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OZET

Arastirmada Ankara’min farkh yerlerinden alinan toprak orneklerinden
Bacillus tiirlerine ait toplam 60 bakteri izole edilerek, Analitik Profil Indeks
(API) test Kkitleri ile tammlanmistir. Biyolojik kontrolde kullanmilan Bacillus
thuringiensis tiirlerinin tammmlanmasi1 16S rRNA dizi analizi ile yapilmstir.
izolatlarin toplam hiicre proteinleri izole edilmis ve sodyum dodesil siilfat
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile analiz edilmistir. Her bir izolata
ait protein bantlar birbiri ile karsilastirllarak POPGEN istatistik programinda
izolatlar arasindaki genetik uzakhklar hesaplanmis ve dendrogram
olusturulmustur. Bireyler arasindaki genetik uzakhklarin %0- %95 arasinda
oldugu bulunmustur. Elde edilen dendrograma gore izolatlar iki ana grupta
toplanmistir. Birinci ana grupta, B. cereus, B. anthracis ve B. thuringiensis’ in
yer aldidy, ikinci ana grupta ise B. sphaericus, B. subtilis, B. licheniformis, B.
laterosporus, B. pumilus, B. megaterium, B. stearothermophilus, B. brevis, B.
firmus ve B. circulans tiirlerinin yer aldig1 belirlenmistir. Bakterilerin plazmit
DNA’lar1 izole edilmis ve biiyiikliikleri hesaplanmistir. Izolatlardan 57
tanesinde plazmit DNA tespit edilmis, 3 tanesinde ise plazmit DNA tespit
edilememistir. izolatlarin 1,1 kb ile 19,3 kb arasinda degisen biiyiikliiklerde 1-9
adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir.



Bacillus thuringiensis izolatlarimin Kkristal genlerinin tammmlanmasi polimeraz
zincir reaksiyonu-restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (PZR-RFLP) ile
yapilmistir. Sonuglar B. thuringiensis FO21 izolatimmn cryl (272 bp) ve cry2
(1556 bp) genlerini icerdigini gostermistir. ilave olarak B. thuringiensis FO16 ve
B. thuringiensis FO19 izolatlarinda da sadece 1556 bp’lik cry2 genini tagidiklar
belirlenmistir. cry2 genleri tiplerinin icin Ddel enzimi ile kesilmistir. Ddel
enzimi ile kesimi sonucunda elde edilen fragmentlere gore ii¢ izolatin da cry2Aa
ve cry2Ab genlerini birlikte tasidiklar1 belirlenmistir. Kristal proteinler izole
edilmis ve SDS-PAGE ile analiz edilmistir. izolatlarin 130 kDa ve 65 kDa
biiyiikliigiinde iki adet Kkristal protein tasidiklar1 belirlenmistir. B. thuringiensis
izolatlarimin tasimis olduklar1 parasporal Kristal yapilarimin morfolojik
incelemeleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmistir. Yapilan
inceleme sonunda izolatlarin hepsinin baklava dilimli, kiibik ve yuvarlak sekilli
parasporal Kkristal yapilar tasidiklar1 bulunmustur. Parasporal kristal tasiyan
izolatlarin toksik etkileri Ephestia kuehniella (Lepidoptera) ve Trogoderma
granarium (Coleptera) 3. donem larvalar1 kullanillarak yapilan biyolojik
denemelerle belirlenmistir. izolatlarin LCsy ve LCoo degerleri Probit analizi ile
larvalarin % 6liim oranlar1 ise Abbot’s formiilii ile hesaplanmustir. FO21, FO16
ve FO19 izolatlarinin E. kuehniella larvalar iizerindeki 6liim oranlar sirasiyla
% 83, % 80 ve % 57 olarak belirlenmistir. Bacillus thuringiensis FO21 ve
Bacillus thuringiensis FO19 izolatlarinin test edilen kontrol suslarindan daha
etkili oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonu¢lar bu calisma kapsaminda izole
edilen Bacillus thuringiensis izolatlarimin biyolojik kontrol ajam olarak

kullanilabilecegine isaret etmektedir.
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ABSTRACT

In this study, 60 Bacillus strain were isolated from different soil samples in
Ankara and identified with Analitic Profile Index (API). Bacillus thuringiensis
was also identified by 16S rRNA sequence analysis. Total proteins of each
isolates were isolated and analysed by sodium dodecyl sulphate gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The protein banding patterns of the isolates were
compared with each other, genetic distances were calculated and dendrogram
was established. The genetic distances between isolates cahnged from 0% to
95%. According to the dendrogram isolates were divided into two main clusters.
The first cluster contains B. cereus, B. anthracis and B. thuringiensis. The
second cluster B. sphaericus, B. subtilis, B. licheniformis, B. laterosporus, B.
pumilus, B. megaterium, B. stearothermophilus, B. brevis, B. firmus and B.
circulans. Plasmid DNAs of the isolates were isolated and their sizes were
calculated. 57 of the isolates contained 1-9 plasmid DNA changing from 1,1 kb
and 19,3 kb in size while 3 isolates had no plasmid DNA. A polymerase chain
reaction- restriction fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP) method for
identification of cry genes from B. thuringiensis was established. The results
showed that Bacillus thuringiensis FO21 contained cryl (272 bp) and cry2 (1556
bp) genes, while Bacillus thuringiensis FO16 and Bacillus thuringiensis FO19

contained only cry2 gene. cry2 gene was restricted with Ddel enzyme in order to



vil

find cry2 types. All three isolates had cry2Aa and cry2Ab genes. The crystal
proteins of the isolates were analysed by SDS-PAGE. The results showed that
isolates had two crystal proteins (130 kDa and 65 kDa weight). The
morphological structure of parasporal crystals of the B. thuringiensis were
investigated by Scanning Electron Microscopy (SEM) morphologically. Results
showed that all the isolates carried bipyramidal, spherical and cuboidal
structures. The toxic effects of the isolates carrying parapsoral crystals were
determined by the bioassay using third instars larvae of Ephestia kuehniella
(Lepidoptera) and Trogoderma granarium (Coleoptera). The LCsy and LCy
values of the isolates were determined by Probit analyse and mortality were
calculated by Abbot’s formula. Mortality of the Bacillus thuringiensis FO21,
Bacillus thuringiensis FO16 and Bacillus thuringiensis FO19 against E.
kuehniella larvae were 83%, 80%, and 57% respectively. Toxic effect of
Bacillus thuringiensis FO21, Bacillus thuringiensis FO19 were found better than
the reference strain tested. In conlusion, the results show that the B.
thuringiensis isolates obtained in this study could be used as an effective

biological control agent.
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Key Words : Bacillus spp., SDS-PAGE, Cry proteins, biological control
Page Number : 133
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1. GIRIS

Hizl niifus artisinin beraberinde getirmis oldugu kentlesmeyle birlikte her gegen giin
tarim alanlar1 azalmakta ve kisi basina diisen tarim iriinii miktarinda disis
olmaktadir. Geg¢miste tarimsal {iriin bakimindan kendi kendine yeten iilke
konumunda olan Tiirkiye simdi bir¢ok tilkeden tarimsal {iriin ithal etmektedir. Bunun
en 6onemli sebeplerinden biri de ekonomik olarak 6nemli bitkilerde zararli bocekler

ile miicadelenin bilingli ve tam bir sekilde yapilamamasidir [1] .

Ulkemizde tarim alanlarinda biiyiik ekonomik kayiplara neden olan zararli bocekler
ile miicadele daha ¢ok kimyasal insektisitler kullanilarak yapilmaktadir. Kullanilan
insektisitler hem boceklerin bu ilaglara karsi direng kazanmalarina neden olmakta
hem de cevredeki faydali bocekleri, bal arilarini, kuslari, baliklar1 ve insanlari
etkileyerek cevresel dengeyi bozmaktadir [2, 3]. Kimyasal insektisitler zararlilardan
daha ¢ok, onlarin tabii diismanlar1 olan predatdr ve parazitleri ortadan kaldirarak
zararhilarin sayisinin daha fazla artmasina neden olmaktadir. Bunlarin besinler

tizerindeki kalintilar1 da insanlarda birikerek gelecek nesilleri tehdit etmektedir [4] .

Kimyasal miicadelenin  disindaki  miicadele  yoOntemleri  yeteri  kadar
gelistirilemediginden ve gelistirilen yontemlerin zararli, pahali ve ilkel olmasi
nedeniyle kimyasal insektisitlerin uygulanmasinin daha uzun yillar devam edecegi

diistiniilmektedir [4] .

Kimyasal insektisitlerin kullaniminin olumsuz etkileri nedeniyle bu konuya
kamuoyunun ilgisi artmis ve kimyasal insektisitlere karsi alternatif miicadele
yontemleri gelistirilmeye baglanmistir. Bu yontemlerin basinda da biyolojik kontrol

olarak bilinen miicadele yontemi gelmektedir [1] .

Biyolojik kontrol, “bdceklerin verdigi zararlar1 en aza indirgemek i¢in bu boceklerin
tabii diismanlarin1 kullanma” olarak tanimlanabilir. Tabii diisman terimi, parazitler

ve predatorlerle birlikte hastalik olusturan mikroorganizmalar1 da kapsar [1].



Bakteriler, viriisler, mantarlar, nematodlar, protozoa grubuna ait organizmalar ve
rekombinant teknikler ile gelistirilen ajanlar biyolojik kontrolde kullanilan
elemanlar1 olusturmaktadir. Bunlar arasinda, toprak grubu bakteriler en ¢ok gelecek

vaat eden biyolojik kontrol ajanlaridir [5] .

Gilintimiizde bircok mikroorganizma bdceklerle biyolojik miicadele ile ilgili olarak
kullanilmaktadir. Simdiye kadar 100’ den daha fazla bakteri tiirii bocek patojeni
olarak tanimlanmasina ragmen, yalnizca Bacillus tiirleri kontrol ajani olarak ticari

bakimdan tercih edilmektedir [5] .

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin tretimi gibi metabolik
ozellikleri ile endiistriyel dneme sahip olmalar1 ve kolay {iretilebilmeleri sebebiyle
dikkat ¢eken mikroorganizmalardir [6,7]. Ayrica, sporlanma kabiliyetleri ve
metabolizma faaliyetlerinin cesitliligi genis bir cevreye yayilmalarinda Onemli

avantajlar saglamaktadir [7].

Cogu calismada kullanilan Bacillus tiirleri irettikleri proteinler nedeniyle ticari
Ooneme sahiptir. Baz1 Bacillus tiirleri ise proteolitik, sakkarolitik ve lipolitik enzimleri

sayesinde besin endiistrisinde de 6nem tagimaktadir [6].

Bacillus tiirleri basitrasin (B. licheniformis), polimiksin (B. polymyxa), gramisidin (B.
brevis), tirosidin (B. brevis), subtilin (B. subtilis) ve basilisin (B. subtilis) gibi ilag

endiistrisinde kullanilan peptit antibiyotikler {iretmektedir [6].

B. thuringiensis, B. sphaericus ve B. popilliae tiirleri gesitli bocek larvalarina

patojenik etki gosterir ve biyolojik kontrol ajani olarak kullanilirlar [6] .

B. anthracis ve B. cereus ise insan ve hayvanlar i¢in hastalik yapici olduklarindan

saglik agisindan 6nemli olan tiirlerdir [6].

Bacillus cinsi bakterilerin tanimlanmalarinda klasik biyokimyasal ve fizyolojik

yontemler kullanilmaktadir. Ancak bazi suslarin bu testlerle kesin olarak



tanimlanmas1 miimkiin olamamaktadir. Ozellikle de B. thuringiensis, B. anthracis ve
B. mycoides’ in yer aldigi B. cereus grubu bakterilerin smiflandirilmalar
tartigmalidir. Cesitli arastiricilar birbirine yakin olan bu tiirlerin B. cereus’ un iiyesi

olarak gruplandirilabilecegini ileri siirmiislerdir [8] .

Siniflandirmadaki mevcut problemleri ¢6zmek ve modern bakteriyel taksonomiye
yardimci olmak amaciyla son yillarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA-PZR (RAPD-PZR), 16S rRNA Dizi Analizi, DNA-
DNA hibridizasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Parca Uzunluk Polimorfizmi
(PZR-RFLP), Toplam Hiicre proteinlerinin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) gibi molekiiler yontemler kullanilarak tiirler arasindaki

farkliliklar ve benzerlikler belirlenmeye ¢aligilmaktadir [8].

Bu calismada farkli yerlerden alinan toprak orneklerinden Bacillus tiirleri izole
edilmesi ve bu tiirlerin API (Analitik Profil Indeks) test kitleri ile tanimlanmasi,
plazmit DNA’ larmin belirlenmesi ve toplam hiicre protein profillerine gore tiirler
arasindaki benzerlik ve farkliliklara dayanarak tiirlerin ayrimlarinin yapilmasi
hedeflenmistir. Ayrica, zararli bdceklerle miicadele konusunda kimyasal
insektisitlere karsi alternatif bir yontem olarak kullanilan Bacillus thuringiensis
tiirlerinin 16S rRNA dizi analizi ile tanimlanmalari, tasidiklar1 insektisidal kristal
genlerin PZR yontemi ile belirlenmesi, bu genlerin iirlinii olan kristal proteinlerin
izole edilmesi ve izolatlarin hedef bocek tizerindeki toksik etkisinin incelenmesi
amaglanmistir. Bu sayede zararli boceklere karsi kullanilabilecek insektisidal
aktivitesi yliksek etkin, gilivenilir ve iilkemize ait biyolojik kontrol ajanlarinin

olusturulmasi yolunda adim atilmis olacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Genel Bilgiler

Yeryliziinde insan niifusu hizla artmaktadir. Daha genis tarim alanlar1 elde etmek i¢in
dogal ekosistemler hizli bir sekilde insanin kullanabilecegi alanlara doniismekte ve
bu sirada orman, toprak, dogal bitki ve hayvan tiirleri yok olup gitmektedir. Yeterli
besin elde etmek i¢in mevcut tarim alanlarinin daha da iiretken olmasi saglanirken,
yasanabilir ve kirletilmemis bir ¢evrenin de var olmasi hayati 6nem arz etmektedir.
Bir yandan insanligin gelecegi korunmaya calisilirken, diger taraftan da bitki ve
hayvan tiirlerini ve bunlarin yasayabilecekleri habitatlar1 korumak biitiin insanlar i¢in

biiyiik bir sorumlulukla yerine getirilmesi gereken ¢ok dnemli bir gorevdir [9].

Bugiin diinyada zararlilarin neden oldugu {iriin kaybmin %35 civarinda oldugu, bu
kaybin %12’ sinin bdcek ve akarlardan, %12’ sinin bitki patojenlerinden, %10’ nun
yabani otlardan ve %1 nin ise kus ve memeli zararlilarindan kaynaklandigi ve bunun
maliyetinin yaklasik olarak 400 milyar dolar civarinda oldugu belirtilmistir. Ilave
kayiplar ise hasat sonrasinda meydana gelmektedir. FAO diinya tahil iiretiminin
%10,4’ linlin depolama sirasinda saklama kosullarinin saglikli olmamasi nedeniyle
kaybedildigini ve bu kaybin yaklasik 120 milyon insan1 besleyecek miktara ulagtigini
bildirmektedir. Depolanmis lriinler hasat, tasima ve depolama gibi maliyetleri de

icerdiginden tarladaki liriinden daha kiymetlidir [10].

Boceklerin iirlin tanelerini yiyerek beslenmeleri sonucu sebep olduklari zararin
yaninda, faaliyetleri ile tanenin sicaklii ve nem oraninin yiikselmesine de neden
olduklarindan depolamaya dolayli yonden olumsuz etkileri bulunmaktadir [11].
Depolanmis iirline zarar veren bdcekler, verdikleri zarar derecesine bagli olarak

primer ve sekonder olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir.

Primer zararlilar gelismis agiz yapilar1 nedeniyle saglam taneleri tahrip edebilmekte

ve 6nlem almmadig takdirde zararlar1 dnemli boyutlara ulagsmaktadir. Ulkemizdeki



bu zararhlar bugday biti (Stophilus granarius L), piring biti (Stophilus oryzae L.),
kapra bocegi (Trigoderma granarium Everts.), arpa glivesi (Sifotroga cerealella liv.),
ekin kambur biti (Rhizopertha dominica F.), misir biti (Sitophilus zeameis Metsch.)
baklagil tohum bocekleri (Bruchus spp.) patates gilivesi (Phthorimaea operculella
Zeller.) tiitlin giivesi (Ephestia elutella Hbn.) dir [12].

Sekonder zararlilar ise saglam tanelerde zarar yapamamakta ancak primer zararlilarin
tahrip ettigi tanelerdeki tahribati artirmaktadirlar. Ayrica un, irmik, makarna, bulgur
vb. mamul maddelerde dogrudan zarar yapmaktadirlar. Bu gruba giren onemli
zararhilar: kirma bitleri (7ribolium confusum Duv.), un kurdu (Tenebrio molitor L. ),
testereli bocek (Oryzaephilus surinamensis L. ), kiicik kirma biti (Leomophoeus
ferugineus Steph.), ekin kara bocegi (Tenebriodes mauritanicus L.), piring karma biti
(Latheticus oryzae Waterh.), un giivesi (Pyralis farinalis L.), degirmen giivesi

(Ephestia kuehniella Zell.), tath kurt ( Lasioderma serricorne F.) dir [12].

Zararli Boceklerle Miicadele Y ontemleri

Kimyasal Miicadele

Tarim iirlinlerinin yetistirilmesinde ve depolanmasinda, boceklerin meydana getirmis
olduklar1 zararlar insanlar i¢in biiyilk sorunlar olugturmustur. Bu sorunu ortadan
kaldirmak ve bocekleri kontrol edebilmek igin cesitli yontemler kullanilmaktadir.
Bunlarin basinda da kimyasal miicadele yontemi gelmektedir. Bu yontemle zararh

populasyonlarin % 95’1 yok edilebilmektedir [13] .

Kimyasal miicadele yoOnteminde pestisit olarak isimlendirilen bazi kimyasal
maddeler, besin maddelerinin iiretimi, tiiketimi ve depolanmalar1 sirasinda, besin
degerini bozan ve besinleri yok eden zararlilar1 (bdcekler, mikroorganizmalar ve

diger organizmalar) yok etmek i¢in kullanilmaktadir [14].



Pestisitler hedef zararlilarina gore herbisitler (yabanci otlara karsi), fungusitler
(mantarlara kars1), rodendisitler (kemiricilere kars1) ve insektisitler (boceklere karsi)

olmak tizere siiflandirilabilirler [14].

Boceklere karst kullanilan kimyasal insektisitlerin hemen hemen hepsi norotoksiktir,
yani viicuda hangi yolla girerlerse girsinler mutlaka sinir sistemi {izerine etki ederek

canliin 6lmesine neden olmaktadirlar [13].

Ozellikle de 1945 yilinda DDT’ nin bulunmasiyla sentetik kimyasal insektisitlere
yonelim artmigtir. Bunun neticesinde tarimsal iiretimde, depolanmis iirlinlerde ve
ayrica insanlarda hastalik yapict vektor boceklerin kontroliinde 6nemli bir artis
gozlenmistir. Fakat kimyasal insektisit kullanim1 tamamiyla kusursuz olmamis ve
bircok problemi de beraberinde getirmistir. Asir1 insektisit kullanimi yeralt1 sularinin
kirlenmesine, flora ve faunada hedef olmayan organizmalarin zehirlenerek yok
olmasina, besin zincirlerinin olumsuz etkilenmesine neden olmus ve ayrica
insektisitlere kars1 direngli bocek zararlilarini ortaya ¢ikarmistir. Boceklerde direncin
olusmast insektisitin dozunun artirilmasini ve yeni insektisitlerin {iretimini
gerektirmistir. Bu zararli etkilerinden dolay1 bazi insektisitlerin kullanimi Amerika

Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan yasaklanmigtir [8].

Kimyasal insektisitlerin kullaniminin olumsuz etkileri nedeniyle bu konuya
kamuoyunun ilgisi artmig ve kimyasal insektisitlere karsi alternatif miicadele
yontemleri gelistirilmeye baslanmistir. Bu yontemlerin basinda da biyolojik kontrol

olarak bilinen miicadele yontemi gelmektedir [1] .

Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele “boceklerin meydana getirmis oldugu zararlar1 en aza indirmek
amaciyla bu boceklerin tabii diismanlarini kullanma” olarak tanimlanabilir. Tabii
diisman terimi, parazitler ve predatorlerle birlikte hastalik olusturan organizmalar1 da

kapsar [5].



Giliniimiizde 6zellikle gelismis iilkelerde kimyasal ilaglarin yerini biyoinsektisitler
almistir. Biyoinsektisitler iiretim teknolojilerinin kolay ve siirekli olmasi, sadece
hedef canliya etki etmeleri, zararlinin kontroliinde giivenilir olmalari, ¢evre kirliligi
ile ilgili problemler yaratmamalar1 ve endosporlarinin dogada uzun siire kalmalari

nedeniyle tercih edilmektedir [15].

Biyoinsektisit olarak bakteriler, viriisler, mantarlar, nematodlar ve protozoa grubuna
ait organizmalar kullanilmaktadir. Bunlar arasinda, toprak grubu bakteriler en ¢ok
gelecek vaat eden biyolojik kontrol ajanlaridir. Ozellikle Bacillus grubu bakteriler
onemli bir yer teskil ederler ve Lepidoptera (kelebekler), Diptera (sinekler,

sivisinekler) ve Coleptera (kin kanatlilar) takimina ait bocekleri hedef alirlar [5].

Biyolojik miicadelede kullanilan mikroorganizmalarin ~ %90’nin1  Bacillus
thuringiensis olusturmaktadir. Bacillus thuringiensis delta endotoksin olarak
isimlendirilen protein yapisinda ve biyolojik olarak kolayca parcalanabilen ve
bdylece bocegin orta bagirsaginda kisa bir yarilanma 6mrii olan insektisidal toksinler

tiretirler [16].

Kimyasal insektisitler ile kiyaslandiginda Bacillus thuringiensis iriinleri, hedef
organizmada daha az bir dirence neden olur. Ozgiil bocek gruplari iizerine etkilidir.
Kullanimlar1 giivenlidir. Hedef olmayan ve duyarli olmayan organizmalar iizerinde
etkili degildir. Kimyasal insektisitler gibi ortamda birikip toksik etki olusturmazlar,
yani yarilanma Omiirleri kisadir. Insanlar iizerinde patojen olmadiklari igin zarar
vermezler. Her seyden 6nemlisi ¢evreyi kirletmezler. Bu nedenle biyolojik kontrol,
kimyasal insektisitler ile karsilastirildiginda ¢evresel dengeyi bozmayan alternatif bir

miicadele yontemidir [16].

Tiirkiye’ de biyolojik miicadele ajan1 olarak kullanilan en 6nemli ve giincel 6rnek B.
thuringiensis’ dir. Ozellikle bu bakteriden hazirlanan preparatlar bag, meyve ve

narenciye zararlilarina ve depo zararlilarina kars1 kullanilmaktadir [4].



Bacillus Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Bacillaceae ailesine ait olan Bacillus cinsi, ¢ubuk sekilli, endospor olusturan, aerob
veya fakiiltatif anaerob bakterilerden olusur. Vejetatif hiicreler, tek basina veya zincir
seklinde bulunabilir. Yuvarlak veya kdoseli sekilde biten hiicrelerin biiyiikliikleri
0,5x1,2 pm’ den 2,5x10 um’ ye degismektedir. Hiicreler, Gram-pozitif boyanur,
ancak bazilar kiiltlirlin yasina bagl olarak Gram- negatif reaksiyon verebilirler

[6,17].

Optimum biiyiime sicakliklar1 25°C ile 37°C’ de arasinda degismektedir. Ancak
termofilik ve psikofilik tiirleri 75°C’ den daha yiiksek ve 3°C’ den daha diisiik
sicaklik derecelerinde biiyiiyebilme yetenegine sahiptirler. Bazi tiirleri 2 ile 10

arasinda degisen alkali ve asidik ortamlarda gelisebilirler [17].

Bacillus tiirlerinin koloni 6zellikleri c¢evresel sartlara bagli olarak degismektedir.
Besiyeri ¢esidi, koloninin yas1 gibi 6zeliklere gore, yar1 seffaf, opak, diizgiin ya da
ptiriizlii koloniler goriilebilir. Koloni renkleri, kreme yakin beyazdan sariya dogru
olabilir (Resim 2.1). Cogu Bacillus tiiri pigment olusturmaz, ancak bazi tiirler farkl

besi yerlerinde sari, yesil, mavi-siyah v.b pigmentler iiretebilirler [6,17].

Resim 2.1. Baz1 Bacillus tiirlerine ait koloni sekilleri [6]
a. B. megaterium b. B. mycoides, c. B. subtilis

Bacillus tiirlerinin ¢ogu peritirik flagella tasirlar ve bununla hareket ederler. Flagellar

antijenler B. cereus, B. thuringiensis ve B. sphaericus gibi tiirlerin tanimlanmasi i¢in



kullanilmakla birlikte, flagella olusumu taksonomide kullanilan temel olgiitlerden

biri degildir [6,17].

Bazi Bacillus tiirleri, dis ylizeyinde polisakkarit veya polipeptid yapida kapsiil
olustururlar. B. anthracis’ de poli D-glutamik asitten olusan kapsiil bulunmakta ve bu

virulans faktor tasimaktadir [6,17].

Bacillus’ lar sporlari nedeniyle biyosferde bir¢ok farkli ¢cevreden izole edilebilirler
[6,18]. Cinsin asil habitati, topraklardir [19-21]. Toprak mikroflorasinda yer alan
Bacillus tiirleri besin maddeleri acisindan zengin topraklarda bulunabildikleri gibi,
besince fakir topraklardan da izole edilebilirler. Ornegin; B. subtilis, B. licheniformis
ve B. cereus karmasik besin maddelerine ihtiya¢ duymazken, B. polymyxa ve B.
azotofixans gibi gelismek icin bitki rizosferine ihtiya¢c duyan tiirler de bulunur

[17,22].

Endospor olusturan Bacillus tiirleri toprak, bitki rizosferi, gida, su ve bazi canlilarin
bagirsak sistemlerinden de izole edilebilirler. Bunun yani sira, sivrisinek, kelebek,

sinek ve kinkanatli larvalarindan da izole edilmislerdir [20,23,24].

Bacillus tiirleri toprakta genis bir yayilima sahip olduklari gibi deniz ve tath sularla,
buralarin sedimentlerinde de bulunabilirler. Baz1 Bacillus tiirleri ise uygun olmayan
sartlarda biiyliyebilme kapasitesindedirler ve iire iceren u¢ pH degeri olan asitli veya

yiiksek sicakliga sahip ortamlardan izole edilebilirler [6].

Bacillus Tirlerinde Spor Olusumu

Bacillus tiirlerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri biliylime evresinin durgun fazinda
besin maddelerinin azalmasina bagli olarak endospor olusturmalaridir. Endospor
olusumu, spor olusturan hiicrelerin sekli ve sporangiyumlar Bacillus tiirleri igin

karakteristiktir [25].
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Spor olusmasi aninda bakteri hiicresi icinde bircok degisiklikler meydana gelir.
Vejetatif hiicrede aktif olan bazi genler aktivitelerini kaybederken sporlarin
olusmasinda etkili olan genler aktivite kazanirlar. Ilk olarak ¢ekirdek sporun
olusacagi bolgede yerlesir. Bunun etrafin1 ¢epegevre ¢okiintii olusturmak suretiyle
katlanan sitoplazmik zar c¢evreler ve onu bakteri igerisinde ayri1 bir boliimde ayirir.
Olusan bu cift zarin sentezlenmesi ile spora ait diger boliimler olusur (Sekil 2.1). Bu

sekilde olusan sporlarda su boliimler vardir:

Birincisi ¢ekirdek kismi olup sporun protoplastini olusturur. Iginde tam bir nukleus,
protein sentezi i¢cin gerekli biitiin bilesikler ve bir enerji yapici sistem bulunur.
Sitokrom bulunmaz, fakat cesitli enzimler bulunur. Sporlarin sicakliga direncli
olmalar1 yapilarinda bol kalsiyum dipikolinat bulunmasindandir. Sporlarda bulunan
ikinci kisim spor duvanidir. Spor protoplastini ¢evreler, yapisinda peptidoglikan
bulunur ve olusacak bakterinin hiicre ceperi buradan gelisir. Sporlarda bulunan
ticiincti kistm kabuk, yani korteks kismidir. Sporun en kalin tabakasidir. Degisik
yapida peptidoglikan tabakasi vardir. Kabuk kisminin diginda keratine benzer,
proteinden yapilmis bir kilif bulunur. En dista da karbonhidratli bir protein zar

(ekzosporiyum) bulunur [26].

Endosporlar silindirik, elipsoidal, oval veya yuvarlaktir. Endosporlar vejetatif
hiicrelerden optik kirilma, ince yapi, kimyasal pozisyon, kimyasal ve fiziksel strese

direnglilik gibi pek ¢cok yonden farklidirlar [25].
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Sekil 2.1. Bacillus tiirlerinde spor olusumu [27]

Bacillus sporlar sicakliga vejetatif hiicrelerden 10° kez, UV 1s1maya 7-50 kez daha
dayaniklidirlar. Sporu ¢evreleyen membranlar, korteks ve spor paltosu gibi yapilarla

cesitli kimyasal ajanlara kars1 direng de gelistirilmistir [6].

Bacillus Tiurlerinin Genetik Yapisi

Bacillus genetigi calismalarinda siklikla kullanilan B. subtilis tirii oldukca iyi
tanimlanmis olup, genom biiylikliigiiniin 4,2 Mbp oldugu ve 4100 protein kodlayan
gen igerdigi bildirilmistir [7].

Genel ve 0zel transdiiksiyon, plazmid DNA aktarimi, plazmit ve bakteriyofaj
vektorleri ile ilgili molekiiler genetik arastirmalarda B. subtilis tiirliniin yan1 sira B.

brevis, B. cereus ve B. coagulans gibi tiirler de kullanilmaktadir [17].
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B. cereus’un kromozomlarmin Notl enzimi ile kesimi sonucunda olusan parga
uzunluklarina gore fiziksel haritasi olusturulmustur. Bu fiziksel haritaya gore B.

cereus kromozom biiyiikliigiiniin yaklasik olarak 5,7 Mbp oldugu belirlenmistir [28].

Bacillus cinsi icindeki DNA baz kompozisyonunun dagilimi, cinsin genetik dagilimi
acisindan ilging sonuglar vermektedir. Dogal cinste en fazla %10-15 araliginda
olmasi gereken % G+C orani Bacillus cinsi i¢inde %33 (B. anthracis) ile %69 (B.

thermocatenulatus) arasinda degismektedir [29,30].

Bacillus Tirlerinde Plazmit DNA

Plazmitler bazi prokaryotik organizmalarda hiicrenin kendi biiyiik halkasal
kromozomlarindan ayr1 olarak bulunan, konuk¢u hiicrede kendiliginden replike
olabilen, ¢ift zincirli, halkasal DNA molekiilleridir. Plazmitler, bir ile birkag¢ yiiz kilo
baz (kb) uzunlugundadir.

Plazmitler, replikasyon orijinine sahiptir. Kromozomal DNA’ dan bagimsiz olarak
replike olabilirler. Antibiyotik direnci, virulans Ozellik, organik bilesiklerin
parg¢alanmas1 veya cesitli metabolik aktiviteler gibi fenotipik 6zelliklere ait genler
tasirlar. Baz1 plazmitler ise, fenotipte gézlenmeyen Ozelliklere dair genler igerirler,
bunlara “kriptik plazmitler” denir. Kendi kendine transfer olabilen veya konjugatif
plazmitler, icerdikleri “tra” genleri sayesinde, diger tiir veya bakteriyel suslara
cikardiklar1 kopyalari transfer edebilme yetenegindedirler. Diger bazi plazmitler ise,
kendi transferleri i¢in yetenekli olmasalar da, bazi bakteriyel hiicrelerde sunulan

konjugatif plazmitlerin fonksiyonlarindan yararlanirlar [31,32].

Plazmitler bakterilerin sitoplazmalar1 i¢cinde bulunabilecekleri gibi, kromozomla da
birlesebilirler. Plazmitler bir bakterinin yasami i¢in gerekli degildir, ama bakterilere
baz1 6zel yetenekler kazandirabilirler. Bazi durumlarda plazmitler ve kromozom
arasinda biyokimyasal yonden bir is birligi gelisebildigi gibi bu isbirligi ters veya
olumsuz yonde de gelisebilmektedir. Plazmit DNA molekiiler agirliklar1 ve

biiytlikliikleri ¢ok degiskendir. Escherichia coli’ de laktoz fermantasyonu 58,5
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Md’luk plazmit tarafindan yonetilmesine karsin, Klebsiella pneumoniae’ de 163

Md’luk plazmit ayn1 fonksiyonu yapmaktadir [33].

1-200 kb biiyiikliigiinde olabilen plazmit DNA’ larin hiicredeki sayis1 1-700 kopya
arasinda degisebilir. Diger bakterilere transformasyon, transduksiyon ve konjugasyon
gibi olaylarla aktarilabilen plazmit DNA’lar, in vitro rekombinasyon olaylarinda

kullanilan vektorlerdir [33].

Bacillus tiirlerine ait plazmitler B. subtilis, B. pumilis, B. cereus, B.thuringiensis, B.
sphaericus, B. licheniformis, B. megaterium, B. brevis, B. larvae, B.
stearothermophilus, B. amyloliquefaciens ve B. anthracis gibi bir¢ok tiirde

arastirilmistir [34—44].

Ozellikle baz1 Bacillus tiirlerinin antibiyotiklere direng 6zelligi tasiyan plazmitler
bulundurmasi, rekombinant DNA caligmalarinda vektor olarak kullanilabilmesine ve

bir¢ok ¢aligma i¢in aranilan organizmalar olmalarina neden olmustur [34,43].

Yapilan calismalarda genelde Bacillus cinsi bakterilerin igerdigi plazmitlerin kriptik
plazmitler oldugu belirtilmis olmasina ragmen B. thuringiensis’ in bir plazmidinin

insektisidal kristal proteinin iiretimiyle iligkili oldugu gosterilmistir [34,43].

B thuringiensis’ in toksin genleri ve B. anthracis’ in antraks toksin genleri plazmitler
izerinde yerlestigi i¢in B. cereus grubunun plazmitleri grup iiyelerinin tanimlanmasi
icin 6nemli bir faktordiir. Plazmitler B. cereus grubunda ¢ok yaygindir ve tek bir tiir

6’dan daha fazla farkli plazmit tiirii tastyabilir [45].

Bacillus Tirlerinde Toplam Hiicre Protein Profili

Farkli bakterilerin genom niikleik asit dizilerinin tayini, hiicresel diizeyde gen
ifadesinin aragtirilmasi i¢in bir firsattir. Dolayisiyla, genoma ait tiim proteinler olarak
tanimlanan proteomun analizi, genom c¢alismalarin1 tamamlar. Bir organizma

tarafindan sunulan proteinlerin tiimiinlin tanimlanmasina yonelik amaclar, protein
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sentezi seviyesinde gen ifadesinin analizinin ortaya konmasima yol acar. Okaryotik
hiicrelerle bakterilerin iligkileri ve bakterinin strese cevaplar1 gibi konularin
anlagilmasini saglayacak olan bakteriye ait proteomunun belirlenmesi, protein analiz

yontemleri yardimiyla gerceklestirilebilir [46].

Izole edilen birgok susun birbiriyle karistirilmasi, suslar arasinda ayrim gelistirmek
ve suslarin teshisinin dogrulugunu ispatlamak zorunlulugunu giindeme getirmistir.
Siniflandirmaya yonelik ilk c¢alismalar genelde morfolojik ve biyokimyasal
karakterizasyon temel alinarak yapilmistir. Ancak, fenotipik ozellikler suslarin

ayrimi icin yeterli olmadigindan degisik yontemler gelistirilmistir [47].

Toplam hiicre proteininin SDS-PAGE ile gorlintilenmesi sonucunda protein
yapisindaki farklar belirlenerek, tiirler i¢i veya tiirler aras1 yakinlik ve uzakliklarin
ortaya konmasi miimkiindiir. Mikrobiyal sistematikte, 6zellikle ayni tiirler veya
alttiirlere ait suslarin hiicresel proteinlerinin karsilastirilmast ve ayrimi i¢in, duyarh
bir teknik olarak protein jel elektroforezi yillardir kullanilmaktadir. SDS-PAGE
jellerinden elde edilen verilerin karsilastirilmasi, arastirmalarin ilerlemesine yardimci

olmustur [46].

Genelde Gram-negatif bakterilerde kullanilan protein jel elektroforezinin Gram-
pozitif bakterilerden protein elde etmek icin gelistirilmesi arastirmalari devam

etmektedir [48].

SDS-PAGE ile toplam hiicre protein profili ¢ikarilmasinin, bakterilerin sistematigi ve
karakterizasyonunda kullanilabilecegini belirten bazi arastiricilar [48,49], farkli
molekiil agirligindaki proteinlerin tayini ve karsilastirilmas1 ile hem suslarin
akrabaliklarin1 [50] hem de belli o6zellikleri denetleyen proteinlerin tespitinin

yapilmasinin miimkiin oldugunu bildirmislerdir [48].

SDS-PAGE ile 47 adet Bacillus circulans susunun toplam hiicre protein profilleri
cikarilarak, API testlerinden elde edilen biyokimyasal 6zellikleri karsilastirilmis ve

iki ana gruba ayrilan suslarin protein profillerinin %78 oraninda birbirine benzedigi
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gbzlenmistir. Ikinci grupta yer alan bakterilerin daha yakin biyokimyasal aktivite

gosterme gibi ortak ozellikleri oldugu bildirilmistir [51].

Toplam hiicre protein profili ile hastalik etkeni olan B. cereus tiiriiniin alt
tiplendirilmesinin yapildig1 bir ¢alismada, 58 adet B. cereus izolatinin bir biyotip
varliginda, 3 antibiyogram ve 22 toplam hiicre protein profiline ulasildig:
belirlenmistir. SDS-PAGE yontemi ile elde edilen verilerde %38 oraninda bir
benzerlige sahip olan B. cereus izolatlarimin heterojen bir yapr gosterdigi
belirtilmistir. Predominant 6zellik gosteren 13 adet B. cereus izolatinin, polimeraz
zincir reaksiyonu ile yapilan alt tiplendirme ¢alismalarinda B. cereus ATCC 14579
susu ile yaklasik olarak %89 oraninda benzerlik gosterdigini bildiren arastirmacilar,
toplam hiicre protein profili sonuglarinin Bacillus cinsi i¢indeki tiplendirmelere izin
verdigini ve pilot epidemiyolojik caligmalarda, PZR’nin yani sira toplam hiicre
protein profillerinin yardimiyla da tiplendirmelerin yapilabilecegini bildirmislerdir

[49].

Dokuz referans Bacillus susunun SDS-PAGE ile elde edilen protein profil sonuglari
esas alinarak yapilan niimerik siniflandirmada suslarin % 47 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlenmis ve iki ayr1 grup olusturulmustur. Birinci grupta benzerlik
diizeyi %67-%85 arasinda degisen B. subtilis ve B. megaterium tiirlerine ait dort sus;
ikinci grupta ise benzerlik seviyesi %50-%70 arasinda degisen farkli Bacillus
tiirlerine ait bes susun (B. sphaericus, B. cereus, B. thuringiensis var. israelensis, B.
megaterium ve B. licheniformis) yer aldig1 belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda
SDS-PAGE yontemiyle elde edilen hiicresel protein profillerinin istatistiksel
analizlerle  birlestirilmesinin ~ Bacillus  tiirlerinin  taksonomik iligkilerinin

incelenmesinde etkili bir yaklagim sagladig1 gosterilmistir [52].

Bacillus cereus TZA415 susunun toplam hiicre protein goriintiilerine gore farkli
pH’larda ve farkli biiylime evrelerinde olusturdugu aside dayaniklilik cevaplar tespit
edilmistir. Bu susun ge¢ durgun fazda aside karsi tolerans diizeyinin en yiiksek
seviyeye vardigi ve bu durumun toplam hiicre protein goriintiilerindeki degisiklikler

ile belirlenmistir [53].
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Bacillus Turlerinin Tanimlanmalar

Geleneksel tanimlama

Bacillus  tiirlerinin  tanimlanmalar1  ve smiflandirilmalart  daha ¢ok  spor
morfolojilerine gore yapilmaktadir. Sporun hiicre igindeki yerlesimi ve sekli tiirler
arasinda farklilik gostermektedir. Spor morfolojilerine bagli olarak Bacillus tiirleri {i¢

biiylik gruba ayrilir [54].

B. cereus, B. megaterium, B. anthracis, B. thuringiensis ve B. cereus var. mycoides
bliyiik hiicreli birinci grupta yer alir. Gram pozitif ¢ubuk sekilli hiicrelerin genisligi
21 pm’dir ve merkezde ya da u¢ kisimda elipsoit ya da silindirik sporlar olustururlar.
Poli-B-hidroksibiitirat ve parasporal kristaller gibi protoplazmik inkliizyonlar biiyiik
hiicreli tiirlerde bulunur. Klinik olarak 6nemli Bacillus izolatlarinin ¢ogu birinci

grupta yer alir [54].

Ikinci grup tiirleri Gram degiskendir ve merkezde ya da u¢ kisimda elipsoit sporlar
ile siskin bir sporangiyuma sahiptirler. Bu grupta baslica B. circulans, B. macerans,
B. polymyxa, B. popillae, B. larvae, B. lentimorbus, B. alvei, B. stearothermophilus

ve B. brevis’ yer alir [55].
Uciincii grup Gram degisken ve heterojen B. sphaericus tiirlerince baskindir.
Sporangiyumlar siskindir ve u¢ kisimda ya da uca yakin yerde kiiresel sporlari

vardir [55].

API test kitleri ile tanimlama

Spor morfolojilerine ilave olarak Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi i¢in ¢esitli
biyokimyasal testler gelistirilmistir. Bu klasik testler icin 6zel besiyerleri ve kimyasal
maddelerin kullanilmasin1 gerekmektedir. Cins igerisindeki yiiksek heterojenlik
standart testlerle tanimlama yapmay1 zorlastirmaktadir [6]. Logan ve Berkeley, API

stripleri kullanarak Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi i¢in hizli ve kesin bir sistem
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gelistirmiglerdir. 12 testlik API 20 E ve 49 testlik API 50 CHB test kitlerinin
kullanilmasi ile Bacillus tiirlerinin tanimlanmalar1 daha hizli ve giivenilir bir sekilde

gergeklestirilebilmektedir [56].

Molekiiler Yontemlerle Tammlama

Klasik testlere ve API sistemine ilave olarak gesitli molekiiler yontemler tiirler
arasindaki farkliligi belirlemek igin gelistirilmistir. Kromozomal DNA baz bilesimi
(%omol G+C) ve DNA-DNA sivi hibridizasyon yontemleri tanimlama icin
kullanilmaktadir. Ozel DNA problari ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), plazmit
ve toplam hiicre protein profillerinin belirlenmesi, 16S rDNA dizi analizi, Southern
blotlama gibi molekiiler yontemler tanimlamanin kesin ve hizli bir sekilde

yapilmasini saglamaktadir [6,44].

168 rDNA dizi analizi

Bakterilerin tanimlanmasi i¢in 1980 yilindan itibaren yontemler gelistirilmeye
baslanmigtir. Woese ve arkadaglar1 bakteriler arasindaki filogenetik iligkiyi
belirlemek i¢in genetik kodun degismeyen bdlgelerini kiyaslamislardir.
Bakterilerdeki bu gen bolgeleri 16S rRNA geni (ribozomun kiiciik alt birimine 6zgii
RNA) ve 23S ve 5S rRNA (biiyiik alt birimler) genleri ve bu genler arasinda yer alan
bolgelerdir [57].

Bakterilerin siniflandirilmasinda yaygin olarak kullanilan gen bolgesi 16S rRNA’
dir. 16S rRNA gen bolgesi 16S rDNA’dan olusur. 16S rRNA gen bolgesi yaklasik
olarak 1550 bp uzunlugundadir ve hem degisebilen hem de korunmus bélgelerden

olusur [58].

16S rRNA dizilerinin kiyaslanmasi bakteriler, arkebakteriler ve Okaryotik
organizmalar arasindaki filogenetik ve evrimsel yakinhigin belirlenmesi icin
kullanilan gii¢clii bir aractir. Bu diziler 6ncelikli olarak oligoniikleotid kataloglama,

klonlarin  dizilenmesi, revers transkriptaz kullanilarak RNA’nin dogrudan
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dizilenmesi ve PZR ile ¢ogaltilmis materyalin dizilenmesini igeren yontemlerle elde

edilmistir [59]

Ash ve arkadagslari, 51 Bacillus tirtiniin 16S rRNA gen bdolgelerinin karsilagtirilmasi
ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada cins igerisinde filogenetik olarak en az bes farkl
grubun olustugunu belirlemislerdir. DNA hibridizasyon yontemi ile B. antracis,
B.cereus ve B. thuringiensis’ in 16S rRNA dizi analizlerinin ¢ok yiiksek oranda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir (>%99) [60].

B. thuringiensis ve B. cereus var. mycoides’ in 16S rDNA dizi analizi sonucunda
sadece dokuz niikleotitten daha azi ile birbirlerinden ve B. anthracis ve B. cereus’dan

farkli oldugu belirlenmistir [61].

B. thuringiensis ve B.cereus’un tanimlanmasi i¢in, 16S rRNA geninin V1 bdlgesine
gore gelistirilen DNA problari kullanilmistir. Kullanilan bu problar oldukg¢a 6zeldir.
Yapilan ¢alisma sonucunda B. cereus’ a 6zgl olan problarin B.cereus’ dan yalnizca
tic niikleotid bakimindan farkli olan B. thuringiensis izolatlar1 ile higbir
amplifikasyon vermedigi gozlenmistir. B. thuringiensis izolatlar1 yalnizca kendine

0zgl problar ile belirlenebilmistir [62].

Gen bankasindan B. antracis, B. cereus ve B.thuringiensis tirlerine sinirl sayida gen
dizilerine ulagilmaktadir. Bu diziler farkli uzunluklar ve kalitede olmalarina ragmen
tamamlayict bolgelerinde birbirlerinden birkag niikleotidten fazla farklar1 yoktur. Bu
ylizden B. anthracis, B. cereus, and B. thuringiensis’ in 16 S rRNA’ larinda goriilen
bu az seviyedeki farklilik bu ii¢ tliri tanimlamak ve farkliliklarini ortaya koymak igin

16S rRNA’ nin bir ara¢ oldugunu diisiindiirmektedir [61].

Polimeraz Zincir Reasksiyonu (PZR)

PZR, o6zgiin DNA dizilerinin in vitro ortamda enzimatik olarak sentezleme
yontemidir. Bu 0zgilin bdlgelerin sinirlarin1 olusturmak i¢in degisik sayida ve

uzunlukta primerler kullanilir, bunlar karsi anlamli iplik¢iklere baglanirlar. Ardi
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ardina tekrarlayan dongiiler serisi; kalip DNA’ nin tek iplik¢ikli hale getirilmesi,
primerlerin kendi eslenik boélgelerine yapigsmasi ve yapisan primerlerin DNA
polimeraz ile DNA sentezlenmesi olarak gergeklesir. Dongiiler serisi sayesinde {iriin
miktar1 logaritmik olarak artar ve iretilen 0zgiin bdlge primerlerin 5° ucunda
sonlanir. Primer uzatilmasi safthasinda sentezlenen tiriinler bir sonraki dongiide kalip
gbrevi goriir. Bu sayede hedef DNA kopya sayist her dongilide yaklasik olarak iki
katina ¢ikar. Thermus aquaticus’ un sicakliga direncli DNA polimerazinin izole
edilerek kullanilmasi biiylik kolaylik saglamistir. Reaksiyon bilesenlerinin (kalip
DNA, primerler, dNTP, tampon) tek tiip icinde toplanmasiyla reaksiyon basit bir
sicaklik dongiiler zinciri haline getirilmistir. Cesitli reaksiyon parametrelerinin
(enzim, primer, Mg yogunlugu, sicaklik dongii profili) degistirilmesiyle dzgiilliigiin

ve iiretimin artirilmasi miimkiindiir [63].

Polimeraz zincir reaksiyonu hedef DNA’nin milyonlarca kez ¢ogalmasini saglayan
giiclii bir tekniktir. Bu teknik DNA’ nin bilinen bolgesinin ¢ogaltilmasinda ya da
hakkinda ¢ok az sey bilinen izolatlarin genetik olarak kiyaslanmasinda kullanilabilir

[64].

PZR B. thuringiensis ve diger bakterilerde cry genlerin izolasyonu, karakterizasyonu

ve belirlenmesi i¢in kullanilan ¢ok giiclii ve yaygin bir yontemdir [65].

B. thuringiensis ait birgok toksin geni analiz edilmis ve 6zellesmis primerler seklinde
PZR tekniginde toksin genlerin belirlenmesi ve karakterizasyonu i¢in kullanilmistir

[64].

Carozzi ve arkadaslari, farkli delta endotoksinleri tanimlamak i¢in PZR analizini
gelistirmisler ve toksin genlerinin ii¢ biiyiik sinifi arasindaki farklilig1 belirleyen 12
adet primer gelistirmislerdir. Yeni suslarin tanimlanmasi ve insektisidal
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in PZR’1n hizli ve kesin sonug veren bir yontem oldugu
belirlenmistir [66]. Ayrica PZR yontemi ¢ok daha az bulunmasina ragmen cyt¢

genlerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir [64].



20

Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinin incelenmesinde degisik molekiiler yontemler
bulunmaktadir. Bunlardan birisi sik¢a kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu
tirlinlerinin restriksiyon endontikleaz enzimleri ile muamele edilerek incelenmesidir.
Bakterilerin biiylik bir boliimii bir veya birkag tiirde restriksiyon endoniikleaz enzimi
sentezler. Esas gorevleri disaridan bakteriye giren ve bazi 6zel gen veya markirlar
tagilyan genetik materyalleri pargalayarak mutasyonlara mani olmak ve tiirlerin
genetik yonden stabilitesini korumaktir. Bu, gergekte bir ¢esit savunmadir. Bakteriye
0zgll bu enzimler ¢ift sarmalli DNA {izerinde 6zgilin bir bolgeyi tanirlar ve c¢ift
sarmalli DNA’ nin her iki zincirindeki fosfodiester bagmi keserek DNA’y1 iki
pargaya ayirir. Bu enzimlerin birgogunun tanidigi bolge tekrarlayan diziler
seklindedir. Yeni olusan pargalar birbirine iki yonlii olarak simetriktir [67].

RFLP toksin genlerinin yeni varyantlarii belirlemek i¢in PZR ile birlikte
kullanilmaktadir [68].

Bacillus Tiurlerinin Bivolojik Miicadelede Kullanimi

Gilintimiizde ozellikle gelismis iilkelerde kimyasal ilaglarin yerini biyoinsektisitler
almigtir. Biyoinsektisitler iiretim teknolojilerinin kolay ve siirekli olmasi, sadece
hedef canliya etki etmesi, zararlinin kontroliinde giivenilir olmasi, ¢evre kirliligi ile
ilgili problemler yaratmamasi ve endosporlarinin dogada uzun siire kalmasi

nedeniyle tercih edilmektedir [69].

Biyoinsektisit olarak bakteriler, virlisler, mantarlar, nematodlar ve protozoa
gruplarina ait organizmalar kullanilmaktadir. Bunlar arasinda, toprak grubu
bakteriler en ¢ok gelecek vaat eden biyolojik kontrol ajanlaridir. Ozellikle Bacillus
grubu bakteriler 6nemli bir yer teskil etmekte olup Lepidoptera (kelebekler), Diptera

(sinekler, sivisinekler) ve Coleoptera (kin kanatlilar)’leri hedef almaktadir [5].

Biyolojik miicadele de kullanilan mikroorganizmalarin = %90’nin1  Bacillus

thuringiensis olusturmaktadir. Bacillus thuringiensis delta endotoksin olarak
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isimlendirilen protein yapida ve biyolojik olarak kolayca pargalanabilen ve bdylece
bdcegin orta bagirsaginda kisa bir yarilanma 6mrii olan insektisidal toksinler tiretirler

[16].

Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis ¢ubuk sekilli Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, hareketli, spor
fomlu bir bakteridir. Vejetatif hiicreleri hareketli yaklasik 1 mikron genigliginde ve 5

mikron uzunlugundadir [69].

B. thuringiensis B. cereus, B. mycoides ve B. anthracis’ ide i¢eren Bacillus cereus
grubunun bir iyesidir. B. thuringiensis yalnizca sporulasyon sirasinda oOzellikle
Lepidoptera (kelebekler), Coleptera (kinkanatlilar) ve Diptera (iki kanatlilar,
sinekler) takimi bocekler lizerinde toksik etki gdsteren bir ya da daha fazla inkliizyon

cisimcikler iiretmeleri ile B. cereus’dan ayrilir [70,71].

B. thuringiensis ilk olarak bakteriolojist Ishawata tarafindan Japonya’da 1901 yilinda
ipek boceginden izole edilmistir. Alman bakteriolojist Ernst Berliner tarafindan da
isimlendirilmistir. 1916 yilinda B. thuringiensis’ in spor kiiltlirlerindeki bir toksin

yiiziinden toksik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur [72].

B. thuringiensis suslar1 yaklasik 2,4 ile 5,4 milyon baz ¢ifti uzunlugunda bir genoma
sahiptirler [73]. Biiyiiklikleri 2-272 kb arasinda olan 2 ile 11 tane plazmit
tagimaktadirlar [74,75] ve insektisidal proteini kodlayan genler bu plazmitler
tizerinde yer almaktadir [76]. Biiyilk ve kiigclik plazmitler {izerinde bulunan cry
genlerinin etrafinda ¢ok sayida hareketli bolgeler bulunmaktadir. Bu plazmitler
konjugasyon benzeri mekanizmalar ile bir B. thuringiensis’den digerine

kendiliginden transfer olma yetenegine sahiptir [77].

Bacillus thuringiensis suslar1 toprak, depolanmis iiriinler, bocek oOliileri, tahillar,
tarimsal topraklar, farkli bitki ve sucul gevreler gibi ¢ok farkli ortamlardan izole

edilebilirler [78].
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Bacillus thuringiensis tarafindan iiretilen toksinler

Bacillus thuringiensis suslarmin farkli toksinler iirettikleri bilinmektedir. Bu
toksinler arasinda insektisidal kristal proteinler (d-endotoksinler), yiliksek dozlarda
memelilere karsi toksik etkiye sahip olan ekzotoksinler, hemolizinler ve

enterotoksinler yer almaktadir [64].

Insektisidal kristal proteinler (- endotoksinler)

Sporulasyon sirasinda, B. thuringiensis suslarinin biiylik bir kismi1 insektisidal delta
endotoksinleri igeren kristal yapida inkliizyonlar iiretirler. Bu proteinleri tasiyan

kristaller sporulasyondaki toplam bakteri proteininin % 20-30’ unu olustururlar [79].

Bu kristal inkliizyonlar monomerik yapidaki 130-140 kDa agirligindaki
proteinlerden olusurlar. Proteolitik enzimler tarafindan inkliizyonlarin pargalanmasi
sonucunda daha kiiciik toksik proteinler (delta endotoksinler) agiga cikar. Bunlar
suglar arasinda ¢esitlilik gosterirler fakat cogu durumlarda B. thuringiensis suslari
delta endotoksinlerin karigtmmi igeren inkliizyonlar iiretirler. Ornegin; B.
thuringiensis subsp kurstaki HD-1 susu ayni kristalde 3 tane Cryl (130 kDa) ve iki
tane Cry2 (70 kDa) endotoksini igerir. B.thuringiensis subsp. tenebrionis’ de oldugu
gibi diger B. thuringiensis suslari tek bir endotoksin de tastyabilirler [64].

Bacillus thuringiensis’e ait 6-endotoksinler, aktivitelerine gore dort 6nemli sinifa

ayrilirlar:

1) Lepidoptera (kelebekler) takimina 6zgiil (Cryl)

2) Lepidoptera ve Diptera (sinekler)’ ya 6zgiil (CrylI)
3) Coleoptera (Kinkanatlilar) takimina 6zgiil (CrylIlIl)
4) Diptera takimina 6zgiil (CrylV),

Cry toksinlerine ilave olarak bazi B. thuringiensis suslar1 daha kii¢lik yapida 25-28
kDa agirliginda sitolitik (Cyt) endotoksinler de iiretirler. Bunlar B. thuringiensis
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subsp. israelensis ve B. thuringiensis subsp. morrisoni PG14’ den izole edilmis
CytlA ve B. thuringiensis subsp, kyushuensis’den izole edilmis Cyt2A toksinlerini
igerirler [64].

Cry d- endotoksinlerden farkli olarak, Cyt endotoksinler in vivo ve in vitro genis
Ozglinliigli olmayan bir aktivite gosterirler. Cyt endotoksinler kristal yapidaki
inkliizyon cisimciklerde Cry 6-endotoksinlerle birlikte depo edilirler. B. thuringiensis
subsp. israelensis ’den izole edilen CytlA endotoksini karakterize edilen ilk Cyt
endotoksindir. Cytl A endotoksini (27,3 kDa) total kristal proteinin % 40’n1 olusturur
[64].

Cytl A proteinin kodlayan genler 125 kb biiyiikliiglindeki bir plazmit {izerinde tasinir.
Kristaller alkali ortam kosullarinda c¢oziiliirler. Coziilen CytlA toksini hem
eritrositler hem de bdcek hiicre kiiltlirlerine karsi sitolitik aktivite gdsterirken,

coziinmeyen Cytl A toksinleri hicbir sitolitik aktivite gdstermezler [64]

Insektisidal kristal protein bilesimine bagli olarak kristaller farkli sekiller de
bulunabilirler. Isik mikroskobu ve elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler
sonucunda baklava dilimli (bipiramidal), kiibik ve yuvarlak olmak {izere cesitli
sekillerde kristal yapilar1 belirlenmistir (Resim 2.2). Baklava dilimli kristaller daha
cok Lepidoptera larvalarina kars1 aktif iken, kiibik ve yuvarlak yapili kristaller hem
Lepidoptera hem de Diptera larvalarina karsi toksik etki gosterirler [80].

Kristal morfolojisi, insektisidal kristal protein bilesimi ve hedef bdcege karsi olan

biyolojik aktivite arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir [81].
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Resim 2.2. Baklava dilimi seklindeki kristal yapilarin SEM gortintiisii [82]

Beta-ekzotoksinler

Beta-ekzotoksinler (B-ekzotoksin) B. thuringiensis subsp. darmstadiensis, B.
thuringiensis subsp. galleriae, B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve B. thuringiensis
subsp. thuringiensis gibi baz1 B. thuringiensis alttiirleri ile ilgilidir. Bu alttiirler

tarafindan sentezlenen tirlinler toksin igerirler [64,84].

B-ekzotoksinler adenin, glukoz ve allarik asitten olusur ve sicaklik sabittirler. RNA
polimeraz enzimini inhibe ederek RNA’ nin sentezlenmesini engeller. Bu ylizden de
Lepidoptera, Coleoptera ve Diptera bocek takimindaki gesitli boceklere karsi toksik
etki gosterir [64].

Tip I ve tip II olmak lizere iki tip beta ekzotoksin bulunmaktadir. Tip I beta
ekzotoksinler B. thuringiensis serotip 1, 9 ve 10 nolu suslarindan, tip II beta
ekzotoksinler, Levinson ve arkadaglar1 tarafindan B.thuringiensis subsp. morrisoni

serotip 8ab’ den izole edilmistir [84].

B. thuringiensis susunda yapilan arastirma sonucunda - ekzotoksinlerin Cry 6-

endotoksinleri kodlayan bir plazmit tarafindan kodlandigi belirlenmistir [84].

B- ekzotoksinler bocegin sindirim sisteminde etkisiz hale getirilmektedir. Ancak

etkili yiiksek bir doz kullanildiginda bocekler lizerinde etki gosterebilmektedir [80].



25

Hemolizinler

Omurgali eritrositlerini pargalayan hemolizinler omurgali bakteriyel patojenler icinde
onemli virulens faktorlerdendir. Genel olarak insanlarda sistematik hastaliklarin
belirlenmesinde onemli bir faktordiir. B. thuringiensis subsp. kurstaki’ den
saflastirilan bir hemolizinin B. cereus’ da bulunan hemolizin ile aynm1 oldugu

belirlenmistir [85,86].

Enterotoksinler

B. thuringiensis izolatlarinin B. cereus—diyarel tip enterotoksin {irettikleri
bulunmustur. B. cereus enterotoksinleri B. cereus’ un sindirimini izleyen besin

zehirlenmesi belirtilerinden sorumludur [73, 87].

Abdel-Hameed ve Landen (1994) isve¢ topraklarindan izole edilen 40 B.
thuringiensis susundan 23’Unilin (B. thuringiensis subsp. kurstaki, thuringiensis,
galleria, dendrolimus, darmstadiensis ve israelensis olarak tiplendirilen) B.cereus

diyarel enterotoksin iirettiklerini belirlemislerdir [87].

Damgaard ve arkadaslar1 (1996a) cesitli yiyeceklerden enterotoksin iireten B.
thuringiensis suslar1 izole etmisler ve enterotoksin aktivitelerini belirlemek igin

suslarin Vero hiicreleri iizerine olan sitotoksik etkilerini incelemislerdir [88].

Te-Giffel ve ark. (1997) enterotoksin iireten iki susu ilk olarak B. cereus olarak
tanimladiklarin1 daha sonra 16S rRNA problar1 kullanilarak yapilan tanimlama

sonucunda B. thuringiensis olarak tanimladiklarini rapor etmislerdir [62].
Ekzoenzimler
B. thuringiensis boceklere kars1 patojenik etkiye sahip cesitli ekzoenzimler tretirler.

Ornegin; B. thuringiensis tarafindan proteaz ve kitinaz peritrofik zarm yapisi1 bozarak

bagirsak epitelinden rahatlikla gegebilmektedir [89,90].



26

Vejetatif insektisidal proteinler (Vip)

Son yillarda, bazi B. thuringiensis izolatlarinin sporulasyon asamasi sirasinda
tiretilen cry proteinlere ilave olarak, vejetatif biiyiime doneminde bir takim proteinler
urettikleri belirlenmistir. Vejetatif insektisidal proteinler (VIP) olarak isimlendirilen
bu proteinler Lepidoptera takimi boceklerin biiylik bir kismina karsi insektisidal

aktivite gosterirler [91].

Bacillus thuringiensis’ lerin Insektisidal Genleri

Biiylime dongiisiiniin durgun fazi siiresince B. thuringiensis insektisidal kristal
protein iceren kristal yapida parasporal inkliizyonlar iiretir. Bu toksinler ¢ogunlukla
B. thuringiensis’ e 6zgldiir, ancak bu proteinlerin Bacillus popilliae ve Clostridium

bifermentas gibi diger bakteriler tarafindan da iiretilebildigi belirlenmistir [92].

Su ana kadar bu proteinleri kodlayan 89 farkli genin analizi yapilmistir. Bu genler B.
thuringensis’ in blyiime dongiisliniin durgun fazi sirasinda ifade olunurlar. Bu
genlerin ifade edilmesi mRNA sentezi, mRNA sentezi sonrasi ve protein sentezi

sonrast seviyelerde kontrol edilir [92].

Sporulasyon mRNA sentezi asamasinda sigma faktoriiniin aktivasyonu ile kontrol
edilir ve bu yiizden de cry genlerin ifade edilmesi es zamanl olarak kontrol edilmis
olur. Ciinkii c¢ogu kristal genler biiyiimenin yalnizca sporulasyon asamasinda

sentezlenir [92].

Cry toksinleri kodlayan 50’den fazla genin analizi yapilmistir ve bu genler
dizilerindeki benzerlige dayanilarak 15 grup icinde simiflandirilabilir. Bununla
birlikte cry toksin genleri cryl, cry2, cry3 ve cry4 olmak lizere dort biiyiik grup

altinda incelenirler [81].
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crvl Genleri

Lepidoptera takimima ozgli kristal proteinler siiphesiz en iyi c¢alisilmis olan
proteinlerdir. Bu proteinler plazmit DNA iizerinde bulunan cryl genleri tarafindan
sentezlenmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 20 cryl gen dizisi analiz edilmistir.
20 genin hepsinin de B. thuringiensis’in sporulasyonu sirasinda baklava dilimi
seklinde kristal yapida inkliizyonlar igerisinde biriken 130-140 kDa agirliginda
proteinler kodladigi belirlenmistir. Bu proteinler bocek ortabagirsaginin bazik
ortaminda ¢6ziilebilen protoksinlerdir (6n toksinlerdir) ve proteolitik olarak kristalle
ilgili ya da larva ortabagirsak proteazlari tarafindan 6070 kDa agirhi§inda toksik

fragmentlere doniistirler [81].

cryl genleri benzer homolojileri ile diger cry genlerden ayrilabilirler. crylA(a),
crylA(b) ve crylA(c) % 80 den daha fazla aminoasit benzerligi gosterirler ve bu
ylizden ayr1 bir alt grup olarak degerlendirilirler. Son olarak tanimlanan crylB,

crylC ve crylD genleri cryl A genlerinden ve birbirlerinden oldukga farklidirlar [93].

cry2 Genleri

cry2 genleri B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, B. thuringiensis subsp.
thuringiensis Berliner ve B. thuringiensis subsp. tolworthi ve kenyae gibi ¢esitli alt
tiirlerde bulunmaktadir. 65 kDa agirliginda bir proteini kodlar ve bu protein de kiibik
yapili kristallerde toplanirlar. Bu kristal proteinler ilk olarak ayni susta bulunan 130
kDa agirligindaki P1 proteinine karsilik P2 proteini olarak tanimlanmistir [94].

Widner ve Whiteley, B. thuringiensis subsp. kursatki HD1’den cry2A ve cry2B
genlerini klonlamiglardir. Her iki gen de 633 aminoasit dizisine sahip 71 kDa
agirhi@inda bir proteini kodlar. Her iki gen de E. coli’ de ifade edilmis ve
rekombinant proteinler saflastirilmistir. Iki protein oldukca benzer olmalarmna
ragmen insektisidal etkileri farkli bulunmustur. cry2A’ nin hem Lepidoptera
(Manduca sexta) hem de Diptera (dedes aegypti) larvalarina karsi, cry2B’ nin ise

yalnizca Lepidoptera larvalarina karsi toksik etki gosterdigi belirlenmistir [95].
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crv3 Genleri

Simdiye kadar B. thuringiensis subsp. tenebrionis , B. thuringiensis subsp. san diego
ve B. thuringiensis EG2158 olmak tizere Coleoptera takimina 6zgii 3 B. thuringiensis
susu tanimlanmistir. Sugslarin her biri bir biiylik protein igeren eskenarli kristaller
tiretir. Klonlama ve dizi analizleri ii¢ tliriin hepsinde de ayni kristal protein geninin
bulundugu gostermektedir. E. coli’ de ifade edilen bu gen Colorado patates bocegi
(Leptinotarsa decemlinata) igin toksik olan 72 kDa agirliginda bir proteini sentezler.
Bu protein, sporla ilgili proteazlar tarafindan 66 kDa agirhiginda bir proteine

dontstiirilir [81, 96].

crv4 ve cvt Genleri

Kristal protein genlerinin cry4 sinifi, Diptera takimina 6zgii kristal protein genlerinin
olduk¢a heterojen bir grubundan olusur. B.thuringiensis subsp. israelensis susunda
bulunan 72 MDa biiyiikliigiindeki plazmitten izole edilen cry4A, cry4B, cry4C ve
cry4D genlerinin kodladig1 proteinler sirasiyla 135, 128, 78 ve 72 kDa agirligindadir.
Bu proteinler 27 kDa agirligindaki cyt geninin iirlinii ile birlikte yuvarlak yapili
kristallerde toplanirlar. [81].

Kristal genler tarafindan sentezlenen toksinlerinin molekiiler biiyiikligli ve konak

Ozgiinliigii Cizelge 2.1°de goriilmektedir.
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Cizelge 2.1. Kristal genler tarafindan sentezlenen toksinlerin molekiiler biiyiikligi

ve etkiledigi konake1 gruplari [97]

Gen tipi Alt Simif Konake¢i Gruplar Protoksin (kDa) | Toksin (kDa)
cryl 1A(a) Lepidoptera 130-160 60

1A(b) Lepidoptera/Diptera 130-160 60

1A(c) Lepidoptera 130-160 60

1B Lepidoptera 130-160 60

1C Lepidoptera 130-160 60

1D Lepidoptera 130-160 60

1E Lepidoptera 130-160 60

1F Lepidoptera 130-160 60
cry2 2A Lepidoptera/Diptera 70-71 65

2B Lepidoptera 70-71 65

2C Lepidoptera 70-71 65
cry3 3A Coleoptera Coleoptera | 73 55

3B Coleoptera 73 55

3C Coleoptera 73 55

3D Diptera 73 55
cryd 4A Diptera 134 4648

4B Diptera 128 4648

4C Nematot 58 ?

4D 72 30
cyt CytA 27 ?

Insektisidal Kristal Proteinlerinin Yapisi

B. thuringiensis’in Cry ve Cyt proteinleri por olusturan toksinler olarak

isimlendirilen bakteri toksinleri sinifina aittir. Por olusturan toksinler a-sarmal ve [3-

pilili toksinler olmak iizere iki temel grupta incelenirler. a-sarmal toksin grubunda

kolisinler, ekzotoksin A ve ii¢ bolgeli Cry toksinler yer almaktadir. B- tabakali toksin

grubunda ise aerolizin, a-hemolizin, antraks koruyucu antijen ve Cyt toksinler yer

almaktadir [98].
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Alt1 farkli Cry proteinin (CrylAa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Aa ve Cry4Ba) ii¢
boyutlu tersiyer yapist X-1sinlar1 kristallografi yontemi ile belirlenmistir (Sekil 2.2).
Bu proteinlerin tersiyer yapisinin etki mekanizmasi ve yerlesim diizeni bakimindan
yiiksek derecede benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Yapilan inceleme sonucunda
proteinlerin ii¢ bolgeye sahip oldugu belirlenmistir. Birinci bolge (N-ucu) merkezde
hidrofobik yapida a-sarmal ve cevresinde amfipatik yapida 6 tane sarmal yapi ile
cevrelenmis 7 a-sarmal yigmindan olusmustur. Bu bolge ortabagirsak zarina
tutunmadan ve por olusumundan sorumludur. ikinci bélge birbirine paralel yerlesmis
3 tane PB-pili yapisindan olusmaktadir. Uciincii bolge (C-ucu) B-sandevic
(sikistirilmig)  yapidadir. Ikinci ve iigiincii bolgeler reseptére baglanmadan

sorumludurlar [99].

Cyt proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin incelenmesi sonucunda bir B-pilili tabakanin
etrafina sarilmis, sarmal yapida iki a-sarmal yapiy1 tasiyan tek bir a-  bolgeden
olustugu belirlenmistir (Sekil 2.2). Cyt proteinler yapisal olarak Volvariella volvacae

mantari tarafindan iiretilen volvatoksin A2 ile benzerdir [99].
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Sekil 2.2. Insektisidal kristal proteinlerin ii¢ boyutlu kristal yapis1 [99]
a- CrylAa, b- Cry3A, c- Cyt2A
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Insektisidal Kristal Proteinlerin Hedef Béceklerdeki Etki Mekanizmast

B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
gruplarindaki hassas boceklere karsi cry ve cyt genlerinin olusturdugu aktif
insektisidal kristal proteinler sayesindedir. insektisidal proteinlerin etkili olabilmesi

icin bocek tarafindan sindirilmesi gerekir [100].

Genel olarak endotoksinler ile muamele edilmis yiyeceklerin tiiketimi, Lepidoptera
larvalarinin beslenmesinin durmasina ve bagirsagin felg (paraliz) olmasina neden

olur. Toksinlerin yiiksek dozuyla beslenen larvalar genel bir fel¢ olay1 gecirir ve oliir

[64].

Yapilan histolojik calismalarla B. thuringiensis Cry proteinlerinin  etki

mekanizmasini su sekilde 6zetlemek miimkiindiir:

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

2.3.) [101].
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Sekil 2.3. B. thuringiensis ’in hedef bocek tizerindeki etki mekanizmasi [93]

A. Larva tarafindan sporlu B. thuringiensis’ in ve kristal proteinlerin
yenmesi B. Ortabagirsakta protoksin halde bulunan kristal proteinlerin
alkali ortamda c¢oziinmesi C. Ortabagirsak proteazlart tarafindan
protoksinlerin toksin proteinlere doniistiiriilmesi, toksin proteinlerin epitel
hiicre zarindaki 0zglin reseptorlere baglanmasi, toksinin hiicre
membranindan igeriye girmesi D. Porlarin ve iyon kanallarinin olugmasi
E. Epitel hiicrelerinde osmotik dengenin bozulmasi sonucunda osmotik
parcalanmanin  gerceklesmesi F.  Septisemi  sonucunda  Oliimiin
gergeklesmesi

Orta bagirsak epiteli {izerindeki reseptorlerin 6zgiilliigli insektisidal aktiviteyi

belirlemede 6nemlidir. immiinokimyasal problar kullanilarak yapilan ¢alismalar hem
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Cry hem de Cyt toksinlerin orta bagirsak epitel hiicrelerinin fir¢ali kenarlarina

baglandiklarin1 gostermektedir [102].

In vitro baglanma g¢aligmalar1 fir¢ali kenar zar vezikiillerinin (BBMV) {izerindeki
bolgelerin, yiiksek baglanma ilgisi gosterdigini belirlemistir. Cesitli durumlarda bu
bolgelere karsi yiiksek baglanma ilgisi, konak bdcegin duyarliligr ile de ilgili
olmaktadir [103,104].

Cyt toksinler ise protein reseptorlerine baglanmazlar ve dogrudan zar lipitleri ile
etkilesime girerek zardan igeri girer ve por olustururlar [105] ya da deterjan benzeri

maddeler gibi etkilesim yaparak zar yapisini bozarlar [106].

B. thuringiensis subsp. israelensis ile muamele edilmis sivrisinek larvalar1 genel
olarak muameleden sonraki bir saat i¢cinde beslenmeyi durdururlar, iki saate kadar
aktivite azalir ve genel sindirimden sonra alt1 saat i¢inde felg olay1 gerceklesir. Diger
B. thuringiensis izolatlarinin ¢ogu B. thuringiensis subsp. israelensis’in ki kadar hizl
bir etkiye sahip degildir. Beslenmenin durmasi B. thuringiensis sporlarmin ve
toksinlerinin sindiriminden sonra olusabilir. Bununla birlikte kinkanatli boceklerde
ve tirtillarda 6lim yalmizea geng larvalar i¢in hizlidir (1-2 giin) ve daha biiyiik

larvalar i¢in bir haftadan daha uzun zaman alir [64].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Toprak 6rnekleri

Bu calismada Ankara’nin farkli yerlerinden (Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Deneme Tarlalar1, Cayyolu, Beynam Ormani, Gazi Universitesi Kampiisii, ODTU

Kampusii, Eskigehir yolu Lodumlu) alinan toprak érnekleri kullanilmistir.

Bakteri ornekleri

Calismada, 60’1 bu topraklardan ve 7’si kiiltlir koleksiyonlarindan temin edilen
referans suslar olmak {izere, toplam 67 adet Bacillus susu kullanilmigtir. Calismada
kullanilan referans Bacillus thuringiensis suslarindan Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki HD—1, Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-73, Bacillus thuringiensis
var. tolworthi HD—-125, Bacillus thuringiensis var. aizawai HD-137, Bacillus
thuringiensis 916 Universidad Nacional Autonoma de México Biyoteknoloji
Enstitlisti’den, ticari Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Ankara Ziraii Miicadele
Kurumu’ndan, Bacillus thuringiensis RSKK 380 ve Bacillus thuringiensis Mu4
suslar1 ise Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji

Laboratuari’ndan temin edilmistir.

Bocek ornekleri

Larvalar iizerine olan toksik etki denemeleri i¢in Erciyes Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Bocek Yetistirme Laboratuvar’’ ndan temin edilen
Ephestia kuehniella ZELLER, (un giivesi, degirmen giivesi) (Lepidoptera: Pyralidae)
ve Trogoderma granarium EVERTS, (kapra bocegi, tahil giivesi) (Coleoptera:
Dermestidae)’un tigiincii donem larvalar1 kullanilmistir. Calismamizda kullanilan iki

bdcek tiirliniin sistematigi asagida verilmistir:
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Ephestia kuehniella tiiriiniin sistematigi

Takim : Lepidoptera (Kelebekler)

Familya : Pyralidae

Cins : Ephestia

Tir : Ephestia kuehniella Zeller (Un giivesi)

Trogoderma granarium tiirliinlin sistematigi

Takim : Coleoptera (Kinkanatlilar)

Familya : Dermestidae

Cins : Trogoderma

Tiir : Trogoderma granarium Everts (Kapra bocegi, Tahil giivesi)

Besiyerleri

Nutrient Agar (NA) Besiyeri (gr/lt) : Et Oziitii (beef extract) 1,0 gr, maya oziitii
(yeast ekstrakt) 2,0 gr, pepton 5,0 gr, sodyum kloriir 5,0 gr, agar 15 gr.

Sodyum asetatli Luria Bertani (LB) Besiyeri (gr/lt): Tripton 10gr, maya 0ziitii 5 gr,
sodyum kloriir (NaCl) 5 gr, sodyum asetat (NaCOOH3) 20,5 gr.

Luria Bertani Agar (LA) Besiyeri (gr/lt): Tripton 10gr, maya 0ziitii 5 gr, sodyum
kloriir (NaCl) 5 gr, agar 15 gr.

Nutrient Sivi (NB) Besiyeri (gr/lt) : Et Oziitii 1,0 gr, Maya Oziitii 2,0 gr, Pepton 5, 0
gr sodyum kloriir (NaCl) 5,0 gr.

T3 Swvi Sporlanma Besiyeri (gr/lt): Tripton 3 gr, triptoz 2 gr, maya oziiti 1,5 gr,
mangan kloriir (MnCly) 0,005 gr, monobazik sodyum fosfat (NaH,PO,) 6 gr, dibazik
sodyum fosfat (Na,HPOy4) 7,1 gr.
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T3 Agar Sporlanma Besiyeri (gr/ lt): Tripton 3 gr, triptoz 2 gr, maya Oziiti 1,5 gr,
mangan kloriir (MnCl,) 0,005 gr, monobazik sodyum fosfat (NaH,POj) 6 gr, dibazik
sodyum fosfat (Na,HPO,) 7,1 gr, agar 15 gr.

Besiyerlerinin pH’ s1 0,01 N HCI ve 0,01 NaOH ile 6,8 + 0,2’ ye ayarlanmistir. T3
sporlanma besiyerinin pH’ s1 monobazik ve dibazik sodyum fosfat ¢ozeltilerinin
belirli oranlarda karistirilmasi ile 6,8 + 0,2’ ye ayarlanmistir. Besiyerleri 121 C de

15 dk otoklavda steril edilmistir.

Tampon ve Cozeltiler

Kromozomal DNA izolasyonunda kullanilan ¢ézeltiler

-STE ¢ozeltisi: 10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl,1 mM EDTA (pH 8,0)

-Lizozim (ozeltisi: 10 mg/ml olacak sekilde Tris-EDTA tamponu igerisinde
hazirlanmustir.

-Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve
1 ml izoamilalkol karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti bir gece 4°C’ de
bekletildikten sonra kullanilmaistir.

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

Toplam hiicre protein izolasyonu icin gerekli ¢ozeltiler

-Fosfat tamponu (gr/lt): 6,8 gr KH,PO4ve 8.7 gr Ko,HPO, tartilarak ayri ayri 1000 ml
distile su igerisinde ¢Oziilmiistiir. Hazirlanan iki ¢ozelti belirli oranlarda karistirilarak
pH 7,0’a ayarlanmustir.

-Ornek Tamponu: 5 ml 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8), 8 ml gliserol, 4 ml 2 B-
merkaptoetanol, 2 gr SDS, 0,01 gr bromfenol mavisi, 3ml distile su ilave edilerek

hazirlanmustir.



38

Protein elektroforezi icin gerekli ¢ozeltiler

-Akrilamid Cozeltisi (% 30): 29,2 gr akrilamid, 0,8 gr N, N’ metilen-bis-akrilamid
100 ml distile su igerisinde ¢oOziilmiigtiir. Hazirlanan ¢ozelti Whatman No:1 filtre
kagidindan gegirilerek siiziilmiis ve 4°C” de muhafaza edilmistir.

-1,5 M Tris-HCI (pH 8,6): 18,165 gr Tris 75 ml distile suda ¢oziildiikten sonra 1 N
HCl ile pH 8,6’ya ayarlanmistir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

-IM Tris-HCI (pH 6,8): 12,01 gr Tris 75 ml distile suda ¢oziildiikten sonra 1 N HCI
ile pH 6,8’¢ ayarlanmistr. Son hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

SDS (%10’ luk ): 10 gr SDS 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
-Amonyum persiilfat (AP) (%10’ luk): 10 gr AP 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmustir.

-Elektroforez stok yiiriitme tamponu (pH 8,3) (5x): 25 mM Tris, 250 mM Glisin, %1
(w/v) SDS, distile su karistirilarak hazirlanmistir.

-Tespitleme ¢ozeltisi: 25 ml %100 (w/v) TCA (Trikloroasetik asit), 82.5 ml Metanol,
142.5 ml distile su karistirilarak hazirlanmistir.

-Stok boya c¢ozeltisi: 1 gr Coomassie Brillant Mavisi G-250, 46.5 ml HCI
karistirllarak hacim distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmistir. Boya ¢oziildiikten
sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilmiis ve renkli cam sisede oda
sicakliginda saklanmigtir.

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

Plazmit DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

-Cozelti I: % 6,7 Siikroz, 50mM Tris (pH 8,0), ] mM EDTA (pH 8,0)

-Cozelti II: 25 mM Tris (pH 8,0) ile hazirlanmis 10mg/ml Lizozim

-Cozelti I11: 0.25 M EDTA (pH 8,0), 50 mM Tris (pH 8,0)

-Cozelti IV: 50 mM Tris, 20 mM EDTA, %20 SDS

-NaCl ile doyurulmus fenol (pH 7.0) ¢ozeltisi: Kat1 fenol 65 °C’ de eritilerek 1:1
oraninda 1M NaCl ile pH 7.0 olana kadar doyurulmustur.
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-Kloroform: Izoamilalkol (24:1) ¢ézeltisi: 24 ml kloroform ile 1 ml izoamilalkol
karistirilarak hazirlanmstir.

-RNaz (ozeltisi: RNaz 10 mg/ml olacak sekilde 0,01 M sodyum asetat (pH 5,2)
¢ozeltisi iginde ¢ozllmiistiir. 15 dakika 100 °C’ de bekletilmis ve oda sicakliginda
yavas yavag sogutulmustur. Cozeltinin pH’sin1 ayarlamak i¢in 1 M Tris-HCI (pH 7,4)
¢Ozeltisinden 0,1 hacim ilave edilmis, karistirilarak -20 °C’ de saklanmustir.

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

Agaroz jel elektroforezi igin kullanilan ¢ozeltiler

-Tris asetik asit EDTA (TAE) tamponu (x50) (pH 8.0): 242 g Tris, 57,1 ml Glasial
asetik asit, 0,5 M 100 ml EDTA (pH 8.0), maddeler distile su igerisinde ¢oziilerek
hacim 1000 ml’ ye tamamlanmustir.

-Agaroz: %0,8 lik ve %2’ lik (w/v) agaroz TAE tamponunda c¢oziilerek
hazirlanmistir.

-Yiikleme tamponu: 40 gr siikroz, 0,025 gr bromofenol mavisi, 0,25 gr ksilen siyanol
100 ml distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

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

muhafaza edilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

-Taq polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCl, 1 mg/ml
jelatin.

-MgCl,: 25 mM

-Niikleotit Karigimi: 10 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

-Tag polimeraz: 5 u/ Ul

-Primerler: Kristal genlerinin belirlenmesi icin kullanilan primerler Cizelge 3.1° de

verilmigtir.
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Cizelge 3. 1. Kristal genlerinin belirlenmesi i¢in PZR’ da kullanilan primerler ve
cogaltilan gen bolgelerinin biiytikliikleri

Primer Niikleotid Dizisi (5°-3°) Cogaltilan PCR Uriinii

Gen Bolgesi | Bityiikliigii(bp)
CJI-1 TGTAGAAGAGGAAGTCTATCCA
CJI-2 TATCGGTTTCTGGGAAGTA cryl 272-290
II(+) TAAAGAAAGTGGGGAGTCTT
11(-) AACTCCATCGTTATTTGTAG cry2 1556-1523
CJIII-20 TTAACCGTTTTCGCAGAGA
CJIII-21 TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG cry3 652-733
Un4(d), GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC
Un4(r), GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC cry4 439
Un7,8(d), AAGCAGTGAATGCCTTGTTTAC cry7 420
Un7,8(r), CTTCTAAACCTTGACTACTT cry8 423

crys 474
Gral-nem(d) | TTACGTAAATTGGTCAATCAAGCAAA | cryl2 477
Gral-nem(r) | AAGACCAAATTCAATACCAGGGTT cryl4 483

cry2l 489

522
Gral-cyt(d) | AACCCCTCAATCAACAGCAAGG cytiAa 525
Gral-cyt(r) GGTACACAATACATAACGCCACC cytiAb
3.2. Metot

3.2.1. Toprak orneklerinin alinmasi

Topragin iist yiizey materyalleri siipiiriildiikten sonra steril bir spatula ile yaklasik
ylizeyden 2-5 cm asagidan 10 gram toprak ornegi alinarak steril cam kavanozlara

konmustur. Alian érnekler kullanilana kadar +4 "C’ de saklanmugtir [107].
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3.2.2. Bakterilerin izolasyonu

Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonu

Bacillus cinsine ait bakteri tiirlerinin izolasyonu i¢in Nutrient Agar (NA) besiyeri
kullanilmistir. Ankara iline ait farkli semtlerden alinan toprak orneklerinin 1 gramu,
icinde 9 ml steril serum fizyolojik ¢ozeltisi bulunan deney tiiplerine aktarilmistir.
Karistiricida 5 dk kuvvetli bir sekilde karistirilmistir. Ornekler su banyosunda 65 °C’
de 60 dk tutularak vejetatif bakteri formlarimin 6lmesi ve ortamda bu bakterilerin
sporlu formlarmin kalmasi saglanmustir. Orneklerden 10 "’den 107" ye kadar seri
seyreltmeler hazirlanarak, 10~ seyreltmeden itibaren NA besiyerine 0,1 ml ekimler
yapilmis ve 30 °C’ de 5 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

morfolojik olarak farkli olan koloniler se¢ilmistir [107].
Secilen farkli koloniler NA besiyerine ekilerek saf kiiltiirleri elde edilmistir. Saf
kiiltiirler daha sonra Gram boyama ile boyanmistir. Boyama sonucunda morfolojik

olarak Gram pozitif gubuk sekilli olan bakteriler deney materyali olarak se¢ilmistir.

Bacillus thuringiensis’ in izolasyonu

Bacillus thuringiensis tiri bakterilerin izolasyonu i¢in 0,25 M sodyum asetat iceren
Luria Bertani sivi (LB), Luria Bertani agar (LA) ve T3 agar (sporlanma)

besiortamlar1 kullanilmigtir [108].

B. thuringiensis tiirlerinin izolasyonu Travers’ in dnerdigi yonteme gore yapilmistir.
1 gram toprak ornegi 0.25 M sodyum asetat iceren LB s1vi besiyerine konulmustur.
30°C’ de 4 saat boyunca galkalamali etiivde (250 rpm) inkiibasyona birakilmigtir. Bu
siirenin sonunda 6rneklerin 1,5 ml® si su banyosunda 80°C de 10 dk sicakliga maruz
birakilmistir. Sicakliga maruz kalmis ornekler LA besiyerine ekilmis ve 30°C” de 1
gece inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda rast gele segilen farkli koloniler

T3 agar besiyerine ekilmis ve bir gece 30°C’ de inkiibasyona birakilmigtir. Faz-
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kontrast mikroskobunda yapilan inceleme sonucunda parasporal yapilarin olup

olmadigina gore kiiltiirlerin ayrim1 yapilmistir [108].

3.2.3. Bakterilerin muhafazasi

Ependorf tiiplerine 0,3 ml gliserol konularak, 121°C’ de 15 dk otoklavda steril
edilmistir. Bakteriler uygun sivi besiyerinde aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen
kiiltiirlerden 0,6 ml’ si gliserol igeren steril ependorflara ilave edilerek -80°C’ de
muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir yenilenmistir [109].

3.2.4. Bakterilerin tanimlanmasi

API test kitleri ile bakterilerin tanimlanmasi

Gram pozitif ¢ubuk sekilli olan bakterilerin tiir seviyesinde tanimlanmalar1t API 20 E
ve API 50 CHB Analitik Profil Indeks (Biomerieux, Marcy I’ Etoile, France) test
kitleri kullanilarak Giilhane Askeri Tip Akademisi (GATA) Mikrobiyoloji

Laboratuvarinda yapilmistir.

Bakteriler NA besiyerine ekilmis ve 30°C” de bir gece inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda koloniler steril bir 6ze yardimiyla toplanarak API 20 E igin
igerisinde % 0.8’lik NaCl bulunan 2 ml’ lik test tiiplerine, API 50 CHB ig¢in ise
icerisinde amonyum siilfat, maya 6ziitii, fenol kirmizis1 ve tripton bulunan 10 ml’ lik
hazir API 50 CHEB (Enterobacteriaceae/Bacillus) besiyerine aktarilarak
stispansiyon haline getirilmistir. Siispansiyon icerisindeki bakterilerin yogunlugu 3

No’lu McFarland standardina esitlenmistir.

Hazirlanan bakteri siispansiyonlart API 20 E ve API 50 CHB test kuyucuklarina
ekilmistir (strip). Stripler 30°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 ve 48 saatlik
siireler sonunda test kuyucuklarinda meydana gelen renk degisimlerine gore
degerlendirmeler yapilmistir. Alinan pozitif sonuclar bilgisayar ortamina girilerek

bakterilerin tiir seviyesinde tanimlamalar1 yapilmistir [56].
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16S rRNA dizi analizi ile bakterilerin tanimlanmasi

Faz- kontrast mikroskobu ile yapilan inceleme sonucunda parasporal kristal yapilar
tasidiklar1 belirlenen bakteri suslarin tanimlanmalar1 16S rRNA dizi analizi yapilarak

gerceklestirilmistir.

Kromozomal DNA izolasyonu

Bakterilerin kromozomal DNA’lar1 Maniatis’e gore izole edilmistir [110]. B.
thuringiensis suglar1 5ml’ lik NB besiyerine ekilmis ve 30°C’ de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii ependorf tiiplere aktarilarak 13 000
rpm’de 2 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve besiyeri uzaklastirilmistir. Pelletlerin
tizerine 500 ml STE tamponu konularak yeniden ¢6ziilmiistiir. Daha sonra her bir
tiipe 10 pg lizozim ilave edilerek karistirilmis ve 37°C’de bir saat bekletilmistir. Bu
stire sonunda her bir tiipe 0,1 hacim olacak sekilde 3 M sodyum asetat ¢ozeltisinden
ilave edilmistir. Alt st edilerek 65°C° de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
tizerine 500 pl fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ilave edilerek karistirilmis ve
13 000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Santriflij islemi sonunda istteki s1v1 kisim steril
tiiplere alinmistir. Uzerine 2 hacim %96’ lik etil alkol ilave edilmis ve -20°C’ de
30dk bekletilmistir. Daha sonra 13 000 rpm’ de santrifiij edilerek DNA pellet halinde
elde edilmistir. DNA’lar %70’ lik etil alkol ile yikanmis ve kurutulmustur. Elde
edilen DNA pelletleri 60 pul TE (10 mM Tris, | mM EDTA) tamponu igerisinde
coziilerek -20 °C’ de kullanilana kadar muhafaza edilmistir [110].

Izole edilen kromozomal DNA’ lar 67F: TGA AAA CTG AAC GAA ACA AAC
CTC ve 1671R: TCA AAA CTG AAC AAA ACG AAA primerleri kullanilarak PZR
islemi ile 1554 bp’ lik 16S rRNA genini tagtyan DNA bolgesinin amplifikasyonu igin
kullanilmistir. Amplifiye olan PZR f{iriinleri saflastirilmis (QIAquick Gel Extraction
Kit, Qiagen,Valencia, CA, USA) ve CEQ8000 DNA analiz sistemi (Beckman
Coulter) ile analiz edilmistir. Elde edilen diziler Gen Bankasinda kayitli bulunan
Bacillus tiirlerine ait 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirilarak izolatlarin dizi

eslestirmeleri yapilmistir [61].
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16S rRNA geninin belirlenmesi i¢in asagidaki PZR programi kullanilmustir.

95°C’ de 5dk Baslangi¢ denaturasyon asamasi
94°C’de 15sn
52°C’de 15sn 35 dongii

72°C>de 1dk 30 sn

72°C’de 5dk Son uzama asamast

3.2.5. Sodyum dodesil poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Toplam hiicre protein izolasyonu

Tanimlanan tiirlerin  toplam hiicre proteinlerinin izolasyonu Kishore ve
arkadaslarinin 6nerdigi yonteme gore yapilmistir [111]. Bakteriler 5 ml’ lik NB
besiyerinde iki kez aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen bakteriler 50 ml’ lik NB
besiyerine aktarilmis ve 24 saat 30°C” de 100 rpm’ de inkiibe edilmistir. Hiicre
kilttirii 5 000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilmis ve besiyeri uzaklastirilmistir. Pellet 5 ml
steril distile su ile iki kez yikanmistir. Yikama isleminden sonra pellet iizerine 2 ml
fosfat tamponu (pH 6,8) ilave edilmistir. Hiicreler yeniden siispansiyon haline
getirilmis ve 50 MHz ultrasonikasyon ile buz igerisinde 10 dk sonikasyona tabii
tutulmustur. Sonikasyon isleminden sonra 2 000 rpm’ de 2 dk santrifiij edilmistir.
Ustteki s1v1 kistmdan 75 pl alinarak 25 ul 6rnek tamponu ile karistirilmis ve 5 dakika
kaynatilmigtir.  Elektroforez yapilincaya kadar protein ornekleri -20°C”°  de
saklanmistir [111].

Orneklerdeki protein miktarimi belirlemek igin spot test kullanilmistir. Serit halinde
kesilen Whatman No: 1 siizge¢ kagidina, hazirlanan protein 6rneklerinden 2,5 pl
emdirilmistir. Kurutulduktan sonra 10 dk boyama ¢ozeltisi bekletilmis ve su ile
yikanmistir. Boyanma derecesine gore Orneklerin esit miktarda yliklenmesi

saglanmistir [112].
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SDS-PAGE jellerinin Hazirlanmasi

Toplam hiicre protein analizleri Laemmli’ ye gore % 4,5’ luk yiginlastirict ve
%10’luk ayirict jel kullanilarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) yapilmistir [113].

Aywrma Jelinin Hazirlanigi

16,7 ml Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk), 19,8 ml distile su, 12,5 ml 1,5 M Tris-
HCI (pH 8,6), 500 pl % 10’luk APS (amonyum per siilfat), 500 pl % 10’luk SDS
birbirine iyice karistirildiktan sonra 30 pl TEMED (N,N, tetraetilen diamid) ilave
edilerek, 1 mm araliga sahip iki jel cami arasina hizli bir sekilde dokiilmiistiir. Jelin
ist kismu distile su ile kaplanarak hava ile temas1 6nlenmis ve polimerize olmasi igin

bekletilmistir.

Yigma Jelin Hazirlanigi

3,4 ml %30’luk Akrilamid/Bis Akrilamid, 13,6 ml distile su, 2,5 ml 1 M Tris-HCI
(pH 6,8), 200 pl % 10’luk APS ve 200 pl % 10’luk SDS birbiri ile iyice
karistirildiktan sonra 20 pl TEMED ilave edilmistir. Bu karisim, polimerize olan
ayirma jelinin Ulzerindeki distile su uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli iizerine

dokiilmistiir. Tarak yerlestirilmis ve polimerize olmasi i¢in bekletilmistir.

SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Polimerizasyonu takiben tarak ¢ikarilmig, kuyucuklar elektroforez yliriitme tamponu
ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi (Scie-Plus Vertical
Electrophoresis) yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Ornekler kuyucuklara

yiiklenmis ve 30 mA” de yaklasik 200 V’ ta ortalama 8 saat yliritiilmiistiir.
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SDS-PAGE jellerin boyanmasi

Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra jeller, tespitleme ¢ozeltisi igerisinde bir
gece bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama ¢ozeltisine alinmis ve
ortalama iki glin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dk’ lik
araliklarla yikanarak jellerin zemininde bulunan boyanin ¢ikmasi saglanmistir [114].

Jellerin fotograflar1 karanlik odada 1s1kl1 beyaz tabla iizerinde ¢ekilmistir.

3.2.6. Plazmit DNA izolasyonu

Tanimlanan tiirlerin plazmit DNA izolasyonlar1 Anderson ve ark.’larinin 6nerdigi
yonteme gore yapilmistir. izole edilen suslar Sml’lik NB besiyerine ekilmis ve 30°C’
de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii ependorf tiiplere
aktarilarak 12 000 rpm’de 2 dk santriflij edilerek c¢oktiiriilmiis ve besiyeri
uzaklagtirllmigtir. Pelletin tizerine 380 pl ¢ozelti I’ den ilave edilmis ve yeniden
siispansiyon haline getirilmistir. 37°C’ de 15 dk bekletilmistir. Uzerine 96,5 ul
¢ozelti 11 ilave edilmistir. 10 dk 37°C’ de bekletilmistir. Uzerine 50 ul ¢ozelti 111, 30
pl cozelti IV ilave edilmis ve hafifce karistinlmistir. Hiicrelerin tamamen
pargalanmasi igin 10 dk 37°C* de bekletilmistir. Ornekler yiiksek hizda 30 saniye
karistirlmigtir. Uzerine taze hazirlanmis 30 pl 3,0 N NaOH ¢ézeltisi ilave edilmis ve
10 dk alt iist edilerek karistirilmustir. Uzerine 50 pl 2 M Tris-HCI pH (7,0) ilave
edilmistir. 3 dk hafif bir sekilde karistinlmistir. Uzerine 72 pl 5,0 M NaCl
¢ozeltisinden ilave edilmis ve parmakla vurularak hafif¢e karistirilmistir. Daha sonra
tizerine 700 pl NaCl ile doyurulmus fenol (pH 7.0) cozeltisinden ilave edilmis,
karistirilarak 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust faz steril bir ependorf
tiiptine aktarilmis ve iizerine 700 pl kloroform: izoamilalkol (24:1) ¢6zeltisinden
ilave edilmistir. 10 000 rpm’ de 5 dk santriflij edilmis ve iist faz steril bir tiipe
alinmistir. Esit hacimde (1:1) izopropanol ilave edilmistir. 0°C’ de 30 dakika
bekletilmigtir. 13 000 rpm’ de 20 dk santrifiij edilmis ve izopropanol
uzaklagtirilmistir. Elde edilen plazmit DNA’lar kurutulmus ve iizerine 60 pl Tris-
EDTA ¢ozeltisi ilave edilmistir. Plazmit DNA’lar -20°C” de saklanmustir [115].
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3.2.7. Agaroz jel elektroforezi

Plazmid DNA’larin yiiriitilmesinde 1XxTAE tamponu i¢inde kaynatilarak
coziildiikten sonra etidyum bromiir ilave edilerek hazirlanmis % 0,8’ lik agaroz jel
kullanilmistir. Kullanilan elektroforez (BIORAD) yatay konumda olup jel plaklarinin
biiytikliigii 70x 70 mm’dir. Elektroforez isleminden 6nce RNA’nin parcalanmasi igin
plazmit DNA’lara 1 pl RNaz ¢ozeltisi ilave edilmis ve 1 saat 37°C’ de inkiibasyona
birakilmigtir. Orneklerin 20 pl’si boyama tamponu ile boyanmis ve hazirlanan jele
ylklenmistir. Yiiklenen 6rnekler 1XTAE tamponu i¢cinde 70 V’ ta 3-3,5 saat siire ile
yiriitiilmistiir. Yiriitme isleminin sonunda plazmit DNA’larin goriintiillenmesi DNA
goriintiileme cihazinda (Biometra BioDoc Analyze) UV 1sik altinda yapilmustir.

Jellerin fotograflari dijital olarak bilgisayar ortaminda ¢ekilmistir [110].

3.2.8. Plazmit DNA biiyiikliiklerinin hesaplanmasi

Suslarin plazmit DNA biiyiikliikklerinin saptanmasinda, molekiiler agirliklar1 bilinen
DNA markirlarinin elektroforetik hareketlilikleri ile biiyiikliiklerinin logaritmalari
arasinda belirlenen dogrusal iliskiden yararlanilmistir. Belirte¢ (markir) DNA
molekiillerinin agaroz jel fotograflari iizerinde oOlgiilen go¢ araliklari ile bilinen
biiyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagh olarak egrileri ¢ikarilmustir. Istatistiksel
analizlerle her farkli jel i¢in korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek

bakterilerden izole edilen plazmidlerin biiytikliikleri saptanmistir [116].

e E-(G.C)
Egrinin Egimi (I) = ——— 3.1
g gimi (I) B=(GA) (3.1)
Korelasyon Katsayist (J) = E- GO (3.2)
JID -(H.C)1.[B-(G.A)|
Molekiiler biiytikliikk (W) = Antilog10 [I. (a- G) + H] (3.3)
A= X1+ Xt Xt + X (3.4)
B= X2 X0 X5 e + X, (3.5)

C= 10g1() Y1 + IOglo Y2+ 10g10 Y3+ .............. + 10g10 Yn (36)
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D= (logio Y1)’ + (logio Y2)*+ (logio Y3)*+......... + (logio Yn)? (3.7)

E= X](lOglo Yl) + Xz(lOglO Yz) + X3(10g10 Y3) o + Xn(10g10 Yn) (38)

Ortalama X (G)= % (3.9)
C

Ortalama Y (H)= N (3.10)

X= Marker DNA molekiillerinin agaroz jel tizerindeki gog araligi (mm)
Y= Marker DNA molekiillerinin biiyiikligii (kilobaz)

A= Molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen plazmitin jel iizerindeki gogii

3.2.9. insektisidal kristal genlerinin PZR ile analizi

B. thuringiensis tlrlerinin insektisidal kristal gen analizleri cryl, cry2, cry3, cry4,
cry7, cry8, crys, cryl2, cryl4, cry2l ve cytl genleri i¢in genel primerleri (Cizelge
3.1) kullanilarak PZR yontemi ile belirlenmistir [117-120]. Kalip DNA olarak
plazmit DNA’ lar kullanilmistir.

PZR iglemi i¢in 5 pl Taq tamponu (10x), 4 pul MgCl,, 1 ul ANTP, 0,5 pl primer, 5 pl
kalip DNA ve 0,1 pl Taq enzimi ilave edilmis ve reaksiyon hacmi distile su ile 50 ul’
ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu karisim PZR cihazina (Biometra) yerlestirilmis ve

her bir gen i¢in asagida verilen programlar kullanilmistir.

e cryl ve cry3 genlerinin belirlenmesi i¢in asagidaki PZR programi kullanilmigtir
[117]:
95°C’ de 2dk Baslangi¢ denaturasyon asamasi
95°C*de 1dk
48 °C’ de 1dk 30 dongii
72°C’ de 1dk

72°C’de 5dk Son uzama agsamast
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* cry2 genlerinin belirlenmesi i¢in asagidaki PZR programi kullanilmistir [118]:

94°C> de 5dk Baslangi¢ denaturasyon asamasi
94°C>de 1dk

45°C* de 45 sn 25 dongii

72°C’de 2dk

72°C’ de 10 dk Son uzama asamasi

e cry7 ve cry8 genlerinin belirlenmesi i¢in asagidaki PZR programi kullanilmistir
[119]:
95°C’ de 2dk Baslangic¢ denaturasyon asamasi

95°C’de 1dk

"49°C’ de 1dk 30 dongii
72°C’de 1dk

72°C’de 5dk Son uzama asamasi

*cry 7 geni igin birlesme sicakhigi 54 °C olarak segilmistir.

* cry4 geninin belirlenmesi i¢in agagidaki PZR programi kullanilmistir [78]:
94°C> de 1dk Baslangi¢ denaturasyon agsamasi

94°C*de 1dk

60 °C’ de 1dk 25 dongii
72°C’de 1dk

72°C’ de 10dk Son uzama agamasi

e cryS,cryl2,cryl4 ve cry2l genlerinin belirlenmesi i¢in asagidaki PZR programi
kullanilmuastir [120]:
95°C’ de 2dk Baslangi¢ denaturasyon asamasi
95°C*de 1dk
50°C’ de 1dk 30 dongii
72°C’ de 1dk

72°C’de 5dk Son uzama asamasi
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e cytlAa ve cytlAb belirlenmesi i¢in asagidaki PZR programi kullanilmistir [120]:
95°C’ de 2dk Baslangi¢ denaturasyon asamasi
95°C’de 1dk
51°C’de 1dk 30 dongii
72°C’de 1dk

72°C’de 5dk Son uzama agamasi
Elde edilen PZR iiriinleri Boliim 3.2.6 belirtildigi sekilde % 3’ liikk ve %2’ lik agaroz
jeller hazirlanarak yiiriitiilmiistiir. Jellerin goriintiilenmesi goriintiileme cihazi ile

yapilmustir.

cry2 genlerinin Restriksivon Endontikleaz Enzimi ile analizi

Farkli cry2 genlerinin belirlenmesi i¢in II(+) ve II(-) genel primeri ile elde edilen
pozitif PZR iiriinleri Ddel restriksiyon endonukleaz enzimi ile kesilmistir.

10ul pozitif PZR iirtinii 2 pl Ddel enzimi (10 Unit) ve 2 pl enzim tamponu ile
karistirilmis ve 37 °C’ de bir gece bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda enzim kesim
tiriinleri %10’luk poliakrilamid jelde yiiriitiilmustiir. Elektroforez sonucunda jel
etidyum bromitle (10 mg/ml) boyanmis ve UV 1sik altinda DNA goériintiileme

cithazinda goriintiilenmistir [118].

3.2.10. Insektisidal kristal proteinlerin izolasyonu

Bacillus thuringiensis izolatlarinin kristal proteinleri Armengol ve ark.’larinin
Onerdigi yonteme gore izole edilmistir [121]. Aktiflestirilen B. thuringiensis izolatlari
ve kontrol suglar1 100 ml’ lik T3 siv1 besiyerine ekilmistir. Calkalamali etiivde 200
rpm’ de 30°C° de 4 giin inkiibasyona birakilmig ve biitiin hiicrelerin par¢alanmasi
saglanmigtir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 5 000 rpm’de 4°C°de 5 dk santrifiijlenmis
ve besiyeri uzaklastirilmistir. Elde edilen pelletler 1 M NacCl ile yeniden ¢oziilmiis ve
37°C’ de 30 dk 250 rpm’ de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon igleminden sonra
hiicreler santrifiijlenerek yeniden toplanmis ve icinde 1mM fenilmetilsiilfonilflorid

(PMSF) bulunan soguk distile su ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra 6rnekler
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50 mM NaOH- 10 mM EDTA (pH 12) ¢ozeltisi ile yeniden ¢oziilmiis ve 20 dk
37°C’ de 250 rpm’ de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 6rnekler 2 000 rpm’de 2
dk santrifiijlenmistir. Ustteki siv1 kisim 1:1 (v/v) oraminda yiiriitme tamponu ile

karistirilmis ve 10 dakika 100°C’ de kaynatilmistir.

Protein orneklerinin SDS-PAGE’ elektroforezi %10’luk poliakrilamit jel kullanilarak
Boliim 3.2.5° de anlatildig: sekilde yapilmigtir.

3.2.11. Bacillus thuringiensis izolatlarimin insektisidal etkisinin belirlenmesi

PZR yontemi ile kristal gen tasidiklari belirlenen izolatlarin toksik etkileri Obeidat

ark.’larinin 6nerdigi yonteme gore belirlenmistir [122].

Spor ve parasporal kristallerin hazirlanmasi

B. thuringiensis tirleri ve kontrol suslart 100 ml’ lik T3 sivi besiyerine ekilmistir.
Siirekli calkalamali etiivde 250 rpm’ de 30°C’ de 7 giin inkiibasyona birakilmuistir.
Inkiibasyon sonunda érnekler 5 000 rpm’ de 15 dk santrifiijlenmistir. Pelletler (spor
ve parasporal kristaller) 20 ml steril distile suda yikanmig ve 5 000 rpm’ de 5 dk
santrifiij edilmistir. Yikama islemi ayni sekilde iki kez tekrarlanmistir. Son olarak
pellet 10" spor-kristal/ml olacak sekilde steril distile su ile yeniden karisim haline

getirilmis ve biyolojik denemelerde kullanilmak tizere 4 C’ de saklanmistir [122].

Spor ve parasporal kristal karisimlarin bocekler tizerinde denenmesi

Spor ve parasporal kristal proteinlerin bocekler {izerindeki toksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in Ephestia kuehniella ZELLER, 1879 (un giivesi) (Lepidoptera:
Pyralidae) ve Trogoderma granarium EVERTS, 1898 (kapra bocegi, tahil giivesi)

(Coleoptera : Dermestidae)’ un ii¢lincii donem larvalar1 kullanilmastir.

flk olarak, stok spor ve parasporal kristal karigimlarindan 107", 107 ve 107

oranlarinda steril distile su ile seyreltmeler hazirlanmigtir. Larvalarin besin kaynagi
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olarak yer fistig1 kullanilmistir. 1 gr yer fistig1 hazirlanan seyreltmelerde 5 dakika
bekletilerek 1slatilmistir. Daha sonra steril petri kaplarina yerlestirilmis ve kurumalari
icin bekletilmistir. Her bir petri kutusuna 10 tane larva yerlestirilmistir. Kontrol
grubu olarak steril distile su ile 1slatilmis yer fistiklar1 kullanilmistir. Denemeler ticlii
tekrar gruplan seklinde yapilmistir. Petri kaplari, orantili nemi %70 + 5 ve sicakligi
27 +0,5°C’ ye ayarlanmis yetistirme odalarinda yedi giin inkiibasyona birakilmistir.
Oliim oranlar1 kontrol grubu ile karsilastirarak 7. giinde kaydedilmistir [122].

3.2.12. Bacillus thuringiensis izolatlarinin parasporal Kkristal yapilarimin

taramal elektron mikroskobu ile incelenmesi

PZR yoOntemiyle kristal genleri tasidiklar: belirlenen izolatlarin ve kontrol suglarinin
parasporal kristal yapilar1 Feng’ in Onerdigi yontemde degisiklikler yapilarak ve
Suludere ve ark.’larmin énerdigi yontemle Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii  Elektron Mikroskobu Laboratuarinda taramali elektron

mikroskobunda incelenmistir [123,124] .

B. thuringiensis izolatlar1 ve kontrol suslart 100 ml’ lik siv1 T3 besiyerine ekilmistir.
Stirekli ¢alkalamal etiivde 250 rpm’ de 30°C* de 7 giin inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda &rnekler 4 000 rpm’ de 10 dk santrifiijlenmistir. Pelletler 3 kez
distile suda yikanmistir. Daha sonra pelletler 1 ml distile su ile ¢oziilmiistiir [123].
Ornekler % 2,5’luk gluteraldehitte 4°C’de 12 saat tespit islemine birakilmistir. Daha
sonra Ornekler distile su ile yikanmistir. Yikanan Ornekler distile su ile yeniden
¢Oziilmiis ve lamel iizerine bu ¢oziilen 6rneklerden birer damla damlatilmis ve 5 dk
kurutulmustur. Daha sonra 6rneklerin etanol serileri ile (%50- %100) suyu alinmustir.
Ornekler amil asetat igine alinmis ve 30 dk ara ile iki kez degistirme yenilenmistir

[124].

Hazirlanan preparatlarin = kurutma islemi Polaron CPD7501 kritik nokta
kurutucusunda yapilmistir. Kurutulmus lameller staplara yapistirilmistir. Daha sonra

ornekler Polaron SC502 Sputter Coater’da altinla kaplanmistir. Hazirlanan 6rneklerin
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mikroskop goriintiileri JEOL JSM 6060 LV taramali elektron mikroskobu ile 10

ve/veya 15 KV’ de incelenmis ve fotograflar: digital ortamda alinmistir.

3.2.13. istatistiksel analizler

Genetik Uzaklik Analizleri

Bacillus tiirlerinden izole edilen toplam hiicre proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi
sonucunda elde edilen protein bantlar1 birbiri ile karsilastirilarak, bantlarin varlig 1
yoklugu 0 kabul edilmistir. Elde edilen bu veriler POPGEN bilgisayar programinda
kullanilarak UPGMA metodu ile bireyler arasindaki genetik uzakliklar belirlenmistir
[125]. Izolatlar arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren dendrogramlar Treeview

bilgisayar programi kullanilarak olusturulmustur [126].

Probit Analizi

B. thuringiensis izolatlarindan elde edilen spor- parasporal kristal karigimlarinin
larvalar {izerine yapilan denemeler sonucunda elde edilen veriler SPSS istatistik
programinda kullanilarak (Version, 11.0) Probit analizi ile LCsy ve LCoy9 degerleri

belirlenmistir [127]. Izolatlara ait yiizde oliim oranlari da Abbot’s esitligi ile

hesaplanmistir [128].
Abbot’s esitligi;
% Oliim Oran1 :(1—%)“00 (3.11)

D= Deney grubundaki 6len toplam bdcek sayisi

K= Kontrol grubundaki toplam bocek sayis1
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Bacillus Izolatlarinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Ankara’nin farkli yerlerinden alinan toprak Ornekleri seyreltilerek uygun besi
yerlerine ekildikten sonra farkli koloni yapilarina sahip olanlar rast gele secilmistir.
Secilen bu kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilerek Gram boyamalar1 yapilmistir.
Boyama sonunda Gram pozitif ¢ubuk sekilli olan bakteriler API 20 E ve API 50
CHB tanimlama test kitleri ile tanimlanmustir (Resim 4.1). API test kitlerinden alinan
sonuglar API Software programinda degerlendirilerek 52 izolatin tanimlamasi
yapilmistir. Tanimlanan bakterilerin isimleri, kod numaralari, API sonuglar1 ve izole

edildikleri toprak ornekleri Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1. Bacillus izolatlarinin API sonuglar1 ve izole edildikleri toprak 6rnekleri

Bakteri kodlar1 ve isimleri API sonuclari (%) izole edildigi toprak 6rnegi
B. brevis FO1 80,2 AU Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
B. sphaericus FO2 93,1 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
B. stearothermophilus FO3 96,0 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlas1
B. brevis FO4 99,1 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
B. sphaericus FO5 99,0 AU Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
B. brevis FO6 85,1 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
B. stearothermophilus FO9 96,6 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlas1
B. stearothermophilus FO10 92,5 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
B. stearothermophilus FO11 92,5 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
B. megaterium FO12 99,7 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
B. subtilis FO13 88,3 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlast
B. cereus1 FO20 96,9 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
B. megaterium FO22 98,8 Lodumlu
B. pumilus FO23 99,0 Lodumlu
B. cereusl FO24 82,8 Lodumlu
B. anthracis FO25 81,9 Lodumlu
B. circulans1 FO26 99,9 Lodumlu
B. cereus1 FO27 97,7 Lodumlu
B. cereusl FO28 96,9 Cayyolu
B. sphaericus FO29 85,5 Cay olu




Cizelge 4.1. (Devam) Bacillus izolatlarinin API sonuglar1 ve izole edildikleri toprak

ornekleri
Bakteri kodlar: ve isimleri API sonuclar1 (%) izole edildigi toprak 6rnegi

B. laterosporus FO30 91,4 Cayyolu

B. licheniformis FO31 99,9 Cayyolu

B. laterosporus FO32 81,8 G.U. Kampusii
B. pumilus FO33 99,4 G.U. Kampusii
B. cereus 2 FO34 94,5 G.U. Kampusii
B. firmus FO35 82,9 G.U. Kampusii
B. cereusl FO36 82,5 G.U. Kampusii
B. stearothermophilus FO37 86,9 G.U. Kampusii
B. megaterium FO38 97,8 G.U. Kampusii
B. licheniformis FO39 99,9 G.U. Kampusii
B. sphaericus FO40 91,7 G.U. Kampusii
B. cereus1 FO41 97,0 Beynam Ormani
B. brevis FO42 97,6 Beynam Ormani
B. circulans1 FO43 80,1 Beynam Ormani
B. pumilus FO44 99,8 Beynam Ormani
B. stearothermophilus FO45 98,6 Beynam Ormani
B. cereusl FO46 91,0 G.U. Kampusii
B. brevis FO47 97,6 G.U. Kampusii
B. laterosporus FO48 99,5 G.U. Kampusii
B. brevis FO49 97,9 G.U. Kampusii
B. sphaericus FO50 95,2 G.U. Kampusii
B. cereus1 FO51 91,0 G.U. Kampusii
B. subtilis FO52 97,7 G.U. Kampusii
B. stearothermophilus FO53 99,9 G.U. Kampusii
B. subtilis FO54 77,1 ODTU kampusii
B. stearothermophilus FO55 96,7 ODTU kampusii
B. pumilus FO56 99,9 ODTU kampusii
B. pumilus FO57 99,9 ODTU kampusii
B. pumilus FO58 99,4 ODTU kampusii
B. circulans1 FO59 99,9 ODTU kampusii
B. laterosporus FO60 98,9 ODTU kampusii
B. licheniformis FO61 99,9 ODTU kampusii

55
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Resim 4.1. B. cereus 'un API 20 E ve API 50 CHB test kitleri ile verdigi reaksiyonlar

4.2. Bacillus thuringiensis izolasyonu ve Tanimlanmasi

Bacillus thuringiensis’lerin izolasyonu sodyum asetat secici besi yeri ve T3
sporlanma besi yeri kullanilarak Boliim 3.2.2” de anlatildig: sekilde yapilmistir. Faz-
kontrast mikroskobu ile yapilan inceleme sonucunda parasporal kristal yapilar

tastyan bakterilerin se¢imi yapilmustir.

Parasporal kristal tasiyan bakterilerin tanimlanmalari i¢in, 16S rRNA bolgeleri PZR
ile ¢ogaltilmis ve cogaltilan bolgelerin dizi analizi yapilmistir. Dizi analizlerinin gen
bankas1 verileri ile eslestirilmeleri sonucu 3 izolat Bacillus thuringiensis, 2 izolat
Bacillus megaterium ve 1 izolat Bacillus cereus olarak isimlendirilmistir. 2 izolatin
ise Bacillus cinsine ait oldugu belirlenmis ancak tiir seviyesinde isimlendirilmesi

yapilamamistir. (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. 16S rRNA dizi analizi ile tanimlanan izolatlar ve izole edildikleri toprak
ornekleri

Bakteri kodlar1 ve isimleri | izole edildigi toprak érnegi

Bacillus thuringiensis FO7 | A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlas1

Bacillus thuringiensis FO8 | A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlas1

Bacillus thuringiensis FO21 | Lodumlu

Bacillus megaterium FO18 | Lodumlu

Bacillus megaterium FO14 | Lodumlu

Bacillus cereus FO15 A.U Ziraat Fak. Deneme Tarlasi
Bacillus sp. FO16 Beyman Ormani
Bacillus sp. FO19 Beynam Ormani

16S rRNA Dizi Analizi Sonuclari

Faz kontrast mikroskobu ile yapilan inceleme sonucunda parasporal kristal tasidigi
belirlenen 12 izolatin kromozomal DNA’s1 elde edilmistir. Elde edilen kromozomal
DNA’lar Cizelge 3.2° de ozellikleri verilen Bacillus cinsine 0zglin primerler
kullanilarak PZR ile c¢ogaltilmistir. PZR friinleri agaroz jel elektroforezi ile
yiriitiilmiis ve yaklasik olarak 1554 bp uzunlugunda iiriinler elde edilmistir. Elde

edilen PZR firiinleri saflastirilarak dizi analizleri yapilmustir.

Belirlenen niikleotid dizileri Gen Bankasi’ndaki Bacillus cinsine ait bakteri suslarinin
niikleotid dizileri ile karsilastirilarak eslestirmeleri (alignment) yapilmis ve benzerlik
oranlar1 belirlenmistir. Homoloji analizlerine (dizi eslestirme sonuglar1) gore FO21,

FO7 ve FOS8 nolu ii¢ izolatin B. thuringiensis oldugu kesin olarak anlagilmistir.

FO18 ve FOl14 nolu izolatlarmm Bacillus megaterium ve FO15 nolu izolatinda
Bacillus cereus oldugu belirlenmistir. FO16 ve FO19 nolu izolatlarin ise Bacillus

cinsine ait oldugu belirlenmistir.
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FO21, FO7 ve FOS izolatlarina ait 16S rRNA dizi eslestirme sonuglar1 Cizelge 4.3,
Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5 de gosterildigi gibidir.

Eslestirme sonucuna gore FO21 izolatmin Bacillus thuringiensis 2000031508
(AY138286.1) susu ile arasinda li¢ niikleoit bakimindan farklilik oldugu ve %99

oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.3. FO21 izolatmin Bacillus thuringiensis 2000031508 (AY138286.1) ile
16S rRNA dizi eslestirme sonuglar1

Izolat: 1 ctccccaggeggagt gett aat gecgt gaact t cagcact aaagggcggaaaccct ct aac 60

FECEEEEEEErre e ree e e e tere e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 900 ctccccaggcggagtgcttaat gcgttaactt cagcact aaagggcggaaaccctctaac 841

izolat: 61 acttagcact catcgtttacggcegt ggact accagggt at ct aat cctgtttgetcccca 120

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 840 acttagcactcatcgtttacggcgtggactaccagggtatctaatcctgtttgctcccca 781

Izolat: 121 cgctttcgcgect cagt gt cagt t acagaccagaaagt cgecttcgecact ggtgttcct 180

CEEEEEEEEErreer e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 780 cgctttcgcgcectcagt gt cagttacagaccagaaagt cgecttcgecactggtgttcet 721

Izolat: 181 ccat at ct ct acgcatttcaccgct acacat ggaattccactttcctcttctgcact caa 240

Ref: 720 ccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctcttctgcactcaa 661

izolat: 241 gtctcccagtttccaat gaccct ccacggtt gagecgt gggcttt cacat cagacttaag 300

FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 660 gtctcccagtttccaatgaccctccacggttgagccgtgggctttcacatcagacttaag 601

Izolat: 301 aaaccacct gcgcgegctttacgceccaat aatt ccggat aacgett geccacct acgtatt 360

Ref: 600 aaaccacctgcgcgcgctttacgcccaat aattccggat aacgcttgccacctacgtatt 541

izolat: 361 accgcggct get ggcacgt agt t agecgt gget tt ct ggt t aggt accgt caaggt gcca 420
CEEEEEEEEErreer e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 540 accgcggct gct ggcacgt agttagccgtggcetttct ggttaggtaccgt caaggtgcca 481

Izolat: 421 gcttattcaactagcacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaaagecttc 480

Ref: 480 gcttattcaactagcacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaaagccttc 421

izolat: 481 at cact cacgcggcgtt gct ccgt cagactttcgt acat agcggaagat 529

FECEEETEEEEEE e e e e e e e e e e e Ferrrrrn
Ref: 420 atcactcacgcggcgttgctccgtcagactttcgtccattgcggaagat 372

Ref: Refererans sus
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FO7 izolatimn Bacillus thuringiensis 2000032755 (AY138282.1) susu ile arasinda
bir niikleotit bakimindan farklilik oldugu ve %99 oraninda benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.4. FO7 izolatinin Bacillus thuringiensis 2000032755 (AY138282.1) ile
16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Izolat: 13 t ggacgagagt ct gacggagcaacgccgcgt gagt gat gaaggct t t cgggt cgt aaaac 72
CEEEEEE TErrrree e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 383 tggacgaaagt ct gacggagcaacgccgcgt gagt gat gaaggctttcgggt cgt aaaac 442

izolat: 73 tctgttgttagggaagaacaagt gct agt t gaat aagct ggcacct t gacggt acct aac 132
CECEEETTEEEEe e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Ref: 443 tctgttgttagggaagaacaagt gct agtt gaataagct ggcacctt gacggtacctaac 502

izolat: 133 cagaaagccacggct aact acgt gccagcagccgeggt aat acgt aggt ggcaagegtta 192
CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 503 cagaaagccacggct aact acgt gccagcagccgcggt aat acgt aggt ggcaagcecgtta 562

Izolat: 193 tccggaatt att gggcgt aaagcgcgegecaggt ggt tt ct t aagt ct gat gt gaaagccec 252

CECEEEETEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 563 tccggaattattgggcgt aaagcgcgcgcaggt ggtttcttaagt ct gat gt gaaagccc 622

izolat: 253 acggct caaccgt ggagggt cat t ggaaact gggagact t gagt gcagaagaggaaagtg 312
CECEEETTEEEEe e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Ref: 623 acggct caaccgt ggagggt catt ggaaact gggagactt gagt gcagaagaggaaagtg 682

izolat: 313 gaat t ccat gt gt agcggt gaaat gcgt agagat at ggaggaacaccagt ggcgaaggeg 372
CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 683 gaattccat gt gt agcggt gaaat gcgt agagat at ggaggaacaccagt ggcgaaggcg 742

Izolat: 373 actttctggtct gt aact gacact gaggcgcgaaagcgt ggggagcaaacaggat t agat 432

CECEEEETEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 743 actttctggtctgtaactgacactgaggcgcgaaagcgt ggggagcaaacaggattagat 802

izolat: 433 accct ggt agt ccacgccgt aaacgat gagt gct aagt gt t agagggtttccgeccttta 492
CECEEETTEEEEe e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Ref: 803 accct ggt agt ccacgccgt aaacgat gagt gct aagt gt t agagggtttccgcccttta 862

izolat: 493 gt gct gaa 500
[ETTTTT
Ref: 863 gtgctgaa 870
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FO8 izolatinin da Bacillus thuringiensis 2000031485 (AY138289.1) susu ile arasinda
bir niikleotit bakimindan farklilik oldugu ve %99 oraninda benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.5. FO8 izolatinin Bacillus thuringiensis 2000031485 (AY138289.1) ile
16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

Izolat: 13 t ggacgagagt ct gacggagcaacgccgcgt gagt gat gaaggct t t cgggt cgt aaaac 72
CEEEEEE TEEErrre e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 383 tggacgaaagtct gacggagcaacgccgcgt gagt gat gaaggctttcgggt cgt aaaac 442

izolat: 73 tctgttgttagggaagaacaagt gct agt t gaat aagct ggcacct t gacggt acct aac 132

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 443 tctgttgttagggaagaacaagt gct agttgaat aagct ggcacctt gacggtacctaac 502

izolat: 133 cagaaagccacggct aact acgt gccagcagccgeggt aat acgt aggt ggcaagegtta 192

CECEEEETEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 503 cagaaagccacggct aact acgt gccagcagccgcggt aat acgt aggt ggcaagcgtta 562

Izolat: 193 tccggaatt att gggcgt aaagcgcgegecaggt ggt tt ct t aagt ct gat gt gaaagccec 252

CEEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 563 tccggaattattgggcgt aaagcgcgecgcaggt ggtttcttaagt ct gat gt gaaagccc 622

izolat: 253 acggct caaccgt ggagggt cat t ggaaact gggagact t gagt gcagaagaggaaagtg 312

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 623 acggct caaccgt ggagggt catt ggaaact gggagactt gagt gcagaagaggaaagtg 682

izolat: 313 gaat t ccat gt gt agcggt gaaat gcgt agagat at ggaggaacaccagt ggcgaaggeg 372
CEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 683 gaattccat gt gt agcggt gaaat gcgt agagat at ggaggaacaccagt ggcgaaggcg 742

Izolat: 373 actttctggtct gt aact gacact gaggcgcgaaagcgt ggggagcaaacaggatt agat 432

CEEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 743 actttctggtctgtaactgacact gaggcgcgaaagcgt ggggagcaaacaggattagat 802

izolat: 433 accct ggt agt ccacgccgt aaacgat gagt gct aagt gt t agagggtttccgeccttta 492

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 803 accct ggt agt ccacgccgt aaacgat gagt gct aagt gt t agagggtttccgecccttta 862

izolat: 493 gt gct gaagt t aacgcat t aagcact ccgect ggggagt acggeccgcaaggcet gaaact ¢ 552

CECEEEETEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 863 gtgctgaagttaacgcattaagcact ccgcct ggggagt acggccgcaaggct gaaactc 922

izolat: 553 aaa 555

[11
Ref: 923 aaa 925




61

FO16 ve FO19 izolatlarinin 16S rRNA dizi eslestirme sonuglar1 Cizelge 4.6 ve
Cizelge 4.7°de verilmistir. FO16 izolatinin Bacillaceae familyasindan Kkiiltiire
edilmemis bakteri klonu 8F345r (AY387385.1) ile arasinda 14 niikleotit bakimindan

farklilik oldugu ve %94 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

FO19 izolatinin ise Bacillus sp. H-09 (AY461750.1) susu ile %100 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.6. FO16 izolatinin kiiltiire edilmemis bakteri klonu 8F345r (AY387385.1)
ile 16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

izolat: 9 t ggacgacagt ct gacggagcat acgccgcgt gagt gat gaat gcttttcgcggt cat aa 68
CEEEEEE Peererreeeeere reererrerreeeeeeee et reeer reer e
Ref: 325 tggacgaaagtct gacggagca- acgccgcgt gagt gat gaagggctttcg-ggtcgtaa 382

izolat: 69 aactctgttgttcat gggaagaacaagt gct agtt cgaat aagct ggcacctt ggacggt 128

CEEErreeeeer teereeeee e e e e e e e teer e e e e e e e e ey
Ref: 383 aactctgttgtta--gggaagaacaagt gct agtt - gaat aagct ggcaccttggacggt 439

izolat: 129 acct aaccacgat aagccacggct aact acgt gccaggcagccgceggt aat acgt aagtg 188

Ref: 440 acctaacca- ga- aagccacggct aact acgt gccag- cagccgcggt aat acgt aggt g 496

izolat: 189 gcaagcgt at at ccggaat t at agggcgt aaagcgcgegeaggt ggt t at ct t aagt ct- 247

FEEEEEEr tereerrrereer cerre e e e e eer e e e e e e e e e terrr ey
Ref: 497 gcaagcgt-tatccggaattattgggcgt aaagcgcgcgcaggtggtt-tcttaagtctt 554

Izolat: 248 gat gt gaaagcccacggct caaccgt ggagggt cat t aggaaact gggagact t gagt gc 307

CEEEEEEEErer e e e e e e e e e e e e e e e e e e et ter e e e e e e e e ey
Ref: 555 gat gt gaaagcccacggct caaccgt ggagggt catt - ggaaact gggagactt gagtgc 613

Izolat: 308 agaagt aggaaagt ggaat t ccat gt gt accggt gaaat gcgt agt agat at ggaggaac 367

CECEE TEEEEEEr e e e e e e e et ter e e e e e e e e e e teee e e e e
Ref: 614 agaag- aggaaagt ggaatt ccat gt gt agcggt gaaat gcgt ag- agat at ggaggaac 671

izolat: 368 accagt ggcgaacgcgacttt ct ggt ct gt aact gacact gaggcgcgaaagcgt gggga 427

FECTEEEEEEEE trer e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 672 accagtggcgaaggcgactttctggtctgtaactgacact gaggcgcgaaagcgt gggga 731

izolat: 428 gcaaacaggat t agat accct ggt agt gcacgccgt - aacgat gagt gct aagt gt t aga 486

FECTEEEEEEEE e e e e et e e e e e et teere e e e e e e e ey
Ref: 732 gcaaacaggatt agat accct ggt agt ccacgccgt aaacgat gagt gct aagt gttaga 791

izolat: 487 gggttctcgecectttagt gct gaagtt aacgcatt aagcact ccgect ggggagt ac 543

R NN NN RN AN R RN NN AR RN RRRRRRRRNY
Ref: 792 gggtttccgccctttagtgcet gaagttaacgcattaagcact ccgect ggggagtac 848
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Cizelge 4.7. FO19 izolatinin Bacillus sp. H-09 (AY461750.1) ile 16S rRNA dizi
eslestirme sonuglari

izolat: 10 cgccgt act ccccaggcggagt get t aat gcgt t aact t cagcact aaagggcggaaacc 69

Ref: : 904 cgccgt act ccccaggcggagt gett aat gecgtt aactt cagcact aaagggcggaaacc 845

izolat: 70 ctctaacacttagcactcatcgtttacggcgt ggact accagggt atctaatcctgtttg 129

Ref: 844 ctctaacacttagcactcatcgtttacggcgtggactaccagggtatctaatcctgtttg 785

izolat: 130 ctccccacgcetttcgegect cagt gt cagt t acagaccagaaagt cgecttcgecactgg 189

Ref: 784 ctccccacgctttcgecgect cagt gt cagttacagaccagaaagt cgeccttcgccactgg 725

izolat: 190 tgttcctccatatctctacgecatttcaccgctacacat ggaattccactttcctcttctg 249

Ref: 724 tgttcctccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctcttctg 665

izolat: 250 cact caagt ct cccagttt ccaat gaccct ccacggtt gagccgt gggetttcacat cag 309

Ref: 664 cactcaagtctcccagtttccaat gaccctccacggttgagccgtgggcetttcacatcag 605

izolat: 310 acttaagaaaccacct gcgcgegcetttacgcccaat aattccggat aacgettgeccacct 369

Ref: 604 acttaagaaaccacctgcgcgcgctttacgcccaat aattccggat aacgcttgccacct 545

izolat: 370 acgt attaccgcggct gct ggcacgt agt t agccgt ggctttct ggtt aggt accgt caa 429

FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 544 acgtattaccgcggct gct ggcacgt agttagccgtggcetttctggttaggtaccgtcaa 485

izolat: 430 ggt gccagcttattcaact agcacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaa 489

Ref: 484 ggtgccagcttattcaactagcacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaa 425

izolat: 490 agcctt cat cact cacgcggegttgct ccgt cagac 525

RN AR AR RR RN RN
Ref: 424 agccttcatcactcacgcggcgttgctccgtcagac 389
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FO18 ve FO14 izolatlarinin 16S rRNA dizi eslestirme sonuglar1 Cizelge 4.8 ve
Cizelge 4.9°da verilmistir. FO18 nolu izolatin Bacillus megaterium SAFN-040
(AY167803.1) susu ile arasinda bir niikletit bakimindan farklilik oldugu ve %99
oraninda benzer oldugu belirlenmistir. FO14 nolu izolatin da Bacillus megaterium

SAFN-040 susu (AY167803.1) ile %100 oraninda benzer oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.8. FO18 izolatnin Bacillus megaterium SAFN-040 (AY167803.1) ile 16S
rRNA dizi eslestirme sonuglari.

izolat: 24 cccaggcggagt gett aat gcgtt aget gcagcact aaagggcggaaaccct ct aacact 83

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 798 cccaggcggagt gcttaat gcgttagct gcagcact aaagggcggaaaccct ctaacact 739

Izolat: 84 tagcactcatcgtttacggcgt ggact accagggt at ct aat cctgtttgetccccacge 143

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 738 tagcactcatcgtttacggcgtggact accagggtatctaatcctgtttgctccccacge 679

izolat: 144 tttcgcgect cagegt cagtt acagaccaaaaagccgcect t cgeccact ggt gttcct cca 203

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 678 tttcgcgcctcagegt cagttacagaccaaaaagcecgecttcgecactggtgttcctcca 619

izolat: 204 cat ct ct acgcatttcaccgct acacgt ggaattccgettttctcttctgcactcaagtt 263

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 618 catctctacgcatttcaccgctacacgtggaattccgettttctcttctgcactcaagtt 559

izolat: 264 ccccagttt ccaat gaccct ccacggtt gageccgt ggget ttcacat cagact t aagaaa 323

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 558 ccccagtttccaat gaccctccacggttgagccgtgggctttcacat cagacttaagaaa 499

izolat: 324 ccgcect gecgegegettt acgeccaat aatt ccggat aacget t gccacct acgt att acc 383

Ref: 498 ccgcctgecgegegcetttacgeccaat aatt ccggat aacgcttgeccacctacgtattacc 439

izolat: 384 gcggct gect ggcacgt agt t ageccgt gget tt ct ggt t aggt accgt caaggt acgagca 443

CEEETEEEEe e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 438 gcggct gct ggcacgt agttageccgtggetttctggttaggtaccgt caaggt acgagca 379

Izolat: 444 gttactctcgtacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaaagccttcatca 503

Ref: 378 gttactctcgtacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaaagccttcatca 319

Izolat: 504 ct cacgcggegtt get ccgt cagacttt cgt ccat agcggaagattccct act 556

EEEEEEEErrrrerr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ref: 318 ctcacgcggcgttgcetccgtcagactttcgtccattgcggaagattccctact 266
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Cizelge 4.9. FO14 izolatmin Bacillus megaterium SAFN-040 (AY167803.1) susu ile

16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

izolat: 11 tggacgaaagt ct gacggagcaacgccgegt gagt gat gaaggctttcgggt cgt aaaac 70
FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 285 tggacgaaagt ct gacggagcaacgccgcgt gagt gat gaaggctttcgggt cgt aaaac 344

izolat: 71 tctgttgttagggaagaacaagt acgagagt aact gct cgt acctt gacggt acctaacc 130

Ref: 345 tctgttgttagggaagaacaagt acgagagt aact gct cgtaccttgacggtacctaacc 404

izolat: 131 agaaagccacggct aact acgt gccagcagccgceggt aat acgt aggt ggcaagegttat 190

FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 405 agaaagccacggct aact acgt gccagcagccgcggt aat acgt aggt ggcaagcgttat 464

izolat: 191 ccggaatt att gggcgt aaagcgcgcgcaggeggt ttctt aagt ct gat gt gaaagccca 250

FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 465 ccggaattattgggcgt aaagcgcgcgcaggcggtttcttaagt ct gat gt gaaagccca 524

izolat: 251 cggct caaccgt ggagggt cat t ggaaact ggggaact t gagt gcagaagagaaaagcgg 310

FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 525 cggct caaccgt ggagggt cat t ggaaact ggggaactt gagt gcagaagagaaaagcgg 584

izolat: 311 aattccacgt gt agcggt gaaat gcgt agagat gt ggaggaacaccagt ggcgaaggcgg 370
FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 585 aattccacgt gt agcggt gaaat gcgt agagat gt ggaggaacaccagt ggcgaaggcgg 644

izolat: 371 ctttttggtctgtaact gacgct gaggcgcgaaagcgt ggggagcaaacaggat t agata 430

FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 645 ctttttggtctgtaactgacgct gaggcgcgaaagcgt ggggagcaaacaggattagata 704

izolat: 431 ccct ggt agt ccacgccgt aaacgat gagt gct aagt gt t agagggt tt ccgecctttag 490

FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 705 ccctggt agt ccacgccgt aaacgat gagt gct aagt gt t agagggtttccgccctttag 764

Izolat: 491 t gct gcagct aacgcatt aagcact ccg 518

FECTEEEEEEEE e e e
Ref: 765 tgctgcagctaacgcattaagcactccg 792




65

FO15 izolatmin 16S rRNA dizi eslestirme sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.
FO15 izolatinin Bacillus cereus 2000031498 (AY138274.1) susu ile arasinda 4
niikleotit bakimindan farklilik oldugu ve % 98 oraninda benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.10. FO15 izolatinin Bacillus cereus 2000031498 (AY138274.1) susu ile
16S rRNA dizi eslestirme sonuglari

izolat: 192 tccccacgactttcgcgacct cagt gt cagt aacagaccagaaagt cgecttcgecactg 251

Ref: 786 tccccacg-ctttcgcg-cctcagtgtcagttacagaccagaaagtcgccttcgecactg 729

izolat: 252 gtgttcctccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctettet 311

Ref: 728 gtgttcctccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctcttct 669

izolat: 312 gcact caagt ct cccagttt ccaat gaccct ccacggtt gagecgt gggcetttcacatca 371

Ref: 668 gcactcaagtctcccagtttccaat gaccctccacggttgagccgtgggctttcacatca 609

izolat: 372 gactt aagaaaccacct gcgcgcgcetttacgceccaat aatt ccggat aacgett geccacc 431

Ref: 608 gacttaagaaaccacctgcgcgcgctttacgcccaat aattccggat aacgcttgccacc 549

izolat: 432 tacgtattaccgcggct gct ggcacgt agt t agccgt ggetttct ggttaggt accgtca 491

FECTEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Ref: 548 tacgtattaccgcggct gct ggcacgtagttagceccgtggctttctggttaggtaccgtca 489

izolat: 492 aggt gccagcttattcaactagcaccttgttctt 525

FECTEEEEETEEr e e e e e trerrrr e
Ref: 488 aggtgccagcttattcaactagcac-ttgttctt 456

4.3. Bacillus izolatlarinin Toplam Hiicre Protein Profil Analizleri

Tanimlanan Bacillus izolatlar1 ve kontrol B. thuringiensis suslarmin toplam hiicre
proteinleri izole edilmis ve SDS-PAGE’de yiiriitiilmiistiir. SDS-PAGE ile elde edilen
jeller tespit edilip boyanmis ve fotograflari cekilmistir. Izolatlarin toplam hiicre

protein profilleri Resim 4.2, Resim 4.3, Resim 4.4 ve Resim 4.5’ de gosterilmistir.
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1 2 3 4 56 7 8 210 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

Resim 4.2. B. cereus, B. thuringiensis ve kontrol B. thuringiensis suslariin

SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri

1. B. t. RSSK 380 2. B. t. Mu4 3. B. t. subsp. kurstaki 4. B. thuringiensis
916 5. B. t. subsp. kurstaki HD—-1 6. B. t. subsp. kurstaki HD-73 7. B. t.
subsp. tolworthi HD-125 8. B. t. subsp. aizawai HD-137 9. B.
thuringiensis FO21 10. B. cereus 1 FO24 11. B. thuringiensis FO7 12. B.
thuringiensis FO8 13. B. thuringiensis FO16 14. B. thuringiensis FO19
15. B. cereusl FO15 16. B. cereusl FO27 17. B. cereusl FO28 18. B.
cereus] FO36 19. FO41 B. cereusl M. Protein Markir (116-B-
galaktosidaz, 66-serum albumin, 45- ovalbumin, 35- laktat dehidrogenaz,
25- restriksiyon endontikleaz Bsp98)

B. cereus, B. thuringiensis ve kontrol B. thuringiensis suslarinin SDS-PAGE ile elde
edilen toplam hiicre protein profilleri Resim 4.2°de gosterilmistir. B. thuringiensis
izolatlarinin ve kontrol suslarinin elektroforetik yonden birbirine benzer olduklari
tespit edilmistir. Biitlin izolatlarin yaklasik olarak 73 ve 46 kDa agirliginda ortak iki

protein bandina sahip olduklar1 belirlenmistir.

B. thuringiensis FO7 ve B. thuringiensis FOS8 izolatlarmin protein profili yoniinden
birbiri ayni oldugu 93, 46 ve 44 kDa agirliginda ortak protein bantlarina sahip
olduklar1 belirlenmistir. B. thuringiensis FO21, Bacillus sp FO16 ve Bacillus sp
FO19 nolu izolatlarin da protein profili ydniinden ayni olduklari goriilmiistiir.

Izolatlarm kontrol suslar1 ile karsilastirilmalart sonucunda B. thuringiensis FO21,
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Bacillus sp FO16 ve Bacillus sp FO19 suslarinin B. thuringiensis subsp. kurstaki
HD-1 susu ile protein profili yoniinden ayni oldugu ve 73, 46, 44, 42, 40 ve 31 kDa

agirligindaki protein bantlarina sahip olduklar1 belirlenmistir.

B. cereus i1zolatlarinin da protein profili yoniinden birbirinin ayn1 oldugu 73 kDa ve
46 kDa agirliginda ortak protein bandim tasidiklart belirlenmistir. B. cereus olarak
tammlanan FO15 izolatinin da protein profili yoniinden B. thuringiensis FO21,

Bacillus sp FO16 ve Bacillus sp FO19 izolatlar1 ile ayn1 oldugu belirlenmistir.

12 13 14 15 16 17 18 19

U TR

Resim 4.3. B. brevis, B. sterarothemorphilus ve B. sphaericus tiirlerinin SDS-PAGE
ile elde edilen protein profilleri
M. Markir 1 . B. brevis FOl 2. B. brevis FO4 3. B. brevis FO6 4.
brevis FO42 5. B. brevis FO47 6. B. brevis FO49 7.
stearothermophilus FO3 8. B. stearothermophilus FO9 9.
stearothermophilus FO10 10. B. stearothermophilus FO11 11.
stearothermophilus FO37 12. B. stearothermophilus FO45 13.
stearothermophilus FO53 14. B. stearothermophilus FOS55 15.
sphaericus FO2 16. B. sphaericus FOS5 17. B. sphaericus FO29 18.
sphaericus FO40 19. B. sphaericus FO50

R AR

B. brevis, B. sterarothemorphilus ve B. sphaericus izolatlarinin SDS-PAGE ile elde

edilen toplam hiicre protein profilleri Resim 4.3’de gosterilmistir.
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B. brevis izolatlar1 protein profilleri yoniinden karsilastirildiginda 45 kDa agirliginda
genel bir protein bandma sahip olduklar1 goériilmiistiir. B. brevis FO4 ve FO49
izolatlarinin protein profili ydniinden birbirine benzer olduklari, B. brevis FO6, FO42
ve FO47 izolatlarinin da protein profilleri yoniinden ayni olduklar1 belirlenmistir. B.
brevis FO1 izolatimin protein profili yoniinden diger B. brevis izolatlarindan farklilik

gosterdigi belirlenmistir.

B. stearothermophilus izolatlarininda protein profili yoniinden birbirine benzerlik
gosterdikleri ve 46 kDa ve 40 kDa agirhiginda ortak bir protein bandi igerdikleri
tespit edilmistir. B. sphaericus izolatlarinin ortak bantlar iceriyor olmalarina ragmen,

elektroforetik yonden heterojen bir yap1 gosterdikleri belirlenmistir.

M 1 2 3 4 5 cop:

PR e

Resim 4.4. B. megaterium, B. pumilus, B. subtilis ve B. laterosporus tiirlerinin

SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri

M. Markir 1. B. megaterium FO12 2. B. megaterium FO14 3. B.
megaterium FO18 4. B. megaterium FO22 5. B. megaterium FO38 6. B.
pumilus FO23 7. B. pumilus FO33 8. B. pumilus FO44 9. B. pumilus
FO56 10. B. pumilus FO57 11. B. pumilus FO58 12. B. subtilis FO13
13. B. subtilis FO52 14. B. subtilis FO54 15. B. laterosporus FO30 16.
B. laterosporus FO48 17. B. laterosporus FO60 18. B. laterosporus
FO32
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B. megaterium, B. pumilus, B. subtilis ve B. laterosporus tiirlerinin SDS-PAGE ile
elde edilen protein profilleri Resim 4.4’ de gosterilmistir. B. megaterium izolatlarinin
protein bantlar1 bakimindan benzerlik gosterdikleri, ancak bazi bantlar yoniinden
birbirinden ayrildiklar1 belirlenmistir. B. megaterium izolatlarinin yaklasik olarak 47
kDa agirhiginda ortak bir protein bandi igerdikleri belirlenmistir. B. pumilus
izolatlarinin protein profili yoniinden olduk¢a benzer olduklari ancak bazi bantlar
bakimindan aralarinda farklilik oldugu goriilmiistiir. B. pumilus izolatlarinin 63, 60,
50, 45, 37 ve 35 kDa agirliginda ortak protein bantlari tasidiklart belirlenmistir. B.
subtilis FO52 ve FO54 izolatlarinin 60, 45, 40 ve 30 kDa agirhiginda ortak protein
band1 tasidiklar1 belirlenmistir. Ancak FO13 numarali B. subtilis izolatinin diger iki
izolattan protein profili yoOniinden olduk¢a farkli oldugu tespit edilmistir. B.
laterosporus izolatlarinin ise protein profilleri yoniinden karsilastirildiginda ortak
bantlar igeriyor olmalarina ragmen, elektroforetik yonden heterojen bir yap1

gosterdikleri belirlenmistir.

A1) i

Resim 4.5. B. cereus, B. anthracis, B. circulans ve B. licheniformis tiirlerinin SDS-
PAGE ile elde edilen protein profilleri
M. Protein Marker 1. B. cereusl FO46 2. B. cereusl FOS1 3. B. cereusl
FO34 4. B. cereus FO20 5. B. anthracis FO25 6. B. circulans] FO26 7.

B. circulansl FO43 8. B. circulans] FO59 9. B. licheniformis FO31 10.
B. licheniformis FO39 11. B. licheniformis FO61 12. B. firmus FO35
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B. anthracis, B. circulans ve B. licheniformis, tiirlerinin SDS- PAGE ile elde edilen
protein profilleri Resim 4.5’de gosterilmistir. B. circulans izolatlarinin protein profili
yoniinden heterojenite gosterdikleri belirlenmistir. B. licheniformis izolatlarinin 45
ve 30 kDa agirliginda iki protein bandi1 bakimindan benzer olduklari belirlenmistir.
B. firmus izolatinin ise 45 ve 30 kDa agirhiginda iki bant ile B. licheniformis

izolatlarina benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Tiirler aras1 ve tiir i¢i genetik uzakliklar1 belirlemek igin, her bir izolatin protein
band1 diger izolatlarla karsilastirilarak bantlarin varhigi 1 ile yoklugu 0 ile
gosterilmistir. Bu degerler kullanilarak suslar arasindaki genetik uzakliklar POPGEN
bilgisayar programimnda UPGMA metodu ile hesaplanmis (Cizelge 4.11) ve Treeview
bilgisayar programi kullanilarak izolatlar arasindaki filogenetik iligkiyi gosteren
dendrogramlar olusturulmustur (Sekil 4.1). POPGEN istatistik programina gore

tiirler arasindaki genetik uzakliklarin % 0- % 95 arasinda oldugu belirlenmistir.

Elde edilen dendrogram sonuglarina gore suslar iki ana grup altinda toplanmistir.
Birinci ana grupta B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis tiirleri ve B. thuringiensis
kontrol suslar1 yer almaktadir. Birinci ana gruptaki bakteri tiirleri arasindaki genetik
uzaklik %1 ile %79 degerleri arasinda degismektedir. B. cereus ve B. anthracis
izolatlarinin birbirine olan genetik uzakliklarinin %27 ile %76 arasinda degistigi
belirlenmistir. B. thuringiensis izolatlariin B. cereus izolatlar1 ile olan genetik
uzakliklar1 %] ile %60, B. anthracis izolat1 ile olan genetik uzakliklar1 %37 ile %56

arasinda degistigi belirlenmistir.

B. thuringiensis izolatlar1 arasindaki genetik uzakligin ise %0 ile %76 arasinda
degistigi belirlenmistir. B. thuringiensis FO21 izolatimn kontrol suslarindan B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1"e %35, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73’e
%16, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-125’e %8, B. thuringiensis subsp. kurstaki
HD-137 ye %13, B. thuringiensis 916’ ya %33, B.thuringiensis subsp. kurstaki
susuna %31, B. thuringiensis RSKK 380 ve Mu4 suslarina sirasiyla %49 ve %40

oraninda uzak oldugu belirlenmistir.
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B.t subsp. kurstaki HD-1
B.t subsp. kurstaki HD-73
B.t subsp. kurstaki HD-125
B.t subsp. kurstaki HD-137
B.thuringiensis FO21
B.cereus FO24
B.thuringiensis FO7
B.thuringiensis FO8
B.thuringiensis FO16
B.thuringiensis FO19
B.cereus FO15
B.cereusl FO27
B.cereusl FO28
B.cereus 1F036
B.cereus FO41
B.cereus1 FO46
B.cereus1 FO51
B.cereus2 FO34
B. cereus1 FO20
B.anthracis FO25
B.circulans1 FO26
B.circulans1 FO43
B.circulans1 FO59
B.licheniformis FO31
B.licheniformis FO39
B.licheniformis FO61
B.firmus FO35
B.megaterium FO12
B.megaterium FO14
B.megaterium FO18
B.megaterium FO22

454024 19 **

5142263126 **

454531293519 **

474245424517 16 **

49403133351608 13 **

4533 3845244051 53 55 **

5853564847 5871636538 **

5353565351637663714205%**

5647 63 76 58 56 73 56 58 45 33 26 **

5647 63 76 58 56 73 56 58 45 33 26 00 **

53496579 60 58 76 58 60 47 3124 01 01 **

374038453533 514542384238292927 **

40453845353751494238 383533333103 **

3740384031 334745383538383333310303 **

35383742333145423737404033 3333040401 **
40453153384547494247424253 535138383837 **

474245714956 585149494953 515153454549 51 16 **

634947332740 5153563147 5663 636551 47 47 45 56 63 **

454551 68 71 58 60 49 51 76 56 47 40 40 38 35 38 38 37 38 53 76 **
4537353324293837383556564949 512731313342493156**

604753352947 5347532253 5860 60 63 4545404258 60 1679 37 **
6047454740 56 53 51 53 49 40 45 60 60 58 53 49 49 51 40 42 53 58 58 42 **

635847 332737474547 386060 68 68 71 47 51 4749 47 58 31 76 3522 45 **

565149 2426424047 45375863 717173 585853556871229240214729 **

6349 4726 3149 47 58 47 47 51 60 58 58 60 65 65 60 63 71 68 27 76 42 29 53 47 16 **

73 58 56 33 3149 56 58 60 31 56 60 58 58 60 56 56 51 53 70 73 21 76 38 194531 19 17 **
826073 4745 65 63 60 63 37 58 63 60 60 63 63 58 58 60 73 60 29 85 53 21 38 45 33 33 22 **
47 313338264253 6053265868 635658454540 38536019 683324 514027292642 **
533647403553 6063 653160656868 7156565149 6063247651 1945382227213719 **
604745 6040 60 68 826340 63 63 51 51 53 53 53 53 5649 4245494947 51 63 47 3640 56 3537 **
635351 6847 687692 71 42 60 60 45 45 47 60 60 60 63 5649 51 51 56 53 53 71 49 38 42 58 37 42 04 **
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B.thuringiensis. RSKK 380 Hx
B.thuringiensis. Mu4 17 **
B.t. ssp. kurstaki 29 29 **
B.thuringiensis 916 47 47 29 **
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pop ID

B.thuringiensis RSKK 380

B.thuringiensis Mu4

B.t ssp. kurstaki
B.t subsp. kurstaki HD-73

B.t ssp. kurstaki HD-1
B.t subsp. kurstaki HD-125
B.t subsp. kurstaki HD-137
B.thuringiensis FO21
B.cereus FO24
B.thuringiensis FO16
B.thuringiensis FO19
B.cereus FO15
B.cereus IFO27
B.cereus FO28
B.cereusl FO36
B.cereus FO41
B.cereus 1 FO46
B.cereus1 FO51
B.cereus 2 FO34
B. cereus1 FO20
B.megaterium FO22
B.megaterium FO38

B.pumilus FO23
B.pumilus FO33
B.pumilus FO44
B.pumilus FO56
B.pumilus FO57
B.pumilus FO58
B.subtilis FO13

B.subtilis FO52

B.megaterium FO18
B.subtilis FO54

B.thuringiensis 916
B.thuringiensis FO7
B.thuringiensis FO8
B.anthracis FO25
B.circulans1 FO26
B.circulans 1 FO43
B.circulans 1 FO59
B.licheniformis FO31
B.licheniformis FO39
B.licheniformis FO61
B.firmus FO35
B.megaterium FO12
B.megaterium FO14
B.laterosporus FO30
B.laterosporus FO48
B.laterosporus FO60
B.laterosporus FO32
B.sthermophilus FO10
B.sthermophilus FO11
B.sthermophilus FO37
B.sthermophilus FO45
B.sthermophilus FO53
B.sthermophilus FO55
B.sphaericus FO2

B.brevis FO1
B.brevis FO4

B.brevis FO6
B.sthermophilus FO3

B.brevis FO42

B brevis FO47
B.brevis FO49
B.sthermophilus FO9
B.sphaericus FO5
B.sphaericus FO29
B.sphaericus FO40
B.sphaericus FO50

B.pumilus FO23
B.pumilus FO33
B.pumilus FO44
B.pumilus FO56
B.pumilus FO57
B.pumilus FO58
B.subtilis FO13
B.subtilis FO52
B.subtilis FO54
B.laterosporus FO30
B.laterosporus FO48
B.laterosporus FO60
B.laterosporus FO32
B.brevis FO1
B.brevis FO4
B.brevis FO6
B.brevis FO42
B.brevis FO47
B.brevis FO49
B.s.thermophilus FO3
B.s.thermophilus FO9
B.s.thermophilus FO10
B.s.thermophilus FO11
B.s.thermophilus FO37
B.s.thermophilus FO45
B.s.thermophilus FO53
B.s.thermophilus FO55
B.sphaericus FO2
B.sphaericus FO5
B.sphaericus FO29
B.sphaericus FO40
B.sphaericus FO50

634942 2624404249 4731566063 6365515147495658177135163327131408222221374213**
73 4556534253 6558604247 5145454747 4742456053 42564729 33384031 243340314047 2924**
734560 5847 5365586051 56 564545474242384071635147424040 51 53 38354549 42 364240 3508 **
513845474551 5351534963 58474749494945426871404558354253383337423129424535292622**
53404740384951495147565140404242423840717338475129374733273137333145473324242104**
654749 38364749 5145455853 47474945454042586036534927383735262631423347533119191917 13 **
53454219 17404753512751516363654242384051631476351345241321142919 1740471608 3547332726 **
655149313347 63 6063 3349536060 63404037 385360196837 144226242613272426515820132637352924 13 **
6556 5331294763 606337454551 51533737333549602268371742222729163127265158171626373529241305 **
60 60 63474551 68 657349 58 58 71 71 68 49 49 4547 63 76 45 58 58 35 51 40 42 40 33 47 4229 38 4538 33 33 37 42 40 42 33 38 31 **
60 60 68 65 68 88 859592 53 63 58 76 76 73 68 63 63 65 73 71 63 92 8560 71 73 60 53 63 65 51 45 56 63 56 53 68 68 65 63 60 45 60 56 47 **
5642584737565351 58296363 56565853534951 6865297340 1742372429222721224240272233373126312227313851**
6551 583533515360 5326454856 565848484547 5856267948215633313729353526424824263748514535192424424227**
45 58 60 63 56 53 60 53 60 56 42 38 454542 4747 51 53 5648 71 51 60 63 4571 58 6571 63 73 76 48 42 63 65 60 60 53 56 73 70 73 63 53 92 68 73 **
655148564051 68 60 58 4548 53 56 56 58 48 48 48 51 48 42 53 68 45 51 60 63 56 48 58 60 47 53 51 53 51 48 45 48 56 58 60 48 47 47 65 71 60 51 58 **
56 5148 382647 58 56 63 33 58 53 51 51 53 3337 37 38 48 56 26 68 26 21 47 19 27 40 29 35 27 29 47 48 27 26 33 4542 37 3519 24 21 38 65 24 31 53 47 **
60 47 53 4729 47 68 56 58 29 48 48 42 42 45 33 33 33 35 58 56 29 63 2924 51 37 3540 33 31 27 33 38 40 3533 33 3742 374229272738 7127315327 17 **
584551 533148715860275151484851 38383840 564835653529 534240473837293537383738384245424835333345068333347222204**
68 63 65 68 65 58 60 58 56 60 65 60 68 68 65 56 56 56 53 65 68 56 60 60 53 68 56 58 60 60 58 63 60 53 60 58 60 56 51 49 56 58 60 58 53 53 73 58 58 47 40 48 37 35 **
68 63 56 58 56 58 65 63 56 71 47 47 48 48 47 56 56 56 58 51 58 47 51 56 48 58 56 58 42 51 58 53 60 45 51 45514251 53 51 53 51 534537 63 53 58 51 58 58 48 56 47 **
79 58 56 37 38 45 60 49 56 38 38 42 53 53 56 51 47 47 48 6558 24 714719 374229272126 3724 4551222127 3840 3533242626 33 632929 51 58 4037 42 65 42 **
79 58 56 37 38 45 60 49 56 38 38 42 53 53 56 51 4747 49 655824 714719 3742292721263724455122212738403533242626336329295158403742654241 **
826053 3537425847 53403745 565658534949 51635622734521384531262227352647532122294042373526272735653131535642384568400101 **
655149 3122354938452645535656584949454753511979371438332129222727264249171933454237351924243871272453513531376337161614**
564749 352642 49 42 53 33 53 58 65 65 68 49 49 45 47 63 60 22 63 29 21 47 33 27 3322 35272647 53 17223333 352935222727356521 3573 47312733534533333121**
56 4745 3526 56 53 56 58 37 53 53 65 65 68 49 49 45 47 58 56 37 73 49 3542 37 3541 3747 3533 56 63 21 29 40 49 38 37 3522 3531 56 47 38 38 79 42 35 47 45 68 58 45 45 42 35 24 **
65 60 58 56 40 56 68 51 63 45 58 58 51 51 53494949 51 73 6540 58 3742 56 53 56 53 40 42 42 53 56 58 3545494551 4556 49 42 42 60 82 42 56 63 38 4224 26 49 53 4949 47 38 21 31 **
5337425351 686068 5642 60 60 53 53 56 65 65 60 63 71 63 60 56 60 53 53 71 49 38 47 63 4542 40 4747 424247 41 4240 51 53 63 63 53 5349 82 53 73 68 65 76 56 51 51 53 49 49 40 58 **
79 63 56 3335405649 51 353842 53 53 564238384060 58 17 6542 19 40 38 25 3124 33 3727 40 47 22 21 3538 40 3529 21 26 26 37 58 33 26 56 58 37 33 38 65 47 08 08 10 16 29 40 49 56 **
73 5356454258 51 68 56 38 51 56 63 63 6556 51 51 53 8273 3182473349 5137383837334749 564031424745 383735374063 58373776584045 516065 3838404045 53 63 42 35 **
76 71 73 56 49 60 58 65 68 45 58 63 60 60 63 85 85 79 82 68 71 40 99 49 42 71 49 3533 33 51474551 49383749 53 56 53 514042 42 51 65 38 47 73 60 42 56 63 68 63 49 49 47 42 42 56 56 58 49 45 **
60474947454745 5653 3753 58 60 60 63 63 63 58 60 63 71 36 98 49 31 56 33 31 37 37 47 3533 51 533533 455345454339313147 56353968 563543455858454545384743 5558404024 **
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Bacillus laterosporus FO48
thuringiensis 380 RSKK
thuringiensis Mu4

t. subsp.kurstaki

thuringiensis 916

t. subsp.kurstaki HD-1

t. subsp.kurstaki HD-73

t. subsp.kurstaki HD-137

t. subsp.kurstaki HD-125
Bacillus thuringiensis FO21
Bacillus cereus 2 FQ34

Bacillus cereus 1 FQ46

Bacillus cereus 1 FO51

Bacillus anthracis FO25
Bacillus cereus FO20
Bacillus thuringiensis FQ7
Bacillus thuringiensis FO8
Bacillus cereus FO15
Bacillus thuringiensis FQ16
Bacillus thuringiensis FO19
Bacillus cereus 1 FQ27

Bacillus cereus 1 FO28

Bacillus cereus FQ36

Bacillus cereus FO41

Bacillus sphaericus FO29
Bacillus stearothermophilus FO53
Bacillus cereus FO24

Bacillus laterosporus FO32
Bacillus firmus FO35

Bacillus circulans FQ43

Bacillus circulans FO26 .
Bacillus stearothermophilus FO37
Bacillus megaterium FO38
Bacillus subtilis FO13

Bacillus licheniformis FO61
Bacillus pumilus FO23

Bacillus subtilis FO52

Bacillus subtilis FO54

Bacillus sphaericus FOS
Bacillus stearothermophilus FQ11
Bacillus stearothermophilus FQ9
Bacillus stearothermophilus FO10
Bacillus licheniformis FQ31
Bacillus licheniformis EO39
Bacillus megaterium FQ14
Bacillus megaterium FO12
Bacillus laterosporus FO60 B
Bacillus stearothermophilus FO45
Bacillus circulans FO59

Bacillus brevis FO1

Bacillus brevis FO6

Bacillus pumilus FO33

Bacillus pumilus FO44

Bacillus pumilus FO56

Bacillus pumilus FQ58

Bacillus pumilus FO57

Bacillus sphaericus FQ50
Bacillus sphaericus FO40
Bacillus brevis FQ49

Bacillus brevis FO4 .
Bacillus stearothermophilus FO55
Bacillus brevis FO47

Bacillus brevis FO42

Bacillus laterosporus FO30
Bacillus stearothermophilus FO3
Bacillus sphaericus FO2
Bacillus megaterium FO18
Bacillus megaterium FO22
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Sekil 4.1. Bacillus tiirlerine ait protein profillerinin POPGEN istatistik programu ile
hesaplanmis genetik uzaklik iliskisini gosteren dendrogram
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B. thuringiensis FO16 ve B. thuringiensis FO19 izolatlarinin B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1’e %358, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73’e %56, B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-125" e %73, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-
137’ye %256, B.thuringiensis 916’ya %76, B. thuringiensis subsp. kurstaki susuna
%63, B. thuringiensis RSKK 380’e¢ %56 ve B. thuringiensis Mu4’e olan genetik

uzakliklar1 %47 olarak belirlenmistir.

FO16 ve FO19 izolatlarnin FO21 izolatma olan genetik uzakhiklari %58, B.
thuringiensis FO7 ve B. thuringiensis FO8 izolatlarina olan genetik uzakliklar1 ise
%26 ile %33 olarak belirlenmistir. B. thuringiensis FO7 izolatinin B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1’e %58, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73’e %53, B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-125’e %56, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-
137’ ye %48, B. thuringiensis 916’ya %47, B. thuringiensis subsp. kurstaki susuna
%358, B. thuringiensis RSKK 380’ e %71 ve B. thuringiensis Mu4’e olan genetik
uzakliklar1 %63 olarak belirlenmistir. B. thuringiensis FO21 izolatina olan genetik

uzaklig1 ise %65 olarak belirlenmistir.

B. thuringiensis FOS8 izolatinmn B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1’e %53, B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-73’e %53, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-
125’e %56, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-137" ye %53, B.thuringiensis
916’ya %51, B. thuringiensis subsp. kurstaki susuna %63, B. thuringiensis RSKK
380> e %76 ve B. thuringiensis Mu4’e olan genetik uzakliklar1 %63 olarak

belirlenmistir FO21 izolatina olan genetik uzaklig1 ise %71 olarak belirlenmistir.

Ikinci ana grupta ise tanimlanan Bacillus cinsine ait Bacillus megaterium, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus firmus, Bacillus brevis, Bacillus
laterosporus, Bacillus sphaericus, Bacillus pumilus, Bacillus circulans gibi diger

tiirler yer almaktadir.

Ikinci ana grupta yer alan izolatlarin genetik uzakliklar1 ise %4 ile %95 arasinda

oldugu belirlenmistir.
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B. megaterium izolatlarinin B. licheniformis izolatlar1 ile birbirine olan genetik
uzakliklart %38 ile %49 arasinda, B. circulans izolatlar ile olan genetik uzakliklar

ise %53 ile %71 arasinda degismekte oldugu belirlenmistir.

B. pumilus izolatlarimin B. circulans izolatlar ile arasindaki genetik uzakliklar1 %16
ile %47 arasinda, B. licheniformis izolatlar1 ile olan genetik uzakliklar1 %3 ile %14
arasinda, B. firmus izolatlar1 ile olan genetik uzakliklari %22 ile %45, B.

megaterium izolatlari ile olan genetik uzakliklart %23 ile %53’ diir.

B. subtilis izolatlarinin B. circulans izolatlar1 ile birbirine olan genetik uzakliklar
%13 ile %45, B. licheniformis izolatlar1 ile %13- %29, B. firmus izolatlar1 ile %27-
%31, B. megaterium izolatlar1 ile %16- %58, B. pumilus izolatlar1 ile %8- %47

arasinda oldugu belirlenmistir.

B. laterosporus izolatlarinin B. circulans izolatlar1 ile arasindaki genetik uzakliklar
%]17- %73, B. licheniformis izolatlar ile %22- %63, B. firmus izolatlar1 ile %27-
%65, B. megaterium izolatlari ile %21- %63, B. pumilus 1zolatlar1 ile %22- %68, B.

subtilus izolatlar1 ile %19- %60 arasinda oldugu belirlenmistir.

B. brevis izolatlarinin B. circulans izolatlar1 ie arasindaki genetik uzakliklar1 %21-
%71, B. licheniformis izolatlari ile %21- %71, B. firmus izolatlart ile %31- %63, B.
megaterium izolatlari ile %27- %76, B. pumilus izolatlar1 ile %26- %73, B. subtilis
izolatlar1 ile %19- %73 ve B. laterosporus izolatlari ile %31- %92 arasinda oldugu

belirlenmistir.

B. stearothermophilus izolatlarinin B. circulans, B. licheniformis, B. firmus, B.

megaterium, B. pumilus, B. subtilis B. laterosporus ve B. brevis izolatlar1 ile genetik
uzakliklarinin sirasiyla %18- %58, %21- %58, %27- %58, %19- %53, %19- %53,
%21- %82, %27- %79 ve %19- %53 arasinda degistigi gorilmiistiir.

B. sphaericus izolatlarinin B. circulans, B. licheniformis, B. firmus, B. megaterium,

B. pumilus, B. subtilis B. laterosporus, B. brevis ve B. stearothermophilus izolatlar
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ile olan genetik uzakliklarinin sirasiyla %19- %71, %24- %49, %33- %63, %33-
%56, %21- %56, %21- %63, %36- %63, %33- %82 ve %8- %65 arasinda oldugu

belirlenmistir.

4.4. Bacillus izolatlarinin Plazmit DNA Profil Analizleri

Toprak orneklerinden izole edilen ve tanimlamalar1 yapilan toplam 60 adet Bacillus
izolatinin ve kontrol Bacillus thuringiensis suslarinin plazmit DNA’lar1 Bolim
3.2.5’ de anlatildig1 sekilde izole edilmis ve plazmit DNA’larin goriintiilenmesi

agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir.

Incelenen izolatlardan 57 tanesinde plazmit DNA’sma rastlanmis, 3 tanesinde ise
plazmit DNA tespit edilememistir. Plazmit DNA biiyiikliikleri A-pUC mix-Markir 4
ile karsilastirilarak hesaplanmustir. Izolatlarin tasidigi plazmit sayisinin 1-9 arasinda

degistigi ve plazmit DNA biiyiikliiklerinin ise >19,3 kb ile 1,1 kb arasinda oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.8).

B. cereus olarak tanimlamalar1 yapilan izolatlara ait plazmit DNA’larin agaroz jel
elektroforez goriintiileri Resim 4.6 da verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore
FO15 nolu izolatin >19,3- 19,3- 13,7- 5,7- 1,2 kb biiyiikliigiinde 5 adet, FO27 nolu
izolatin 19,3- 4,5- 3,7- 1,8 kb biiyiikliigiinde 4 adet, FO34 nolu izolatin 19,3- 11,3-
5,7- 1,8 kb biiyiikliigiinde 4 adet, FO20, FO24, FO36, FO41, FO46 ve FO51 nolu
izolatlarin da 19,3 kb biiyiikliiglinde 1 adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir
(Cizelge 4.8).

B. anthracis izolatina ait plazmit DNA’ larin agaroz jel elektroforez goriintiileri
Resim 4.6’ da verilmistir. Yapilan hesaplamalara gére B. anthracis FO25 nolu

izolatin 19,3 kb biiyiikliigiinde bir adet plazmit DNA tasidig1 belirlenmistir.
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Izolatlar Plazmit sayis1 Molekiiler biiyiikliik (kb)
B. brevis FO1 5 >19,3-19,3-5-4,2- 1,8
B. sphaericus FO2 1 19,3
B. stearothermophilus FO3 2 >19,3-19,3
B. brevis FO4 1 19,3
B. sphaericus FO5 1 19,3
B. brevis FO6 1 19,3
B. thuringiensis FO7 1 19,3
B. thuringiensis FO8 1 19,3
B. stearothermophilus FO9 8 16,4-7,7-5,7-5,2-4,2-3,7-3,1- 2,3
B. stearothermophilus FO10 2 16,4-2.3
B. stearothermophilus FO11 9 16,4-7,7-5,7-5,2-4,2-3,7-3,1-2,3- 1,1
B. megaterium FO12 1 19,3
B. subtilis FO13 1 19,3
B. megaterium FO14 1 19,3
B. cereusl FO15 5 >19,3-19,3-13,7-5,7- 1,2
B. thuringiensis FO16 4 19,3-11,8-5,5-1,2
B. megaterium FO18 0 -
B. thuringiensis FO19 4 19,3-11,8-5,5-1,2
B. cereusl FO20 1 19,3
B. thuringiensis FO21 4 19,3-5,5-4,5-1,2
B. megaterium FO22 1 19,3
B. pumilus FO23 0 -
B. cereusl FO24 1 19,3
B. anthracis FO25 1 19,3
B. circulansl FO26 1 19,3
B. cereus] FO27 4 19,3-4,5-3,7- 1,8
B. cereusl FO28 1 19,3
B. sphaericus FO29 2 19,3-1,1
B. laterosporus FO30 1 19,3
B. licheniformis FO31 1 19,3
B. laterosporus FO32 1 19,3
B. pumilus FO33 1 19,3
B. cereus2 FO34 4 19,3-11,3-5,7- 1,8
B. firmus FO35 1 19,3




Cizelge 4.12. (Devam) Bacillus tiirlerinin plazmit DNA sayilar1 ve molekiiler
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biiyiikliikleri

izolatlar Plazmit sayis1 Molekiiler agirlik (kb)
B. cereus] FO36 1 19,3
B. stearothermophilus FO37 2 >19,3-19,3
B. megaterium FO38 2 >19,3-19,3
B. licheniformis FO39 1 19,3
B. sphaericus FO40 1 19,3
B. cereus] FO41 1 19,3
B. brevis FO42 1 19,3
B. circulans1 FO43 0 -
B. pumilus FO44 3 19,3-7,7- 6,1
B. stearothermophilus FO45 1 19,3
B. cereus1 FO46 1 19,3
B. brevis FO47 2 >19,3-19,3
B. laterosporus FO48 1 19,3
B. brevis FO49 1 19,3
B. sphaericus FO50 2 >19,3-19,3
B. cereus1 FO51 1 19,3
B. subtilis FO52 1 19,3
B. stearothermophilus FO53 1 19,3
B. subtilis FO54 1 19,3
B. stearothermophilus FO55 1 19,3
B. pumilus FO56 2 19,3-7,1
B. pumilus FO57 2 19,3-7,1
B. pumilus FO58 2 >19,3-19,3
B. circulans1 FO59 2 >19,3-19,3
B. laterosporus FO60 1 19,3
B. licheniformis FO61 1 19,3
B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 4 19,3-5,5-4,5-1,2
B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 4 19,3-11,3- 5,5-4,7
B. thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 4 19,3-11,3- 6,6- 5
B. thuringiensis subsp. aizawai HD-137 3 19,3- 6,6- 4,2
B. thuringiensis 916 1 19,3
B. thuringiensis subsp. kurstaki 4 19,3-5,5-4,5-1,2
B. thuringiensis RSKK 380 1 19,3
B. thuringiensis Mu4 1 19,3
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Resim 4.6. B. thuringiensis, B. cereus ve B. antracis tiirlerine ait plazmit DNA’larin
agaroz jel elektroforezi
1. A-pUC mix 2. B. thuringiensis RSSK 380 3. B. thuringiensis Mu4 4.
B. thuringiensis subsp. kurstaki 5. B. thuringiensis FO7 6. B.
thuringiensis FO8 7. B. thuringiensis FO16 8. B. thuringiensis FO19 9.
B. thuringiensis FO21 10. B. cereus1 FO15 11. B. cereus1 FO24 12. B.
cereus] FO27 13. B. cereus] FO28 14. B. cereus1 FO36 15. B. cereusl
FO41 16. B. cereusl FO46 17. B. cereusl FO51 18. B. cereusl FO34
19. B. cereus FO20 20. B. anthracis FO25

B. megaterium izolatlarina ait plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiileri
Resim 4.7’de verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore B. megaterium FO14 ve FO22
izolatlarinin 19,3 kb biiyiikliigiinde 1 adet, B. megaterium FO38 izolatm >19,3 ve
19,3 kb biyiikligiinde iki adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir. B.

megaterium FO18 izolatinda ise plazmit DNA tespit edilememistir.

B. pumilus izolatlarmin ait plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiileri
Resim 4.7°de verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore B. pumilus FO33 izolatinin
19,3 kb biiyiikliigiinde 1 adet, B. pumilus FO44 izolatinin >19,3- 7,7 ve 6,1 kb
biiyiikliigiinde 3 adet, B. pumilus FO56 ve FO58 izolatlariin da sirasiyla 19,3 -7,1
kb ve >19,3- 19,3 kb biiyiikliigiinde 2 adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir. B.
pumilus FO23 izolatinda ise plazmit DNA tespit edilememistir.
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B. subtilis 1zolatlara ait plazmit DNA’ larin agaroz jel elektroforez goriintiileri
Resim 4.7°de verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore B. subtilis FO13, FO52 ve
FO54 izolatlarmin 19,3 kb biiyiikliigiinde 1 adet plazmit DNA tasidiklari

belirlenmistir.

B. laterosporus izolatlarinin ait plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez
goriintiileri Resim 4.7’de verilmistir. Yapilan hesaplamalar gore B. laterosporus
FO30, FO32, FO48 ve FO60 izolatlarinin 19,3 kb biiyiikliigiinde 1 adet plazmit
DNA tasidiklar1 belirlenmistir.
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Resim 4.7. B. megaterium, B. pumilus, B. subtilis ve B. laterosporus tiirlerine ait
plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforezi
1. A-pUC mix 2. B. megaterium FO12 3. B. megaterium FO14 4.
B.megaterium FO22 5. B. pumilus FO23 6. B. pumilus FO33 7. B.
pumilus FO44 8. B. pumilus FO56 9. B. pumilus FO57 10. B. pumilus
FO58 11. B. subtilis FO13 12. B. subtilis FO52 13. B. subtilis FO54
14. B. laterosporus FO30 15. B. laterosporus FO48 16. B. laterosporus
FO60 17. B. laterosporus FO32 19. B. megaterium FO18

B. brevis izolatlarina ait plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiileri
Resim 4.8’de verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore B. brevis FO4, FO6, FO42 ve
FO49 izolatlarinin 19,3 kb biiyiikliigiinde 1 adet, B. brevis FO1 izolatinin >19,3-
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19,3- 5- 4,2- 1,8 kb biiyiikliigiinde 5 adet ve B. brevis FO47 izolatinin ise >19,3-
19,3 kb biiyiikliigiinde 2 adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir.

B. sphaericus izolatlarinin plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiileri
Resim 4.8’de verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore B. sphaericus FO2, FOS5 ve
FO40 izolatlarmin 19,3 kb biiyiikliigiinde 1 adet, B. sphaericus FO29 izolatinin
19,3- 1,1 kb biiyiikliigiinde ve B. sphaericus FO50 izolatinn >19,3- 19,3 kb
biiytlikliigiinde 2 adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir.
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Resim 4.8. B. brevis, B. sterarothemorphilus ve B. sphaericus tiirlerine ait plazmit
DNA’larin agaroz jel elektroforezi
1. A-pUC mix 2. B. brevis FO1 3. B. brevis FO4 4- B. brevis FO6 5.
brevis FO42 6. B. brevis FO47 7. B. brevis FO49 8.
stearothermophilus FO3 9. B. stearothermophilus FO9 10.
stearothermophilus FO10 11. B. stearothermophilus FO11 12.
stearothermophilus FO37 13. B. stearothermophilus FO45 14.
stearothermophilus FOS53 15. B. stearothermophilus FO55 16.
sphaericus FO2 17. B. sphaericus FO5 18. B. sphaericus FO29 19.
sphaericus FO40 20. B. sphaericus FO50

THEH®® ™

B. licheniformis, B. firmus ve B. circulans izolatlarina ait plazmit DNA’larin agaroz
jel elektroforez goriintiileri Resim 4.9” da verilmistir. Yapilan hesaplamalara gore B.

licheniformis FO31, B. licheniformis FO39, B. licheniformis FO61, B. firmus FO35,
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B. circulans FO59 ve B. circulans FO26 nolu izolatalarin 19,3 kb biiyiikliigiinde 1
adet plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir. B. circulans FO43 nolu izolatta ise

plazmit DNA tespit edilememistir.
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Resim 4.9. B.circulans, B. licheniformis ve B. firmus tiirlerine ait plazmit DNA’larin
agaroz jel elektroforezi
1. A-pUC mix 2. B. circulansl FO26 3. B. circulans1 FO43 4. B.
circulans1 FO59 5. B. licheniformis FO31 6. B. licheniformis FO39 7.
B. licheniformis FO61 8. B. firmus FO35

B. thuringiensis izolatlarina ve kontrol suslarina ait plazmit DNA’larin agaroz jel

elektroforez goriintiileri Resim 4.10” da verilmistir.

Yapilan hesaplamalara gore B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—1 susunun 19,3-
5,5- 4,5 ve 1,2 kb biiyiikliigiinde 4 adet, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73
susunun 19,3- 11,3- 5,5 ve 4,7 kb biiylikliigiinde 4 adet, B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-125 susunun 19,3- 11,3- 6,6 ve 5 kb biyiikligliinde 4 adet, B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD—137 19,3- 6,6 ve 4,2 kb biiyiikliiglinde 3 adet, B.
thuringiensis 916, B. thuringiensis RSKK380 ve B. thuringiensis Mu4 suslarinin ise
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19,3 kb biiytlikliigiinde 1 adet plazmit DNA tasidig1 belirlenmistir. B. thuringiensis
FO21 izolatmin 19,3- 5,5- 4,5 ve 1,2 kb biiyiikliigiinde 4 adet plazmit DNA tasidig
belirlenmistir. B. thuringiensis FO16 ve FO19 izolatlarinda 19,3- 11,8- 5,5 ve 1,2 kb
biiyiikliigiinde 4 adet, B. thuringiensis FO7 ve FOS8 izolatlarinda ise 19,3
bliytikliigiinde bir adet plazmit DNA belirlenmistir.
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Resim 4.10. B. thuringiensis tiirlerine ait plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforezi
M. A-pUC mix 1. B. thuringiensis FO7 2. B. thuringiensis FO8 3. B.
thuringiensis FO16 4. B. thuringiensis FO19 5. B. thuringiensis FO21
6. B. cereus FO24 7. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 8. B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 9. B. thuringiensis subsp.
tolworthi HD-125 10. B. thuringiensis subsp. aizawai HD—137 11. B.
thuringiensis 916 12. B. thuringiensis subsp. kurstaki 13. B.
thuringiensis RSKK 380 14. B. thuringiensis Mu4

4.5. Bacillus thuringiensis izolatlarimin Insektisidal Genlerinin Belirlenmesi

izole edilen ve tanimlamalar1 yapilan B. thuringiensis izolatlari, kontrol suslar1 ve
API test kitleri ile B. cereus olarak tanimlanan tiirlerin insektisidal kristal gen tastyip
tasimadiklart cryl, cry2, cry3, cry4, cry7, cry8, crys, cryl2, cryl4, cry2l ve cytlA
primerleri kullanilarak PZR islemi ile ger¢eklestirilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve fotograflar1 ¢ekilmigtir.
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16S rRNA dizi analizi ile B. thuringiensis olarak tanimlanan FO21 izolatinin cryl
genel primeri ile yapilan PZR sonucunda yaklasik olarak 272 bp’ lik bir PZR iiriinti

verdigi gozlenmistir (Resim 4.11.)

Kontrol suslarindan B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—1, B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-73, B. thuringiensis subsp. aizawai HD-137 ve B. thuringiensis
916’nmin cryl genel primeri ile yaklasik olarak 272 bp’ lik, B. thuringiensis subsp.
tolworthi HD-125 ve B. thuringiensis subsp. kurstaki suslarinin ise cryl genel
primeri ile yaklasik olarak 290 bp’ lik bir PZR {iriinii verdigi goézlenmistir (Resim
4.11.).

B. thuringiensis RSKK380 ve B. thuringiensis Mu4 suslarinda cryl genel primeri ile
hi¢bir amplifikasyon gézlenmemistir. B. cereus izolatlarinin cryl primeri ile yapilan
analizi sonucunda FO24 izolatinin yaklagik olarak 410 bp’lik bir PZR iiriinii verdigi
tespit edilmistir (Resim 4.11.). Diger B. cereus izolatlarinda cry! primeri ile pozitif

reaksiyon gozlenmemistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

Resim 4.11. cryl genel primeri ile elde edilen PZR iirtinleri
M. DNA ladder 50 bp 1. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 2. B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 3. B. thuringiensis subsp.
tolworthi HD-125 4. B. thuringiensis subsp. aizawai HD-137 5. B.
thuringiensis 916 6. FO21 7. B. thuringiensis subsp. kurstaki 8. FO24
M. DNA ladder 100 bp
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cry2 primeri ile yapilan PZR islemi sonucunda FO16, FO19 ve FO21 izolatlarinin
yaklagik 1556 bp biiyiikliigiinde pozitif bir {iriin verdigi belirlenmistir (Resim 4.12).
B. thuringiensis RSKK380 ve B. thuringiensis Mu4 suslart disindaki diger kontrol
suslarinin da cry2 primeri ile yaklasik 1556 bp’lik pozitif bir {riin verdigi

belirlenmistir.
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Resim 4.12. cry2 genel primeri ile elde edilen PZR iirtinleri
M. DNA ladder 100 bp 1. FO16 2. FO19 3. FO21 4. B.subsp.
kurstaki HD-1 5. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 6. B.
thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 7. B. thuringiensis subsp.
aizawai HD-137 8. B. thuringiensis 916 10. B. thuringiensis subsp.
kurstaki

cry2 genlerinin Ddel restriksiyvon enzimi araciligi ile analizi

Farkli cry2 genlerini belirlemek i¢in de cry2 genel primeri ile pozitif sonug veren
PZR iiriinleri Ddel (Genmark) restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilerek
restriksiyon parg¢a uzunluk polimorfizimleri belirlenmistir. Kesim sonuglart %10’

luk poliakrilamit jelde yiiriitiilerek etidyum bromiir boyanmustir.

Kesim sonucunda elde edilen DNA fragmentleri Resim 4.13” de gosterilmistir. Dde

I enzimi sonucunda beklenen DNA parca biiyiikliikleri Cizelge 4.13” de verilmistir.
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cry2 genleri Ddel enzimi ile kesim sonucunda elde edilen restriksiyon
fragmentleri

M. DNA ladder 100 bp, 1. FO16 2. FO19 3. FO21 4. B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1 5. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 6. B.
thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 7. B. thuringiensis subsp.
aizawai HD-137 8. B. thuringiensis 916 9. B. thuringiensis subsp.
kurstaki 10. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—1(kesilmemis )

Cizelge 4.13. cry2 geninin Ddel ile kesimi sonucunda beklenen restriksiyon parga

biiytkliikleri
Gen Fragment biiyiikliigii (bp)
cry2Aa 972, 450, 134
cry2Ab 1386, 134, 36
cry2Ac 915, 252, 162, 131, 36, 27
cry2Ad 663, 414, 309, 134, 36

Ddel enzimi ile kesim sonucunda FO16, FO19 ve FO21 izolatlarinda yaklasik
olarak 1386, 972, 450, 134 bp biiyiikliiglinde dort DNA fragmenti olusmustur. 134,
450, 972 bp biiyiikliigiindeki DNA fragmentleri Cry2Aa proteinini kodlayan cry24a

genini, 1386 ve 134 bp biiyiikligiinde DNA fragmentleri ise Cry2Ab proteini

kodlayan cry2Ab genini kodlamaktadir. Kontrol suslarinin da cry2 PZR firiinlerinin
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Ddel enzimi ile kesimi sonucunda FO16, FO19 ve FO21 izolatlar ile ayni sonucu
verdikleri belirlenmistir. Yapilan restriksiyon analizi sonucunda FO16, FO19, FO21
izolatlarinin ve kontrol suslarinin cry24a ve cry2Ab genlerini birlikte tasidiklar:

belirlenmistir.

cry3, cryd, cry7, cry8, cryS, cryl2, cryl4, cry2l ve cytlA genlerine ait genel
primerlerle yapilan PZR islemi sonucunda B. thuringiensis izolatlarinin ve kontrol

suslarinin higbirinde pozitif sonug elde edilememistir.

4.6. Bacillus thuringiensis Izolatlarimin Insektisidal Kristal Proteinlerinin

Belirlenmesi

Bacillus thuringiensis izolatlarimin ve kontrol suslarinin kristal proteinleri Boliim
3.2.10° da anlatildig1 sekilde izole edilmistir. Proteinlerin analizleri % 10’luk
poliakrilamit jel kullanilarak SDS-PAGE elektroforezinde yapilmistir (Resim 4.14).

Protein bantlar1 markir ile karsilastirilarak biiytlkliikleri tespit edilmistir. Yapilan
analiz sonucunda B. thuringiensis FO21, FO16 ve FO19 izolatlarinda yaklasik
olarak 130 kDa ve 65 kDa biyiikligiinde iki protein bandinin bulundugu

belirlenmistir.

B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73, B.
thuringiensis 916’ ve B. thuringiensis subsp. kurstaki kontrol suslarinda da yaklasik
olarak biiyiikligii 130 kDa ve 65 kDa agirhigindaki iki protein bandinin, B.
thuringiensis subsp. tolworhti HD-125" de ise 130 kDa agirliginda bir protein
bandinin oldugu tespit edilmistir. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-137 susunda
ise yaklasik olarak 130 kDa, 66 kDa ve 27 kDa agirliginda ii¢ protein bandinin

oldugu belirlenmistir.

B. cereus FO24 izolatinda ve B. thuringiensis 916 kontrol susunda ise 130 kDa ve

65 kDa biiyiikliigiindeki protein bantlar1 gézlenmemistir.
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Resim 4.14. B. thuringiensis suslarina ait insektisidal kristal proteinlerin

elektroforezi

M. Protein Marker (116-B-galaktosidaz, 66-serum albumin, 45-
ovalbumin, 35- laktat dehidrogenaz, 25- restriksiyon endoniikleaz
Bsp98) 1. B. thuringiensis FO16 2. B. thuringiensis FO19 3. B.
thuringiensis FO21 4. B.thuringiensis subsp. kurstaki 5. B.thuringiensis
subsp. kurstaki HD1 6. B.thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 7. B.
thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 8. FO24 (B. cereus 1) 9. B.
thuringiensis subsp. aizawai HD-137 10. B. thuringiensis 916

4.7. Bacillus thuringiensis izolatlarinin Insektisidal Etkisinin Belirlenmesi

Bacillus thuringiensis izolatlarinin bocekler iizerine olan toksik etkileri denemeler
yapilarak belirlenmistir. Yapilan denemelerde Lepidoptera takimina ait Ephestia
kuehniella ve Coleoptera takimina ait 7Trogoderma granarium tirlerin 3. dénem
larvalar1 kullanilmigtir. Bolim 3.2.11°de anlatildigi sekilde hazirlanan spor-
parasporal kristal karisimlar1 larvalarin yiyeceklerine emdirilerek uygulanmistir

(Resim 4.15). Yedi giin sonraki larva 6liimleri kaydedilmistir.
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Resim 4.15. B. thuringiensis spor- toksin karisiminin E. kuehniella larvalari iizerine
uygulanmast
a. Spor ve parasporal kristal karisimlarinin E. kuehniella larvalarina
uygulanmasi b. FO21 izolatinin E. kuehniella larvalara uygulanmasi
c. FO16 izolatimin E. kuehniella larvalara uygulanmasi d. FO19
izolatinin E. kuehniella larvalara uygulanmasi

Larvalar ilizerinde yapilan deneme sonuglar1 kontrol suslar1 ile karsilastirilarak her
bir izolat icin ve LCsy ve LCoy9 degerleri Probit analizi ile (Cizelge 4.14), 6lim

oranlar1 ise Abbot’s esitligi ile belirlenmistir (Sekil 4.2).



Cizelge 4. 14. B. thuringiensis izolatlarinin ve kontrol suslarinin Probit analiz

sonuglari
Tzolatlar LCy LCw X D
Bt subsp. kwrstadd HD-1 1,83 5,78 25,182 ,oony
Bt subsp. kwrstadd HD-73 3,14 7.21 22,726 ,oon1
Bt subsp. dowrstadd HD 125 2,95 0,348 30,502 ,ooo
B tsubsp. Jurstafci HD-137 10,29 26,83 13,008 001
B thuringiensis 916 3,68 3,56 6,367 001
Bt subsp. kurstabd 371 0,89 3,705 001
B thuringiensis FO16 2,17 6,56 38,354 ,oony
B thuringiensis FO19 1,43 4,58 15,444 ,ooo1
B thuringiensis FO21 1,08 4,06 15,0538 ,oon1
B corenus FOH 7,83 10,00 0,186 010
B thuringiensis FO7
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Yapilan denemeler sonucunda B. thuringiensis FO21 izolatmin Lepidoptera
takimina ait Ephestia kuehniella larvalari i¢in LCsy degeri 1,08 spor-kristal kons./ml
ve LCoo degeri 4,06 spor-kristal kons./ml (X’= 18,088, df= 2, P<0,0001) olarak
hesaplanmistir. Abbot’s formiiliine gore yapilan hesaplama sonucunda FO21

izolatinin larvalar iizerinde %83 oraninda etkili oldugu belirlenmistir.

B. thuringiensis FO19 izolatinin E. kuehniella larvalar i¢in LCs degeri 1,48 spor-
kristal kons./ml ve LCq9 degeri 4,58 spor-kristal kons./ml (XZZ 18,444, df= 2,
P<0,0001) olarak hesaplanmistir. Abbot’s formiiliine gore yapilan hesaplama
sonucunda FO19 izolatimin larvalar {izerinde %80 oraminda etkili oldugu

belirlenmistir.

B. thuringiensis FO16 izolatinin E. kuehniella larvalari igin LCso degeri 2,17 spor-
kristal kons./ml ve LCoyy degeri 6,56 spor-kristal kons./ml (X2= 25,182, df= 2,
P<0,0001) olarak hesaplanmistir. Abbot’s formiiline gore yapilan hesaplama
sonucunda FO16 izolatiin larvalar iizerinde %57 oraminda etkili oldugu

belirlenmistir.

B. cereus FO24 izolatinin E. kueniella larvalar icin LCs degeri 7,83 spor-kristal
kons./ml ve LCyy degeri 19,00 spor-kristal kons./ml (X2= 13,008, df= 2, P<0, 001)
olarak hesaplanmistir. Abbot’s formiiliine gére yapilan hesaplama sonucunda FO24
izolatinin larvalar iizerinde % 13 oraninda etkili oldugu belirlenmistir. FO7

izolatinin larvalar iizerinde etkili olmadig1 belirlenmistir.

E. kuehniella larvalart i¢in B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—1 susunun LCsg
degeri 1,83 spor-kristal kons./ml ve LCy degeri 5,78 spor-kristal kons./ml
(X2=25,182, df= 2, P<0,0001), B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—73 susunun LCs
degeri 3,14 spor-kristal kons./ml ve LCy degeri 7,21 spor-kristal kons./ml
(X2=22,726, df= 2, P<0,0001), B. thuringiensis subsp. tolworthi HD—125 susunun
LCsy degeri 2,95 spor-kristal kons./ml ve LCq9 degeri 9,36 spor-kristal kons./ml
(X2=0,502, df=2, P<0,0001), B. thuringiensis subsp. aizawai HD—137 susunun LCs,
degeri 10,29 spor-kristal kons./ml ve LCoy degeri 26,83 spor-kristal kons./ml
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(X’=9,186, df= 2, P<0,010), B. thuringiensis 916 susunun LCs, degeri 3,68 spor-
kristal kons./ml ve LCyy degeri 8,56 spor-kristal kons./ml (X2=6,367, df=2, P<O0,
001), B. thuringiensis subsp. kurstaki susunun LCs, degeri 3,71 spor-kristal kons./ml
ve LCoy degeri 9,89 spor-kristal kons./ml (X’=3,705, df= 2, P<0, 001) olarak

belirlenmistir.

Abbot’ s formiiliine gore E. kuehniella larvalar1 lizerine B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1 susunun %67, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 susunun %37,
B. thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 susunun %43, B. thuringiensis subsp.
aizawai HD-137 susunun %13, B. thuringiensis 916 susunun %30 ve B.

thuringiensis subsp. kurstaki susunun %33 oraninda etkili olduklari belirlenmistir.

B. thuringiensis izolatlarinin ve kontrol suslarinin Coleoptera takimina ait

Trogoderma granarium larvalari lizerinde hicbir etkisinin olmadigi belirlenmistir.

4.8. Bacillus thuringiensis Tiirlerinin Parasproral Kristal Yapilarinin Taramah

Elektron Mikroskobu ile Belirlenmesi

B. thuringiensis izolatlarinin ve kontrol suslarinin parasporal kristal yapilar1 ve ayni
zamanda spor yapilar1 taramali elektron mikroskobu (SEM) calismas: ile

belirlenmistir.

Yapilan calisma sonucunda izolatlardan B. thuringiensis FO21 izolatiin baklava
dilimi (bipiramidal), kiibik ve yuvarlak sekilli parasporal kristal yapilar1 tasidiklar:
belirlenmistir. B. thuringiensis FO21 izolatna ait kristal yapilarin ve sporlarm

sekilleri Resim 4. 16° da verilmistir.
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Resim 4.16. B. thuringiensis FO21 izolatinin elektron mikroskop fotograflari
a. Izolatin genel goriiniisii b. parasporal kristal yapilar1 ve sporlar
c. Baklava dilimli (bk), yuvarlak (yk) ve kiibik (kk) sekilli kristal
yapilari

B. thuringiensis FO19 izolatina ait kristal yapilarin SEM goriintiileri Resim 4.17° de
verilmistir. Resimden de goriildiigii gibi B. thuringiensis FO19 izolatmin da baklava

dilimi, kiibik ve yuvarlak seklinde parasporal kristal yapilar tagidig1 belirlenmistir.
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Resim 4.17. B. thuringiensis FO19 izolatinin kristal yapilarmin elektron mikroskop
fotografi

(s-spor, bk-baklava dilimli kristaller, yk-yuvarlak kristaller, kk-kiibik
kristaller)

B. thuringiensis FO16 izolatma ait kristal yapilarin SEM gériintiileri Resim 4.18” de
verilmistir. B. thuringiensis FO16 izolatinin da yapilan ¢alisma sonucunda baklava

dilimi, kiibik ve yuvarlak seklinde parasporal kristal yapilar tagidig belirlenmistir.

Resim 4.18. B. thuringiensis FO 16 izolatinin kristal yapilarinin elektron mikroskop
fotografi

(bk-baklava dilimli kristaller, yk-yuvarlak kristaller, kk-kiibik
kristaller)
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Resim 4.19. Kontrol Bacillus thuringiensis suslarinin kristal yapilarinin elektron
mikroskop fotograflar
a. B. thuringiensis subsp. kurstaki b. B. thuringiensis subsp. kurstaki
HD-1 c. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73  d. Bacillus
thuringiensis subsp. tolworthi HD-125  e.- B. thuringiensis subsp.

aizawai HD-137 f. B. thuringiensis 916 (s;spor, bk;baklava dilimli
kristaller, yk;yuvarlak kristaller)
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Kontrol suslarinin parasporal kristal yapilarinin elektron mikroskop goriintiileri
Resim 4.19” da verilmistir. Yapilan inceleme sonucunda B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73, B. thuringiensis subsp.
tolworthi HD—-125 ve B. thuringiensis subsp. kurstaki kontrol suslariin baklava
dilimi, yuvarlak ve kiibik seklinde {li¢ parasporal kristal yapiy1 birlikte tasidiklari
belirlenmistir. B. thuringiensis subsp. aizawai HD—-137 ve B. thuringiensis 916
suslarinin ise yuvarlak sekilli parasporal kristal yapilar tasidiklar: belirlenmistir.
SEM’ de yapilan Ol¢iimler sonucunda parasporal kristal yapilarin biyiikliiklerinin

404 nm ile 3,13 pm arasinda oldugu belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada kullanilan Bacillus suglarinin 52 tanesi Ankara’nin farkli yerlerinden
alinan topragin 1sitilmasi1 ve seyreltilmesi sonucunda izole edilmistir. Bu suslarin
tanimlanmast API 20 E ve API 50 CHB test kitleri kullanilarak yapilmistir.
Biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmakta olan Bacillus thuringiensis tiirlerinin
izolasyonu asetat zenginlestirme metoduyla yapilmistir. B. thuringiensis tiirleri API
test kitlerinde B. cereus ile aym sonuglar1 verdigi i¢in tanimlanmalar1 16S rRNA

bolgelerinin ¢ogaltilmasi ve PZR firiinlerinin analizi ile gerceklestirilmistir.

Izole edilen bakterilerin tanimlanmalar1 daha hizli ve daha giivenilir bir ydéntem
olarak kullanilan API 20 E ve API 50 CHB test kitleri ile yapilmistir. Yapilan
calisma ile B. cereus (8), B. anthracis (1), B. sphaericus (5), B. subtilis (3), B.
licheniformis (3), B. laterosporus (4), B. pumilus (7), B. megaterium (2), B.
stearothermophilus (8), B. brevis (6), B. firmus (1) ve B. circulans (3) tiirlerine

toplam 52 izolatin tamimlanmasi yapilmistir (Bkz. Cizelge 4.1).

Bacillus cinsi bakterilerin siniflandirilmasinda, aerobik, Gram-pozitif, cubuk sekilli
olmalar1 ve endospor olusturmalar1 6nemli yer tutmasina ragmen, tiirlerin ayriminin
giic oldugu ve yanlis tanimlamalar yapilabilecegi bildirilmektedir. Yiiksek
derecedeki heterojenitenin standart testler ile tanimlamayi zorlastirdigi ifade
edilmektedir [6,18]. Cinsin sahip oldugu genis fenotipik ¢esitliligin ayn1 zamanda
genis bir filogenetik dagilima neden oldugu ve gelismis molekiiler tekniklerle elde
edilen kriterlerin organizmalarin gruplandirilmasinda esas yeri teskil ettii

belirtilmistir [6].

Izole edilen bircok susun birbiriyle karistirilmasi, suslar arasinda ayrim gelistirmek
ve suslarin teshisinin dogrulugunu ispatlamak zorunlulugunu glindeme getirmistir.
Ancak, smiflandirma i¢in gelistirilen morfolojik ve biyokimyasal testler ve fenotipik
ozellikler suslarin ayrimi i¢in yeterli olmadigindan degisik yontemler gelistirilmistir

[47].
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Ribozomal RNA genleri (rDNA) (16S, 23S ve 5S) bakterilerde yliksek derecede
korunmus bélgelerdir. Ozellikle de 16S rRNA genleri bakteri tiirleri arasinda
filogenetik yakinligin belirlenmesi i¢in oldukga sik kullanilmaktadir [129].

16S rRNA dizi analizinin tiir ya da cins seviyesinde bilinmeyen bakterilerin

tanimlanmasi1 ve siniflandirilmast i¢in kesin bir yontem oldugu diisiiniilmektedir

[130].

Bacillus cereus’ un tanimlanmasi ve B. cereus ile yakin olan tiirlerin ayrimi
biyokimyasal testler ile yapilmaktadir. Ancak B. cereus ve B. thuringiensis’ in
birbirinden ayrim1 biyokimyasal testler ile tam olarak yapilamamaktadir. Bu nedenle
B. cereus ve B. thuringiensis’ in 16S rRNA’ larinin degisken bdlgelerine gore 6zel
DNA problar1 olusturulmustur. Bu problarin kullanilmasi ile yapilan analizler
sonucunda biyokimyasal testlerle B. cereus olarak tanimlanan tiirlerin gercekte B.

thuringiensis oldugu anlasilmistir [67].

B. thuringiensis’ in 16S rRNA geninden olusturulan DNA problart L. cuprina’ ya
kars1 larvisidal aktivite gosteren B. thuringiensis suslari arasindaki farkliliklari

belirlemek i¢in kullanilmistir [131].

16S rRNA’ dan olusturulan DNA problart Staphylococcus, Listeria ve Legionella
tiirlerinin tanimlanmasi [132,133], karisik mikrobiyal populasyonlarin analizi [134]
ve anaerobik siliatlardan endosimbiyotik siilfat indirgeyici bakterilerin tanimlanmasi

gibi bir¢ok ¢alismada kullanilabilmektedir [135].

Calismamizda asetat zenginlestirme metodu ile topraktan izole edilen ve faz kontrast
mikroskobu ile yapilan inceleme sonucunda parasporal kristal yapilar tasidiklari
belirlenen toplam 8 izolatin tanimlanmalar1 16S rRNA dizi analizi ile yapilmigtir
(Bkz. Cizelge 4.2). Gen bankasindaki kayitlh 16S rRNA dizileri ile yapilan
karsilastirma sonucunda FO21 izolatinin Bacillus thuringiensis 2000031508
(AY138286.1) ile FO7 izolatinin Bacillus thuringiensis 2000032755 (AY138282.1)
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ile ve FOS izolatinin Bacillus thuringiensis 2000031485 (AY138289.1) susu ile %

99 oraninda benzer olduklar1 belirlenmistir.

FO16 izolatinin Bacillaceae familyasindan kiiltiire edilmemis bakteri klonu 8F345r
(AY387385.1) ile %94 oraninda, FO19 izolatinin ise Bacillus sp. H-09
(AY461750.1) susu ile %100 oraninda benzer oldugu bulunmustur.

Bacillus thuringiensis suslarmin disinda 16S rRNA dizi analizi ile FO18 ve FO14
numarali iki izolat B. megaterium ve FO15 numaral bir izolat ise B. cereus olarak
tanimlannustir. FO18 nolu izolatin Bacillus megaterium SAFN-040 (AY167803.1)
susu ile arasinda bir niikletit bakimindan farklilik oldugu ve %99 oraninda benzer
oldugu belirlenmistir. FO14 nolu izolatin da Bacillus megaterium SAFN-040 susu
(AY167803.1) ile %100 oraninda benzer oldugu tespit edilmistir.

API test kitleri ve 16S rRNA dizi analizi ile Bacillus cinsine ait toplam 60 bakteri

izolatinin tanimlanmasi yapilmistir.

Toplam hiicre proteininin, SDS-PAGE analizi ile protein yapisindaki farklarin
belirlenerek, tiir i¢i ve tiirler arasi benzerlik ve farkliliklar1 ortaya konmasinin
miimkiin oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir. Yapilan caligmalar
sonucunda mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda, 6zellikle ayni tiirler veya alt
tiirlere ait suslarin hiicresel proteinlerinin karsilastirilmasi ve ayrimi i¢in duyarh bir

teknik olan protein jel elektroforezinin kullanilabilecegi belirtilmistir [46, 48-50].

Protein elektroforezi ¢ogu bakteri taksonlarinin tanimlanmasi igin oldukca
onemlidir. Bakteri genomunun niikleotid baz dizisinin tamamlanmasindan sonra,
hiicrede ikinci seviyedeki bilgi hiicresel proteinler tarafindan elde edilir.
Elektroforezin farkli tipleri kullanilarak tiir seviyesindeki yakinliklar agiklanabilir

[136].

Bakterilerin SDS-PAGE ydntemi ile analiz edilen toplam hiicre ve hiicre dis1 protein

profillerinin DNA-DNA hibridizasyon sonuclar1 ile yakindan ilgili oldugu
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gozlenmis ve bakterilerin hizli bir sekilde tanimlanmasi i¢in uygun olabilecegi

distintilmusttr [137,138].

Bir¢ok calismada Bacillus cinsine ait suslarin diger bakteri cinslerinden ¢ok daha

fazla fenotipik olarak heterojenite gosterdikleri belirlenmistir.

Yilmaz, topraktan izole edilen toplam 29 adet Bacillus susunun SDS-PAGE yontemi
ile elde edilen protein profillerini karsilastirarak suglarin benzerliklerini ve
farkliliklarin1 belirlemeye calismistir. Yapilan calismada Bacillus tiirlerinin protein

profili yoniinden oldukca heterojen bir yap1 gosterdikleri belirlenmistir [31].

Bazi arastiricilar SDS-PAGE ile elde edilen protein profillerinin ¢esitli bilgisayar
programlar1 ile analiz edilmesinin, bakteriler arasindaki filogenetik iliskinin

aciklanmasi icin etkili bir yaklagim olabilecegini bildirmislerdir [139, 140].

Berber ve Yenidiinya, bes referans Bacillus susu ile Van Goli suyu ve gevresindeki
topraklardan izole edilen toplam 17 yerel alkalofilik Bacillus izolatin1 fenotipik
ozellikleri ve SDS-PAGE ile elde edilen hiicre dis1 protein profillerine gore
tanimlamiglardir. Hiicre dis1 protein profil sonuglar1 esas alinarak yapilan niimerik
analizle, yerel izolatlar ve referans B. megaterium’ u igeren benzerlik seviyesi %69
ve %100 arasinda degisen dort grup ve benzerlik seviyesi %70’ in tlizerinde diger
referans Bacillus tiirlerini igceren bir grup olmak ilizere bes ayr1 grup ortaya
konulmustur. Yapilan bu calisma ile SDS-PAGE yontemiyle elde edilen hiicre dist
protein profillerinin yerel alkalofilik Bacillus izolatlarinin ve diger Bacillus
tirlerinin taksonomik iligkilerinin incelenmesinde etkili bir yaklasim sagladig

gosterilmistir [141].

Toprak, bitki ve su gibi farkli kaynaklardan izole edilen yedi adet B. thuringiensis
izolat1 ve bes adet kontrol B. thuringiensis suglar1 arasindaki benzerlikler RAPD
DNA markirlar kullanilarak belirlenmeye ¢alisilmistir. Yapilan calismada, Jaccard’s

benzerlik indeksine gore izolatlar arasinda %67,5 oraninda benzerlik oldugu
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belirlenmistir. Olusturulan dendrogramda kontrol suslari ile yerel izolatlarin farkli

gruplarda yer aldigi tespit edilmistir [142].

Caligmamizda tanimlanan izolatlarin SDS-PAGE ile toplam hiicre protein profilleri
analiz edilmis ve elde edilen protein bantlarindaki farkliliklar POPGEN istatistik
programinda degerlendirilerek bireyler arasindaki genetik uzakliklar UPGMA
(unweighted pair group methods) metodu ile hesaplanmistir (Bkz. Cizelge 4.7).
Izolatlarin protein profilleri arasindaki benzerlikler ve farkliliklar kullanilarak
TREEWIEV bilgisayar programinda filogenetik iliskiyi gosteren dendrogramlar
olusturulmustur (Bkz. Sekil 4.1). Olusturulan dendrograma gore Bacillus tiirleri iki

ana grupta toplanmislardir.

Birinci ana grupta B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis tiirlerine ait izolatlar ve
kontrol B. thuringiensis suslar1 yer almistir. Birinci ana grupta yer alan bakteri
tiirleri arasindaki genetik uzakliklarin % 1 ile % 79 arasinda degistigi belirlenmistir.
Grupta yer alan izolatlarin protein profili yoniinden benzerlik gosterdikleri, 73 ve 46
kDa agirliginda iki protein bandinin biitlin izolatlar da bulundugu belirlenmistir. B.
thuringiensis FO21, FO7 ve FOS8 izolatlarmin protein profili yoniinden benzer
olduklar1 ancak bazi bantlar bakimindan aralarinda farklilik oldugu goriilmiistiir. B.

thuringiensis FO7 ve FO8 izolatlarinin B. thuringiensis FO21 izolatma olan genetik

uzakliklari da sirastyla % 26 ve % 33 olarak belirlenmistir.

B. thuringiensis FO16 ve FO19 izolatlar1 protein profili yoniinden B. thuringiensis
FO21 izolat: ile karsilastirildiginda aralarinda farklilik olmadigi ve protein profili
bakimindan izolatlarm ayn1 oldugu gériilmiistiir. iki izolatin B. thuringiensis FO21

izolatina olan genetik uzakliklara ise % 58 olarak hesaplanmistir.

Bacillus thuringiensis izolatlarinin kontrol suslart ile protein profili bakimindan
karsilastirilmast sonucunda protein bantlar1 bakimindan benzer olduklari, ancak bazi
bantlar yoniinden de farkliliklar gosterdikleri belirlenmistir. Bacillus thuringiensis
olarak tamimlanan FO21 izolatimn kontrol suslarindan B. thuringiensis subsp.

kurstaki HD—1 ve B. thuringiensis subsp. tolworthi HD—125 ile protein profili
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yoniinden benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu izolatin B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD—1 susuna olan genetik uzaklig1t % 35, B. thuringiensis subsp. tolworthi

HD-125 susuna olan genetik uzaklig1 ise % 8 olarak hesaplanmuigtir.

Ikinci ana grupta ise Bacillus cinsine ait B. megaterium, B. stearothermophilus, B.
subtilis, B. firmus, B. brevis, B. laterosporus, B. sphaericus, B. pumilus, B. circulans
olarak tanimlanan diger tiirler yer almaktadir. Ikinci ana grupta yer alan izolatlarin
genetik uzakliklari ise %4 ile %95 arasinda oldugu belirlenmistir. Grupta yer alan
bakteri tlirlerinin protein profili yoOniinden olduk¢a heterojen bir dagilim
gosterdikleri belirlenmistir. Tirlerin kendi igerisinde bazi bantlar yo6niinden
benzerlik gdstermelerine ragmen farkli protein yapilarina sahip olduklar

belirlenmistir.

Calismamizda izolatlar arasinda benzer elektroforetik goriiniim olmasina ragmen,
tirler arasinda farkliliklarin bulundugu tespit edilmistir. Ayn1 tiire ait izolatlarin
birbirine benzer elektroforetik bir yap1 gostermelerine ragmen, izolatlar arasinda

ayriliklarin da olabildigi, ancak tiirlerin birbirinden ayrildiklar1 goriilmiistiir.

Bacillus cinsi bakterilerde plazmit DNA izolasyonu ve teshisine dayali ¢calismalara
olan ilgi artmaktadir. Bircok Bacillus tiiriinde plazmit DNA arastirilmustir. Ozellikle
bazi Bacillus suslarmin antibiyotiklere direng 0Ozelligi tasiyan plazmitler
bulundurmasi, rekombinant DNA c¢alismalarinda vektor olarak kullanilabilmeleri

sansin1 artirmis ve bir¢ok c¢aligsma i¢in aranilan tiirler olmalarina neden olmustur [34,

43].

Genelde Bacillus tiirlerinin igerdigi plazmitlerin kriptik plazmitler oldugu belirtilmis
olmasina ragmen [34,43], B. thuringiensis’ in bir plazmitinin insektisidal kristal
protein iretimiyle ilgili oldugu yapilan ¢aligmalarla bildirilmistir [143-145]. Baz1
tirlerin ise plazmit DNA kaynakli antibiyotik diren¢ geni tasidiklar1 ve bu tiirler
arasinda yer alan B. cereus, B. licheniformis, B. subtilis, B. stearothermophilus ve B.
subtilis tiirlerinin tetrasiklin antibiyotigine, B. sphaericus’ un kloramfenikol

antibiyotigine [38] ve yine B. subtilis’ in eritromisine direngli olma o&zelligi
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tagidiklar tespit edilmistir [43]. Bunlarin yani sira, B. megaterium’ un {irettigi
megasin A gibi bazi bakteriyosinlerin [146] ve B. amyloliguefaciens’ in alfa amilaz
enziminin iiretiminde oldugu gibi baz1 farkli metabolik aktivitelerin de plazmit DNA

ile kontrol edildigi bildirilmektedir [147] .

Yoshimura ve arkadaslari, 111 adet Bacillus susunun plazmit DNA’ larini sezyum
kloriir-etidyum bromiir denge santrifligasyon metoduna gore izole etmislerdir.
Yapilan calisma sonucunda yalnizca suslarin 13 tanesinde plazmit DNA bulundugu

ve biiyiikliiklerinin de 2,8 ile 45,2 Md arasinda degistigi belirlenmistir [43].

Omboui ve arkadaglari, siitten izole ettikleri toplam 72 adet B. cereus izolatinin
antibiyotik direnclilik ve plazmit DNA profillerini arastirdiklar1 calismalarinda,
izolatlarin % 72’ sinde sayilar1 1 ile 5, biiytikliikleri ise 0,1- 60 Md arasinda degisen
plazmit DNA’ ya rastlamiglardir. Arastirmacilar tiim sugslarin  ampisilin
antibiyotigine direngli oldugunu ancak bunun plazmit DNA ile iliskili olmadigim

bildirmislerdir [148].

Celebi ve arkadaslarinin tiropatojen E. coli suslarinin antibiyotiklere kars1 gostermis
oldugu direncin plazmit DNA ile olan ilgisi lizerine yaptiklar1 calismada, E. coli
suslarinin sayilart 1 ile 10 arasinda degisen, 1- 24 kb biiytikliiglinde plazmit DNA
tagidiklar1 belirlenmistir. Ancak plazmit DNA varhigi ile antibiyotik direnglilik
arasinda bir baglanti olmadigini belirtmislerdir. [149].

Calismamizda toplam 67 Bacillus susunun 64 tanesinde plazmit DNA tespit edilmis,
3 tanesinde ise plazmit DNA’ ya rastlanmamistir (Bkz. Cizelge 4.8, Resim 4.6—
4.10). Izolatlarin tasidig1 plazmit sayis1 1-9 arasinda bulunmustur. Plazmit DNA’
larin biiyiikliikleri A-pUC mix-Markir 4 ile karsilastirilarak hesaplanmis ve plazmit
DNA biiyiikliiklerinin yaklagik olarak >19,3 kb ile 1,1 kb arasinda oldugu

belirlenmistir.

B. cereus tiiriine ait izolatlarinin sayilar1 1-5, biiyiikliikleri yaklagik >19,3 kb ve 1,2

kb arasinda olan plazmit DNA tasidiklar1 belirlenmistir. B. anthracis olarak
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tanimlanan FO25 izolatinin 19,3 kb biiyiikliigiinde bir adet plazmit DNA tasidig
belirlenmistir. B. megaterium olarak tanimlanan izolatlarin >19,3 ve 19,3 kb
biiyiikliigiinde iki plazmit DNA’ ya sahip olduklari, ancak FO18 nolu izolatin
plazmit DNA tasimadig1 goriilmistiir. B. pumilus izolatlarinin sayilar1 2—3 arasinda
degisen >19,3 kb ve 6,1 kb biiyiikliigiinde plazmit DNA’ ya sahip olduklar1, FO23
numarali B. pumilus izolatinin ise plazmit DNA tasimadigi belirlenmistir. B.
sphaericus izolatlarinin >19,3, 19,3 ve 1,1 kb biiyiikliiklerinde sayilar1 1-2 arasinda
degisen plazmit DNA’ lara sahip olduklari tespit edilmistir. B. brevis izolatlarinda
sayilar1 1-5, biiytikliikleri >19,3 kb ile 1,1 kb arasinda degisen plazmit DNA’ lar
belirlenmistir.  B. subtilis, B. laterosporus, B. licheniformis, B. firmus ve B.
circulans 1izolatlarinin 19,3 kb biiytikliigiinde birer adet plazmit DNA tasidiklar
tespit edilmistir.

Bacillus thuringiensis tiirlerinin halkasal ve lineer yapida ¢esitli plazmit DNA

tasidiklar1 ve cry genlerin bu plazmitler tizerinde bulundugu bilinmektedir [150].

Clark ve arkadaslari, B. thuringiensis subsp. israelensis susunda, hiicre i¢i kristal
protein tretimi ile ilgili oldugunu bildirdikleri 108 kb biiyiikliigiindeki bir plazmit
DNA izole ettiklerini rapor etmislerdir [144]. Jaoua ve arkadaslar ise, Bacillus’ lar
da hiicre i¢i kristal proteinini kodlayan genlerin 30 Md’ dan biiyiik oldugunu
bildirmislerdir [145]. Himeno ve arkadaslar1 da, B. thuringiensis subsp. israelensis’
de delta endotoksin proteini ile iligkili 72 Md biiytikliiglinde bir plazmit ve 4- 4,4
Md biiytikliigiinde kiiciik plazmitlerin bulunabilecegini bildirmislerdir [151].

B. thuringiensis subsp. thuringiensis susunun 12 ile 16 molekiilden olusan, 3,6- 5,3-
6,8 ve 8,3 Md biiytikliiglinde 4 biiyiik ve 1 ile 3 molekiilden olusan, 2,0- 10,7- 12,5-
13,4- 28,2- 29,6 ve 33,0 Md biiyiikliigiinde 7 kiiciik plazmit DNA olmak {izere
toplam 11 adet plazmit DNA’ ya sahip oldugu belirlenmistir. B. thuringiensis subsp.
kurstaki susunda 2,4- 5,0- 6,3 ve 10,3 Md biiyiikliigiinde, B. thuringiensis subsp.
aizawai susunda ise 5,6- 6,6- 8,0 ve 15,2 Md biiyiikiiglinde 4 plazmit DNA
bulundugu tespit edilmistir [43].
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Arjantin’ de topraktan izole edilen B. thuringiensis INTA 51-3 susunda 4,9- 9,6- 30
ve 40 Md biiyiikliigiinde dort plazmit DNA’ nin bulundugu ve B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1" in plazmit DNA’ lar1 ile benzer olduklar1 belirlenmistir [152].

Apaydin ve arkadaslari, Tiirkiye’ nin Orta Anadolu ve Akdeniz Bdlgesinin tarim
alanlarindan izole ettikleri B. thuringiensis suslarinda 15 kb biiytikliigiinde biiytik
bir plazmit DNA’ nin bulundugunu ve bazi izolatlarin ise 15 kb ile 22 kb arasinda

degisen biiyiikliiklerde plazmit DNA tasidiklarini tespit etmislerdir [78].

Calismamizda Bacillus thuringiensis tlrlerine ait kontrol suslarinin ve izolatlarin
tagidiklar1 plazmit DNA’ lar tespit edilmistir (Bkz. Resim 4. 10). B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD—1 susunun 19,3- 5,5- 4,5 ve 1,2 kb biiyiikliigiinde 4 adet, B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 susunun 19,3- 11,3- 5,5 ve 4,7 kb
biiytlikliigiinde 4 adet, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—125 susunun 19,3- 11,3-
6,6 ve 5 kb biiyiikliiglinde 4 adet, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—137 19,3- 6,6
ve 4,2 kb biiyiikliigiinde 3 adet, B. thuringiensis 916, B. thuringiensis RSKK380 ve
B. thuringiensis Mu4 suslarinin ise 19,3 kb biiyiikliigiinde 1 adet plazmit DNA

tasidigi belirlenmistir.

B. thuringiensis olarak tammlanan FO21 izolatinin 19,3- 5,5- 45 ve 1,2 kb
biiytlikliigiinde 4 adet plazmit DNA tasidigi ve kontrol suslarindan B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1 ile plazmit DNA profili yoniinden ayni oldugu belirlenmistir.
B. thuringiensis FO7 ve FOS izolatlarinda ise 19,3 biiyiikliigiinde bir adet plazmit
DNA, B. thuringiensis FO16 ve FO19 izolatlarinda ise 19,3- 11,8- 5,5 ve 1,2 kb
biiytlikliigiinde 4 adet plazmit DNA tespit edilmistir.

Gilintimiizde o6zellikle gelismis {llkelerde tarim alanlarinda biiyiik ekonomik
kayiplara neden olan zararli bocekler ile miicadele kullanilan kimyasal ilaglarin
ekosistemde meydana getirmis oldugu zararli etkiler nedeniyle alternatif yontemler
gelistirilmeye baslanmistir. Bu yontemlerin en 6nemlisi de biyolojik miicadeledir.
Biyolojik miicadelede bakteriler, virlisler, mantarlar, nematodlar ve protozoa

grubuna ait organizmalar biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmaktadir. Bunlar
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arasinda, toprak grubu bakteriler en cok gelecek vaat eden biyolojik kontrol
ajanlaridir. Ozellikle Bacillus grubu bakteriler onemli bir yer teskil ederler.
Biyolojik miicadelede kullanilan mikroorganizmalarin =~ %90’nin1  Bacillus

thuringiensis olusturmaktadir.

Calismada topraktan asetat zenginlestirme metodu ile izole edilerek 16S rRNA dizi
analizi sonucunda B. thuringiensis olarak tanimlanan tiirlerin biyoinsektisit

ozellikleri belirlenmeye ¢alisilmistir.

B. thuringiensis’ in insektisidal aktivitesinin, sporulasyon sirasinda parasporal
kristal formda proteinleri sentezleyebilme yeteneginden dolay1 oldugu bildirilmistir.
Bu kristal proteinler plazmit DNA {izerinde yerlesen cry genleri tarafindan
sentezlenmektedir. cry gen ¢esitlerinin insektisidal aktivite ile ilgili oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Bu yilizden bir B. thuringiensis susunun cry gen
igeriginin tanimlanmasi o susun insektisidal potansiyelinin belirlenmesinde yardime1
olmaktadir. Son on yildan bu yana B. thuringiensis izolatlarinin cry gen

igeriklerinin belirlenmesi i¢in PZR’a dayali yontemler kullanilmaktadir [153- 155].

[k olarak Carozzi ve arkadaslari, crylAb, cry3A ve cry4A genlerinden olusturulan
primerler kullanilarak PZR reaksiyonu ile 28 adet izolatin, biyolojik aktivite ve

amplifikasyon iiriin profiline gore toksisitelerini belirlemisledir [66].

Ceron ve arkadaslari, Meksika’ da topraktan izole edilen 11 adet B. thuringiensis
izolatinin PZR metodu ile cryl genlerini analiz etmislerdir. Yapilan calisma
sonucunda izolatlarin ¢ogunun cryld(a), crylA(b) ve crylA(c) genlerini tasidiklarini
tespit edilmistir [156].

Bravo ve arkadaglari, 503 toprak Orneginden izole ettikleri toplam 496 B.
thuringiensis izolatlarint cryl, cry3, cryS, cry7, cry8, cry9, cryll, cryl2, cryl3,
cryld, cry21 ve cyt genlerini belirlemek i¢in genel ve 6zel primerler kullanarak PZR
ile analiz etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda izolatlarin % 49,5’ nin cryl, %

21,7’ sinin cry3, % 7,9’ unun cryll ve cyt geni tasidiklarini, cry7, cry8 ve cry9
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genlerinin ¢ok nadir olarak bulundugunu ve cry5, cryl2, cryl3, cryld ve cry2l

genlerinin ise higbir izolatta bulunmadigini belirlemislerdir [120].

Latin Amerika iilkelerinden izole edilen B. thuringiensis izolatlariin sivrisineklere
kars1 toksik etki gosteren proteinleri sentezleyen cry ve cyt genleri cytl, cyt2, cry2,
cry4A, cry4B, cryl0, cryll, cryl7, cryl9, cry24, cry25, cry27, cry29, cry30, cry32,
cry39 ve cry40 genlerine 0zgii primerler kullanilarak analiz edilmistir. Yapilan
calisma sonucunda LBIT315, LBIT348 ve IB604 numarali izolatlarin 4. aegypti ve
C. quinquefasciatus larvalarina kars1 B. thuringiensis subsp. israelensis susundan {i¢
kata daha fazla toksik etki gosterdigi ve izolatlarin cry44, cry4B, cryll, cytl ve cyt2
genlerini tagidiklari belirlenmistir [157].

Bobrowski ve arkadaslari, A. gemmatalis (Lepidoptera:Noctuidae) larvalarina karsi
% 90 oraninda toksik etki gosterdigini belirledikleri B. thuringiensis izolatlariin
cryl genlerini genel primerler (CJI-1, CJI-2) kullanarak PZR ile analiz etmisler ve
calisma sonucunda toksik etki gosteren izolatlarin 280 bp biiyiikliigiinde pozitif bir
iirlin verdiklerini, toksik etki gdstermeyen izolatlarin ise higbir iirlin vermediklerini
ya da 200-900 bp biiyiikliigiinde iiriinler meydana getirdiklerini tespit etmislerdir
[158].

Calismamizda Bacillus thuringiensis izolatlarmin ve kontrol suslarinin cry gen
analizleri cryl, cry2, cry3, cry4, cry7, cry8, cry3, cryl2, cryl4, cry2l ve cytl genleri
icin olusturulmus genel primerler (Bkz. Cizelge 3.1) kullamilarak PZR ile

belirlenmistir.

Bacillus thuringienis olarak tanimlanan FO21 izolatinin cryl genel primeri ile
yapilan PZR sonucunda yaklasik olarak 272 bp’ lik bir PZR {iriinii verdigi tespit
edilmistir (Bkz. Resim 4.11.). Kontrol suslarindan B. thuringiensis subsp. kurstaki
HD-1, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73, B. thuringiensis subsp. aizawai
HD-137 ve B. thuringiensis 916’nin cryl genel primeri ile yaklasik olarak 272 bp’
lik, B. thuringiensis subsp. tolworthi HD—125 ve B. thuringiensis subsp. kurstaki
suslarinin ise cryl genel primeri ile yaklasik olarak 290 bp’ lik bir PZR iirlini
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verdikleri  belirlenmistir. Elde edilen sonuglar yapilan c¢alismalar ile
karsilagtirildiginda B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—1 susunun 272 bp’ lik PCR
tiriinii ile cryl A genlerini, B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—73 susunun crylAc,
B. thuringiensis subsp. aizawai HD—137 susunun crylAa, cryl1C ve crylD genlerini,
B. thuringiensis subsp. tolworthi HD—125 susunun ise 290 bp’lik PCR {iriinii ile
crylE genlerini tasidiklar1 belirlenmistir. FO21 izolatimnda kontrol grubu ile
yapilan karsilastirma sonucunda 272 bp’ lik PZR f{iriinii ile cy1A genlerini ihtiva
ettikleri dugsiiniilmektedir. B. thuringiensis RSKK380 ve B. thuringiensis Mu4

suslarinda cryl genel primeri ile higbir amplifikasyon gozlenmemistir.

B. cereus izolatlarmin cryl primeri ile yapilan analizi sonucunda FO24 izolatinin
yaklasik olarak 410 bp’lik bir PZR iiriinii verdigi tespit edilmistir (Bkz. Resim
4.11.). Diger B. cereus izolatlarinda cryl primeri ile pozitif reaksiyon

gbzlenmemistir.

Wang ve arkadaslar tarafindan Cin’in farkli ekolojik bdlgelerinden izole edilen B.
thuringiensis izolatlari, yeni cry genlerinin belirlenmesi ve cry genlerinin gesitliligi
ve dagiliminin belirlenmesi i¢in analiz edilmistir. Bu ¢alismaya gore izolatlarin %
76,5 inin cryl tipi, % 70° nin cry2 tipi ve % 15,5’ inin c¢r)9 tipi gen tasidiklarini
belirlemislerdir. Yeni cryl ve cry2 genlerinin belirlenmesi i¢in A/ul ve Sau3Al
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile RFLP analizine gore yeni bir cryl A tipi gen

belirlemislerdir [159].

Arjantin’in farkli kaynaklarinda izole edilen B. thuringiensis suslarinin cry2
genlerinin tanimlanmasi i¢in PCR-RFLP metodu kullanilmigtir. Caligma sonucunda
cry2Aa, cry2Aa/cry2Ab ve cry2Ab olmak tizere 3 farkli cry2 gen profili
belirlenmistir [118].

Calismamizda cry2 primeri ile yapilan PZR islemi sonucunda FO16, FO19 ve FO21
izolatlarinin yaklasik 1556 bp biiylikliiglinde pozitif bir {iriin verdigi belirlenmistir
(Bkz. Resim 4.12). Elde edilen sonuca gore 16S rRNA dizi analizine gore kiiltiire
edilmemis bakteri klonu 8F345r (AY387385.1) susuna % 94 oraninda benzerlik
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gosteren FO16 izolatinin ve Bacillus sp. H-09 (AY461750.1) susu ile % 100
oraninda benzerlik gosteren FO19 izolatinin Bacillus thuringiensis oldugu kesin

olarak belirlenmistir.

cry2 gen profilini belirlemek i¢in cry2 genel primeri ile pozitif sonug veren PZR
tirtinleri Ddel (Genmark) restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilerek restriksiyon
par¢a uzunluk polimorfizimleri belirlenmistir. Ddel enzimi ile kesim sonucunda B.
thuringiensis FO16, FO19 ve FO21 izolatlarinda 1386, 972, 450, 134 bp
blyiikliigiinde dort DNA fragmenti olustugu tespit edilmistir (Bkz. Resim 4.13).
Literatiir ile yapilan karsilastirma sonucunda 134, 450, 972 bp biiyiikliiglindeki
DNA fragmentlerinin Cry2Aa proteinini kodlayan cry2Aa genini, 1386 ve 134 bp
biiyiikliigiinde DNA fragmentlerinin ise Cry2Ab proteini kodlayan cry2Ab genini
kodladig1 belirlenmistir. Kontrol B. thuringiensis izolatlarinin da Ddel enzimi ile
RFLP analizi sonucunda dogal izolatlarla ayni biiyiiklikde DNA fragmentleri
meydana getirdikleri belirlenmistir. Yapilan restriksiyon analizi sonucunda B.
thuringiensis FO16, FO19, FO21 izolatlarinin ve kontrol suslarmin cry2Aa ve
cry2Ab genlerini birlikte tasidiklar1 ve cry2 gen profillerinin cry2Aa/cry2Ab oldugu

belirlenmistir.

Calismamizda cry3, cry4, cry7, cry8, cry5, cryl2, cryl4, cry2l ve cytlA genlerine
ait genel primerlerle yapilan PZR islemi sonucunda B. thuringiensis izolatlarinin ve

kontrol suslarinin hig¢birinde pozitif sonug elde edilememistir.

Bacillus  thuringiensis suglarmin cryl genlerinin  130-160 kDa agirliginda
Lepidoptera larvalar1 iizerinde toksik etki goOsteren, cry2 genlerinin 65 kDa
agirhiginda proteinler sentezledikleri ve Cry2A proteinlerinin hem Lepidoptera hem
de Diptera larvalarina karsi, Cry2B proteinlerinin ise sadece Lepidoptera larvalar

tizerinde toksik etki gosterdikleri yapilan calismalarla gosterilmistir [81,160, 161].

Yapilan c¢alismada kristal gen icerikleri belirlenen Bacillus thuringiensis
izolatlarinin ve kontrol suslarinin cry genleri tarafinda sentezlenen insektisidal

kristal proteinleri SDS-PAGE yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen bantlarin
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Protein markir ile karsilastirmasi sonucunda cryl ve cry2 geni tastyan B.
thuringiensis FO21, FO16 ve FO19 izolatlarmin yaklasik olarak 130 kDa ve 65 kDa
biiytlikliigiinde iki protein bandina sahip olduklar1 belirlenmistir. Kontrol suslarinin
SDS-PAGE ile analizi sonucunda B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-73, B. thuringiensis 916’ ve B. thuringiensis
subsp. kurstaki suslarinda da yaklasik olarak biiytikligii 130 kDa ve 65 kDa
agirhigindaki iki protein bandinin, B. thuringiensis subsp. tolworhti HD—125" de ise
130 kDa agirliginda bir protein bandinin oldugu tespit edilmistir. B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD—137 susunda ise yaklasik olarak 130 kDa, 66 kDa ve 27 kDa
agirhiginda {i¢ protein bandinin oldugu belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda
130kDa agirligindaki proteinin cryl geni, 65 kDa agirhigindaki proteinin ise cry2

geni tarafindan sentezlendigi tespit edilmistir.

Bacillus  thuringiensis suslarmin insektisidal aktiviteleri ¢ogunlukla Cry
proteinlerine ve bocek cesidine gore degismektedir. B. thuringiensis’ in dogal
izolatlar1 Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera ve Acari gibi
farkli bocek takimlarma kars1 biyolojik pestisit olarak kullanilmaktadir [162]. ilave
olarak B. thuringiensis’ in baz1 suslarinin nematodlar ve protozoalara kars1 toksik

olabilecegi de yapilan ¢aligmalarla bildirilmistir [163].

Calismamizda Bacillus thuringiensis izolatlarinin biyolojik aktiviteleri Lepidoptera
takimina ait Ephestia. kuehniella ve Coleoptera takimina ait Trogoderma granarium
tirlerinin 3. donem larvalart {izerinde yapilan denemelerle belirlenmeye
calisilmigtir. Denemeler ticlii tekrar gruplar seklinde nemi %70 + 5, sicaklig1 27 +
0,5°C ve foto periyodu 16:8 (1s1k: karanlik) olan yetistirme odalarinda yedi giin
siresince yapilmistir. Larvalar {izerinde yapilan deneme sonuglari kontrol suslari ile
karsilastirilarak her bir izolat i¢cin ve LCsy ve LCoy degerleri Probit analizi ile (Bkz.

Cizelge 4.10), 6liim oranlar1 ise Abbot’s esitligi ile belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.2).

Yapilan ¢alisma sonucunda B. thuringiensis FO21 izolatiin Lepidoptera takimina
ait Ephestia kuehniella larvalar1 i¢cin LCsy degeri 1,08 spor-kristal kons./ml ve LCyqg

degeri 4,06 spor-kristal kons./ml olarak hesaplanmistir. Larvalar lizerinde % 83
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oraninda etkili oldugu belirlenmistir. B. thuringiensis FO19 izolatin E. kuehniella
larvalar1 i¢in degeri 1,48 spor-kristal kons./ml ve LCq9 degeri 4,58 spor-kristal
kons./ml olarak hesaplanmigtir. Larvalar {izerinde % 80 oraninda etkili oldugu
belirlenmistir. B. thuringiensis FO16 izolatinin E. kuehniella larvalari icin LCsg
degeri 2,17 spor-kristal kons./ml ve LCy9 degeri 6,56 spor-kristal kons./ml olarak
hesaplanmustir. B. thuringiensis FO16 izolatinmn larvalar {izerinde % 57 oraminda
etkili oldugu belirlenmistir. B. cereus FO24 izolatinin E. kueniella larvalar icin
LCso degeri 7,83 spor-kristal kons./ml ve LCqy degeri 19,00 spor-kristal kons./ml
olarak hesaplanmistir. Abbot’s formiiliine goére yapilan hesaplama sonucunda B.
cereus FO24 izolatimin larvalar {izerinde % 13 oraninda etkili oldugu belirlenmistir.
B. thuringiensis FO7 izolatinin larvalar iizerinde etkili olmadig1 belirlenmistir.

Sonuglar P<0,0001 oraninda istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—1 susunun E. kuehniella larvalart i¢in LCsg
degeri 1,83 spor-kristal kons./ml ve LCyy degeri 5,78 spor-kristal kons./ml, B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD—73 susunun LCs, degeri 3,14 spor-kristal kons./ml
ve LCqg degeri 7,21 spor-kristal kons./ml, B. thuringiensis subsp. tolworthi HD—125
susunun LCsy degeri 2,95 spor-kristal kons./ml ve LCqy degeri 9,36 spor-kristal
kons./ml, B. thuringiensis subsp. aizawai HD—137 susunun LCsy degeri 10,29 spor-
kristal kons./ml ve LCyy degeri 26,83 spor-kristal kons./ml, B. thuringiensis 916
susunun LCsy degeri 3,68 spor-kristal kons./ml ve LCqy degeri 8,56 spor-kristal
kons./ml, B. thuringiensis subsp. kurstaki susunun LCsy degeri 3,71 spor-kristal
kons./ml ve LCq degeri 9,89 spor-kristal kons./ml olarak hesaplanmistir. E.
kuehniella larvalar1 lizerine B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 susunun %67, B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 susunun %37, B. thuringiensis subsp. tolworthi
HD-125 susunun %43, B. thuringiensis subsp. aizawai HD—137 susunun %13, B.
thuringiensis 916 susunun %30 ve B. thuringiensis subsp. kurstaki susunun %33

oraninda etkili olduklar1 belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore B. thuringiensis FO21 (%83) ve B. thuringiensis FO19

(%80) izolatlarmin Lepidoptera larvalarina kars1 kontrol grubundan daha yiiksek
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toksik etki gosterdigi, B. thuringiensis FO16 (%57) izolatimn ise HD-1 (%67)
susundan daha az toksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Obeidat ve arkadaslari, Urdiin® {in farkli cografik alanlarindan izole edilen B.
thuringiensis serotiplerinin Ephestia kuehniella larvalari iizerine olan etkisini
arastirmiglar ve bu caligma ile serotiplerin LCsy degerlerinin 5,83- 7,25 spor-kristal
kons./ml arasinda degistigini belirlemislerdir. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1
susu (LCso= 4.61) ile yapmis olduklart karsilastirma ile de dogal izolatlarin daha
diisiik aktiviteye sahip olduklarini belirlemislerdir [122]. Calismamiz da ise dogal
izolatlarin LCsy degerleri 1,08-2,17 spor-kristal kons./ml degerleri arasinda
bulunmus ve HD—1 susu (LCso= 1,83) ile yapilan karsilastirmada ise FO21 ve FO19

izolatlarinin daha yiiksek aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir.

Saadoun ve arkadaslari, topraktan izole ettikleri B. thuringiensis izolatlariin D.
melonagaster larvalar1 i¢in LCsy degerlerinin 4,60- 8,65 spor-kristal kons./ml, C.
pulex i¢in ise LCsy degerlerinin 5,30- 6,74 spor-kristal kons./ml arasinda degistigini
rapor etmiglerdir [164].

Calismada B. thuringiensis izolatlarinin ve kontrol suslarinin Coleoptera takimina
ait Trogoderma granarium larvalart lizerinde higbir etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Clinkii bu izolatlarin Coleoptera takimi bdcekler lizerinde etkili olan
proteinleri sentezleyen cry3, cry7 ve cry8 genlerinden higbirini tagimadiklart yapilan

PZR analizi ile tespit edilmisti.

Kore’de toprak izole edilerek tanimlamasi yapilan B. thuringiensis K1 izolatinin
insektisidal aktivitesinin B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—1’den ¢ok farkli
oldugu belirlenmistir. izolatin Spodoptera exigua larvalarina karst HD—1 susundan
daha aktif ve Plutella xylostella larvalaria karsi ise HD—1 susundan daha toksik
oldugu rapor edilmistir [165]. Wang ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada
cryl genleri tasiyan B. thuringiensis izolatlarinin spor-toksin karigimlarinin
Helicoperva virescens ve Helicoperva zea larvalarina karst %71-83 oraninda etkili

olduklar1 belirlenmistir [159].
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Kristal genleri tarafindan sporulasyon sirasinda sentezlenen ve hedef bocek grubu
lizerinde insektisidal etki gdsteren kristal proteinlerinin, hiicre icerisinde farkli
sekillerde bulunan inkliizyonlarda toplandigi yapilan calismalarla bildirilmistir.
Elektron ve 151tk mikroskobunda yapilan ¢alismalar sonucunda Cryl proteinlerinin
baklava dilimli, Cry2 proteinlerinin kiibik ve baklava dilimli, Cry3 proteinlerinin
diiz kare ve Cry4 ve Cyt proteinlerinin ise sekilsiz ve karmasik yapilarda bulundugu
belirlenmistir [166] Lepidoptera takimina ait bocekler {lizerinde toksik etkiye sahip
olan B. thuringiensis subsp. kurstaki alttiirii genellikle bir adet baklava dilimli ve bir
adet yuvarlak yapili kristalleri tasirken [167], sinekler ve sivrisinekler iizerinde
toksik etki gbsteren B. thuringiensis subsp. israelensis alttiirlinlin ise etrafi ag ile
cevrilmis ¢esitli bliyliklikkte ve sekillerde fazla sayida cisimcik tasidiklar
belirlenmistir [168,169].

Taiwan’ da izole edilen dogal B. thuringiensis subsp. kurstaki A3—4 izolatinin
taramal1 ve gegirmeli elektron mikroskobunda yapilan incelemeleri sonucunda hiicre
icerisinde gomiilli halde bulunan tipik baklava dilimli kristal yapilarin oldugu tespit

edilmistir [123].

B. thuringiensis suglarmin kristal morfolojileri, etki gdsterecekleri hedef bdcek
grubu hakkinda bilgi vermektedir [170]. Bu ylizden B. thuringiensis izolatlarinin
kristal morfolojilerini belirlemek amaciyla izolatlar sporlanma besiyerinde
yetistirilmis ve preparatlar hazirlanarak taramali elektron mikroskobunda
incelemeler yapilmustir. Yapilan galisma ile B. thuringiensis FO21 izolatmin
baklava dilimi (bipiramidal), kiibik ve yuvarlak sekilli parasporal kristal yapilari
tasidiklar1 belirlenmistir (Bkz. Resim 4.16). B. thuringiensis FO21 izolatmin tasimis
oldugu cryl ve cry2 genleri tarafindan sentezlenen 130 kDa ve 65 kDa agirligindaki
kristal proteinlerin bu yapilarda toplanmis oldugu tespit edilmistir. Cry2 proteini
sentezledikleri belirlenen B. thuringiensis FO16 ve FO19 izolatlariin da baklava

dilimi, kiibik ve yuvarlak sekilli parasporal kristal yapilar1 tagidiklar1 goriilmiistiir.

Kontrol suslarindan B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—1, B. thuringiensis subsp.

kurstaki HD-73, B. thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 ve B. thuringiensis
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subsp. kurstaki’ nin de ii¢ parasporal kristal yapiy1 birlikte tasidiklar1 belirlenmistir.
B. thuringiensis subsp. aizawai HD-137 ve B. thuringiensis 916 suslarinin ise
yuvarlak sekilli parasporal kristal yapilar bulundurduklar: tespit edilmistir. Kristal
morfolojilerinin hedef bocek grubu ile olan ilgisi bakimindan sonuglari
degerlendirdigimizde bipramidal yapida kristal tasiyan izolatlarin Lepidoptera

takimi1 bocek grubu iizerinde etkili oldugu yapilan bu ¢aligsma ile belirlenmistir.

Bu c¢alismada toprak orneklerinden izole edilen Bacillus tiirlerinin tanimlanmalari
API test kitleri ile yapilmistir. Tanimlanan bu tiirlerin birbirine olan genetik
uzakliklar1 toplam hiicre protein profillerine gore belirlenmistir. Toplam hiicre
protein analizine gore tiirler arasinda benzer elektroforetik goriiniim olmasina
ragmen, farkliliklarin bulundugu tespit edilmistir. Ayni tiire ait izolatlarin birbirine
benzer elektroforetik bir yap1 géstermelerine ragmen, izolatlar arasinda ayriliklarin
da olabildigi, ancak tiirlerin birbirinden ayrildiklar1 goriilmiistiir. Tiirlerin plazmit
DNA’ lar1 belirlenmis, tiir i¢i ve tiirler arasinda plazmit DNA farkliliklar1 oldugu
tespit edilmistir.

Ayrica zararli boceklerle miicadele konusunda kimyasal insektisitlere kars alternatif
bir yontem olarak kullanilan B. thuringiensis tiirleri izole edilmis ve tanimlanmalar1
16S rRNA dizi analizi ile yapilmistir. cry gen igeriklerinin ve bu genlerin {iriinii olan
kristal proteinlerin belirlenerek hedef bdcek iizerindeki toksik etkisinin
incelenmesiyle tanimlanan B. thuringiensis izolatlarinin biyoinsektisit 6zellikleri
belirlenmistir. Yapilan bu calisma ile molekiiler 6zellikleri bakimindan tanimlanmig
ve depo zararlisi Ephestia kuehniella larvalar lizerinde toksik etkisi belirlenmis
dogal li¢ B. thuringiensis izolat1 elde edilmistir. Ancak bu izolatlarin biyolojik
kontrol ajanit olarak sahada kullanimlarmin tam olarak belirlenebilmesi icin
ekonomik olarak O6nemli bitkiler ve depolanmis iirlinlerde zarar meydana getiren
baska bocekler tizerinde denemelerin yapilmasinin daha giivenilir sonuglar verecegi

kanaatindeyiz.

Ulkemizde tarim alanlarinda biiyiikk ekonomik kayiplara neden olan zararh

boceklerde patojen olan birgok bakteri bulunmaktadir. Bu bakterilerin tespit
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edilmesi ve gelistirilmesi lizerine calismalar yogunlastirilmali ve bu caligmalar
desteklenmelidir. Boyle organizmalarin izole edilip gelistirilerek zararhlar ile
miicadelede kullanilmasinin gelecek nesilleri tehdit eden kimyasallarin kullanilma
oranlarini azaltacag diisiincesindeyiz. Bu sayede zararli boceklere karsi miicadelede
kullanilabilecek insektisidal aktivitesi yiiksek etkin, giivenilir ve iilkemize ait

biyolojik kontrol ajanlarinin olusturulmasi yolunda adimlar atilmis olacaktir.
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