye verdigi zararli etkilerden ve bdoceklerin
kimyasallara kars1 diren¢ kazanmasindan dolayr son yillarda biyolojik miicadele
calismalar1 daha da 6nemli yer tutmaktadir. Biyolojik miicadelede insektisidal kristal
protein iireten Bacillus thuringiensis suslarinin  mikrobiyal insektisit olarak
kullanilmasina olan ilgi iyice artirmistir. Bu nedenle zararlilara karsi yeni Bacillus
thuringiensis suslarinin bulunmas1 {izerine yapilan c¢alismalar hiz kazanmistir. Bu
calismada, Giresun Adasi toprak orneklerinden izole edilen dort B. thuringiensis susu;
kristal morfolojisi, SDS-PAGE analizi, plazmit profilleri, cry gen igerikleri, yag asit
analizi ve biyokimyasal testleri yapilarak tamimlanmistir. izolatlarin kristal boyama
sonucunda bipiramidal ve sekli belirlenemeyen kristaller icerdigi goriilmiistiir. Izolatlar
cryl, cry2, cry3 ve cry4 genel primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonuna tabi
tutulmus ve izolatlarm bu cry genlerini tasimadigi belirlenmistir. Izolatlarin plazmit
profilleri incelendiginde T3 izolatinin 3, T1 izolatinin 4, T4 izolatinin 5, T2 izolatinin ise
6 plazmit tasidig1 goriilmiistiir. Agelastica alni ve Ephestia kuehniella larvalar tizerinde
izolatlarin insektisidal aktiviteleri arastirilmis ve Agelastica alni larvalari ile yapilan

bioassaylerde en fazla insektisidal etki %84,6 6liim orani ile T2 bakterisinde goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Bacillus thuringiensis, cry gen, kristal protein



ABSTRACT

Investigation of Insecticidal Activities and Characterization of Bacillus thuringiensis

Strains Isolated from Soil Samples
AYAKSIZ, Tirkmen
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hatice KATI
September 2014, 81 pages

Recently, biological control studies have became more important due to harmful
effects of chemicals on environment and resistances of the insects to these chemicals. The
interest of Bacillus thuringiensis strains producing insectisidal proteins as microbial
insecticide has increased. Therefore, studies on the isolation of new Bacillus thuringiensis
strains for using against the insect pests have became popular. In this study, four
B. thuringiensis strains isolated from the soil samples in Giresun Island have been
identified as crystal morphology, SDS-PAGE analysis, plasmid profile, cry gene content,
fatty acid analysis and biochemical tests. The result of crystal painting of isolates shows
that isolates contain bipyramidal and undefined crystals. Polymerase chain reaction
(PCR) was performed on isolates by using general primers (cryl, cry2, cry3 and cry4). It
is determined that isolates don’t contain these kind of cry genes. While examining
plasmid profiles of isolates, T1, T2, T3 and T4 have 4, 6, 3, 5 plasmid profiles,
respectively. Insecticidal activities of Isolates on Agelastica alni and Ephestia kuehniella
larvas researched and the most insecticidal effect by %84,6 death rate in T2 bacteria have

seen in the bioassays with Agelastica alni larvas.

Key words: Bacillus thuringiensis, cry gene, crystal protein
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1. GIRIS

Zararlhillarin sebep oldugu {iriin kaybini azaltma g¢abalar1 tarimsal tiretimin
gecmisi kadar eski olmakla birlikte zararli bocek popiilasyonlarinin kontrol altinda
tutulmas1 hususunda bir¢ok yontem gelistirilmistir. Glintimiizde boceklere karsi en
etkili miicadele yontemi, kimyasal miicadeledir ve zararli popiilasyonlarin %95’1 bu
yontemle yok edilebilmektedir. Bu sentetik ilaglarin iiretimi kolay ve maliyetleri
dustiktiir. Kimyasal miicadelenin bu ozellikleri, yontemin ¢ok fazla kullanilmasina
neden olmustur. Tiim bu olumlu yonlerine karsilik beraberinde bir takim sorunlar1 da
getirmistir (Oztiirk, 2000). Asir1 kimyasal insektisit kullanim1 ile zararlinin ekolojik
kokeni ithmal edilerek besin zinciri yoluyla bir ¢ok organizmanin ortadan kalktig1 ve
sekonder zararli patlamasi olarak bilinen ve daha once zararli olmayan bir ¢ok
zararlimin ortaya c¢iktig1 goriilmistiir. Zararli popiilasyonunu gecici olarak baski
altinda tutmasi gibi bir¢ok avantaji olmasina ragmen, kimyasal insektisitler topraga,
su sistemlerine ve besin zincirine karisarak bu ortamlarin kirlenmesine ve ¢evredeki
faydali bocekleri, bal arilarmi, kuslari, baliklar1 ve insanlar1 olumsuz yonde
etkileyerek cevre lizerinde doniisii miimkiin olmayan bir¢ok olumsuzluklara neden
olmaktadirlar (Ayvaz, 2001). Ayrica boceklerin kimyasal insektisitlere karsi direng

kazanmalar1 da ayr1 bir problem alanidir.

Kimyasal miicadelenin olumsuz etkilerinden dolay1 bu konuya kamuoyunun
ilgisi artmis ve alternatif miicadele yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda
biyolojik miicadele veya biyopestisitlerin kullanimi 6nemli yer tutmaktadir.
Biyolojik miicadele istenmeyen zararli bir organizmanin faydali bagka bir organizma
tarafindan popiilasyonunun zarar seviyesinin altinda tutulmasi olarak tanimlanabilir.
Biyolojik miicadele yontemlerinden birisi de ¢ok daha yaygin olarak tercih edilen,
entomopatojen organizma olan Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillales:

Bacillaceae) tirtinlerinin kullanimidir.

B. thuringiensis, sporulasyon siiresi boyunca yiiksek miktarda insektisidal
kristal proteinler (ICP) iiretme yetenegi ile entomopatojenik 6zellik gosterir (Schnepf
ve ark., 1998). Zararli popiilasyonlarint énemli 6l¢lide azaltarak dogal dengenin
bozulmasini engellemektedir (Walker ve ark., 2003). Kristal (Cry) proteinler, farkli

takimlarda yer alan zararhlara karsi yiiksek oranda segici bir insektisidal aktivite



gosterirler (Hofte ve Whiteley, 1989; Feitelson ve ark., 1992). B. thuringiensis
icerikli bocek ilaclar1 predatdr bocekler, diger hayvanlar ve insanlar icin zararh

degildir.

Cry protein genlerinin (cry genler) genetik cesitliligi ve dagilimi, cry genlerin
izole edildikleri bolgelere gore farklilik gosterebilmektedir (Bravo ve ark., 1998;
Uribe ve ark., 2003). Dolayisiyla, yeni Cry protein genlerini ve farkli zararli gruplari
icin yliksek oranda toksik etkili yeni Cry proteinlerini (Cry toksinleri) tanimlamak
icin tim diinyada B. thuringiensis suslar1 izole edilmektedir (Martin ve Travers,
1989; Ben-Dov ve ark., 1997; Bravo ve ark., 1998; Uribe ve ark., 2003; Wang ve
ark., 2003; Apaydin ve ark., 2005; Gao ve ark., 2008; Seifinejad ve ark., 2008;
Thammasittirong ve Attathom, 2008; Patel ve ark., 2011).

Tarimdaki diger bir problem de bitkilerde ve bitkisel iirtinlerde hastalik
etmeni olan bakterilerdir. Bitki patojeni bakterilere kars1 bakir ve bakirl bilesikler ve
bunlarin dithiocarbamatli (maneb, mancozeb) bilesikler ile karigimlari koruyucu
amagl olarak onerilmektedir. Ancak pek cok bitki patojeni bakteri bakira karsi
dayaniklilik kazanabilmektedir. Benzer sekilde insan ve hayvan hastaliklarina karsi
kullanilan streptomisin gibi bazi antibiyotikler de bazi iilkelerde hastaliga karsi
kullanilmis ancak c¢ok kisa siirede dayaniklilik sorunu ile karsilasilmistir. Bakteri
hastaliklariyla miicadelede fazla alternatif olmamasi1 dolayisiyla yeni alternatiflerin

bulunmasi ve uygulamaya verilmesi daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Kimyasal miicadelenin olumsuz yonleri goz oniinde bulunduruldugunda
B. thuringiensis triinlerinin zararlilarla miicadelede kullanilmasi, yayginlastiriimast,
farkli zararlilara karsi yeni B. thuringiensis izolatlarinin taranmasi, laboratuar
ortaminda toksik etkilerinin belirlenmesi, farkli formiilasyonlar ve uygulama

yontemleri gelistirilerek ticari kullaniminin saglanmasi faydali olacaktir.



1.1.  B. thuringiensis’in Genel Ozellikleri

B. thuringiensis; Gram ve katalaz pozitif, c¢ubuk sekilli, fermentatif,
mikroaerofilik ve anaerobik kosullarda tireme yetenegine sahip ve spor formu
olusturabilen bir toprak bakterisidir. B. thuringiensis’in vejetatif hiicrelerinin eni
lum, boyu Sum uzunlugunda olup hiicre yiizeyi kisa flagellalara sahiptir (Waheed
ve Kogan, 2006) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. B. thuringiensis’in elektron mikroskop goriintiisii (Bozlagan, 2006)

B. thuringiensis, igerisinde Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus
anthracis, Bacillus pseudomycoides ve Bacillus weihenstephanensis’in de bulundugu
Bacillus cereus grubunun bir tiyesidir (Rasko ve ark., 2005). B. cereus viicut direnci
zayif insanlarda, B. anthracis memelilerde ve B. thuringiensis ise bocekler tizerinde
patojendir. B. cereus bakterisi, B. thuringiensis bulunabilen her yerde goriilebilir
(Han ve ark., 2006). B. thuringiensis yalnizca sporulasyon sirasinda ozellikle
Lepidoptera (kelebekler), Coleptera (kinkanatlilar) ve Diptera (iki kanatlilar,
sinekler) takimi bocekler tizerinde toksik etki gdsteren bir ya da daha fazla kristal

protein iiretmesi ile B. cereus’dan ayrilir (De Barjac, 1981).

Lereclus ve arkadaslar1 (1993) B. thuringiensis’in binlerce susu olabilecegini

belirtmislertir. B. thuringiensis’in sistematikteki yeri su sekilde gosterilebilir;



Ust alem : Bacteria

Alem : Eubacteria

Sube : Firmicutes

Smif : Bacilli

Takim : Bacillales

Familya : Bacillaceae

Cins : Bacillus

Tiir : Bacillus thuringiensis (URL-1)
1.1.1. B. thuringiensis Tarihgesi

B. thuringiensis ilk olarak Japon bakteriyolog Shigetane Ishiwatari tarafindan
1901°de hastalikli ipekbocegi (Bombyx mori) larvasindan izole edilmistir. Hastaliga
yol agan bu bakteriyi Ishiwatari ‘Bacillus sotto’ olarak isimlendirmistir. Ancak
bundan on yil sonra Berliner Akdeniz Un Giivesi canlisinda (Anagasta kuehniella)
bu bakteriye benzer bir bakteri bulmustur. Ayni bakteri oldugu anlasilan bu bakteriyi
Bacillus thuringiensis olarak isimlendirmistir (Cannon, 1995). Fransada E. Kurstak
ve Amerika’da H. Dulmage Lepidopterlere karsi etkili olan B. thuringiensis suslarii

izole ederek kurstaki alttiirii olarak isimlendirmislerdir (Dulmage ve Aizawa, 1982).

[lk zamanlarda B. thuringiensis toksinleri sadece Lepidoptera takimina karsi
etkili diye diisiiniilmiis fakat daha sonra Diptera takimima karsi etkili oldugu da
gorilmustiir. Bunun {izerine B. thuringiensis Uzerine arastirmalar artirilmistir.
Bacillus thuringiensis’in alt susu israelensis’in, Diptera takimina (Goldberg ve
Margalit, 1977) tenebrionis’in ise Coleoptera takimina kars1 etkili oldugu
saptanmistir (Krieg ve ark., 1983). Bununla birlikte Hymenoptera, nematod,
protozoa, akar ve yassisolucan gibi omurgasizlara kars1 da oldiiriicti etkisinin oldugu

tespit edilmistir (Feitelson, 1993).

B. thuringiensis’in ticari biyopestisit olarak kullanimi ilk olarak 1938’de
baglamigtir. Toksinlerin dogada uzun siire etkisini koruyamamasi nedeniyle

zararlimin  biyolojik yapisina baglh olarak, uygulamanin belirli araliklarla



tekrarlanmas1 gerekir. 1987 yilinda genetik alanindaki gelismelere bagli olarak
B. thuringiensis 6-endotoksinlerini kodlayan genler tiitiin ve domates bitkilerine
aktartlmistir (Van Frankenhuyzen, 1993). B. turingiensis toksinlerini ifade eden misir
bitkisi 1995°te Birlesik Devletler Cevre Koruma Birimi tarafindan tescil edilmistir
(URL-2). B. turingiensis toksinlerinin, kimyasal insektisitlerin niifuz edemedigi
kisimlarda zarar veren boceklere karsi ifade edilmesi verim bakimindan oldukga
faydalidir. Bunlara en iyi 6rnek misir koganina zarar veren Ostrinia nubilalis’tir.
O. nubilalis larvalar1 kocan ve govde kisminda faaliyet gosterdigi icin kimyasal
insektisitlerden zarar gormezler ve bitkinin yapisal biitiinligtinii bozarlar. Fakat
toksinlerin bitkide ifade ettirilmesi O. nubilalis larvalarinin dogrudan toksine maruz
kalmasina neden olur (Ely ve ark., 1993). Giiniimiizde misir, pamuk, patates ve
pirinci de icerisine alan pek ¢ok bitkinin B. thuringiensis tohumlart tiretilmistir ve bu
tohumlar, Kanada, Japonya, Meksika, Arjantin, Avustralya ve Amerika’da yaygin
olarak kullanilmaktadir (Frutos ve ark., 1999). B. thuringiensis irtinleri diinya
genelinde c¢esitli formiilasyonlar halinde kullanilmakla birlikte transgenik bitki

seklinde kullanim1 da yayginlagmaktadir (Liu ve Tabashnik, 1997).
1.1.2. B. thuringiensis’in Habitatlar:

B. thuringiensis suslar1 basta toprak olmak {izere kozalakli agaclarin
yapraklari, depo tirtinleri, bocek oliileri veya konukg¢u bocekler ve sucul ortamlar gibi
bircok yerden izole edilebilmektedir (Bajwa ve Kogan, 2001). Cok sayida
B. thuringiensis susu, 6lil boceklerden izole edilmis ve ¢cogu durumda da ayni bocege
kars1 toksik aktivite gostermistir. Bu organizmalar, konak boceklerin viicutlari iginde
cogalirlar ve bocek larvast 6ldiigli zaman viicutlar1 kristal ve spor igerir (Hansen ve

ark., 1996).



1.1.3. B. thuringiensis'in Genomu

B. thuringiensis suslar1 2.4 ile 5.7 milyon baz cifti arasinda degisen uzunlukta
bir genoma sahiptir. B. thuringiensis 2 ile 11 tane plazmit icerir. Bunlar dairesel ve
dogrusaldir. Bu plazmitlerin biiytikliikleri 2 ile 272 kb arasinda degisiklik gosterir
(Lereclus ve ark., 1993). Insektisidal kristal proteinlerin (ICP) genellikle
plazmitlerde kodlandigi ve suslar arasinda konjugasyon ile aktarilabildigi
belirtilmistir (Gonzalez ve ark., 1981). Her biri tek bir genin riintidiir ve bir alttiir
birden fazla ICP sentezleyebilir. B. thuringiensis suslarinin birden fazla cry geni
tastyabildigi, bazilarinda ise 8 farkli cry gen bulundugu belirtilmistir (Berliner,

1911). Cry genlerinin bazilar1 kromozomal DNA {izerinde yer almaktadir.

B. thuringiensis cry genlerinin kodladigi ICP’lerin etkili oldugu takimlar
Tablo 1.1°de gosterilmistir. Dogal halde bulunan B. thuringiensis suslarinin ¢ogu
sadece bir familyaya karsi etkili ICP tasimaktadir. Buna ragmen suslar arasinda
gerceklesen konjugatif transfer sayesinde farkli plazmit icerigine sahip yeni suslar
ortaya cikabilmektedir. B. thuringiensis suslarinda goriilen cry gen hareketliligi ve
plazmit aktarimi boceklere karsi kompleks ve genis aktivite spektrumuna neden
olmaktadir (Gonzalez ve ark., 1981; Gonzalez ve Carlton, 1982; Reddy ve ark.,
1987).

Tablo 1.1. Aktivitelerine gore B. thuringiensis ICP’leri

Gen Simifi  Etkiledigi Bocek Takimi Referans

Cryl Lepidoptera takimina 6zgiil Schnepf ve ark., 1981
Cry2 Lepidoptera ve Diptera takimina 6zgiil Schnepf ve ark., 1981
Cry3 Coleoptera takimina 6zgiil Krieg ve ark., 1983

Cry4 Diptera takimina 6zgiil Widner ve Whiteley, 1989
Cry5 Nematodlara 6zgiil Narva ve ark., 1991




1.1.4. B. thuringiensis Suslarinda Endospor ve Insektisidal Kristal

Protein (ICP) Olusumu

Endosporlar, vejetatif bakterilerde genellikle besin sikintist  oldugu
durumlarda olusturulur. Endosporlar sicaklik, kuraklik, basing ve birgok kimyasal
dezenfektana karsi son derece dayanikli yapilar olup, 121°C’de 15-20 dakika
tutulduklarinda oliirler. Sporlarin dayanikli olmasinin en énemli nedenlerinden biri,
iclerindeki sivi miktarinin az olmasidir. Endosporlar1 oval veya silindirik olup
merkezde, merkeze yakin bolgelerde veya u¢ kisimlarda bulunabilir (Koneman ve

ark., 2006).

Cevresel stres kosullarinda niikleer materyal ikiye boliinlir ve birbirinden
zars1 bir bolme ile ayrilir. Bolmenin biiyiimesi ile birlikte spor 6zii ¢ift tabakali bir
zar igerisinde kalir. Iki zar arasinda bir korteks tabakasi olusur. Bu korteks esas
olarak peptidoglikan yapisindadir. Korteks tabakasi kalinlasir ve dipikolinik asitin
selatlama ozelligi ile Ca™ iyonlarmi tutar. Boylece spordaki tim su molekiilleri

disar1 atilir.

Endosporlar amino asit, karbonhidrat ve su gibi 6zel uyaricilarin oldugu bir
ortama birakildiginda ¢imlenme baglar. Enzimler aktiflestirildikten sonra spor
korteksi sindirilerek peptidoglikan, Ca™ iyonlar1 ve dipikolinik asit serbest birakilir.
Daha sonra RNA sentezi baglar. Protein sentezinin ardindan da DNA sentezi baglar
ve yeni vejetatif hiicre olusur (Sekil 1.2) (Koneman ve ark., 2006). B. thuringiensis
endosporlarinin bazi bocek tiirlerine karsi toksik etki gosterdigi belirtilmistir (Bajwa

ve Kogan, 2001).



TS , 3
- Vejetatif hiicre

— e 1
olugturma
hiicresi

Spor

Spor gimlenmesi

Biiyiime

-

Vejetatif hilcre

f-

Sekil 1.2. Endospor olusumu (Koneman ve ark., 2006; URL-3).

B. thuringiensis, sporulasyon siirecine es zamanli olarak, biiylik miktarda, bir
ya da daha fazla kristal (Cry) ya da sitotoksik (Cyt) tip proteinden meydana gelen
parasporal kristaller tiretir (Crickmore ve ark., 1998; Maagd ve ark., 2003). 6-
endotoksin olarak ta adlandirilan bu proteinler bir¢ok bocek tiiriine karsi segici toksik
etki gosterir (Bajwa ve Kogan, 2001; Schnepf ve ark., 1998). 6-endotoksin, diger
hiicre materyalleri gibi boyanmakta, ekzosporium olustugunda serbest halde
gorlilmekte, sporlardan kolaylikla ayrilmaktadir (Schnepf ve ark., 1998). Cry ve Cyt
proteinlerinin aminoasit dizileri homolog degildir. B. thuringiensis subsp.
israelensis’in 27 kDa agirligindaki Cyt1 A toksini in vivo da dipterlere, in vitro da ise

memelilerin eritrositlerine karsi toksiktir (Hofte ve Whiteley, 1989).



Kristal proteinler; bipiramidal (baklava dilimi seklinde), kiibik, diizensiz
sekilli, diiz romboid ve birden fazla kristalin bir arada bulundugu karmasik sekilli
olabilmektedir (WHO, 1999) (Sekil 1.3). Cryl bipiramidal kristali, Cry2 kiibik
kristali, Cry3A diiz dikdortgen kristali, Cry4A ve Cry4B kiire kristali seklindeyken
Cryl1A paralelkenar seklinde kristal inkliizyonlar1 olusturur (Schnepf ve ark., 1998).

Detector = SE1

Date :17 Dec 2009

Sekil 1.3. Spor ve kristal proteinlerin Taramali Elektron Mikroskop goriintiisii
(Yilmaz, 2010)

1.1.5. B. thuringiensis Cry Gen ile Insektisidal Kristal Proteinlerin (ICP)

Isimlendirilmesi ve Stmflandirilmasi

B. thuringiensis toksinleri Cry ve Cyt olmak {iizere iki grupta incelenir.
Toksinlerin smiflandirilmas: amino asit dizilerindeki benzerlige bakilarak yapilir.
Simiflandirmadaki her bir grubu tanimlamada, terim kargasasini 6nlemek ic¢in iki

ifade kullanilir (Sankaranarayanan ve ark., 1996). Bunlar su sekilde belirtilmektedir;



1. Alt familya: Cry ve Cyt ailesinin bulundugu birinci gen grubunun tiim

tiyelerini igerir (cry/ alt familyasi, cry2 alt familyasi, cyt/ alt familyasi gibi).

2. Grup: Ikinci siniflandirma grubundaki tiim genleri igerir (cry/C grubu,
cyt2B grubu gibi) (Goldberg ve Margalit, 1977).

Crickmore ve arkadaslar1 (1998) Cry proteinlerinin bulunus sirasini belirtmek
icin gelistirdikleri yeni isimlendirme sisteminde ilk siradaki Romen rakamlarini
Arabik rakamlarla degistirmislerdir (Ornegin CrylAa yerine CrylAa, crylda yerine
crylAa gibi). Cry proteinler, B. thuringiensis’in irettigi ve deneysel olarak hedef
organizmalarda toksik etki gosteren ya da bilinen bir Cry protein ile dizi benzerligi
bulunan parasporal kristal olarak tarif edilmistir. B. thuringiensis var. israelensis ve
diger baz1 B. thuringiensis alttiirlerinde bulunan sitolitik genlerin (cy?) kodladig1 Cyt
proteinlerin isimlendirilmesinde herhangi bir degisiklik yapilmamistir. Cyt proteinler
de yine B. thuringiensis’in irettigi ve hemolitik etki gosteren veya bilinen bir Cyt
protein ile bariz dizi benzerligi gosteren parasporal kristal olarak ifade edilmistir
(Crickmore ve ark., 1998). Bu ol¢iitler géz oniinde bulundurularak toksik etki
gostermeyen proteinler listeden ¢ikarilmustir. Ornegin  B. thuringiensis var.
thompsoni’nin trettigi 40 kDa boyutundaki protein toksik olmadigi icin listeden
cikartlmistir (Brown ve Whiteley, 1992).

crylA(a)- ICP geni
CrylIA(a)- Kristal Protein

Kiiciik harf geni belirtir. Biiyiik Harf;
Biiviik harf proteini [ 1. Amino asit dizisindeki énemli
(major) farkhihklar,

2. Gen dizisinin yayinlandigi
kronolojik siray belirtir.

cry 1 Af(a) — | Kiiciik harfler amino asit icerigindeki

T kiiciik (minor)degisiklikleri belirtir.

Roma rakami konukcu spektrumunu,
Normal rakam proteinin bulunus sirasim belirtir.

Sekil 1.4. ICP gen ve kristal protein isimlendirilmesi (Y1lmaz, 2010)
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Yeni smiflandirma planmi anlatan Sekil 1.5, Cry proteinlerinin aminoasit
sirasina dayandirilarak filogenetik bir agacin olusturulmasiyla gosterilmistir. Bu
filogenetik agacin dallanma noktalari proteinlerin benzerlik olarak birbirinden
uzaklastigi noktalar1 temsil eder. %95, %78 ve %45 oranindaki benzerlikler farkl

smiflar1 tanimlayan sinirlari gosterir (Crickmore ve ark., 1998).

Primer grup Sekonder grup

Crvl
Cry7
| | i | |
30 40 50 60 70 80 90

Aminoasit siralar1 arasindaki benzerlik % ’si

Sekil 1.5. B. thuringiensis’in Cry proteinlerinin filogenetik agacinin kismi
sematik goriintisii (Mert Tatar, 2008). Farkli arka plan renkleri farkli siniflandirma
kisimlarini belirtir. Cryl ve Cry7 %45’den daha az benzerlik igerir, Cryl A ve CrylF
arasindaki benzerlik %45 ile %78 arasindadir ve CrylAb ve CrylAe arasindaki
benzerlik %78 ile %95 arasindadir.

1.1.6. B. thuringiensis’in Insektisidal Kristal Proteinlerinin Yapisi ve

Fonksiyonu

Cry proteinlerinin {i¢ boyutlu yapilari belirlenirken X-1g1in1 kristalografisinden
yararlanilmaktadir. Dizisi belirlenen Cry3Aa ve Cryl Aa proteinlerinin %36 oraninda
amino asit benzerligi gosterdigi ortaya koyulmustur (Crickmore ve ark., 1998). Fakat
Cyt2A’nin CrylAa ve Cry3Aa ile %20 den daha az oranda amino asit benzerligi
gosterdigi belirtilmistir (Sankaranarayanan ve ark., 1996). Cryl Aa, Cry3A ve Cyt2A
toksinlerinin ti¢ boyutlu yapilar1 Sekil 1.6° de gosterilmistir.
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Sekil 1.6. CrylAa, Cry3A ve Cyt2A toksinlerinin ii¢ boyutlu yapilari
(Schnepf ve ark., 1998)

Cry toksinlerinde {i¢ 6nemli bolge (domain) bulunmaktadir. Bu ii¢ bolgeden
ilki olan N-terminal domaini (I. bélge), merkezinde hidrofobik heliks—a5 ve etrafi 6
amfipatik heliks tarafindan sarilmis olan 7 a-helikslik bir demet seklinde yapiya
sahiptir. 1. bolge bagirsak zarina tutunma ve iyonlarin serbestge gecmesini saglayan
porlar olusturmadan sorumludur (Vachon ve ark., 2004). I1. bolge, ti¢ katli simetrik
ti¢c B-levhadan (sheet) olusmustur. Bu konformasyona ‘Greek Key’ denmektedir.
C-terminalde bulunan III. bolge, bir ‘jelly-roll’ igerisindeki B-sandvi¢ yapist iki adet
antiparalel B-levhadan olusmustur (Sekil 1.7). II. bolge bocegin bagirsak epitel
hiicrelerinin reseptorlerine tutunmaktan sorumludur (Bravo ve ark., 2005). III.
bolgenin, bakterinin  6zglin  kristal protein olusturmasinda rol oynadigi

diisiiniilmektedir (De Maagd ve ark., 2001).
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III. BOLGE

I.BOLGE

Sekil 1.7. Insektisidal kristal proteinlerin ii¢ boyutlu kristal yapisi (Eryiizlii, 2010)

Cryl, Cry2, Cry3 toksinlerine karsin, Cyt2A (Sekil 1.6) toksin yapist oldukca
farklidir (Crickmore ve ark., 1998). Tek bir domain barindirir ve bu domain karisik

bir B-levha dis ¢evresine sarili bir a-heliksden olugmaktadir.

Cry proteinlerin amino asit dizilerinin karsilastirilmas1 sonucunda 5 tane
yiiksek derecede korunan blok oldugu goriilmistiir (Sekil 1.8). 1. blok, I. bolgenin
aS’ine karsilik gelmekte, 2. blok ise I. bolgenin a7 ve II. bélgenin birinci
B-zincirinden olusmaktadir. Toksinin orta kisminda herhangi korunmus bir bolge
bulunmayip yiiksek derecede degisken diziler igermektedir. 3. blok, II. bélgenin son
B-zincirini icermektedir. Korunmus dalgali arjinin dizisi olan 4. blok III. bolgede
bulunmaktadir. 5. blok III. bélgenin sonunda yer almaktadir (Sankaranarayanan,

1996; Shimizu ve Morikawa, 1996).

Cryl, Cry3, Cry4, Cry7-Cryl0, Cryl6, Cryl7, Cryl9 ve Cry20’nin i¢inde
bulundugu grup 5 temel (kor) blogun hepsini igerir. Cry5, Cryl2-Cryl4 ve
Cry21’inde i¢inde bulundugu diger bir grup Blokl, 2, 4 ve 5’in bilinen homologlarini

13



igerir. Cry2, Cryl1 ve Cryl8’in i¢inde bulundugu ti¢lincii bir grup ise blok 2’nin bir
bolimii ile blok 1’1 igerir, fakat diger korunmus bolgelerin bazi homologlarini
bulundurmaz. Cytl, Cyt2, Cry6, Cryl5 ve Cry22 proteinleri diger ii¢ gruptakine
benzer korunmus homolog bélgeler icermez (Lereclus ve ark., 1989). Bu bloklarin
yiiksek seviyede korunmus olmasi nedeni ile Cry toksinlerinin benzer yapiya sahip
olabilecegi ileri stirlilmiistiir. Sonug olarak, bilinen ii¢ boyutlu yapilarda amino asit
dizilerinin kiyaslanmasi diger Cry toksinlerinin sekonder yapisi hakkinda bilgi
verebilir (Li ve ark.,, 1991). Cry proteinlerinin {i¢ boyutlu yapisi protein veri
bankasinda (PDB) bulunabilir. PDB ii¢ boyutlu makro molekiillerin yapisal ve

islevsel yoni bakimindan diinya ¢apinda bilinen bir veri bankasidir (URL-4).

TOXIN
: [0 Q) Wiy PR N AT |
T i AN
100 0 500 00 90 1100
' TOXN ‘
o ICL O TR T T e —————
BRI i i I ’
100 30 500 00 900 110
TOXIN Wi Seli
( Wi UL UM DM O
;S 2 S T
0 3020 500 00 900 1100 3

Sekil 1.8. B. thuringiensis kristal proteinlerinin amino asit dizi
karsilastirmasi. Dikey c¢izgiler tiim Lepidoptera kristal proteinleri i¢in korunmus
amino asit dizilerini temsil etmektedir. A) Cryl, B) CrylV, C) Cryl, Crylll ve CrylV
kristal proteinlerinin korunmus amino asit dizilerini temsil etmektedir. Korunmus
bloklarin pozisyonu alt ¢izgilerle belirtilmistir. H: hidrofobik transmembran dizileri,
Cryll ve CrylVD disindaki tiim kristal proteinlerde bulunur. Sayilar siralama sonrasi
dizideki (amino asit art1 bosluklar) pozisyonlar1 belirtmektedir (Hofte ve Whiteley,
1989).
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1.1.7. insektisidal Kristal Proteinlerinin Etki Spektrumu

ICP’ler, hedef bocek larvalarina kars1 pmol diizeyindeki yogunluklarda bile
oldukca etkilidirler. B. thuringiensis toksinlerine kars1 en duyarli takimlar
Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takimlaridir. B. thuringiensis toksinleri,
Hymenoptera, Homoptera, Mallophaga, Acari, Nemathelminthes, Platyhelminthes ve

Sarcomastigorphora gibi ordolara karsi da etkilidir (Feitelson, 1993).

Lepidoptera takimindan zararlilar i¢cin Cryl, Cry2 ve Cry9 toksin proteinleri,
Coleoptera takimindaki zararli bocekler i¢in Cry3, Cry7 ve Cry8 proteinleri ve ayrica
CrylB ve CryllI toksinlerinin ¢ift etkisi oldiiriiciidir. Cry5, Cryl2, Cryl3 ve Cryl4
d-endotoksinleri nematodlar, Cry2, Cry4, Cryl0, Cryl1, Cryl6, Cryl7, Cryl9 ve Cyt
kristal proteinleri ise Diptera takimindaki zararli boceklere karsi etkilidir (Aly,
2007).

Cry toksinlerinin B. thuringiensis sporlari ile birlikte uygulanmasi bazi1 bocek
tiirleri tizerinde sinerjistik oldiriicti etki gosterebilir. Yapilan bir calismada Plutella
xylostella i¢in endotoksine sporlarin eklenmesiyle toksisitenin 146 kat arttigi
gosterilmistir (Miyasono ve ark., 1994). Bu toksinler normal bir sindirim sisteminde
coziinmezler. Bu nedenle insanlara, diger memelilere ve birgok bocek tiiriine karsi
toksik etki gostermez. ICP’ler yiiksek pH (>9.5) degerlerinde kolayca ¢oziiniir. Bu
nedenle B. thuringiensis olduk¢a spesifik bir entomopatojenik ajandir. Duyarh
boceklerin orta bagirsagindaki yiiksek pH ortami ve tasidiklar1 enzimler protoksini
aktif toksine doniistiiriir. Konukgu duyarliligi ve toksisite ICP’nin farkli bolgelerince
(domain) belirlenir. Bu toksinler giines 1sinlarina duyarlidir ve etkileri kisa siirede
kaybolur. B. thuringiensis endosporlart UV 1s18mma maruz kaldiginda inaktif hale
gecer. ICP’lerin dogal ortamdaki yar1 6mrii yaklasik 10 giindiir. Vejetatif hiicreler ve
sporlar dogal ortamda yillarca kalabilir (Bajwa ve Kogan, 2001).
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1.1.8. Cry Toksinlerinin Etki Mekanizmasi

Cry toksinlerinin etki mekanizmasi por olusum modeli veya sinyal iletim
modeli ile agiklanabilir. Sekil 1.9°de gosterildigi gibi her iki modelinde baslangic

basamaklar1 aynidir.

Ik basamakta protoksin larvanin orta bagirsaginda ¢oziiniir, sonra orta
bagirsak proteazlar1 tarafindan aktiflestirilir. Etkin toksin cadherin reseptoriine
tutunur.

PP Cry Crystal

< Cry Monomer
' Cry helix -1

Cry Oligomer

1 Cadherin

Y Aminopeptidase

Adenylyl
cyclase
Protein
Kinase A

POR OLUSUM MODELI SINYAL ILETIM MODELI

Sekil 1.9. Por olusum modeli ve sinyal iletim modeli (URL-5)

Ikinci basamakta modeller arasinda farkliliklar vardir. Por olusum modelinde
cadherin reseptorii ile monomerik CrylA toksininin etkilesimiyle ekstra proteolitik
boliinme gergeklesir. I. bolgenin heliks al kismi ¢ikarilip, toksin oligomerizasyonu
indiiklenir. Oligomerik yapiya ikincil reseptorlerden aminopeptidaz veya alkalin

fosfataz baglanir ve por olusur.

Sinyal iletim modelinde ise G proteini cadherin reseptoriine baglanir.

G proteininin de adenil siklaza baglanmasiyla cAMP’nin miktar1 artar. cAMP de
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protein kinaz A’y1 uyarir. Sinyal iletim modelinde toksine cadherin diginda baska
reseptor baglanmaz. Bu modelde oligomerizasyon olusmaz, toksin monomeri
cadherin reseptoriine spesifik olarak baglanarak sinyal iletimini tetikler ve nekrotik

hiicre 6liimiine neden olur.

Son basamakta por olusumu ile hiicrelerin iyon gecirgenligi artar. Bocegin
orta bagirsak hiicrelerinin entegrasyonu kaybolur, mikrovilluslarin yapisi bozulur,
zehirlenme sendromu ortaya ¢ikar ve hiicreler pargalanir (De Maagd ve ark., 2003;
Bravo ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2006). Larva beslenemez hale gelir ve sonugta
oliir. Daha duisiik dozlarda ya da daha az duyarli boceklerde, bagirsak hiicrelerinin
zarar gormesi normal bagirsak salgisinin durmasinda etkilidir ve bu olay da sporlarin
gelismesine izin verir. Vejetatif hiicreler daha sonra igeri girerek septisemiye neden

olur ve oliim gergeklesir (Mark ve Byron, 2003).
1.1.8.1. Protoksin Aktivasyonu

B. thuringiensis toksinleri dogal ortaminda inaktif protoksin halinde bulunur.
Toksinler bocek larvalari tarafindan alindiktan sonra orta bagirsaktaki yliksek alkali
ortamda ¢oziiniir (Aronson ve ark., 1991). Lepidoptera ve Diptera takimlarina karsi
etkili olan protoksinler bocegin orta bagirsagindaki yiiksek alkali ortaminda ¢6ziiniir
(De Maagd ve ark., 2003), fakat Coleoptera takimina karsi etkili olan protoksinler
notre yakin pH ortaminda ¢oziiniir. Carroll ve arkadaslar1 (1997) in vitro da Cry3A
proteinini notr pH ortaminda kemotripsin enzimiyle muamele ettiklerinde hedef
bocek tlizerinde insektisidal aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Cry toksinlerin
cozinlrliigtinde goriilen herhangi bir azalmanm, bocek direnci ile ilgili bir

mekanizma olabilecegi belirtilmistir (Mc Gaughey ve Whalon, 1992).
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1.1.8.2. Toksin Aktivasyonu

Bircok protoksin bocegin orta bagirsagindaki proteazlar tarafindan aktif
toksin haline getirilir (Schnepf ve ark., 1998). Kristal proteinler bir veya daha fazla
protoksinden olusur. Ornegin B. thuringiensis var. israelensis kristalleri en az 4 ana
protoksin igerir (134 kDa Cry4A, 128 kDa Cry4B, 72 kDa Cryl1A, 28 kDa Cytl Aa)
(Hofte ve Whiteley, 1989). Bu protoksinler tripsin ve kemotripsin benzeri bagirsak
proteazlar1 tarafindan sindirilerek aktif toksin haline getirilir (Delecluse ve ark.,
1991). Aktiflesen Cry toksinleri reseptore baglanarak iyon kanallar1 olusturur
(Hofmann ve Lu, 1986; Hofmann ve ark., 1988). CrylA, Cry4A, Cry4B gibi daha
biiyiik (130 kDa) Cry toksinlerinin aktiflestirilmesi, C-u¢ yaris1 ve N-ucundan 7-30
amino asit rezidiisiinin ¢ikarilip 60-70 kDa N-ucu yarim kisminin aktif molekiil
haline gelmesiyle gerceklesir (Aronson ve ark., 1991; Aronson ve ark., 1995).
Cry2A, Cry3A, CryllA gibi daha kiigik Cry toksinlerinin (70 kDa)
aktiflestirilmesinde N-ucu ve C-ucu kisimlarinda ¢ok az proteoliz gerceklesir (Dai ve

Gill, 1993).

Toksin proteolizi toksinin hedef o6zgiilliigiinii etkileyebilir. Lightwood ve
arkadaglar1 (2000) CrylAc’nin farkli boceklerdeki bagirsak proteazlaria karsi ayni
boliinme modeli sergilemedigini gostermislerdir. Ornegin CrylAc’nin proteolitik
aktivasyon sirasinda N- terminal ucundan kesilmeyen farkli bir formunun in vitro da
Mamestra brassicae’nin orta bagirsaginda por olusturmadigint gostermisken, Pieris

brassicae da bu toksinin aktif oldugu tespit edilmistir.

Proteolitik aktivasyon Cry toksininin etkisini sinirlayabilir. Ornegin
Plodia interpunctella boceginde bagirsak proteazlarinin bulunmamasi bu tiiriin
B. thuringiensis HD198 susuna kars1 direncli olmasini saglar (Oppert ve ark., 1997).
Buna karsin serin proteaz inhibitorleri ise Cry toksin aktivitesini 20 kat

artirabilmektedir (Maclntosh ve ark., 1990).

18



1.1.8.3. Reseptor Baglanmasi

Aktif toksin larvanin orta bagirsagindaki firca kenarli zar vezikiillerinin
(BBMV) spesifik reseptorlerine baglanir. Mutagenez calismalarinda II. bolgenin
spesifik reseptor baglamada gorev aldigi belirtilmistir (Schnepf ve ark., 1998). Buna
ragmen Cry toksinlerinin iyon kanallar1 veya por olusturma mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. CrylAa, CrylAc ve Cry3A toksinleri ile yapilan yonlendirilmis
(site-directed) mutagenez c¢alismalarinda toksinlerin u¢ kisminda bulunan halkali
yapilarin reseptor baglamada gorev aldigi belirtilmistir (Rajamohan ve ark., 1996a;

Rajamohan ve ark., 1996b; Abdul-Rauf ve Ellar, 1999; Wu ve Dean, 1996)

CrylAa ve CrylAc arasinda yapilan rekombinasyon calismalarinda II.
bolgedeki 429-447 aras1 amino asit rezidiilerinin Manduca sexta’ya kars1 gosterilen
toksisitede ©Onemli oldugu, fakat Heliothis virescens’e karsi etkili olmadig
belirtilmistir. Yine CrylAc’nin 335-450 aras1 amino asit rezidiilerinin 7richoplusia
ni’ye kars1 toksisitede onemli oldugu belirtilmistir. H. virescens’te yapilan toksisite
denemelerinde ise 335-655 arast amino asit rezidiilerinin toksisitede gerekmedigi

belirtilmistir (Ge ve ark., 1991; Ge, 1989; Lee ve ark., 1992).

Cry2A’nin Lepidoptera ve Diptera larvalarina karsi etkili oldugu, fakat
Cry2B’nin sivrisinek larvalarina karst etkisiz oldugu belirtilmistir. Cry2A’nin IL
bolgesindeki 307-380 aras1 amino asit rezidiileri Cry2B’ye aktarildiginda sivrisinek

larvalarina kars etkili oldugu gosterilmistir (Winder ve Whiteley, 1990).

Cry toksinlerinin III. bolgesinin reseptor baglama ve toksin 6zgilliglni
belirleme gorevi oldugu belirtilmistir.  Ornegin CrylAc’nin III. bolgesinin
H. virescens 6zgiilliiglinde 6nemli oldugu saptanmistir (Ge ve ark., 1991; Ge, 1989).
Aronson ve arkadaglari (1995) CrylAc’nin III. bolgesinde yaptiklari mutasyon

sonucunda toksinin M. sexta’daki toksisitesinin azaldigin1 géstermislerdir.

Orta bagirsak epiteli tizerindeki reseptorlerin 6zgiilliigli insektisidal aktiviteyi
belirlemede énemlidir. Immunokimyasal problar kullanilarak yapilan ¢alismalar hem
Cry hem de Cyt toksinlerin orta bagirsak epitel hiicrelerinin fir¢ali kenarlarina
baglandigin1 gostermektedir (Eschriche ve ark., 1995). Lepidoptera takiminda,
aminopeptidaz-N (APN), alkalin fosfataz (ALP), 270 glukokonjugat, P252 ve
cadherin Cryl proteininin reseptoriidiir (Pigott ve Ellar, 2007). Cry toksinlerinin
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aksine Cyt toksinleri reseptorlere baglanmaz ve dogrudan zar lipitleri ile etkilesime
girerek zardan igeri girer ve por olusturur (Promdonkoy ve Ellar, 2005) veya deterjan

benzeri maddeler gibi etkilesim yaparak zar yapisini bozar (Butko, 2003).

Zhang ve arkadaslar1 (2005) toksin ve reseptor arasinda iki tiir baglanma
oldugunu ileri stirmislerdir. Bunlardan birisi nonspesifik interaksiyondur ve burada
Cry toksinleri oligomer olusturarak zara girerler. Bu oligomer kompleksi lipide
bagimhidir ve zarda por olusturmaz. Bu nedenle toksik etki gostermez. Ikinci
baglanma seklinde ise toksin monomeri Cadherin reseptoriine (BT-R) spesifik olarak
baglanarak Mg bagimli sinyal iletimini tetikler ve nekrotik hiicre Sliimiine neden

olur (Sekil 1.10).

Orta bagirsak epitel hiicrelerindeki farkli tip reseptorler, Cry toksinlerine
kars1 farkli baglanma etkisi gosterir. Ornegin Lymantria dispar’dan saflastirilan 120
kDa’luk aminopeptidaz-N’in CrylAc ile olduk¢a iyi baglanma gosterdigi oysa
Coleopterlere 6zgii toksin olan Cry3Aa’ya kars1 ya hi¢ baglanma gostermedigi ya da
cok az baglandig1 belirtilmistir (Gurtler ve Stanisich, 1996).

BT-R

Cry toxin

Feseptor baglanmasy: ' . Tﬁksﬁl—ﬁpif hlf?lﬂkﬁi}fﬂlﬂl:
spesifil ve toksik / \pesiﬁk ve toksik degil

Hiicre dis1

Sitozol [
' Tolksin
oligomerlerinin

- zararsiz baglanma sy
Mg baguah liicresel &

sinyal

|

Hitcre olinni
Sekil 1.10. Spesifik ve nonspesifik toksin-reseptor baglanma modeli (Zhang ve ark.,

2005)
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1.1.8.4. Zarda Por Olusumu

Toksinler spesifik reseptorlere baglandiktan sonra orta bagirsaktaki epitel
hiicrelerinin zarinda delik acar (Wolfersberger ve ark., 1986; Van Rie ve ark., 1989).
Cesitli Cry toksinlerinin 1. bolgesi zara tutunarak por olusturmaktadir. Birgok
arastirma [. bolgede gerceklesen mutasyonlarin Cry toksinlerinin baglanma
ozelliklerini etkilemeksizin toksisitesini azalttigin1 veya ortadan kaldirdiginm
gostermistir. (Uawithya ve ark., 1998). IIl. bolgenin de iyon kanali diizenlemesinde

gorev aldigr gosterilmistir (Schwartz ve ark., 1997).

d-endotoksin ailesi igerisinde en iyi korunmus bolge olan a5’in litik porun
yapt birimi oldugu ileri siirilmistir (Li ve ark., 1996). CrylAb’nin o7’deki
mutasyon analizi, bu heliksin zara tutunma, yapisal stabilite ve iyon kanali
aktivitesinde onemli rol oynayabilecegini gostermistir (Alcantara ve ark., 2001).
Yine CrylAa’nin a3’deki amino asit birimlerinde yapilan yonlendirilmis mutagenez
caligmalari, a3’tin por olusum mekanizmasinda 6nemli oldugunu gostermistir

(Vachon ve ark., 2002).

Cry toksinlerinin olusturdugu porlarda, c¢esitli tek degerli katyonlarin,
anyonlarin ve notral eriyiklerin difiizyona ugradigi gosterilmistir. Kirouac ve
arkadaslar1 (2002) Cryl Aa ve Cryl Ac’nin olusturdugu porlarin katyon-secici 6zellik
gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica iyon seg¢iciligi ile birlikte zar gecirgenligini de
inceleyerek aspartat ve glutamat disindaki tiim amino asitlerin porlardan kolayca
gectigini gostermislerdir. Amino asit gecirgenliginin diisik pH’ta daha az oldugu

gosterilmistir (Kirouac ve ark., 2002).
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POR
OLUSUMU

Sekil 1.11. Cry 1A’nin aktivasyonu. 1. Kristal toksin ¢oziinmesi, 2. Bagirsak
proteazlari tarafindan ilk boliinme, 3. Toksin monomerin reseptére baglanmasi ve
membran bagimli proteaz tarafindan ikinci boliinme, 4. Zara girme-oligomer
olusumu, 5. Oligomer toksinin reseptére baglanmasi, 6. Litik por olusumu.

(Bravo ve ark., 2004)
1.1.9. B. thuringiensis Tarafindan Uretilen Diger Bilesikler

B.  thuringiensis suslarinin  farkli toksinler irettikleri bilinmektedir.
B. thuringiensis suslart Cry ve Cyt proteinlerinin disinda vejetatif biiylime siiresince
a-ekzotoksin, p-ekzotoksin, fosfolipazlar, proteazlar, kitinazlar, enterotoksin,
hemolizin, vejetatif insektisidal proteinler (VIP), antimikrobiyal bilesikler ve bocek

bagisiklik inhibitorleri olustururlar (Porcar ve Juarez-Perez, 2003).

Vejetatif insektisidal proteinler (VIP), vejetatif biiyiime doneminde tiretilir ve
aynt zamanda bir¢ok B. thuringiensis izolatlarinin sporulasyon asamasi sirasinda
salgilanir. Belirli B. thuringiensis suslarinin vejetatif biiylime evrelerinde kiiltiir
stipernatant1 icerisinde sakli oldugu belirlenmis vejetatif insektisidal proteinler,
ICP’lerle herhangi bir homoloji gostermeyen insektisidal proteinlerdir (Estruch ve
ark., 1996). Bu proteinlerden Vip1l ve Vip 2 sirasiyla 100 kDa ve 52 kDa’dan olusur.
Bu proteinler Coleoptera takimi boceklere karsi yiiksek toksik etki gosterir
(Espinasse ve ark., 2003). Vip3 Lepidoptera takimi1 boceklerin biiyiik bir kismina

kars1 insektisidal aktivite gosterir. Vip3Aa orta bagirsaktaki hiicre membrani
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tizerindeki belirli reseptorlere baglanarak por olusturur (Lee ve ark., 2003) ve
hiicrelerin pargalanmastyla larvanin oliimiine neden olur (Yu ve ark., 1997).
ViP’lerin smiflandirilmasi, kristalleri olusturan proteinlerle iliskileri olmadigindan

farklidir (Schnepf ve ark., 1998).

a-ekzotoksin suda ¢oztniir, sicakliga karsi dayamikliligi degiskendir.
B. thuringiensis ve B. cereus tarafindan iiretilen a-ekzotoksin lepidoptera takimi

boceklere ve farelere karsi toksik etki gosterir (Krieg, 1971).

B-ekzotoksinler B. thuringiensis subsp. darmstadiensis, B. thuringiensis
subsp. galleriae, B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve B. thuringiensis subsp.
thuringiensis gibi baz1 B. thuringiensis alttiirleri ile ilgilidir. f-ekzotoksinler adenin,
glukoz ve allarik asitten olusur. Sicakliga karst dayaniklidir. RNA polimeraz
enzimini inhibe ederek RNA’nin sentezlenmesini engeller. Bu nedenle de
Lepidoptera, Coleoptera ve Diptera takimindaki ¢esitli boceklere karsi toksik etki
gosterir (Glare ve O’Callaghan, 2000; Damgaard ve ark., 1996). B-ekzotoksin iki
siifa ayrilir. Tip I B-ekzotoksin ATP ile yarisarak DNA-bagimli RNA polimerazi
engelledigi dusiiniilen bir adenin niikleotid analogudur. Tip II B-ekzotoksin ise urasil
niikkleotid analogu olabilir. B-ekzotoksinin memeli hiicreleri {izerindeki sitotoksik
etkisinden dolay1 B. thuringiensis tabanl ticari insektisitler yasaklanmistir (Siegel,

2001).

B. thuringiensis boceklere karsi patojenik etkiye sahip cesitli ekzoenzimler
tiretirler. Ornegin, B. thuringiensis tarafindan iiretilen proteaz ve Kkitinaz peritrofik
zarin yapisini bozarak bagirsak epitelinden rahatlikla gecebilmektedir (Sampson ve

Gooday, 1998).

Omurgali eritrositlerini pargalayan hemolizinler genel olarak insanlarda
sistematik hastaliklarin belirlenmesinde 6nemli bir faktordiir. B. thuringiensis subsp.
kurstaki’den saflastirilan bir hemolizinin B. cereus’da bulunan hemolizin ile ayni

oldugu belirlenmistir (Matsuyama ve ark., 1995).
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1.1.10. B. thuringiensis Toksinlerine Kars1 Bocek Direnci

Bitki zararlis1 bocekler tiretim faaliyetlerinin hemen her safhasinda énemli
kayba neden olan canlilar olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Insektisitlerin yaygin
kullanim1 boceklerin adaptasyon gostererek bu insektisitlere direng kazanmalarina
sebep olmustur. Bu kazanimlarin genetik kokenli olmasi sebebiyle direng sonraki
dollere de aktarilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii direnci ‘normal bir populasyondaki
bireylerin ¢ogunu oldiirdigi tespit edilen zehirli bir maddenin belirli bir dozuna
karsi, ayni tiirtin diger popiilasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin
gelismesi’ seklinde tanimlamaktadir. 500° den fazla arthropod tiirtintin bir veya daha
cok insektisite diren¢ gelistirdigi belirlenmistir. Bu durum tarimda 6nemli {iriin
kayiplarina yol agarken hastalik etmenlerinin tasiyicisi olan karasinek, sivrisinek gibi
boceklerle miicadelede basariyr diisiirmektedir. Insektisit direncinde goriilen bu
mikro-evrim her gecen yil birim alanda daha fazla kimyasal kullanimina yol
acmaktadir. Bu da hedef olmayan tiirler lizerinde negatif etki ve cevresel kirlenme

gibi ciddi ekolojik problemleri ortaya ¢ikarmaktadir (Kence, 1988).

Hem laboratuvar hem de dogal ortamdan elde edilen bir¢ok bocek tiirtiniin
B. thuringiensis toksinlerine kars1 farkli seviyede direng gelistirdigi tespit edilmistir.
Direng gelistiren bocek tiirleri Plodia interpunctella, Cadra cautella, Leptinotarsa
decemlineata, Chrysomela scripta, Spodoptera littoralis, Heliothis virescens,
Ostrinia nubilalis gibi tiirlerdir. Bunlarin direng gelistirdigi suslar; B. thuringiensis
subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp. israelensis, B. thuringiensis subsp.
tenebrionis ve B. thuringiensis’in diger alttiirleridir. Bir ¢esit giive olan Plutella
xylostella’nin B. thuringiensis subsp. kurstaki ve B. thuringiensis subsp. aizawai’ya
kars1 direng gelistirdigi Hawai, Filipinler, Endonezya, Malezya, Orta Amerika ve

bazi Amerika sehirlerinde goriilmiistiir.

B. thuringiensis d-endotoksinlerinin larva orta bagirsak hiicrelerindeki
spesifik reseptorlere baglanmasiyla olusan degisikliklerin bir tiir direng mekanizmasi
oldugu belirtilmistir (Ferre ve Van Rie, 2002). Van Rie ve arkadaslar1 (1990) hedef
bocek reseptorlerinin Cryl Ab proteinlerine baglanmada 50 kat azalma gostermesiyle
diren¢ gelistirdiklerini belirtmislerdir. Gould ve arkadaslar1 (1992) H. virescens ile
yaptiklar1 ¢calismada popiilasyonun CrylAc’ye kars1 50 kat, Cryl Ab’ye kars1 13 kat,
Cry2Aa’ya karsi ise 53 kat diren¢ sagladigini gostermislerdir. Bu durum, toksin-
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reseptor etkilesiminde goriilen degisikligin  diren¢ mekanizmast oldugunu
gostermektedir. Bu 6zelligin ayn1 zamanda bagirsak epitel hiicrelerindeki spesifik
glikoproteinlerin farkli glikozilasyonu ile de baglantili oldugu belirtilmistir (Jurat-
Fuentes ve ark., 2002).

Refiyj stratejileri tarla kosullarinda direncin azaltilmasi i¢in kullanilmistir. Bu
calisma, Cry toksinlerini yiiksek derecede ifade eden B. thuringiensis Uriinlerin
kullanilmas1 ve B. thuringiensis triinlerin, B. thuringiensis olmayan iiriinlerin
yaninda ekilmesi stratejisine dayanmaktadir ve igerisinde Amerika’nin da bulundugu
pek ¢ok iilkede kullanilmaktadir. Caligmalar diren¢ olusumunun belirli sartlarda
geciktirilebilecegini gostermistir. B. thuringiensis trinlerdeki ¢ekinik homozigot
direngli bocekler (RR) ile baskin homozigot duyarli bocekler ciftlestirilir (SS) ve
boyle ciftlesmelerden dogacak heterozigot doller (RS), yiiksek konsantrasyonda Cry
toksin tlreten B. thuringiensis Uriinler tarafindan oldiirilirler (Tabashnik ve ark.,

2008).
1.2. B. thuringiensis Suslarinin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler

B. thuringiensis suslarmin tanimlanmasinda ilk olarak kristal proteinlerin
tespit edilmesi gerekir. Bunun i¢in en iyi yontemlerden birisi B. thuringiensis’in
olusturdugu kristal proteinleri boyayarak 1sik veya faz-kontrast mikroskobunda
incelemektir. Kristal yapilarin biiytikliigiinii tespit etmek i¢in elektron mikroskobu ile

de daha ayrintili inceleme yapilabilmektedir (Iriarte ve ark., 2000).

B.  thuringiensis suslar1  ve insektisidal kristal proteinlerin  (ICP)
karakterizasyonunda hiicre duvar1 yag asiti analizi, monoklonal antikorlar, spor
morfolojileri, oligoniikleotid DNA problari, plazmit profilleri, PCR analizi, DNA
parmak izi, SDS-PAGE profilleri, VITEK-2 sistemi ve 16S rRNA analizi gibi
yontemler kullanilmaktadir (Turnbull ve ark., 1990; Koneman ve ark., 2006).

B. thuringiensis izolatlarinin siniflandirmasinda kullanilan bir yontemde H-
serotiplendirmedir. Serotip i¢inde, suslarin farkliligt De Barjac ve Bonnefoi (1962)
tarafindan flagella antijenlerine dayandirilarak gelistirilmistir. Ancak serotip icindeki
izolatlarin biyokimyasal karakterleri, plazmit profilleri ve insektisidal aktiviteleri her
zaman ayni degildir. Aym1 zamanda, kendi kendine agliitine olan ve hareket

yetenegine sahip olmayan suslar bu yontemle tiplendirilemez. izolatlarin
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belirlenmeleri amaciyla yapilan bir takim caligmalarda 6zgiin DNA problar
kullanilarak ICP’leri kodlayan genin tanimlanmasi, 6zel amaglar i¢in plazmit profil
analizi ve insektisidal kristal proteini (ICP) belirlemek i¢cin monoklonal antikor
kullanilarak yapilan immiinolojik testleri kapsamaktadir (Lereclus ve ark., 1982;

Lynch ve Baumann, 1985; Frutos ve Juarez Perez, 1997).

B. thuringiensis ¢ok sayida ve farkl biiytlikliiklerde plazmitlere sahiptir. Cogu
d-endotoksin genleri biiyiik plazmitler tizerinde bulunurken, bazilar1 da bakteri
kromozomu {izerinde yer almaktadir (Kronstad ve ark., 1983). B. thuringiensis
suslariin plazmit igerikleri birbirinden farkli olabilmektedir ve bu suslardaki plazmit
sayisinin belirlenmesi ve bu plazmitlerin cry genlerini tasiyip tasimadiginin tespit

edilmesi karakterizasyon icin 6nemlidir (Aptosoglou ve ark., 1997).

Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) metodu B. thuringiensis’in analizini
kolaylastiran yontemlerden biri olmustur. PCR analizi, spesifik DNA bdélgelerini
cogaltmada kullanilir. Bu yontemle hedef bir genin varligit ya da yoklugu
belirlenebilir.  B.  thuringiensis  6-endotoksinlerin  PCR ile tanimlanmasi
karakterizasyon acisindan kolaylik saglar (Schnepf ve ark., 1998). Insektisidal
aktiviteyi tespit etmek icin B. thuringiensis’in cry genlerinin PCR’ye dayali

tanimlamasi ilk kez Carozzi ve arkadaslari tarafindan (1991) gergeklestirilmistir.

B. thuringiensis, B. cereus ve B. anthracis, genetik olarak ayni grupta
bulunmasina ragmen degisik viriilans fenotipleri nedeniyle farkli tiirler olarak
siiflandirilmiglardir (Helgason ve ark., 2000). B. anthracis'in B. cereus ve
B. thuringiensis’ten pXO viriilans plazmitini almasi (Keim ve ark., 1997) ve takip
eden genom adaptasyonuyla ortaya ¢iktig1 iddia edilmistir (Mignot ve ark., 2001).
Organizmalar arasindaki genetik iliski ve filogeninin belirlenmesinde 6zellikle 16S
ve 23S rRNA genleri kullanilmaktadir (Ash ve Collins, 1992; Ash ve ark., 1991).
Fakat bu yontemde de B. thuringiensis, B. cereus, ve B. anthracis tiirlerinin tictinde
de korunmus bolge olduk¢a fazla oldugu i¢in tiir seviyesinde ayirmak zordur
(Bavykin ve ark., 2004). Ribozomal genler g6z 6niinde bulunduruldugunda 16S ve
23S rRNA genleri arasindaki genler arasi ifade edilen bolgelerin (ITS) oldukca
degisken oldugu ve tiirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilabilecegi

belirtilmistir (Gurtler, 1999; Gurtler ve Stanisich, 1996).
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Polimeraz  zincir reaksiyonu iriinlerinin  restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle muamele edilerek incelenmesine dayanan RFLP (Restriksiyon Parga
Uzunluk Polimorfizmi) yontemi cry toksin genlerinin yeni varyantlarini belirlemek
icin kullanilmaktadir (Kuo ve Chak, 1996). Bakterilerin biiyiik bir bolimii bir veya
birkac tlirde restriksiyon endoniikleaz enzimi sentezler. Esas gorevleri disaridan
bakteriye giren ve bazi 6zel gen veya markerlar1 tasiyan genetik materyalleri
parcalayarak mutasyonlara mani olmak ve tiirlerin genetik yonden stabilitesini
korumaktir. Bu, gercekte bir cesit savunmadir. Bakteriye 6zgli bu enzimler ¢ift
sarmallt DNA {izerinde 6zgiin bir bolgeyi tanirlar ve ¢ift sarmalli DNA’nin her iki
zincirindeki fosfodiester bagin1 keserek DNA’y1 iki parcaya ayirir. Bu enzimlerin
bircogunun tanidigi bolge tekrarlayan diziler seklindedir. Yeni olusan parcgalar

palindromiktir (Akar, 1998).

B. thuringiensis izolatlarinin olusturdugu kristallerden protoksinler ve aktif
toksinlerde karakterizasyonda kullanilmaktadir. Tek yonlii poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) proteinlerin ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir (Bravo ve

ark., 1998).
1.3. Tezin Amaci

B. thuringiensis ekonomik degeri olan, yillardir biyoinsektisit olarak basarili
bir sekilde ve en yaygin kullanilan ¢evre dostu mikrobiyal patojendir. Bugiine kadar
belirlenmis ¢ok sayida B. thuringiensis izolati mevcuttur. Bu bakimdan laboratuar
ortaminda farkli zararlilara kars1 yeni ve etkili izolatlarin belirlenmesi ve insektisidal
etkisi daha yiiksek biyopestisitlerin elde edilmesinin faydali olabilecegi
dustintilmektedir. Ayrica B. thuringiensis toksinlerine kars1 zararlilar direng
gelistirmektedir ve yeni izolatlarin bulunmast bocek direncinin azaltilmasi
bakimindan da oOnemlidir. Bu amagla c¢alismada topraktan izole edilen
B. thuringiensis izolatlarinin karakterizasyonunun yapilmast amag¢lanmigtir. Bu
sayede tarimda zararli boceklere karsi kullanilabilecek insektisidal aktivitesi yiiksek

mikrobiyal kontrol ajanlar1 bulmak hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

TUBITAK projesi kapsammda Giresun Adasi’'ndan toplanan toprak
orneklerinde yapilan 6n caligmalar sonucu elde edilen dort Bacillus thuringiensis

izolat1 bu ¢alismada kullanilmstir.
2.1. Orneklerin Ahnmasi

Toprak yiizeyinin yaklasik 5 cm asagisindan steril spatiil ile yaklasik 10 gr
toprak ornegi alinmis ve kilitli posetlere koyulmustur. Alinan 6rneklerden izolasyon

yapilana kadar tiim 6rnekler +4 °C’de saklanmustir.
2.2. Topraktan B. thuringiensis izolasyonu

Steril falcon tiiplinde 1 gr toprak ornegi 9 ml steril saf su ile 5 dk
vortekslenmis ve bakterilerin suya karigmast saglanmistir. 5 dk topragin dibe
cokmesi i¢in beklenerek tistteki sivi kisim steril tiipe aktarilmistir. Tiipler 65 °C’ye
ayarlanmis sallayicili su banyosunda 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda orneklerden 1 ml alinmis ve 9 ml saf steril su ile 10 kat seyreltme
yapilmustir. Her seyreltikten 100 ul alimarak NA besiyerine yayma ekim yapilmistir.
Yayma ekimler 30 °C’ye ayarli etiivde bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan NA besiyerinde biiyliyen B. thuringiensis’e benzeyen
koloniler dikkatlice secilerek NA besiyerine ¢izgi ekim yapilmis ve saf kiiltiirler elde

edilmistir.
2.3. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama i¢in 24 saatlik kiiltiirlerden smear hazirlanmistir. Hazirlanan
smear, 1 dakika kristal viole ile muamele edilerek saf su ile yitkanmistir. Daha sonra
1 dakika Gram iyodu ile muamele edilerek tekrar saf su ile yikanmistir. Aseton-
alkolle mor renk gidinceye kadar yikandiktan sonra, renk kaybimi durdurmak icin
hemen saf su ile yikanmistir. 30-60 saniye safraninle muamele edilmis ve tekrar saf
su ile yikanmistir. Ag¢ik havada kurutulduktan sonra 1sik mikroskobu altinda
incelemeye alinmistir. Mor renkle boyanan Gram pozitif ¢ubuk sekilli bakteriler

secilmistir.
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2.3.2. Spor-Kristal Boyama

Izolatlar nutrient agar besiyerlerinde bes giin biiyiitilmiis ve smearlari
hazirlanmistir. Smearlar, etanol/aseton (%50/50) karistmindan gegirilmistir. Daha
sonra Coomassie Brillant Blue (%50 etanol ve %7 asetik asit ¢ozelti i¢inde %25
oraninda CBB) boyas1 ile boyama yapilmistir (Sharif ve Alaeddinoglu, 1988).
Boyama neticesinde preparatlar 1s1k mikroskobu altinda incelenmistir ve sporlar
boyanmazken kristaller mavi renge boyanmistir. Kristal benzeri yapilar tespit edilen

izolatlar se¢ilmistir.
2.4. izolatlarin Stoklanmasi

Luria Bertani (LB) siv1 besiyeri’ye ekilmis taze kiiltiirler sonraki ¢alismalarda
kullanilmak tizere %20’lik steril gliserol icerisinde -20 ve -80 °C’lerde muhafaza

edilmistir.
2.5. Spor ve Kristal Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Izolatlar nutrient agar besiyerlerinde bes giin bilyiitiilmiistiir. Besiyerlerinden
toplanan spor-kristal karigimlart soguk 1 M’ lik NaCl’de siispanse edilmistir. Daha
sonra bu karisim 13.000 xg’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
pelte steril dH,O ile iki kez yikanmistir. Pelte steril dH,O’da ¢oziilmiistir.
Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Ayrica  spor-kistal

karisimlarindan smear hazirlanmis ve 151k mikroskobu goriintiileri fotograflanmustir.
2.6. izolatlarin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.6.1. Calismada Kullanilan Standart B. thuringiensis Suslari

Calismada topraktan izole edilen 4 bakteri izolati ve kontrol olarak
B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (Daniel R. Zeigler, Bacillus Genetic Stock
Center, Columbus, Ohio), B. thuringiensis subsp. israelensis (DSMZ 5724) ve
B. thuringiensis subsp. tenebrionis (Plant Genetic System J. Plateaustroat, 22 9000
Gent, Bel¢ika) standart suslar1 kullanilmistir.
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2.6.2. izolatlarin Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin izolasyonu, Sambrook ve arkadaglari1 (1989) tarafindan
aciklanan yonteme gore yapilmistir. Calismada kullanilan izolatlar LB sivi
besiyerinde 30 °C'de bir gece inkiibe edilerek tiretilmistir. Elde edilen siv1 kiiltiir iki
kez oda sicakliginda 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek c¢oktiirtilmustiir.
Stipernatant kism1 dokiilerek pelletin tizerine, 500 pl TE tamponu (10 mM Tris-HCI;
1 mM EDTA, pH 8) ilave edilmis ve pellet ¢oziilmiistiir. Daha sonra her bir tiipe 10
ug lizozim ilave edilerek vortekslenmis ve 37°C’de 1 saat bekletilmistir.
Hiicrelerdeki proteinlerin par¢alanmasi i¢in, 50 pl %10’luk SDS eklenerek 37 °C'de
30 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda, tiipe 3 M’lik 0,1 hacim 55 pl sodyum
asetat (pH 5,2) eklenerek 65 °C'de 30 dakika bekletilmis ve her 10 dakikada bir alt
tist edilerek hiicrelerin  parcalanmasi  saglanmustir.  Uzerine 500 pul
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edilmis, tekrar alt-list edilerek
karistirtlmis ve 4 dakika 13.000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Tiiptin tist kismindaki
sivi almip temiz tiipe birakilmig, alt kismi ise atilmistir. Bu tiipe tekrar 500 pl
kloroform eklenmis ve alt-list edilerek 13.000 rpm’de tekrar 4 dakika santrifiij
edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra iist s1vi kisim yeni tiipe alinmistir.
Bu stvi kisma 0,1 hacim (55 pl) 3 M sodyum asetat ve 2 hacim (1.000 pl) %96’lik
etanol ilave edilmis ve -20 °C'de 45 dakika bekletilmistir. Daha sonra 13.000 rpm’de
15 dakika santrifiij edilmis ve {ist kisimdaki sivi bosaltilmistir. Kalan pelletin tizerine
500 pl %70’lik etanol ilave edilerek tekrar 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilmistir. Ust kisimdaki sivi dokiilerek pellet agik havada kurutulmustur. Elde
edilen DNA pelleti, 50-100 pl TE tamponunda ¢6ziilmiis, 10 mg/ml’lik EtBr’den
(etidyum bromiir) 2,5 pl ilaveli %0,7’lik jelde 7 ul’si yiiriitiilerek kontrol edilmis ve

geri kalan1 -20 °C’de muhafaza edilmistir.
2.6.3. B. thuringiensis Izolatlarimin cry Gen I¢eriklerinin Belirlenmesi

Izolatlarinin cry gen igeriklerinin tespit edilebilmesi igin PCR kullanilmustir.
Bu calismada kullanilan genel primerler: cry 1 (forward, 5’-CAT GAT TCA TGC
GGC AGA TAA AC-3’; reverse, 5’-TTG TGA CAC TTC TGC TTC CCA TT-3’),
cry 2 (forward, 5’-GTT ATT CTT AAT GCA GAT GAA TGG G-3’; reverse, 5°-
CGG ATA AAA TAA TCT GGG AAA TAG T-3°), cry 3 (forward, 5’-CGT TAT
CGC AGA GAG ATG ACA TTA AC-3’; reverse, 5’-CAT CTG TTG TTT CTG
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GAG GCA AT-3’) ve cry 4 (forward, 5’-GCA TAT GAT GTA GCG AAA CAA
GCC-3’; reverse, 5’-GCG TGA CAT ACC CAT TTC CAG GTC C-3’) (Ben-Dov ve
ark., 1997). Bu primerlerin olusturdugu alt siniflarin tirtinlerinin biiytikliikleri Tablo

2.1’de verilmistir (Ben-Dov ve ark., 1997).

Tablo 2.1. Genel primerler ile tespit edilen cry genleri ve {iriin biiytikliikleri

Gen Terminolojisi Uriin
Yeni Adi Orijinal Ad Biytikliigii (bp)
crylAas crylA(a) 277
crylAb9 crylA(b) 277
crylAcS crylA(c) 277
crylAd crylA(d) 277
crylde crylA(e) 277
crylBa crylB 274
crylBb cryl ETS 274
crylCal crylC 277
crylCh cryIC(b) 277
crylDa crylD 277
crylDb prtB 277
crylEa3 crylE 2717
crylEb crylE(b) 277
crylFa?2 crylF 2717
crylFb prtD 277
crylG prtA 277
crylH prtC 277
crylHb 277
crylJa cryl ET4 274
crylK 274
cry2Aal cryllA 701
cry24b2 cryllB 701
cry2Ac cryllC 689
cry346 crylll4 589
cry3Bal crylliB 595
cry3Bbl cryllIBb 595
cry3C cryllID 604
cry4A2 crylVA 439
cry4B4 crylVB 439

31



Izolatlarin cry gen igeriklerinin belirlenmesi igin yukaridaki primerler
kullanilarak PCR  reaksiyonu yapilmistir. Reaksiyon 50 pl’lik  hacimde
gerceklestirilmistir. PCR tiipiine, 2,5 U Go Taq DNA polimeraz (Promega), 10 pl 5x
PCR tamponu (10mM Tris-HCI, pH 8,3), 3 ul 25 mM MgCl,, 1 pl ImM ileri
primeri, 1 pl ImM geri primeri, 1 pl 10 mM dNTP’den ve 2 pl genomik DNA
birakilarak steril dH,O ile 50 ul’ye tamamlanmistir. PCR reaksiyon sartlari:
94 °C’deki ilk denatiirasyon basamaginin ardindan 30 dongii 94 °C’de 60 saniye,
55 °C’de 50 saniye ve 72 °C’de 90 saniye olacak sekilde gergeklestirilmistir.

2.6.4. izolatlarin 16S rRNA Gen Bélgelerinin Arastiriimasi

2.6.4.1. izolatlarin 16S rRNA Primerlerinin Dizaymi ve Gen Bélgesinin
PCR ile Cogaltilmasi

Izole edilen DNA’larm 16S rRNA gen analizi yapilabilmesi igin asagidaki

primerler tasarlanmaistir.
Forward, 5>-ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA-3’;
Reverse, 5’-ATG GTA CCG TGT GAC GGG CGG TGT GTA-3".

Izolatlarin 16S rRNA gen analizlerinin yapilabilmesi igin yukaridaki
primerler kullanilarak PCR reaksiyonu yapilmistir. Reaksiyon 50 pl’lik hacimde
gerceklestirilmistir. PCR tiipiine, 2,5 U Go Taq DNA polimeraz (Promega), 10 pl 5x
PCR tamponu (10mM Tris-HCI, pH 8,3), 3 ul 25 mM MgCl,, 1 pl 1mM ileri
primeri, 1 pl 1mM geri primeri, 1 pl 10 mM dNTP’den ve 2 pl genomik DNA
birakilarak steril dH,O ile 50 pl’ye tamamlanmistir.

PCR sartlar1 95 °C’de 2 dakikalik denatiirasyondan sonra 35 dongii 95 °C’de
1 dakika, 55 °C’de 1 dakika ve 72 °C’de 2 dakika seklinde gerceklestirilmistir
(Riffard, 1998). PCR reaksiyonu, 10 mg/ml EtBr ihtiva eden %1’lik agaroz jelde

yuriitiilerek, jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintiilenmistir.
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2.6.4.2. izolatlarin 16S rRNA Gen Bilgelerinin pGEM-T Easy Vektore

Klonlanmasi

Izolatlarn PCR reaksiyonu ile gogaltilan 16S rRNA bolgelerine ait DNA
fragmentleri, pPGEM-T Easy vektore (Promega) 3 DNA fragmenti : 1 vektor oraninda
(0,3 ng DNA fragmenti ve 0,1 pg pGEM-T Easy) klonlanmistir (Sekil 2.1).

Reaksiyon, 1ul pGEM-T Easy vektorii, 7,5 pl 2x ligasyon tamponu, 1 ul
T4 DNA ligaz, 5,5 pl DNA fragmenti bir araya getirilerek 15 pl’lik hacim i¢inde
ligasyon firiinleri hazirlanmistir. Karistm 16 °C’de bir gece inkiibasyona

birakilmistir.

pGEM-T Easy Vector

3015 bg -

Sl (2009
Sl (1880

Sekil 2.1. pGEM-T Easy vektoriiniin ¢coklu klonlama bolgesini, replikasyon

orijinini, LacZ genini ve ampisilin diren¢ genini gosteren harita (URL-6)
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2.6.4.3. Escherichia coli JM101 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Gece kiiltiirtinii hazirladigimiz E. coli IM101 susu yogunlugu OD 600 nm’de
0,1 olacak sekilde 30 ml’lik LB sivi besiyerine ekim yapilmistir. 37 °C’ye
ayarlanmis calkalamali etiivde biiyiime yogunlugu 0,45-0,55 ulasan hiicreler 4500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim dokiilerek pellet soguk steril 10 ml
100 mM CaCl, igerisinde iyice ¢oziilmistiir. 30 dakika buzda bekletildikten sonra
4500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek pellet olusturulmustur. Olusan pellet 2 ml
soguk steril 100 mM CaCl, igerisinde iyice c¢ozilerek kompetent hiicre

hazirlanmistir.

2.6.4.4. izolatlarin 16S rRNA Gen Bélgelerinin Escherichia coli JM101’e

Transformasyonu

Hazirlanan kompetent E. col/i IM101 hiicrelerinden 200 pl tiiplere aktarilarak
igerisine 3 ul ligasyon tirtini birakilirken, bir tiipe hi¢gbir sey eklenmeyerek kontrol
olarak kullanilmistir. Tiipler iyice karistirilmis ve 30 dakika buzda bekletilmistir.
Tiiplerdeki karisimlar, 2 dakika 45 °C’de sicaklik sokuna maruz birakilarak ligasyon
tirtinlerinin kompetent hiicrelere girmesi saglanmistir. Tiipler alinarak {izerlerine 1 ml
LB sivi besiyeri eklenmis ve karistirilmistir. Daha sonra tim karisim 37 °C’ye
ayarlanmis sallayicili su banyosunda 2 saat boyunca biiylimeye birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra biiyiiyen kiiltiirler 6.000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapilmistir.
Tipte 100 pl kalacak sekilde silipernatant dokiilmiis ve kalan siipernatant i¢inde
pellet ¢oziildiikten sonra 100 pg/ml ampisilin igeren LB agar petrilerine ({izerine 100
mg/ml IPTG c¢ozeltisinden 40 pl ve 20 mg/ml X-gal ¢ozeltisinden 40 pl siiriilmiis
petriler) yayilmistir. Gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda igerisine plazmid alan hiicrelerin beyaz koloni olusturmasindan

yararlanilarak klonlar secilmistir.
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2.6.4.5. Transfer Edilen Rekombinant Plazmitlerin Escherichia coli

JM101°den izole Edilmesi ve Kontrolii

Mavi/beyaz koloni morfolojisine gore aymrim yapilarak secilen beyaz
kolonilerden icerdikleri plazmid DNA’larin1 izole etmek i¢in 100 pg/ml ampisilin
iceren 5 ml LB sivi besiyerine ekim yapilmis ve 37 °C’de gece boyu inkiibe

edilmistir.

Hazirlanan sivi kiiltiirler mikrosantrifiij tiiplerine dokiilerek 13.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir. Sivi kistm dokiilerek
pellet 80 ul lysis buffer (50 mM glikoz, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCI pH 0.8)
soltisyonunda ¢6zlilmiis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siire sonunda
tiiplere 200 pl taze hazirlanmis NaOH/SDS (0,2 M NaOH, %1 SDS) soliisyonundan
ilave edilmis ve 5 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra 150 pl 3 M sodyum asetat
(pH 5,2) ilave edilmis ve 10 dakika buzda beklemistir. Tiipler 13.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant yeni mikrosantrifiij tiiplerine alinmis ve pellet
atilmistir. Uzerlerine oda sicakliinda muhafaza edilen 1.000 ul %96’lik etanol ilave
edilmis ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Stire sonunda 13.000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilmis ve sivi kisim atilarak pellete oda sicakliginda muhafaza
edilen %70’lik etanolden 500 pl ilave edilmistir. Tekrar 2 dakika 13.000 rpm’de
santrifiij yapilmistir. Pellet agik havada kurutularak 50 pul dH,O’ da ¢oziilmiistiir.

Beyaz ve mavi koloni Ornekleri jel elektroforezi ile yiriitiilerek kontrol
edilmistir. Kontrol amaciyla beyaz koloni olan 6rneklerin yaninda mavi kolonilerde
jel elektroforezinde yiriitiilerek kiitle farkindan faydalanilarak beyaz kolonilerin

kontrolii yapilmstir.

2.6.4.6. izole Edilen Plazmitlerin 16S rRNA Gen Béolgelerinin Dizi

Analizi ve Incelenmesi

Izole edilen plazmitlerden 16S rRNA genini tasiyan klonlar amfisilinli LB
besiyerine ekimleri yapilmis ve 37 °C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Kiiltiirler,
13.000 rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra “Wizard Plus SV Minipreps”
(Promega) kiti kullanilarak izole edilmistir. 16S rRNA bolgelerinin tanimlanmasi

icin 6rnekler yurtdisina gonderilmistir (Macrogen, Hollanda).
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Sekans sonucunda elde edilen 16S rRNA gen bolgelerinin baz dizilimi
gerceklestirildikten sonra gen bankasinda bulunan diger 16S rRNA genleri ile NCBI
web adresindeki Blast (basic local alignment search tool) programi kullanilarak

karsilastirmasi yapilmistir. Karsilagtirma sonucuna gore sonuglar degerlendirilmistir.

2.7. lzolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin VITEK-2 Sistemiyle

Belirlenmesi

Izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ve tanimlanmasi amactyla
Giresun Il Kontrol Laboratuvar1 Mikrobiyoloji Analiz Birimi’nde bulunan VITEK-2

cihazi kullanilmistir.

Izolatlar niitrient agara ekilerek bir gece 30 °C’de inkiibe edilmistir. Her bir
izolattan koloni steril 6ze ile alinarak 3 ml %45°1ik steril NaCl ¢ozeltisi (pH 4.5-7.0)
bulunan plastik tiiplere aktarilarak slispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan
stispansiyon homojenize edilerek DensiChek adi verilen bir bulamiklik 6lgerle
yogunlugu 1.80-2.20 McFarland’a ayarlanmistir. Daha sonra siispansiyon tiipii ile
birlikte Bacillus identifikasyon kartlar kasete yerlestirilmistir. Kartlar tizerindeki seri
numaralar barkod okuma sistemi ile bilgisayara kaydedilmistir. Kaydedilen kaset

VITEK-2 sistemine yiiklenmistir. Sonuglar 14,25 saat sonra sistemden alinmustir.

2.8. Bakteriyel Izolatlarn Yag Asidi Profillerinin Mikrobiyal
Identifikasyon Sistemi (MIS) Kullanilarak Belirlenmesi

Izolatlarin yag asidi metil esterlerinin (FAME) izolasyonu yapilmis ve
bilgisayar kontrollii gaz kromotografi sistemi olan Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi
(MIS) kullanilarak izolatlarin tiir seviyesinde tanis1 yapilmustir. Izolatlarin hiicresel
yag asidi analizi Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii'nde

yapilmustir.
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2.9. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Izolatlarin spor-kristal karisimlarmin protein miktar1 spektrofotometrik olarak
595 nm de Bradford metoduna gére yapilmistir. Olgiimlerde bovin serum albiimin
proteini standart olarak kullanilmistir (Bradford, 1976). Elde edilen sonuglara goére

Sekil 2.2°de verilen grafik ¢izilmistir.

B. thuringiensis izolatlarindaki kristal proteinleri tespit etmek i¢in hazirlanan
spor-kristal karigimlari Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan %10’luk sodyum

dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) analiz edilmistir.

Ayirma jeli (%10) ¢ozeltileri 50 ml’lik erlen icerisinde 9.9 ml distile su, 8.3
ml %30 akrilamid karisimi, 6.3 ml tris (1.5 M, pH 8.8), 0.25 ml %10’luk SDS, 0.25
ml %10’luk amonyum persiilfat, 0.01 ml TEMED olacak sekilde 25 ml olarak
hazirlandiktan sonra cam tablalar arasina enjektor ile dokiilmiistiir. Diiz bir yiizey
elde etmek ve oksijenle temasi1 kesmek amaciyla ayirma jeli tizerine tarak dislerine
kadar saf su ilave edilmistir. Polimerizasyon gerceklestikten sonra saf su

dokilmustiir.

Yikleme jeli (%5) ¢ozeltileri 50 ml’lik erlen igerisinde 4,1 ml distile su 1.0
ml %30 akrilamid karisimi, 0.75 ml tris (1 M, pH 6.8), 0.06 ml %10’luk SDS, 0.06
ml %10’luk amonyum persiilfat ve 0.006 ml TEMED olacak sekilde 6 ml olarak
hazirlandiktan sonra, polimerize olan ayirma jeli tizerine dokiilmiis ve ardindan tarak
yerlestirilmistir. Polimerizasyon igslemi gergeklestikten sonra tarak yavasca ¢ikarilmis
ve polimerize olmayan akrilamidin temizlenmesi i¢in kanallar saf su ile iyice
yikanmistir. Cam tablalar elektroforez cihazina yerlestirildikten sonra iist ve alt

bolmelere tris-glisin elektroforez tamponu dokiilmiistir.
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Sekil 2.2. Protein standart grafigi

Protein standart grafigine (Sekil 2.2) gore miktarlar1 belirlenen numunelerden
uygun miktarlarda (10pg) alinmistir. Bu numunelere muamele tamponu (60 mM
Tris-HCI (pH 6.,8), %25 gliserol, %2 SDS, %5 2-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol
blue) ilave edildikten sonra numuneler kaynayan su igerisinde 5 dakika
bekletilmistir. Daha sonra her bir 6rnekten 100 pl alinarak kuyucuklara yiiklenmistir.
Jele 30 mA akim uygulanarak ayrilma islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra cam

tablalarin arasi plastik bir cetvelle dikkatlice acilarak boyama islemine geg¢ilmistir.

Jel Coomassie Brillant Blue (%0,125 Coomassie Brillant Blue R-250, %50
metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 2-4 saat boyanmis ve Yikama- I (%50 metanol,
%10 asetik asit) ¢ozeltisinde 1 saat bekletildikten sonra Yikama- II (%7 asetik asit,
%5 metanol) c¢ozeltisine alinmistir. Daha sonra tarayici kullanilarak bilgisayar

ortamina aktarilmistir.

38



2.10. B. thuringiensis izolatlarindan Plazmit izolasyonu

B. thuringiensis izolatlarindan plazmitler Jensen ve arkadaslari (1995)

tarafindan gerceklestirilen yonteme gore yapilmustir.

Hiicreler 5 ml’lik LB siv1 besiyerinde 30 °C’de bir gece biyiitlilmustiir.
Kiilttirlerden 2 ml alinarak 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmis ve pelte 100 pl
TE tamponunda (40 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7,9) ¢oziilmistiir. Daha sonra
hiicrelere taze olarak hazirlanmis 200 pl alkali ¢ozeltisi (%3 SDS, %15 sukroz, 50
mM Tris, pH 12,5) ilave edilmis ve par¢alanmasi saglanmistir. Karisim 60 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
tizerine 5 U proteinaz K ilave edilmistir. Mikrosantrifiij tiiptinde bulunan karisimlar
20 kez alt-tist edildikten sonra 37 °C’de 90 dakika inkiibe edilmistir. Bu islem
sonucunda alinan numuneler iizerine 1’er ml fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1)
ilave edilmistir. Tipler 40 kez alt-iist edildikten sonra 6.000 xg’de 7 dakika santrifiij
edilmistir. Ust fazdaki plazmit igeren karistmdan 60 pl alinip 1X TBE (Tris-Borik
asit EDTA) de hazirlanmis %5’lik agaroz jelde 62 V’da 4 °C’de 5-7 saat elektroforez

edilmistir.

Jel 1 pg /ml’lik etidyum bromiirlii dH,O’lu karisim igerisinde, 4 °C’de bir

gece bekletilmistir. Daha sonra tarayici kullanarak bilgisayar ortamina aktarilmistir.
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2.11. izolatlarin insektisidal ve Antibakteriyel Etkilerinin Arastirllmasi
2.11.1. izolatlarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

B. thuringiensis izolatlarindan elde edilen spor-kristal karisimlarinin
insektisidal aktivitelerini test etmek i¢in bioassayler yapilmistir. Test edilecek
karisimlarin yogunlugu, spektrofotometrede dlgiilerek OD600°de 1.89 (1.89x 10°

spor-kristal/ml) olacak sekilde ayarlanmistir.

Izolatlarin spor-kristal karistmi, un giivesi Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera, Pyralidae) ve kizilagag yaprak bocegi Agelastica alni Linnaeus

(Coleoptera, Chrysomelidae) larvalarina uygulanmistir.

Kizilagag¢ yaprak bocegi i¢in taze kizilaga¢ yapraklari, un giivesi i¢in kirilmis
fistik besin olarak kullanilmistir. Spor-kristal karisimi steril distile su icerisinde
homojenize edilmis ii¢ tekerriir halinde petri kaplarindaki besinlere uygulanmis ve
oda sicakliginda 15 dakika kurutulmustur. Kontrol grubu olarak steril distile su ile
islatilmig besinler kullanilmistir. Daha sonra 10’ar adet E. kuehniella ve Agelastica
alni larvasi petrilere konmus ve 10. giin sonunda 6lii ve saglikli larvalar sayilmistir

(Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Bioassay uygulamasi
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2.11.2. izolatlarin Baz: Bitki Patojeni Bakteriler Uzerinde Antibakteriyel

Etkilerinin Arastirilmasi

Elde edilen izolatlar ile bitki patojeni bakteriler tizerinde etkilerine bakilarak
biyolojik miicadale ajani gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu c¢alismada; birgok bitki
tirti tizerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan hastaliklarin patojeni oldugu
bilinen 8 bakteriyel bitki patojeni kullanilmistir. Kiiltiirler; Yeditepe Universitesi,
Genetik ve Biyomiihendislik Bolimii’ndeki kiiltiir koleksiyonlarindan temin

edilmistir. Kullanilan bakteri tiirleri Tablo 2.2°de verilmistir.

Antibakteriyel etkinin arastirilmasi i¢in izolatlar Tryptic Soy Agar besiyerine
nokta ekim yapilmis ve bir gece 30 °C’de inkiibe edilerek koloni olusturmalar
saglanmistir. Bitki patojeni bakteriler ise Tryptic Soy Broth besiyerine ekilmis ve bir
gece 30 °C’ye ayarlanmis sallayicili etliivde inkiibe edilmistir. Her bir bitki patojeni
hazirlanan sivi haldeki yumusak Tryptic Soy Agar’a inokiile edilmis ve izolatlarin
bulundugu petrilere dokiilmiistiir. S1vi yumusak besiyeri katilastiginda 30 °C’de bir
gece inkiibe edilerek izolatlarin patojen bakteriler {izerinde etki (zon) olusturup

olusturmadiklar1 incelenmistir.

Tablo 2.2. Antibakteriyel Etkinin Aragtirilmasi i¢in Kullanilan Bitki Patojeni
Bakteriler

Bitki Patojeni Bakteriler

Micrococcus luteus
Pseudomonas syringae pv. glycinea
Pseudomonas putida biotype B/vancouverensis
Xanthomonas axonopodis vitians
Xanthomonas axonopodis begoniae
Xanthomonas axonopodis phaseoli fuscans
Pseudomonas savastanoi nerium

Pseudomonas savastanoi oleae
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Giresun Adasi’ndan alinan toprak orneklerinden izole edilen dort Bacillus
thuringiensis izolatimin morfolojik, kemotaksonomik ve molekiiler teknikler
kullanilarak tanimlanmasi yapilmistir. Ayrica molekiiler c¢aligmalarin yaninda
VITEK-2 ve toplam hiicresel yag asidi profillerine gore izolatlar tanimlanmistir. Bu

bakterilerin insektisidal ve antibakteriyel aktiviteleri de aragtirilmistir.
3.1. izolatlarin Karakteristik Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.1.1. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Izolatlarin koloni morfolojilerine bakildiginda krem renkli, dalgali-yuvarlak
oldugu belirlenmistir. T1 izolatinin diger izolatlardan farkli olarak 1slak bir
morfolojiye sahip oldugu goriilmiistiir. izolatlar {izerinde spor ve Gram boyama
yapildiktan sonra sporlari subterminal olan Gram pozitif ¢ubuk sekilli bakteriler
oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin kristal boyama sonucunda bipiramidal ve sekli

belirlenemeyen kristaller icerdigi goriilmustiir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. T1 izolatina ait kristal boyama (soldaki sekil) ve T4 izolatina ait

Gram boyama (sagdaki sekil)
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3.1.2. izolatlarin Toplam Hiicresel Yag Asiti Profilleri

Izolatlarin toplam hiicresel yag asidi profillerinin belirlenmesi amaciyla
Sherlock Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS) kullanilmistir. Bu yontemde
oncelikle hiicresel yag asitleri saflagtirllmigtir. Saflastirilan hiicresel yag asitlerine
metil baglanarak yag asidi metil esterleri olusturulmustur. Daha sonra yag asidi metil
esterlerine hekzan baglanarak, MIS cihazinda, gaz kromotografisi yontemiyle
izolatlarin hiicresel yag asitlerinin cinsi, karbon sayisi, karbonlar arasindaki ¢ift bag
sayisi, mevcut yag asitlerinin konfiglirasyonlarina gore durumlar1 ve izolatlardaki
yiizde olarak miktarlar1 belirlenmistir. izolatlarin hiicresel yag asidi profilleri sistem
biinyesinde bulunan elektronik kiitiiphaneyle (Microbial Identification System-
Library Generation Software) karsilastirilarak, izolatlarin toplam hiicresel yag asidi
profillerine gére tanis1 yapilmustir. Izolatlarin hiicresel yag asidi profilleri Tablo 3.1°

de verilmistir.

MIS cihazi verilerinde bazi yag asitleri tanimlanamamis ve “unknown”
seklinde verilmistir. Bu tanimlanamayan yag asitlerinin, toplam hiicresel yag asitleri

icindeki oranlar1 ise hesaplanmistir. Ancak bu bilgilere tabloda yer verilmemistir.

Baz1 yag asitleri tam olarak ¢oziilememis ve MIS cihazi verilerinde “summed
feature” olarak verilmistir. Bu yag asitlerinin elde edilme zamanlar1 géz Oniinde
tutularak neler olabilecegi verilerde belirtilmis ve toplam hiicresel yag asitleri

icindeki oranlar1 hesaplanmaistir.

Yapilan bu ¢alismada, yag asidi profillerine gore izolatlarin igerdikleri yag
asitlerindeki karbon sayilar1 12-18 arasinda oldugu belirlenmistir. izolatlarm toplam

23 farkli yag asidi icerdigi tespit edilmistir.

Tim izolatlarin C14:0 (Myristic acid) ve C16:0 (Palmitic acid) doymus yag
asitlerini igerdikleri tespit edilmistir. Diger izolatlardan farkli olarak T2 ve T3
izolatlariin C12:0 (Lauric asid), T3 ve T4 izolatlarinin C18:0 (Stearic asid) doymus

yag asidi icerdikleri belirlenmistir.

T4 izolatinin 16:1 wllc (16 karbonlu, omega grubunun 11. karbonunda ¢ift
bag bulunan tekli doymamis yag asiti) icermesiyle diger izolatlardan farkli bir yag

asiti icerdigi tespit edilmistir. T1 izolatinin diger izolatlardan farkli olarak 16:0 iso
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30H (16 karbonlu, o grubunun 3. karbonuna bagli bir OH grubu bulunan, iso
konfigiirasyonuna sahip doymus yag asiti) igerdigi goriilmiistir. T1, T3 ve T4

izolatlarinda 17:1 anteiso A bulundugu tespit edilmistir.

Izolatlarin en fazla miktarda 15:0 iso (15 karbonlu, iso konfigiirasyonuna

sahip doymus yag asiti) i¢erdikleri belirlenmistir.

Tablo 3.1. izolatlarin Toplam Yag Asit Oranlar1 (%)

izolatlar
Yag Asitleri = - 3 T4
Saturated
12:0 - 0.94 0.54 —
14:0 312 3.64 508 3.20
16:0 457 395 518 7.59
18:0 - — 0.62 1.07
Unsaturated
16:1 o11c - — — 0.94
17:1 ® Sc 469 485 485 330
17:1is0 ®10c 485 423 158 6.75
17:1 anteiso A 1.20 - 0.60 1.09
16:1 w7¢ alcohol 1.07 0.57 040 1.41
Branched
12:0 iso 1.69 1.17 095 1.25

13:0 iso 12.24 15.80 9.38 8.8l
13:0 anteiso 1.99 097 091 2.08
14:0 iso 5,03 381 529 441
15:0 iso 2590 31.33 33.00 20.21

15:0 antesio 505 254 322 6.14
16:0 iso 554 421 592 7.29
17:0 iso 921 964 834 1142
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Tablo 3.1.°in devami

17:0 antesio 1.48 085 097 2.63
Hydroxy
15:0 20H 1.30 095 044 1.08
16:0 iso 30H 0.69 — — —

Sum In Feature 2
14:0 30H/16:1 iso 1
Sum In Feature3
16:1 w6c/16:1 w7c

3.18 2,13 334 1.67

723 845 940 7.66

Summed Feature 2

12:0 aldehyde?
16.1:is0 1 318 213 334 1.67

14:0 30H

unknown 10.9525

Summed Feature 3

16:1 ©7¢/16:1 0be 723 845 940 7.66

12:0 lauric acid, 13:0 tridecylic acid, 14:0 myristic acid, 15:0 pentadecylic acid, 16:0
palmitic acid, 17:0 margaric acid, 18:0 stearic acid, 16:1 palmitoleic acid, 17:1 heptadecenoic acid

Tablo 3.2. izolatlarin Yag Asit Iceriklerine Gore Benzedigi Bakteriler ve

Oranlari
Izolatlar Yag Asit Sonuclari o
g ¢ Oram

T1 Bacillus cereus-GC subgroup A 63
Bacillus cereus-GC subgroup B 51,9
T Bacillus cereus-GC subgroup A 60,3
Bacillus thuringiensis israelensis 40,1

Bacillus cereus-GC subgroup A 80
T3 Bacillus thuringiensis israelensis 78,2
Bacillus thuringiensis kurstaki 72,4
Bacillus thuringiensis dendrolimus 51,6
Bacillus cereus-GC subgroup B 49.4
T4 Bacillus cereus-GC subgroup A 39,8
Bacillus mycoides-GC subgroup A (Bacillus cereus group) 38,1
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3.1.3. izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerini tespit etmek ve tanmimlama yapabilmek
i¢in VITEK-2 sistemi kullanilmistir. izolatlarn biyokimyasal 6zellikleri Tablo 3.3°de

verilmistir.

Tablo 3.3. izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

izolatlar
T1 T2 T3 T4
BETA-XYLOSIDASE - - - -

Testler

BETA-GALACTOSIDASE - - - -

Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE - - (+) +
ELLMAN + + + +
D-MANNOSE - ) - -

BETA-MANNOSIDASE - - - -
INULIN - - - -
OLEANDOMY CIN-RESISTENS - - - -
L-lysin-ARYLAMIDASE - - - -
L-pyrrolidonyl-ARYLAMIDASE + + + +
CYCLODEXTRIN - - - -
METHYL-D-XYLOSID - - - -
D-MELEZITOSE - - - -

FOSFORYLCHOLIN - - - -
D-GLUKOSE + + + +
ZSKULIN-hydrolyse + + ) +

L-aspartat-ARYLAMIDASE - - - -
ALFA-GALACTOSIDASE - - - -
D-GALACTOSE - - - -

ALFA-MANNOSIDASE - - ; :
N-ACETYL-D-GLUCOSAMIN +) - + ;
PYRUVAT - ; -0
D-RIBOSE - - * -

TETRAZOLIUM-R@D - - - -
Leucin-ARYLAMIDASE + + + (-)
Alanin-ARYLAMIDASE - - - -
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Tablo 3.3.’iin devam

GLYCOGEN - - - -
MALTOTRIOSE - - ) -
PALATINOSE - - - -
ALFA-GLUCOSIDASE - - - -
PUTRESCIN-assimilation - - - -

POLYMYXIN B-RESISTENS + + + +
Fenylalanin-ARYLAMIDASE - ) + -
Tyrosin-ARYLAMIDASE - - - -
myo-INOSITOL - - - (-)

Glycin-ARYLAMIDASE - - - -
L-RHAMNOSE - - - -
D-TAGATOSE - - - -
VAKST I 6,5% NaCl - - + -
L-prolin-ARYLAMIDASE - - - -

BETA-N-ACETYLGLUCOSAMINIDASE + + - +
METHYL-A-D-GLUCOPYRANOSID-

acidifikation - - - +
D-MANNITOL - - - -
BETA-GLUCOSIDASE + + - +
D-TREHALOSE + - + -
KANAMY CIN-RESISTENS () + + -

+: pozitif, - : negatif, (+): Pozitif esik degerine yakin, (-): Negatif esik degerine yakin.

VITEK-2 sistemi sonuglarina gore T1, T2 ve T4 bakterileri sirasiyla %93,
%95 ve %88 oranlarinda Brevibacillus laterosporus bakterisine benzemektedir. T3
bakterisi ise %89 oraninda Bacillus cereus / thuringiensis /| mycoides bakterilerine

benzemektedir.
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3.1.4. izolatlarin 16S rRNA Analizleri

Izolatlarin gogaltilan 16S rRNA’larinin yaklasik 1500 bp uzunlugunda olan
baz siralar1 elde edilmistir (Ekler) (Sekil 3.2). Bu baz siralar1 NCBI blast
programinda karsilastirildiktan sonra izolatlarin benzerlik gosterdigi bakteri sonuglari

Tablo 3.4’de verilmistir.

bp

1500
1000 ——

00

Sekil 3.2. Izolatlarin 16S rRNA PCR iiriinleri

Tablo 3.4. izolatlarm 16S rRNA Dizilerine Gore Tiir Tayinleri

izolat Kayit No 16S rRNA Dizisine Gore Fln Fazla Benzedigi %
No Bakteri Oram

T1  EUI153549.1 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki 99

T2  EUI153549.1 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki 99

T3  EUI153549.1 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki 99

EU153549.1 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki 99

T4 CP004123.1 fsasc(;lslzs thuringiensis serovar kurstaki strain 99
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3.1.5. izolatlarin Plazmit Icerikleri

Izolatlarin plazmit sayilar1 ve biiyiikliikleri kontrol B. thuringiensis suslari ile
karsilastirilmigtir. Plazmit izolasyonu i¢in kullanilan bu yontemde plazmitler linear
olarak elde edilemezler. Bu yilizden baz1 plazmitler agaroz jelde ti¢ farkli bantdan
daha fazla olabilmektedirler. B. thuringiensis’den izole edilen plazmitlerin tam
sayisini belirlemek oldukca zordur. Bu nedenle, burada plazmitlerin kendilerinden

ziyade plazmidik bantlarin sayis1 ve biiyiikliikleri verilecektir.

Izolatlarin plazmit DNA biiyiiklikkleri Lambda DNA/ HindIIl Markers
(Promega) ile karsilastirilarak hesaplanmustir. T3 izolatinda 3, T1 izolatinda 4, T4
izolatinda 5 ve T2 izolatinda ise 6 plazmit tespit edilmistir. Plazmit DNA
buyiikliiklerinin 9,710 bp ile >23,130 bp arasinda oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3).
Izolatlarin plazmit icerikleri birbirleri ve kontrol suslar ile karsilastirildiginda
izolatlarin birbirlerinden ve kontrol suslardan farkli olduklar1 goriilmiistiir. izolatlarin

plazmit biiytikliiklerinin yaklasik degerleri Tablo 3.5’de verilmistir.

bp M St Bti Btk T TI T T3

2300

9416
6,557
4361

230

2027

Sekil 3.3. Izolatlarin plazmit igerikleri (M:marker)
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Tablo 3.5. izolatlarin plazmit DNA sayilar1 ve biiyiikliikleri

Izolat Plazmit Sayis1 Molekiil Biiytikliigii (bp)
T1 4 43.233-39.961-35.441-28.962
T2 6 43.233-39.961-38.091-35.441-28.962-9.710
T3 3 41.052-32.169-28.962
T4 5 42.454-40.272-39.026-35.441-28.962

3.1.6. izolatlarin Kristal Protein Profilleri

Izolatlarin kristal proteinlerini tespit etmek icin hazirlanan spor-kristal
karisimlart %10’ luk SDS-PAGE’de analiz edilmistir. Izolatlarin kristal protein
buiytikliikleri Broad Range Protein Molecular Markers (Promega) ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Izolatlarin kristal protein igerikleri birbirleri ve kontrol suslar ile
karsilastirildiginda izolatlarin birbirlerinden ve kontrol suslardan farkli olduklar

goriilmustir (Sekil 3.4).

kDa: M Bz Bd Bk T4 T1 T T3

225
150

. —

. (-

Sekil 3.4. B. thuringiensis izolatlarmin spor-kristal karisimlarinin protein profilleri
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3.2. izolatlarin insektisidal ve Antibakteriyel Etkileri
3.2.1. izolatlarin Insektisidal Aktiviteleri

Farkli B. thuringiensis izolatlarmmn 10° spor-kristal/ml karisimi Ephestia
kuehniella ve Agelastica alni larvalarina uygulanarak o6ldiiriicti etkileri belirlenmistir.
Izolatlarin 6ldiiriicii etkisi kontrol (saf steril su) ile karsilastirilmistir. %’de 6liim
orani Abbott (1925) tarafindan gelistirilen formiille [%etki= (ilagsizda canli-ilaglida

canli / ilagsizda canli) x100] hesaplanmistir.

Agelastica alni larvalar ile yapilan bioassaylerde en fazla insektisidal etki
%84,6 olim orani ile T2 bakterisinde goriilmustiir. T4 bakterisi ise az bir etki

gostermisdir (Sekil 3.5).

100 7
30 -
80 A
70
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A

ol P '
Tl T2 T3 T4
[ZOLATLAR

OLUM ORANI (%)

Sekil 3.5. izolatlardan elde edilen 10° spor-kristal/ml karisiminin Agelastica

alni larvalar: tizerindeki insektisidal etkisi.

Lepidoptera grubundan olan Ephestia kuehniella larvalar1 kullanilarak yapilan
biyoassaylerde T4 bakterisi %20 6liim orani ile diger izolatlara gore larvalar {izerinde

daha etkili olmustur (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. izolatlardan elde edilen 10° spor-kristal/ml karisimmnin E.

kuehniella larvalar: tizerindeki insektisidal etkisi.

3.2.2. izolatlarin Bitki Patojeni Bakteriler Uzerindeki Antibakteriyel
Etkileri

Antibakteriyal etkinin arastirilmasi i¢in bitki patojeni bakteriler iizerine
izolatlar uygulanmistir. T3 bakterisinin Micrococcus luteus patojeninin bilytimesini
engelleyici diisiik bir antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir. T3 bakterisinin
olusturdugu zon ¢ap1 Sekil 3.7°de gosterilmektedir.

Sekil 3.7. T3 bakterisinin Micrococcus luteus tizerindeki antimikrobiyal etkisi
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4. TARTISMA VE SONUC

Tarim zararlilart ile miicadelede II. Diinya savasindan sonra kimyasal
pestisitlerin kullanim1 hizli bir artis gostermistir. Giiniimiizde ise eskiye oranla
kimyasal pestisit kullaniminda azalma olmasina karsin tarim alanlarinda kimyasal
pestisit kullanim1 yaygin olarak devam etmektedir. Bu kimyasallarin ortaya ¢ikardigi
problemlerle miicadele etmek olduk¢a zordur. Kimyasal insektisitlerin ¢ok fazla
kullanilmalar1 dogada kalint1 birakmakta ve bu durum cesitli boceklerin bu ilaglara
kars1 direng gelistirmesine neden olmaktadir. Ayrica bunlarin kendi hedef
organizmalarinin disinda hayvan ve insanlara da toksik etki yaptigi bilinmektedir.
Bu gibi olumsuzluklar insanlar1 alternatif ve daha giivenli miicadele yontemleri

gelistirmeye yoneltmistir.

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen insektisitler hedef bocek tiirii i¢in
oldukga spesifik olmalari, bakteriler sayesinde ayristirilabilir olmalari, zararl
boceklerde bu bilesiklere karsi direng gelisiminin yavas olmasi, hasat déneminde
dahi uygulanabilmeleri, insan ve g¢evre sagligi bakimindan giivenli ilaglar olmasi
bakimindan olduk¢a avantajlidir. Ozellikle B. thuringiensis bakterisi kullanilarak

olusturulan insektisitler etkili, giivenli ve spesifiktir.

Bu ¢alismada Giresun Adasi’ndan alinan toprak orneklerinden izole edilen 4
B. thuringiensis bakterisi kullanilmistir. B. thurringiensis 6zellikle toprak olmak
tizere hemen hemen her yerde bulunmaktadir (Vilas-Boas ve ark., 2007; Raymond ve
ark., 2010). B. thurringiensis Glney ile Kuzey Amerika (Martin ve Travers, 1989;
Ibarra ve ark., 2003; Armengol ve ark., 2007; Park ve ark., 2008), Avrupa (Martin ve
Travers, 1989; Doroszkiewicz ve Lonc, 1999; Quesada-Moraga ve ark., 2004), Bati
ile Gliney Asya (Martin ve Travers, 1989; Seifinejad ve ark., 2008; Bukhari ve
Shakoori, 2010), Giiney Dogu Asya (Martin ve Travers, 1989; Hastowo ve ark.,
1992; Yasutake ve ark., 2006), Uzak Dogu (Cin, Kore ve Japonya) (Martin ve
Travers, 1989; Ohba ve ark., 2000; Gao ve ark., 2008), Afrika (Martin ve Travers,
1989; Ogunijimi ve ark., 2000; Saadaoui ve ark., 2009) ve Antartika (Forsyth ve
Logan, 2000) topraklarindan izole edilmistir. Ayrica Orta Dogu’da Misir (Merdan ve
Labib, 2003) ve Urdiin (Sadder ve ark., 2006) topraklarinda da bulunmustur.
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Karakterize edilen B. thuringiensis izolatlarinin morfolojik sekli literatiirde
yer alan B. thuringiensis suslari ile benzerlik gostermektedir (Sneath, 1986). Fakat
T1 izolat1 niitrient agar besiyerinde diger izolatlardan farkli olarak 1slak bir
morfolojiye sahip oldugu goriilmistiir. Bu da mevcut B. thuringiensis izolatlar ile
uyusmamaktadir. Iriarte ve arkadaglarinin (2000) yaptigi bir calismada da
B. thuringiensis izolatlarindan birinin digerinden farkli morfolojik 6zelliklere sahip

oldugu bulunmustur.

Izolatlar iizerinde endospor ve Gram boyama yapildiktan sonra sporlari
subterminal olan Gram pozitif ¢ubuk sekilli bakteriler oldugu tespit edilmistir.
Izolatlarmn kristal boyama sonucunda bipiramidal ve sekli belitlenemeyen kristaller
icerdigi gorilmustiir. B. thuringiensis suslarmin kristal sekilleri; kristal proteinleri,
parasporal inkliizyonlarinin ¢oziinme sartlari, tripsin-direngli proteinlerin biiytiklugi,
plazmit icerikleri, cry genleri ve toksik olma ozellikleri ile iliskilidir (Hofte ve

Whiteley, 1989).

Izolatlarin cry genlerini tespit etmek amaciyla genel primerler olan cryl,
cry2, cry3 ve cry4 (Ben-Dov ve ark., 1997) kullanilarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) yapilmis ve izolatlarin bu cry genlerini tasimadigi belirlenmistir.
Wang ve arkadaslar1 (2003) Cryl, Cry2 ve Cry9 proteinlerinin Lepidoptera, Cry3-7-
8 grubundaki proteinlerin Coleoptera, Cry4 ve Cryll proteinlerinin ise Diptera
takimindaki boceklere karsi oldukga etkili oldugunu belirtmislerdir. Coleoptera
grubundan Agelastica alni larvalar ile yapilan bioassaylerde en fazla insektisidal etki
(%84,6) izolatlar arasindan T2 bakterisinde goriilmiistiir. Calismada, T2 izolatinda
Coleptera takimina kars1 etkili cry3 geni bulunamamistir fakat etkili diger cry genleri
aragtirilabilir. Izolatlarin Lepidoptera grubundan Ephestia kuehniella larvalari
tizerinde ise diislik bir aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Hossain
ve arkadaslar1 (1997) yaptiklar1 bir c¢alismada, toprak oOrneklerinin %100’ tinde
B. thuringiensis bulduklarmi fakat bunlarin %97,5’inin sivrisinek larvalarina karsi
toksik etki gostermedigini belirtmislerdir. Toksik olmayan B. thuringiensis izolatlar
toprak orneklerinde, oOnceki calismalarda rapor edildigi gibi yaygin olarak
bulunmaktadir (Ohba ve Aizawa, 1978; Ohba ve ark., 1988; Martin ve Travers,
1989).
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Silva ve arkadaglar1 (2004) bipiramidal kristallerin Cryl proteinlerle, kiibik
kristallerin ise Cry2 proteinleri ile baglantili olabilecegini belirtmislerdir. Oysa
Yilmaz (2010) calismasinda cry2 geni tasimayan izolatlarinda kiibik sekilli kristal
proteinler gormustiir. Ohba ve Aizawa (1986) parasporal proteinlerin sekli ve
toksisitesi arasinda baglant1 olabilecegini ve bipiramidal kristallerin daha toksik
olabilecegini belirtmislerdir. Calismada da biitiin izolatlarin bipiramidal kristal

tasimalarina ragmen cry!/ geni tasimadiklari belirlenmistir.

Laboratuar ortaminda izolatlarin spor-kristal karisimlart E. kuehniella ve
Agelastica alni larvalart {lizerinde oldiriicti etkileri arastirilmis ve kontrol
kiyaslanmistir. Kalmykova ve arkadaslar1 (2009) spor-kristal karisiminin tek spor ya
da tek kristalden daha yiiksek seviyede toksisite gosterdigini ifade etmislerdir.
B. thuringiensis toksitesi yalnizca cry gen igerigine bagh degildir ¢linkii Cry
proteinlerinden bagka spor ve kristal protein etkilesimi ve B-ekzotoksin gibi diger

coziinebilir toksinler de toksititeye katkida bulunmaktadir (Porcar ve ark., 2000).

Izolatlarin plazmit igerikleri incelendiginde 3 ile 6 arasinda degisen sayida
plazmit tasidiklari gézlenmistir (Tablo 3.5). Gao ve arkadaslari (2008) yaptiklari

calismada izolatlarin farkli sayida plazmit tagidigini tespit etmislerdir.

Spor ve kristal karisiminin Bradford metodu ile protein miktar1 belirlendikten
sonra yapilan SDS-PAGE analizinde 25 kDa’lik (T3) protein bantlar1 belirlenmistir.
Ayrica 50 kDa ile 225 kDa’dan daha biiyiik protein bantlar1 tespit edilmistir. Yapilan
bir calismada 65 kDa ile 274 kDa arasinda yer alan proteinlerin Cry proteini, 21 ile
25 kDa arasinda yer alan proteinlerin ise Cyt proteini oldugu belirtilmistir

(Renganathan ve ark., 2011).

Izolatlarin yag asit analizleri sonuglarina gére B. cereus grubu igerisinde yer
aldig1 belirlenmistir. Ancak B. cereus grubu igerisinde yer alan B. cereus,
B. mycoides ve B. thuringiensis bakterilerinin yag asit icerikleri benzerdir ve bu
bakterileri birbirinden ayirt etmek i¢in yag asit analizi kullanilmaz (Vaisiinen ve ark.,
1991). Ancak B. antracis bakterisinin B. cereus ve B. thuringiensis bakterilerinden
farkli oldugunu belirlemek i¢in yag asit analizi kullanilmaktadir (Kaneda, 1967 ve
1968; Lawrence ve ark., 1991).
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VITEK-2 sistemi sonuglarma gore T1, T2 ve T4 bakterileri sirastyla %93,
%095 ve %88 oranlarinda Brevibacillus laterosporus bakterisine benzemektedir. T3
bakterisi ise %89 oraninda Bacillus cereus / thuringiensis /| mycoides bakterilerine
benzemektedir. Brevibacillus laterosporus Laubach, B. thuringiensis gibi c¢ubuk
seklinde, endospor olusturan bir bakteridir ve morfolojik olarak sporun bir tarafina
sikica baglanan tipik kano sekilli parasporal tiretimi ile karakterize edilir ki bu da
sporangiumun yan konumunu belirler (Shida ve ark., 1996). izolatlarin parasporal

sekilleri B. thuringiensis ile benzerlik gostermektedir.

Izolatlarin 16S rRNA dizi analizleri sonucu %99 oraninda B. thuringiensis

serovar kurstaki’ye benzedikleri belirlenmistir.
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EKLER
“T1” izolatina ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisi
GGGGATGGACTCCTTATAGGGCGAAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCC
GGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTTGATCATGG
CTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAAT
GGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGGAATTGAAAGGCGGCTT
CGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAAGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTT
GAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCA
GAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATAT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGC
TGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAGGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGA
AAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGG
TGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAG
AGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTC
GGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACGGTACCATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCG
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ACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTA
TAGTTCACCTAAAAGGATATGCCC

“T2” izolatina ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisi

GGGATGACTTCCTTATAGGGCGAAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCG
GCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATGGTACCGTGGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATT
ACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACT
GAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTG
TACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGA
TTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGA
GTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGG
GACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGG
ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGC
GGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAG
GGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTT
ACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGC
ATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTC
CCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGAC
TTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCT
TGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTT
CTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTC
CCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGT
TGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCC
GTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCT
AATGTGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATT
CCGAACCATGCAGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGG
AGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCG
CCGCTAACTTCTTGAGAGCAAGCTCTCAATCCATTCGCTCGACTTGCATG
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TATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCACTCTAGAATA
ATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTC
CCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTTCACCTAAAAGGT
CTGCCCC

“T3” izolatina ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisi

AGGGATGACTCGTTATAGGGCGAAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCC
GGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATCCTTGTACCGTGTGACGGGC
GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCG
ATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCAAGTTGCAGCCTACAATCCGA
ACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCT
TTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGA
TGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTT
AGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTG
CGGGACTTAACCCAACATTTCAAGACCCGAGCTGAGGACAACCATGCAC
CACCTGTCATTTTGGTCCCGAAGGAGAAGCCCTATTTCTAGGGTTTTCAG
AGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCAC
ATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTT
GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAA
AGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAG
TTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTAC
GCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTC
TCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAG
ACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACG
CTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCT
TTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCT
TCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGC
GTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAG
CTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAA
TTTCGAACCATGCAGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCC
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GGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTC
CGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTCAATCCATTCGCTCGACTTGCA
TGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAACTCTAG
AATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAG
AGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGGTCACCTAA
AAGGCATGGCCC

“T4” izolatina ait 16S rDNA’nin kismi sekans dizisi

GTGGTTAACTCTATAGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCG
CCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTATTCTAGAGTTGATCATGGCTCAGG
ATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTG
AGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACC
GGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTG
TCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTT
GAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC
AGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATA
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACT
GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTG
CTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
AAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAG
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GTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT
CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAA
GAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTT
CGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACGGTACATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCG
ACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTA
TAGTTCACCTAAAAAGCCACCCCA
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