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ÖZET�

�
Ara+tırmada� Ankara’nın� farklı� yerlerinden� alınan� toprak� örneklerinden�

Bacillus� türlerine� ait� toplam� 60� bakteri� izole� edilerek,� Analitik� Profil� Đndeks�

(API)� test� kitleri� ile� tanımlanmı+tır.� Biyolojik� kontrolde� kullanılan� Bacillus�

thuringiensis� türlerinin� tanımlanması� 16S� rRNA� dizi� analizi� ile� yapılmı+tır.�

Đzolatların� toplam� hücre� proteinleri� izole� edilmi+� ve� sodyum� dodesil� sülfat�

poliakrilamit�jel�elektroforezi�(SDS>PAGE)�ile�analiz�edilmi+tir.�Her�bir�izolata�

ait�protein�bantları�birbiri�ile�kar+ıla+tırılarak�POPGEN�istatistik�programında�

izolatlar� arasındaki� genetik� uzaklıklar� hesaplanmı+� ve� dendrogram�

olu+turulmu+tur.� Bireyler� arasındaki� genetik� uzaklıkların�%0>�%95� arasında�

olduğu� bulunmu+tur.� Elde� edilen� dendrograma� göre� izolatlar� iki� ana� grupta�

toplanmı+tır.�Birinci�ana�grupta,�B.�cereus,�B.�anthracis�ve�B.� thuringiensis’� in�

yer� aldığı,� 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� türlerinin�yer�aldığı�belirlenmi+tir.�Bakterilerin�plazmit�

DNA’ları� izole� edilmi+� ve� büyüklükleri� hesaplanmı+tır.� Đzolatlardan� 57�

tanesinde� plazmit� DNA� tespit� edilmi+,� 3� tanesinde� ise� plazmit� DNA� tespit�

edilememi+tir.�Đzolatların�1,1�kb�ile�19,3�kb�arasında�deği+en�büyüklüklerde�1–9�

adet�plazmit�DNA�ta+ıdıkları�belirlenmi+tir.���
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Bacillus� thuringiensis� izolatlarının� kristal� genlerinin� tanımlanması� polimeraz�

zincir� reaksiyonu>restriksiyon� parça� uzunluk� polimorfizmi� (PZR>RFLP)� ile�

yapılmı+tır.� Sonuçlar� B.� thuringiensis� FÖ21� izolatının� cry1� (272� bp)� ve� cry2�

(1556�bp)�genlerini�içerdiğini�göstermi+tir.�Đlave�olarak�B.�thuringiensis�FÖ16�ve�

B.�thuringiensis�FÖ19�izolatlarında�da�sadece�1556�bp’lik�cry2�genini�ta+ıdıkları�

belirlenmi+tir.� cry2� genleri� tiplerinin� için� DdeI� enzimi� ile� kesilmi+tir.� � DdeI�

enzimi�ile�kesimi�sonucunda�elde�edilen�fragmentlere�göre�üç�izolatın�da�cry2Aa�

ve� cry2Ab� genlerini� birlikte� ta+ıdıkları� belirlenmi+tir.� Kristal� proteinler� izole�

edilmi+� ve� SDS>PAGE� ile� analiz� edilmi+tir.� Đzolatların� 130� kDa� ve� 65� kDa�

büyüklüğünde�iki�adet�kristal�protein�ta+ıdıkları�belirlenmi+tir.�B.�thuringiensis�

izolatlarının� ta+ımı+� oldukları� parasporal� kristal� yapılarının� morfolojik�

incelemeleri� taramalı� elektron� mikroskobu� (SEM)� ile� yapılmı+tır.� Yapılan�

inceleme�sonunda�izolatların�hepsinin�baklava�dilimli,�kübik�ve�yuvarlak�+ekilli�

parasporal� kristal� yapılar� ta+ıdıkları� bulunmu+tur.� Parasporal� kristal� ta+ıyan�

izolatların� toksik� etkileri� Ephestia� kuehniella� (Lepidoptera)� ve� Trogoderma�

granarium� (Coleptera)� 3.� dönem� larvaları� kullanılarak� yapılan� biyolojik�

denemelerle�belirlenmi+tir.�Đzolatların�LC50�ve�LC99�değerleri�Probit�analizi� ile�

larvaların�%�ölüm�oranları�ise�Abbot’s�formülü�ile�hesaplanmı+tır.�FÖ21,�FÖ16�

ve�FÖ19�izolatlarının�E.�kuehniella�larvaları�üzerindeki�ölüm�oranları�sırasıyla�

%� 83,� %� 80� ve� %� 57� olarak� belirlenmi+tir.� Bacillus� thuringiensis� FÖ21� ve�

Bacillus� thuringiensis� FÖ19� izolatlarının� test� edilen� kontrol� su+larından� daha�

etkili�olduğu�tespit�edilmi+tir.�Elde�edilen�sonuçlar�bu�çalı+ma�kapsamında�izole�

edilen� Bacillus� thuringiensis� izolatlarının� biyolojik� kontrol� ajanı� olarak�

kullanılabileceğine�i+aret�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�FÖ21�contained�cry1�(272�bp)�and�cry2�(1556�

bp)� genes,� while�Bacillus� thuringiensis� FÖ16� and�Bacillus� thuringiensis� FÖ19�

contained�only�cry2�gene.�cry2�gene�was�restricted�with�DdeI�enzyme�in�order�to�
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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� LC50� and� LC99�

values� of� the� isolates� were� determined� by� Probit� analyse� and�mortality� were�

calculated� by� Abbot’s� formula.� Mortality� of� the�Bacillus� thuringiensis� FÖ21,�

Bacillus� thuringiensis� FÖ16� and� Bacillus� thuringiensis� FÖ19� against� E.�

kuehniella� larvae� were� 83%,� 80%,� and� 57%� � respectively.� Toxic� effect� of�

Bacillus�thuringiensis�FÖ21,�Bacillus�thuringiensis�FÖ19�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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1.�GĐRĐQ�

�

Hızlı�nüfus�artı4ının�beraberinde�getirmi4�olduğu�kentle4meyle�birlikte�her�geçen�gün�

tarım� alanları� azalmakta� ve� ki4i� ba4ına� dü4en� tarım� ürünü� miktarında� dü4ü4�

olmaktadır.� Geçmi4te� tarımsal� ürün� bakımından� kendi� kendine� yeten� ülke�

konumunda�olan�Türkiye�4imdi�birçok�ülkeden�tarımsal�ürün�ithal�etmektedir.�Bunun�

en�önemli� sebeplerinden�biri�de�ekonomik�olarak�önemli�bitkilerde�zararlı�böcekler�

ile�mücadelenin�bilinçli�ve�tam�bir�4ekilde�yapılamamasıdır�[1]�.��

�

Ülkemizde�tarım�alanlarında�büyük�ekonomik�kayıplara�neden�olan�zararlı�böcekler�

ile�mücadele�daha�çok�kimyasal�insektisitler�kullanılarak�yapılmaktadır.� �Kullanılan�

insektisitler� hem� böceklerin� bu� ilaçlara� kar4ı� direnç� kazanmalarına� neden� olmakta�

hem� de� çevredeki� faydalı� böcekleri,� bal� arılarını,� ku4ları,� balıkları� ve� insanları�

etkileyerek�çevresel�dengeyi�bozmaktadır�[2,�3].�Kimyasal�insektisitler�zararlılardan�

daha� çok,� onların� tabii� dü4manları� olan� predatör� ve� parazitleri� ortadan� kaldırarak�

zararlıların� sayısının� daha� fazla� artmasına� neden� olmaktadır.� Bunların� besinler�

üzerindeki�kalıntıları�da�insanlarda�birikerek�gelecek�nesilleri�tehdit�etmektedir�[4]�.�

�

Kimyasal� mücadelenin� dı4ındaki� mücadele� yöntemleri� yeteri� kadar�

geli4tirilemediğinden� ve� geli4tirilen� yöntemlerin� zararlı,� pahalı� ve� ilkel� olması�

nedeniyle� kimyasal� insektisitlerin� uygulanmasının� daha� uzun� yıllar� devam� edeceği�

dü4ünülmektedir�[4]�.�

�

Kimyasal� insektisitlerin� kullanımının� olumsuz� etkileri� nedeniyle� bu� konuya�

kamuoyunun� ilgisi� artmı4� ve� kimyasal� insektisitlere� kar4ı� alternatif� mücadele�

yöntemleri�geli4tirilmeye�ba4lanmı4tır.�Bu�yöntemlerin�ba4ında�da�biyolojik�kontrol�

olarak�bilinen�mücadele�yöntemi�gelmektedir�[1]�.���

�

Biyolojik�kontrol,�“böceklerin�verdiği�zararları�en�aza�indirgemek�için�bu�böceklerin�

tabii� dü4manlarını� kullanma”� olarak� tanımlanabilir.� Tabii� dü4man� terimi,� parazitler�

ve�predatörlerle�birlikte�hastalık�olu4turan�mikroorganizmaları�da�kapsar�[1].��
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Bakteriler,� virüsler,� mantarlar,� nematodlar,� protozoa� grubuna� ait� organizmalar� ve�

rekombinant� teknikler� ile� geli4tirilen� ajanlar� biyolojik� kontrolde� kullanılan�

elemanları�olu4turmaktadır.�Bunlar�arasında,�toprak�grubu�bakteriler�en�çok�gelecek�

vaat�eden�biyolojik�kontrol�ajanlarıdır�[5]�.�

�

Günümüzde� birçok� mikroorganizma� böceklerle� biyolojik� mücadele� ile� ilgili� olarak�

kullanılmaktadır.� ;imdiye� kadar� 100’� den� daha� fazla� bakteri� türü� böcek� patojeni�

olarak� tanımlanmasına� rağmen,� yalnızca� Bacillus� türleri� kontrol� ajanı� olarak� ticari�

bakımdan�tercih�edilmektedir�[5]�.�

�

Bacillus� cinsi� bakteriler,� antibiyotik,� enzim� ve� toksin� üretimi� gibi� metabolik�

özellikleri� ile� endüstriyel� öneme� sahip� olmaları� ve� kolay� üretilebilmeleri� sebebiyle�

dikkat� çeken� mikroorganizmalardır� [6,7].� Ayrıca,� sporlanma� kabiliyetleri� ve�

metabolizma� faaliyetlerinin� çe4itliliği� geni4� bir� çevreye� yayılmalarında� önemli�

avantajlar�sağlamaktadır�[7].�

�

Çoğu� çalı4mada� kullanılan� Bacillus� türleri� ürettikleri� proteinler� nedeniyle� ticari�

öneme�sahiptir.�Bazı�Bacillus�türleri�ise�proteolitik,�sakkarolitik�ve�lipolitik�enzimleri�

sayesinde�besin�endüstrisinde�de�önem�ta4ımaktadır�[6].���

�

Bacillus�türleri�basitrasin�(B.�licheniformis),�polimiksin�(B.�polymyxa),�gramisidin�(B.�

brevis),� tirosidin� (B.� brevis),� subtilin� (B.� subtilis)� ve� basilisin� (B.� subtilis)� gibi� ilaç�

endüstrisinde�kullanılan�peptit�antibiyotikler�üretmektedir�[6].��

�

B.� thuringiensis,� B.� sphaericus� ve� B.� popilliae� türleri� çe4itli� böcek� larvalarına�

patojenik�etki�gösterir�ve�biyolojik�kontrol�ajanı�olarak�kullanılırlar�[6]�.�

�

B.�anthracis� ve� B.� cereus� ise� insan�ve�hayvanlar� için� hastalık� yapıcı� olduklarından�

sağlık�açısından�önemli�olan�türlerdir�[6].�

�

Bacillus� cinsi� bakterilerin� tanımlanmalarında� klasik� biyokimyasal� ve� fizyolojik�

yöntemler� kullanılmaktadır.� Ancak� bazı� su4ların� bu� testlerle� kesin� olarak�
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tanımlanması�mümkün�olamamaktadır.�Özellikle�de�B.�thuringiensis,�B.�anthracis�ve�

B.� mycoides’� in� yer� aldığı� B.� cereus� grubu� bakterilerin� sınıflandırılmaları�

tartı4malıdır.�Çe4itli�ara4tırıcılar�birbirine�yakın�olan�bu�türlerin�B.�cereus’�un�üyesi�

olarak�gruplandırılabileceğini�ileri�sürmü4lerdir�[8]�.��

�

Sınıflandırmadaki� mevcut� problemleri� çözmek� ve� modern� bakteriyel� taksonomiye�

yardımcı�olmak�amacıyla�son�yıllarda�Polimeraz�Zincir�Reaksiyonu�(PZR),�Rastgele�

Çoğaltılmı4� Polimorfik� DNAHPZR� (RAPDHPZR),� 16S� rRNA� Dizi� Analizi,� DNAH

DNA� hibridizasyonu,� Polimeraz� Zincir� ReaksiyonuHParça� Uzunluk� Polimorfizmi�

(PZRHRFLP),� Toplam� Hücre� proteinlerinin� sodyum� dodesil� sülfat� poliakrilamid� jel�

elektroforezi� (SDSHPAGE)� gibi� moleküler� yöntemler� kullanılarak� türler� arasındaki�

farklılıklar�ve�benzerlikler�belirlenmeye�çalı4ılmaktadır�[8].�

�

Bu� çalı4mada� farklı� yerlerden� alınan� toprak� örneklerinden� Bacillus� türleri� izole�

edilmesi� ve� bu� türlerin� API� (Analitik� Profil� Indeks)� test� kitleri� ile� tanımlanması,�

plazmit� DNA’� larının� belirlenmesi� ve� toplam� hücre� protein� profillerine� göre� türler�

arasındaki� benzerlik� ve� farklılıklara� dayanarak� türlerin� ayrımlarının� yapılması�

hedeflenmi4tir.� Ayrıca,� zararlı� böceklerle� mücadele� konusunda� kimyasal�

insektisitlere� kar4ı� alternatif� bir� yöntem� olarak� kullanılan� Bacillus� thuringiensis�

türlerinin� 16S� rRNA� dizi� analizi� ile� tanımlanmaları,� ta4ıdıkları� insektisidal� kristal�

genlerin� PZR� yöntemi� ile� belirlenmesi,� bu� genlerin� ürünü� olan� kristal� proteinlerin�

izole� edilmesi� ve� izolatların� hedef� böcek� üzerindeki� toksik� etkisinin� incelenmesi�

amaçlanmı4tır.� Bu� sayede� zararlı� böceklere� kar4ı� kullanılabilecek� insektisidal�

aktivitesi� yüksek� etkin,� güvenilir� ve� ülkemize� ait� biyolojik� kontrol� ajanlarının�

olu4turulması�yolunda�adım�atılmı4�olacaktır.�

�

�

�

�

�

�

�
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2.�KAYNAK�ARAQTIRMASI�

�

Genel�Bilgiler�

�

Yeryüzünde�insan�nüfusu�hızla�artmaktadır.�Daha�geni4�tarım�alanları�elde�etmek�için�

doğal� ekosistemler�hızlı�bir� 4ekilde� insanın�kullanabileceği� alanlara�dönü4mekte�ve�

bu�sırada�orman,�toprak,�doğal�bitki�ve�hayvan�türleri�yok�olup�gitmektedir.�Yeterli�

besin�elde�etmek� için�mevcut� tarım�alanlarının�daha�da�üretken�olması�sağlanırken,�

ya4anabilir�ve�kirletilmemi4�bir�çevrenin�de�var�olması�hayati�önem�arz�etmektedir.�

Bir� yandan� insanlığın� geleceği� korunmaya� çalı4ılırken,� diğer� taraftan� da� bitki� ve�

hayvan�türlerini�ve�bunların�ya4ayabilecekleri�habitatları�korumak�bütün�insanlar�için�

büyük�bir�sorumlulukla�yerine�getirilmesi�gereken�çok�önemli�bir�görevdir�[9].�

�

Bugün�dünyada� zararlıların� neden�olduğu�ürün�kaybının�%35� civarında�olduğu,� bu�

kaybın�%12’�sinin�böcek�ve�akarlardan,�%12’�sinin�bitki�patojenlerinden,�%10’nun�

yabani�otlardan�ve�%1’nin�ise�ku4�ve�memeli�zararlılarından�kaynaklandığı�ve�bunun�

maliyetinin� yakla4ık� olarak� 400� milyar� dolar� civarında� olduğu� belirtilmi4tir.� Đlave�

kayıplar� ise� hasat� sonrasında� meydana� gelmektedir.� FAO� dünya� tahıl� üretiminin�

%10,4’� ünün� depolama� sırasında� saklama� ko4ullarının� sağlıklı� olmaması� nedeniyle�

kaybedildiğini�ve�bu�kaybın�yakla4ık�120�milyon�insanı�besleyecek�miktara�ula4tığını�

bildirmektedir.� Depolanmı4� ürünler� hasat,� ta4ıma� ve� depolama� gibi� maliyetleri� de�

içerdiğinden�tarladaki�üründen�daha�kıymetlidir�[10].�

�

Böceklerin� ürün� tanelerini� yiyerek� beslenmeleri� sonucu� sebep� oldukları� zararın�

yanında,� faaliyetleri� ile� tanenin� sıcaklığı� ve� nem� oranının� yükselmesine� de� neden�

olduklarından� depolamaya� dolaylı� yönden� olumsuz� etkileri� bulunmaktadır� [11].�

Depolanmı4� ürüne� zarar� veren� böcekler,� verdikleri� zarar� derecesine� bağlı� olarak�

primer�ve�sekonder�olmak�üzere�iki�ana�gruba�ayrılmaktadır.�

�

Primer�zararlılar�geli4mi4�ağız�yapıları�nedeniyle�sağlam�taneleri�tahrip�edebilmekte�

ve�önlem�alınmadığı� takdirde�zararları�önemli�boyutlara�ula4maktadır.�Ülkemizdeki�
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bu� zararlılar� buğday� biti� (Stophilus� granarius� L),� pirinç� biti� (Stophilus� oryzae� L.),�

kapra�böceği�(Trigoderma�granarium�Everts.),�arpa�güvesi�(Sitotroga�cerealella�liv.),�

ekin�kambur�biti�(Rhizopertha�dominica�F.),�mısır�biti�(Sitophilus�zeameis�Metsch.)�

baklagil� tohum� böcekleri� (Bruchus� spp.)� patates� güvesi� (Phthorimaea� operculella�

Zeller.)�tütün�güvesi�(Ephestia�elutella�Hbn.)�dir�[12].��

�

Sekonder�zararlılar�ise�sağlam�tanelerde�zarar�yapamamakta�ancak�primer�zararlıların�

tahrip�ettiği�tanelerdeki�tahribatı�artırmaktadırlar.�Ayrıca�un,�irmik,�makarna,�bulgur�

vb.� mamul� maddelerde� doğrudan� zarar� yapmaktadırlar.� Bu� gruba� giren� önemli�

zararlılar:�kırma�bitleri�(Tribolium�confusum�Duv.),�un�kurdu�(Tenebrio�molitor�L.�),�

testereli� böcek� (Oryzaephilus� surinamensis� L.� ),� küçük� kırma� biti� (Leomophoeus�

ferugineus�Steph.),�ekin�kara�böceği�(Tenebriodes�mauritanicus�L.),�pirinç�karma�biti�

(Latheticus� oryzae� Waterh.),� un� güvesi� (Pyralis� farinalis� L.),� değirmen� güvesi�

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

�

Zararlı�Böceklerle�Mücadele�Yöntemleri�

�

Kimyasal�Mücadele�

�

Tarım�ürünlerinin�yeti4tirilmesinde�ve�depolanmasında,�böceklerin�meydana�getirmi4�

oldukları� zararlar� insanlar� için� büyük� sorunlar� olu4turmu4tur.� Bu� sorunu� ortadan�

kaldırmak� ve� böcekleri� kontrol� edebilmek� için� çe4itli� yöntemler� kullanılmaktadır.�

Bunların� ba4ında� da� kimyasal� mücadele� yöntemi� gelmektedir.� Bu� yöntemle� zararlı�

populasyonların��%�95’i�yok�edilebilmektedir�[13]�.�

�

Kimyasal� mücadele� yönteminde� pestisit� olarak� isimlendirilen� bazı� kimyasal�

maddeler,� besin� maddelerinin� üretimi,� tüketimi� ve� depolanmaları� sırasında,� besin�

değerini� bozan� ve� besinleri� yok� eden� zararlıları� (böcekler,� mikroorganizmalar� ve�

diğer�organizmalar)�yok�etmek�için�kullanılmaktadır�[14].��

�



� 6�

Pestisitler� hedef� zararlılarına� göre� herbisitler� (yabancı� otlara� kar4ı),� fungusitler�

(mantarlara�kar4ı),�rodendisitler�(kemiricilere�kar4ı)�ve�insektisitler�(böceklere�kar4ı)�

olmak�üzere�sınıflandırılabilirler�[14].�

�

Böceklere�kar4ı�kullanılan�kimyasal�insektisitlerin�hemen�hemen�hepsi�nörotoksiktir,�

yani�vücuda�hangi�yolla�girerlerse�girsinler�mutlaka�sinir�sistemi�üzerine�etki�ederek�

canlının�ölmesine�neden�olmaktadırlar�[13].��

�

Özellikle� de� 1945� yılında� DDT’� nin� bulunmasıyla� sentetik� kimyasal� insektisitlere�

yönelim� artmı4tır.� Bunun� neticesinde� tarımsal� üretimde,� depolanmı4� ürünlerde� ve�

ayrıca� insanlarda� hastalık� yapıcı� vektör� böceklerin� kontrolünde� önemli� bir� artı4�

gözlenmi4tir.� Fakat� kimyasal� insektisit� kullanımı� tamamıyla� kusursuz� olmamı4� ve�

birçok�problemi�de�beraberinde�getirmi4tir.�A4ırı�insektisit�kullanımı�yeraltı�sularının�

kirlenmesine,� flora� ve� faunada� hedef� olmayan� organizmaların� zehirlenerek� yok�

olmasına,� besin� zincirlerinin� olumsuz� etkilenmesine� neden� olmu4� ve� ayrıca�

insektisitlere�kar4ı�dirençli�böcek�zararlılarını�ortaya�çıkarmı4tır.�Böceklerde�direncin�

olu4ması� insektisitin� dozunun� artırılmasını� ve� yeni� insektisitlerin� üretimini�

gerektirmi4tir.� Bu� zararlı� etkilerinden� dolayı� bazı� insektisitlerin� kullanımı� Amerika�

Çevre�Koruma�Ajansı�(EPA)�tarafından�yasaklanmı4tır�[8].��

�

Kimyasal� insektisitlerin� kullanımının� olumsuz� etkileri� nedeniyle� bu� konuya�

kamuoyunun� ilgisi� artmı4� ve� kimyasal� insektisitlere� kar4ı� alternatif� mücadele�

yöntemleri�geli4tirilmeye�ba4lanmı4tır.�Bu�yöntemlerin�ba4ında�da�biyolojik�kontrol�

olarak�bilinen�mücadele�yöntemi�gelmektedir�[1]�.�

�

Biyolojik�Mücadele�

�

Biyolojik�mücadele�“böceklerin�meydana�getirmi4�olduğu�zararları�en�aza� indirmek�

amacıyla� bu� böceklerin� tabii� dü4manlarını� kullanma”� olarak� tanımlanabilir.� Tabii�

dü4man�terimi,�parazitler�ve�predatörlerle�birlikte�hastalık�olu4turan�organizmaları�da�

kapsar�[5].��

�
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Günümüzde� özellikle� geli4mi4� ülkelerde� kimyasal� ilaçların� yerini� biyoinsektisitler�

almı4tır.� Biyoinsektisitler� üretim� teknolojilerinin� kolay� ve� sürekli� olması,� sadece�

hedef�canlıya�etki�etmeleri,�zararlının�kontrolünde�güvenilir�olmaları,�çevre�kirliliği�

ile� ilgili� problemler� yaratmamaları� ve� endosporlarının� doğada� uzun� süre� kalmaları�

nedeniyle�tercih�edilmektedir�[15].�

�

Biyoinsektisit�olarak�bakteriler,�virüsler,�mantarlar,�nematodlar�ve�protozoa�grubuna�

ait� organizmalar� kullanılmaktadır.� Bunlar� arasında,� toprak� grubu� bakteriler� en� çok�

gelecek� vaat� eden� biyolojik� kontrol� ajanlarıdır.� Özellikle� Bacillus� grubu� bakteriler�

önemli� bir� yer� te4kil� ederler� ve� Lepidoptera� (kelebekler),� Diptera� (sinekler,�

sivisinekler)�ve�Coleptera�(kın�kanatlılar)�takımına�ait�böcekleri�hedef�alırlar�[5].��

�

Biyolojik� mücadelede� kullanılan� mikroorganizmaların� %90’nını� Bacillus�

thuringiensis� olu4turmaktadır.� Bacillus� thuringiensis� delta� endotoksin� olarak�

isimlendirilen� protein� yapısında� ve� biyolojik� olarak� kolayca� parçalanabilen� ve�

böylece�böceğin�orta�bağırsağında�kısa�bir�yarılanma�ömrü�olan�insektisidal�toksinler�

üretirler�[16].�

�

Kimyasal� insektisitler� ile� kıyaslandığında� Bacillus� thuringiensis� ürünleri,� hedef�

organizmada�daha�az�bir�dirence�neden�olur.�Özgül�böcek�grupları�üzerine�etkilidir.�

Kullanımları� güvenlidir.�Hedef�olmayan�ve�duyarlı� olmayan�organizmalar�üzerinde�

etkili�değildir.�Kimyasal� insektisitler�gibi�ortamda�birikip� toksik�etki�olu4turmazlar,�

yani� yarılanma� ömürleri� kısadır.� Đnsanlar� üzerinde� patojen� olmadıkları� için� zarar�

vermezler.�Her� 4eyden�önemlisi� çevreyi�kirletmezler.�Bu�nedenle�biyolojik�kontrol,�

kimyasal�insektisitler�ile�kar4ıla4tırıldığında�çevresel�dengeyi�bozmayan�alternatif�bir�

mücadele�yöntemidir�[16].�

�

Türkiye’�de�biyolojik�mücadele�ajanı�olarak�kullanılan�en�önemli�ve�güncel�örnek�B.�

thuringiensis’� dir.� Özellikle� bu� bakteriden� hazırlanan� preparatlar� bağ,� meyve� ve�

narenciye�zararlılarına�ve�depo�zararlılarına�kar4ı�kullanılmaktadır�[4].��

�

�
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Bacillus�Türlerinin�Genel�Özellikleri�

�

Bacillaceae�ailesine�ait�olan�Bacillus�cinsi,�çubuk�4ekilli,�endospor�olu4turan,�aerob�

veya�fakültatif�anaerob�bakterilerden�olu4ur.�Vejetatif�hücreler,�tek�ba4ına�veya�zincir�

4eklinde� bulunabilir.� Yuvarlak� veya� kö4eli� 4ekilde� biten� hücrelerin� büyüklükleri�

0,5x1,2� Vm’� den� 2,5x10� Vm’� ye� deği4mektedir.� Hücreler,� GramHpozitif� boyanır,�

ancak� bazıları� kültürün� ya4ına� bağlı� olarak� GramH� negatif� reaksiyon� verebilirler�

[6,17].�

�

Optimum� büyüme� sıcaklıkları� 25°C� ile� 37°C’� de� arasında� deği4mektedir.� Ancak�

termofilik� ve� psikofilik� türleri� 75°C’� den� daha� yüksek� ve� 3°C’� den� daha� dü4ük�

sıcaklık� derecelerinde� büyüyebilme� yeteneğine� sahiptirler.� Bazı� türleri� 2� ile� 10�

arasında�deği4en�alkali�ve�asidik�ortamlarda�geli4ebilirler�[17].��

�

Bacillus� türlerinin� koloni� özellikleri� çevresel� 4artlara� bağlı� olarak� deği4mektedir.�

Besiyeri�çe4idi,�koloninin�ya4ı�gibi�özeliklere�göre,�yarı� 4effaf,�opak,�düzgün�ya�da�

pürüzlü� koloniler� görülebilir.� Koloni� renkleri,� kreme� yakın� beyazdan� sarıya� doğru�

olabilir�(Resim�2.1).�Çoğu�Bacillus�türü�pigment�olu4turmaz,�ancak�bazı�türler�farklı�

besi�yerlerinde�sarı,�ye4il,�maviHsiyah�v.b�pigmentler�üretebilirler�[6,17].��

�

�� �� �
��������������������������a�����������������������������������������b����������������������������������������c�
�
Resim�2.1.�Bazı�Bacillus�türlerine�ait�koloni�4ekilleri�[6]�

a.�B.�megaterium��b.�B.�mycoides,�c.�B.�subtilis�
�

Bacillus�türlerinin�çoğu�peritirik�flagella�ta4ırlar�ve�bununla�hareket�ederler.�Flagellar�

antijenler�B.�cereus,�B.�thuringiensis�ve�B.�sphaericus�gibi�türlerin�tanımlanması�için�
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kullanılmakla� birlikte,� flagella� olu4umu� taksonomide� kullanılan� temel� ölçütlerden�

biri�değildir�[6,17].��

�

Bazı� Bacillus� türleri,� dı4� yüzeyinde� polisakkarit� veya� polipeptid� yapıda� kapsül�

olu4tururlar.�B.�anthracis’�de�poli�DHglutamik�asitten�olu4an�kapsül�bulunmakta�ve�bu�

virulans�faktör�ta4ımaktadır�[6,17].��

�

Bacillus’� lar� sporları� nedeniyle� biyosferde� birçok� farklı� çevreden� izole� edilebilirler�

[6,18].� Cinsin� asıl� habitatı,� topraklardır� [19H21].� Toprak� mikroflorasında� yer� alan�

Bacillus� türleri� besin� maddeleri� açısından� zengin� topraklarda� bulunabildikleri� gibi,�

besince�fakir�topraklardan�da�izole�edilebilirler.�Örneğin;�B.�subtilis,�B.�licheniformis�

ve� B.� cereus� karma4ık� besin� maddelerine� ihtiyaç� duymazken,� B.� polymyxa� ve� B.�

azotofixans� gibi� geli4mek� için� bitki� rizosferine� ihtiyaç� duyan� türler� de� bulunur�

[17,22].�

�

Endospor�olu4turan�Bacillus�türleri�toprak,�bitki�rizosferi,�gıda,�su�ve�bazı�canlıların�

bağırsak� sistemlerinden� de� izole� edilebilirler.� Bunun� yanı� sıra,� sivrisinek,� kelebek,�

sinek�ve�kınkanatlı�larvalarından�da�izole�edilmi4lerdir�[20,23,24].�

�

Bacillus�türleri�toprakta�geni4�bir�yayılıma�sahip�oldukları�gibi�deniz�ve�tatlı�sularla,�

buraların�sedimentlerinde�de�bulunabilirler.�Bazı�Bacillus� türleri� ise�uygun�olmayan�

4artlarda�büyüyebilme�kapasitesindedirler�ve�üre�içeren�uç�pH�değeri�olan�asitli�veya�

yüksek�sıcaklığa�sahip�ortamlardan�izole�edilebilirler�[6].�

�

Bacillus�Türlerinde�Spor�Olu4umu�

�

Bacillus� türlerinin� en� önemli� özelliklerinden� biri� büyüme� evresinin� durgun� fazında�

besin� maddelerinin� azalmasına� bağlı� olarak� endospor� olu4turmalarıdır.� Endospor�

olu4umu,� spor� olu4turan� hücrelerin� 4ekli� ve� sporangiyumlar� Bacillus� türleri� için�

karakteristiktir�[25].��

�
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Spor� olu4ması� anında� bakteri� hücresi� içinde� birçok� deği4iklikler� meydana� gelir.�

Vejetatif� hücrede� aktif� olan� bazı� genler� aktivitelerini� kaybederken� sporların�

olu4masında� etkili� olan� genler� aktivite� kazanırlar.� Đlk� olarak� çekirdek� sporun�

olu4acağı� bölgede� yerle4ir.� Bunun� etrafını� çepeçevre� çöküntü� olu4turmak� suretiyle�

katlanan� sitoplazmik�zar� çevreler�ve�onu�bakteri� içerisinde� ayrı� bir� bölümde�ayırır.�

Olu4an�bu�çift�zarın�sentezlenmesi�ile�spora�ait�diğer�bölümler�olu4ur�(;ekil�2.1).�Bu�

4ekilde�olu4an�sporlarda�4u�bölümler�vardır:��

�

Birincisi�çekirdek�kısmı�olup�sporun�protoplastını�olu4turur.�Đçinde�tam�bir�nukleus,�

protein� sentezi� için� gerekli� bütün� bile4ikler� ve� bir� enerji� yapıcı� sistem� bulunur.�

Sitokrom� bulunmaz,� fakat� çe4itli� enzimler� bulunur.� Sporların� sıcaklığa� dirençli�

olmaları�yapılarında�bol�kalsiyum�dipikolinat�bulunmasındandır.�Sporlarda�bulunan�

ikinci� kısım� spor� duvarıdır.� Spor� protoplastını� çevreler,� yapısında� peptidoglikan�

bulunur� ve� olu4acak� bakterinin� hücre� çeperi� buradan� geli4ir.� Sporlarda� bulunan�

üçüncü� kısım� kabuk,� yani� korteks� kısmıdır.� Sporun� en� kalın� tabakasıdır.� Deği4ik�

yapıda� peptidoglikan� tabakası� vardır.� Kabuk� kısmının� dı4ında� keratine� benzer,�

proteinden� yapılmı4� bir� kılıf� bulunur.� En� dı4ta� da� karbonhidratlı� bir� protein� zar�

(ekzosporiyum)�bulunur�[26].�

�

Endosporlar� silindirik,� elipsoidal,� oval� veya� yuvarlaktır.� Endosporlar� vejetatif�

hücrelerden�optik�kırılma,� ince�yapı,�kimyasal�pozisyon,�kimyasal�ve�fiziksel�strese�

dirençlilik�gibi�pek�çok�yönden�farklıdırlar�[25].�

�

�
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�
�
;ekil�2.1.��Bacillus�türlerinde�spor�olu4umu�[27]�
�

Bacillus�sporları�sıcaklığa�vejetatif�hücrelerden�105�kez,�UV�ı4ımaya�7H50�kez�daha�

dayanıklıdırlar.�Sporu�çevreleyen�membranlar,�korteks�ve�spor�paltosu�gibi�yapılarla�

çe4itli�kimyasal�ajanlara�kar4ı�direnç�de�geli4tirilmi4tir�[6].�

�

Bacillus�Türlerinin�Genetik�Yapısı�

�

Bacillus� genetiği� çalı4malarında� sıklıkla� kullanılan� B.� subtilis� türü� oldukça� iyi�

tanımlanmı4�olup,�genom�büyüklüğünün�4,2�Mbp�olduğu�ve�4100�protein�kodlayan�

gen�içerdiği�bildirilmi4tir�[7].�

�

Genel� ve� özel� transdüksiyon,� plazmid� DNA� aktarımı,� plazmit� ve� bakteriyofaj�

vektörleri� ile� ilgili�moleküler�genetik�ara4tırmalarda�B.�subtilis� türünün�yanı�sıra�B.�

brevis,�B.�cereus�ve�B.�coagulans�gibi�türler�de�kullanılmaktadır�[17].�
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B.� cereus’un� kromozomlarının� NotI� enzimi� ile� kesimi� sonucunda� olu4an� parça�

uzunluklarına� göre� fiziksel� haritası� olu4turulmu4tur.� Bu� fiziksel� haritaya� göre� B.�

cereus�kromozom�büyüklüğünün�yakla4ık�olarak�5,7�Mbp�olduğu�belirlenmi4tir�[28].�

�

Bacillus�cinsi�içindeki�DNA�baz�kompozisyonunun�dağılımı,�cinsin�genetik�dağılımı�

açısından� ilginç� sonuçlar� vermektedir.� Doğal� cinste� en� fazla� %10–15� aralığında�

olması�gereken�%�G+C�oranı�Bacillus�cinsi� içinde�%33�(B.�anthracis)� ile� �%69�(B.�

thermocatenulatus)�arasında�deği4mektedir�[29,30].��

�

Bacillus�Türlerinde�Plazmit�DNA�

�

Plazmitler� bazı� prokaryotik� organizmalarda� hücrenin� kendi� büyük� halkasal�

kromozomlarından� ayrı� olarak� bulunan,� konukçu� hücrede� kendiliğinden� replike�

olabilen,�çift�zincirli,�halkasal�DNA�molekülleridir.�Plazmitler,�bir�ile�birkaç�yüz�kilo�

baz�(kb)�uzunluğundadır.��

�

Plazmitler,� replikasyon� orijinine� sahiptir.� Kromozomal� DNA’� dan� bağımsız� olarak�

replike� olabilirler.� Antibiyotik� direnci,� virulans� özellik,� organik� bile4iklerin�

parçalanması� veya� çe4itli� metabolik� aktiviteler� gibi� fenotipik� özelliklere� ait� genler�

ta4ırlar.� Bazı� plazmitler� ise,� fenotipte� gözlenmeyen� özelliklere� dair� genler� içerirler,�

bunlara� “kriptik� plazmitler”� denir.� Kendi� kendine� transfer� olabilen� veya� konjugatif�

plazmitler,� içerdikleri� “tra”� genleri� sayesinde,� diğer� tür� veya� bakteriyel� su4lara�

çıkardıkları�kopyaları�transfer�edebilme�yeteneğindedirler.�Diğer�bazı�plazmitler�ise,�

kendi� transferleri� için� yetenekli� olmasalar� da,� bazı� bakteriyel� hücrelerde� sunulan�

konjugatif�plazmitlerin�fonksiyonlarından�yararlanırlar�[31,32].�

�

Plazmitler� bakterilerin� sitoplazmaları� içinde� bulunabilecekleri� gibi,� kromozomla� da�

birle4ebilirler.�Plazmitler�bir�bakterinin�ya4amı�için�gerekli�değildir,�ama�bakterilere�

bazı� özel� yetenekler� kazandırabilirler.� Bazı� durumlarda� plazmitler� ve� kromozom�

arasında� biyokimyasal� yönden� bir� i4� birliği� geli4ebildiği� gibi� bu� i4birliği� ters� veya�

olumsuz� yönde� de� geli4ebilmektedir.� Plazmit� DNA� moleküler� ağırlıkları� ve�

büyüklükleri� çok� deği4kendir.� Escherichia� coli’� de� laktoz� fermantasyonu� 58,5�
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Md’luk� plazmit� tarafından� yönetilmesine� kar4ın,� Klebsiella� pneumoniae’� de� 163�

Md’luk�plazmit�aynı�fonksiyonu�yapmaktadır�[33].�

�

1H200�kb�büyüklüğünde�olabilen�plazmit�DNA’� ların�hücredeki� sayısı�1H700�kopya�

arasında�deği4ebilir.�Diğer�bakterilere�transformasyon,�transduksiyon�ve�konjugasyon�

gibi� olaylarla� aktarılabilen� plazmit� DNA’lar,� in� vitro� rekombinasyon� olaylarında�

kullanılan�vektörlerdir�[33].�

�

Bacillus�türlerine�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� birçok� türde�

ara4tırılmı4tır�[34–44].��

�

Özellikle� bazı� Bacillus� türlerinin� antibiyotiklere� direnç� özelliği� ta4ıyan� plazmitler�

bulundurması,�rekombinant�DNA�çalı4malarında�vektör�olarak�kullanılabilmesine�ve�

birçok�çalı4ma�için�aranılan�organizmalar�olmalarına�neden�olmu4tur�[34,43].�

�

Yapılan�çalı4malarda�genelde�Bacillus�cinsi�bakterilerin�içerdiği�plazmitlerin�kriptik�

plazmitler� olduğu� belirtilmi4� olmasına� rağmen� B.� thuringiensis’� in� bir� plazmidinin�

insektisidal�kristal�proteinin�üretimiyle�ili4kili�olduğu�gösterilmi4tir�[34,43].��

�

B�thuringiensis’�in�toksin�genleri�ve�B.�anthracis’�in�antraks�toksin�genleri�plazmitler�

üzerinde�yerle4tiği�için�B.�cereus�grubunun�plazmitleri�grup�üyelerinin�tanımlanması�

için�önemli�bir�faktördür.�Plazmitler�B.�cereus�grubunda�çok�yaygındır�ve�tek�bir�tür�

6’dan�daha�fazla�farklı�plazmit�türü�ta4ıyabilir�[45].�

�

Bacillus�Türlerinde�Toplam�Hücre�Protein�Profili�

�

Farklı� bakterilerin� genom� nükleik� asit� dizilerinin� tayini,� hücresel� düzeyde� gen�

ifadesinin�ara4tırılması�için�bir�fırsattır.�Dolayısıyla,�genoma�ait�tüm�proteinler�olarak�

tanımlanan� proteomun� analizi,� genom� çalı4malarını� tamamlar.� Bir� organizma�

tarafından� sunulan� proteinlerin� tümünün� tanımlanmasına� yönelik� amaçlar,� protein�
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sentezi� seviyesinde� gen� ifadesinin� analizinin� ortaya� konmasına� yol� açar.� Ökaryotik�

hücrelerle� bakterilerin� ili4kileri� ve� bakterinin� strese� cevapları� gibi� konuların�

anla4ılmasını�sağlayacak�olan�bakteriye�ait�proteomunun�belirlenmesi,�protein�analiz�

yöntemleri�yardımıyla�gerçekle4tirilebilir�[46].�

�

Đzole�edilen�birçok�su4un�birbiriyle�karı4tırılması,� su4lar�arasında�ayrım�geli4tirmek�

ve� su4ların� te4hisinin� doğruluğunu� ispatlamak� zorunluluğunu� gündeme� getirmi4tir.�

Sınıflandırmaya� yönelik� ilk� çalı4malar� genelde� morfolojik� ve� biyokimyasal�

karakterizasyon� temel� alınarak� yapılmı4tır.� Ancak,� fenotipik� özellikler� su4ların�

ayrımı�için�yeterli�olmadığından�deği4ik�yöntemler�geli4tirilmi4tir�[47].�

�

Toplam� hücre� proteininin� SDSHPAGE� ile� görüntülenmesi� sonucunda� protein�

yapısındaki� farklar� belirlenerek,� türler� içi� veya� türler� arası� yakınlık� ve� uzaklıkların�

ortaya� konması� mümkündür.� Mikrobiyal� sistematikte,� özellikle� aynı� türler� veya�

alttürlere�ait� su4ların�hücresel�proteinlerinin�kar4ıla4tırılması�ve�ayrımı� için,�duyarlı�

bir� teknik� olarak� protein� jel� elektroforezi� yıllardır� kullanılmaktadır.� SDSHPAGE�

jellerinden�elde�edilen�verilerin�kar4ıla4tırılması,�ara4tırmaların�ilerlemesine�yardımcı�

olmu4tur�[46].��

�

Genelde� GramHnegatif� bakterilerde� kullanılan� protein� jel� elektroforezinin� GramH

pozitif� bakterilerden� protein� elde� etmek� için� geli4tirilmesi� ara4tırmaları� devam�

etmektedir�[48].�

�

SDSHPAGE�ile�toplam�hücre�protein�profili�çıkarılmasının,�bakterilerin�sistematiği�ve�

karakterizasyonunda� kullanılabileceğini� belirten� bazı� ara4tırıcılar� [48,49],� farklı�

molekül� ağırlığındaki� proteinlerin� tayini� ve� kar4ıla4tırılması� ile� hem� su4ların�

akrabalıklarını� [50]� hem� de� belli� özellikleri� denetleyen� proteinlerin� tespitinin�

yapılmasının�mümkün�olduğunu�bildirmi4lerdir�[48].�

�

SDSHPAGE� ile� 47� adet� Bacillus� circulans� su4unun� toplam� hücre� protein� profilleri�

çıkarılarak,�API� testlerinden� elde� edilen� biyokimyasal� özellikleri� kar4ıla4tırılmı4� ve�

iki�ana�gruba�ayrılan�su4ların�protein�profillerinin�%78�oranında�birbirine�benzediği�
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gözlenmi4tir.� Đkinci� grupta� yer� alan� bakterilerin� daha� yakın� biyokimyasal� aktivite�

gösterme�gibi�ortak�özellikleri�olduğu�bildirilmi4tir�[51].�

�

Toplam� hücre� protein� profili� ile� hastalık� etkeni� olan� B.� cereus� türünün� alt�

tiplendirilmesinin� yapıldığı� bir� çalı4mada,� 58� adet� B.� cereus� izolatının� bir� biyotip�

varlığında,� 3� antibiyogram� ve� 22� toplam� hücre� protein� profiline� ula4ıldığı�

belirlenmi4tir.� SDSHPAGE� yöntemi� ile� elde� edilen� verilerde� %38� oranında� bir�

benzerliğe� sahip� olan� B.� cereus� izolatlarının� heterojen� bir� yapı� gösterdiği�

belirtilmi4tir.� Predominant� özellik� gösteren� 13� adet� B.� cereus� izolatının,� polimeraz�

zincir� reaksiyonu� ile�yapılan�alt� tiplendirme�çalı4malarında�B.�cereus�ATCC�14579�

su4u�ile�yakla4ık�olarak�%89�oranında�benzerlik�gösterdiğini�bildiren�ara4tırmacılar,�

toplam�hücre�protein�profili�sonuçlarının�Bacillus�cinsi�içindeki�tiplendirmelere�izin�

verdiğini� ve� pilot� epidemiyolojik� çalı4malarda,� PZR’nin� yanı� sıra� toplam� hücre�

protein� profillerinin� yardımıyla� da� tiplendirmelerin� yapılabileceğini� bildirmi4lerdir�

[49].�

�

Dokuz�referans�Bacillus�su4unun�SDSHPAGE�ile�elde�edilen�protein�profil�sonuçları�

esas� alınarak� yapılan� nümerik� sınıflandırmada� su4ların� %� 47� oranında� benzerlik�

gösterdiği� belirlenmi4� ve� iki� ayrı� grup� olu4turulmu4tur.� Birinci� grupta� benzerlik�

düzeyi�%67H%85�arasında�deği4en�B.�subtilis�ve�B.�megaterium�türlerine�ait�dört�su4;�

ikinci� grupta� ise� benzerlik� seviyesi� %50–%70� arasında� deği4en� farklı� Bacillus�

türlerine�ait�be4�su4un�(B.�sphaericus,�B.�cereus,�B.�thuringiensis�var.�israelensis,�B.�

megaterium� ve� B.� licheniformis)� yer� aldığı� belirlenmi4tir.� Bu� çalı4ma� sonucunda�

SDSHPAGE� yöntemiyle� elde� edilen� hücresel� protein� profillerinin� istatistiksel�

analizlerle� birle4tirilmesinin� Bacillus� türlerinin� taksonomik� ili4kilerinin�

incelenmesinde�etkili�bir�yakla4ım�sağladığı�gösterilmi4tir�[52].�

�

Bacillus� cereus� TZ415� su4unun� toplam� hücre� protein� görüntülerine� göre� farklı�

pH’larda�ve�farklı�büyüme�evrelerinde�olu4turduğu�aside�dayanıklılık�cevapları�tespit�

edilmi4tir.� Bu� su4un� geç� durgun� fazda� aside� kar4ı� tolerans� düzeyinin� en� yüksek�

seviyeye�vardığı�ve�bu�durumun�toplam�hücre�protein�görüntülerindeki�deği4iklikler�

ile�belirlenmi4tir�[53].�
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Bacillus�Türlerinin�Tanımlanmaları�
�

Geleneksel�tanımlama�
�

Bacillus� türlerinin� tanımlanmaları� ve� sınıflandırılmaları� daha� çok� spor�

morfolojilerine� göre� yapılmaktadır.� Sporun� hücre� içindeki� yerle4imi� ve� 4ekli� türler�

arasında�farklılık�göstermektedir.�Spor�morfolojilerine�bağlı�olarak�Bacillus�türleri�üç�

büyük�gruba�ayrılır�[54].��

�

B.�cereus,�B.�megaterium,�B.�anthracis,�B.�thuringiensis�ve�B.�cereus�var.�mycoides�

büyük�hücreli�birinci�grupta�yer�alır.�Gram�pozitif�çubuk�4ekilli�hücrelerin�geni4liği�

21�Vm’dir�ve�merkezde�ya�da�uç�kısımda�elipsoit�ya�da�silindirik�sporlar�olu4tururlar.�

PoliHβHhidroksibütirat�ve�parasporal�kristaller�gibi�protoplazmik� inklüzyonlar�büyük�

hücreli� türlerde� bulunur.� Klinik� olarak� önemli� Bacillus� izolatlarının� çoğu� birinci�

grupta�yer�alır�[54].�

�

Đkinci�grup�türleri�Gram�deği4kendir�ve�merkezde�ya�da�uç�kısımda�elipsoit�sporlar�

ile�4i4kin�bir�sporangiyuma�sahiptirler.�Bu�grupta�ba4lıca�B.�circulans,�B.�macerans,�

B.�polymyxa,�B.�popillae,�B.�larvae,�B.�lentimorbus,�B.�alvei,�B.�stearothermophilus�

ve�B.�brevis’��yer�alır�[55].��

�

Üçüncü� grup� Gram� deği4ken� ve� heterojen� B.� sphaericus� türlerince� baskındır.�

Sporangiyumları� 4i4kindir� ve� uç� kısımda� ya� da� uca� yakın� yerde� küresel� sporları�

vardır�[55].�

�

API�test�kitleri�ile�tanımlama�

�

Spor� morfolojilerine� ilave� olarak� Bacillus� türlerinin� tanımlanması� için� çe4itli�

biyokimyasal�testler�geli4tirilmi4tir.�Bu�klasik�testler�için�özel�besiyerleri�ve�kimyasal�

maddelerin� kullanılmasını� gerekmektedir.� Cins� içerisindeki� yüksek� heterojenlik�

standart�testlerle�tanımlama�yapmayı�zorla4tırmaktadır�[6].�Logan�ve�Berkeley,�API�

stripleri� kullanarak� Bacillus� türlerinin� tanımlanması� için� hızlı� ve� kesin� bir� sistem�
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geli4tirmi4lerdir.� 12� testlik� API� 20� E� ve� 49� testlik� API� 50� CHB� test� kitlerinin�

kullanılması�ile�Bacillus�türlerinin�tanımlanmaları�daha�hızlı�ve�güvenilir�bir�4ekilde�

gerçekle4tirilebilmektedir�[56].��

�

Moleküler�Yöntemlerle�Tanımlama�

�

Klasik� testlere� ve� API� sistemine� ilave� olarak� çe4itli� moleküler� yöntemler� türler�

arasındaki� farklılığı�belirlemek� için�geli4tirilmi4tir.�Kromozomal�DNA�baz�bile4imi�

(%mol� G+C)� ve� DNAHDNA� sıvı� hibridizasyon� yöntemleri� tanımlama� için�

kullanılmaktadır.�Özel�DNA�probları�ve�polimeraz�zincir�reaksiyonu�(PZR),�plazmit�

ve�toplam�hücre�protein�profillerinin�belirlenmesi,�16S�rDNA�dizi�analizi,�Southern�

blotlama� gibi� moleküler� yöntemler� tanımlamanın� kesin� ve� hızlı� bir� 4ekilde�

yapılmasını�sağlamaktadır�[6,44].�

�

16S�rDNA�dizi�analizi�

�

Bakterilerin� tanımlanması� için� 1980� yılından� itibaren� yöntemler� geli4tirilmeye�

ba4lanmı4tır.� Woese� ve� arkada4ları� bakteriler� arasındaki� filogenetik� ili4kiyi�

belirlemek� için� genetik� kodun� deği4meyen� bölgelerini� kıyaslamı4lardır.�

Bakterilerdeki�bu�gen�bölgeleri�16S�rRNA�geni�(ribozomun�küçük�alt�birimine�özgü�

RNA)�ve�23S�ve�5S�rRNA�(büyük�alt�birimler)�genleri�ve�bu�genler�arasında�yer�alan�

bölgelerdir�[57].�

�

Bakterilerin� sınıflandırılmasında� yaygın� olarak� kullanılan� gen� bölgesi� 16S� rRNA’�

dir.�16S� rRNA�gen�bölgesi�16S� rDNA’dan�olu4ur.�16S� rRNA�gen�bölgesi�yakla4ık�

olarak� 1550� bp� uzunluğundadır� ve� hem� deği4ebilen� hem� de� korunmu4� bölgelerden�

olu4ur�[58].��

�

16S� rRNA� dizilerinin� kıyaslanması� bakteriler,� arkebakteriler� ve� ökaryotik�

organizmalar� arasındaki� filogenetik� ve� evrimsel� yakınlığın� belirlenmesi� için�

kullanılan� güçlü� bir� araçtır.� Bu� diziler� öncelikli� olarak� oligonükleotid� kataloglama,�

klonların� dizilenmesi,� revers� transkriptaz� kullanılarak� RNA’nın� doğrudan�
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dizilenmesi�ve�PZR�ile�çoğaltılmı4�materyalin�dizilenmesini�içeren�yöntemlerle�elde�

edilmi4tir�[59]��

�

Ash�ve�arkada4ları,�51�Bacillus�türünün�16S�rRNA�gen�bölgelerinin�kar4ıla4tırılması�

ile�ilgili�yapmı4�oldukları�çalı4mada�cins�içerisinde�filogenetik�olarak�en�az�be4�farklı�

grubun� olu4tuğunu� belirlemi4lerdir.� DNA� hibridizasyon� yöntemi� ile� B.� antracis,�

B.cereus� ve� B.� thuringiensis’� in� 16S� rRNA� dizi� analizlerinin� çok� yüksek� oranda�

benzerlik�gösterdiği�belirlenmi4tir�(>%99)�[60].�

�

B.� thuringiensis� ve� B.� cereus� var.� mycoides’� in� 16S� rDNA� dizi� analizi� sonucunda�

sadece�dokuz�nükleotitten�daha�azı�ile�birbirlerinden�ve�B.�anthracis�ve�B.�cereus’dan�

farklı�olduğu�belirlenmi4tir�[61]. 

�

B.�thuringiensis�ve�B.cereus’un�tanımlanması�için,�16S�rRNA�geninin�V1�bölgesine�

göre�geli4tirilen�DNA�probları�kullanılmı4tır.�Kullanılan�bu�problar�oldukça�özeldir.�

Yapılan�çalı4ma�sonucunda�B.�cereus’�a�özgü�olan�probların�B.cereus’�dan�yalnızca�

üç� nükleotid� bakımından� farklı� olan� B.� thuringiensis� izolatları� ile� hiçbir�

amplifikasyon� vermediği� gözlenmi4tir.� B.� thuringiensis� izolatları� yalnızca� kendine�

özgü�problar�ile�belirlenebilmi4tir�[62].��

�

Gen�bankasından�B.�antracis,�B.�cereus�ve�B.thuringiensis�türlerine�sınırlı�sayıda�gen�

dizilerine�ula4ılmaktadır.�Bu�diziler�farklı�uzunluklar�ve�kalitede�olmalarına�rağmen�

tamamlayıcı�bölgelerinde�birbirlerinden�birkaç�nükleotidten�fazla�farkları�yoktur.�Bu�

yüzden�B.�anthracis,�B.�cereus,�and�B.�thuringiensis’�in�16�S�rRNA’�larında�görülen�

bu�az�seviyedeki�farklılık�bu�üç�türü�tanımlamak�ve�farklılıklarını�ortaya�koymak�için�

16S�rRNA’�nın�bir�araç�olduğunu�dü4ündürmektedir�[61].�

�

Polimeraz�Zincir�Reasksiyonu�(PZR)��

�

PZR,� özgün� DNA� dizilerinin� in� vitro� ortamda� enzimatik� olarak� sentezleme�

yöntemidir.� Bu� özgün� bölgelerin� sınırlarını� olu4turmak� için� deği4ik� sayıda� ve�

uzunlukta� primerler� kullanılır,� bunlar� kar4ı� anlamlı� iplikçiklere� bağlanırlar.� Ardı�
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ardına� tekrarlayan� döngüler� serisi;� kalıp� DNA’� nın� tek� iplikçikli� hale� getirilmesi,�

primerlerin� kendi� e4lenik� bölgelerine� yapı4ması� ve� yapı4an� primerlerin� DNA�

polimeraz�ile�DNA�sentezlenmesi�olarak�gerçekle4ir.�Döngüler�serisi�sayesinde�ürün�

miktarı� logaritmik� olarak� artar� ve� üretilen� özgün� bölge� primerlerin� 5’� ucunda�

sonlanır.�Primer�uzatılması�safhasında�sentezlenen�ürünler�bir�sonraki�döngüde�kalıp�

görevi� görür.� Bu� sayede� hedef� DNA� kopya� sayısı� her� döngüde� yakla4ık� olarak� iki�

katına� çıkar.� Thermus� aquaticus’� un� sıcaklığa� dirençli� DNA� polimerazının� izole�

edilerek� kullanılması� büyük� kolaylık� sağlamı4tır.� Reaksiyon� bile4enlerinin� (kalıp�

DNA,� primerler,� dNTP,� tampon)� tek� tüp� içinde� toplanmasıyla� reaksiyon� basit� bir�

sıcaklık� döngüler� zinciri� haline� getirilmi4tir.� Çe4itli� reaksiyon� parametrelerinin�

(enzim,�primer,�Mg++�yoğunluğu,�sıcaklık�döngü�profili)�deği4tirilmesiyle�özgüllüğün�

ve�üretimin�artırılması�mümkündür�[63].�

�

Polimeraz� zincir� reaksiyonu� hedef� DNA’nın� milyonlarca� kez� çoğalmasını� sağlayan�

güçlü� bir� tekniktir.� Bu� teknik� DNA’� nın� bilinen� bölgesinin� çoğaltılmasında� ya� da�

hakkında�çok�az�4ey�bilinen�izolatların�genetik�olarak�kıyaslanmasında�kullanılabilir�

[64].��

�

PZR�B.�thuringiensis�ve�diğer�bakterilerde�cry�genlerin�izolasyonu,�karakterizasyonu�

ve�belirlenmesi�için�kullanılan�çok�güçlü�ve�yaygın�bir�yöntemdir�[65].�

�

B.�thuringiensis�ait�birçok�toksin�geni�analiz�edilmi4�ve�özelle4mi4�primerler�4eklinde�

PZR� tekniğinde� toksin�genlerin�belirlenmesi�ve�karakterizasyonu� için�kullanılmı4tır�

[64].�

�

Carozzi� ve� arkada4ları,� farklı� delta� endotoksinleri� tanımlamak� için� PZR� analizini�

geli4tirmi4ler�ve�toksin�genlerinin�üç�büyük�sınıfı�arasındaki�farklılığı�belirleyen�12�

adet� primer� geli4tirmi4lerdir.� Yeni� su4ların� tanımlanması� ve� insektisidal�

aktivitelerinin�belirlenmesi�için�PZR’ın�hızlı�ve�kesin�sonuç�veren�bir�yöntem�olduğu�

belirlenmi4tir� [66].� Ayrıca� PZR� yöntemi� çok� daha� az� bulunmasına� rağmen� cyt�

genlerinin�belirlenmesinde�de�kullanılmaktadır�[64].���

�
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Restriksiyon�Parça�Uzunluk�Polimorfizmi�

�

Polimeraz�zincir�reaksiyonu�ürünlerinin�incelenmesinde�deği4ik�moleküler�yöntemler�

bulunmaktadır.� Bunlardan� birisi� sıkça� kullanılan� polimeraz� zincir� reaksiyonu�

ürünlerinin�restriksiyon�endonükleaz�enzimleri�ile�muamele�edilerek�incelenmesidir.�

Bakterilerin�büyük�bir�bölümü�bir�veya�birkaç�türde�restriksiyon�endonükleaz�enzimi�

sentezler.�Esas�görevleri�dı4arıdan�bakteriye�giren�ve�bazı�özel�gen�veya�markırları�

ta4ıyan� genetik� materyalleri� parçalayarak� mutasyonlara� mani� olmak� ve� türlerin�

genetik�yönden�stabilitesini�korumaktır.�Bu,�gerçekte�bir�çe4it�savunmadır.�Bakteriye�

özgü� bu� enzimler� çift� sarmallı� DNA� üzerinde� özgün� bir� bölgeyi� tanırlar� ve� çift�

sarmallı� DNA’� nın� her� iki� zincirindeki� fosfodiester� bağını� keserek� DNA’yı� iki�

parçaya� ayırır.� Bu� enzimlerin� birçoğunun� tanıdığı� bölge� tekrarlayan� diziler�

4eklindedir.�Yeni�olu4an�parçalar�birbirine�iki�yönlü�olarak�simetriktir�[67].��

RFLP� toksin� genlerinin� yeni� varyantlarını� belirlemek� için� PZR� ile� birlikte�

kullanılmaktadır�[68].��

�

Bacillus�Türlerinin�Biyolojik�Mücadelede�Kullanımı�

�

Günümüzde� özellikle� geli4mi4� ülkelerde� kimyasal� ilaçların� yerini� biyoinsektisitler�

almı4tır.� Biyoinsektisitler� üretim� teknolojilerinin� kolay� ve� sürekli� olması,� sadece�

hedef�canlıya�etki�etmesi,�zararlının�kontrolünde�güvenilir�olması,�çevre�kirliliği� ile�

ilgili� problemler� yaratmaması� ve� endosporlarının� doğada� uzun� süre� kalması�

nedeniyle�tercih�edilmektedir�[69].�

�

Biyoinsektisit� olarak� bakteriler,� virüsler,� mantarlar,� nematodlar� ve� protozoa�

gruplarına� ait� organizmalar� kullanılmaktadır.� Bunlar� arasında,� toprak� grubu�

bakteriler�en�çok�gelecek�vaat�eden�biyolojik�kontrol�ajanlarıdır.�Özellikle�Bacillus�

grubu�bakteriler�önemli�bir�yer�te4kil�etmekte�olup�Lepidoptera�(kelebekler),�Diptera�

(sinekler,�sivisinekler)�ve�Coleoptera�(kın�kanatlılar)’leri�hedef�almaktadır�[5].��

�

Biyolojik� mücadele� de� kullanılan� mikroorganizmaların� %90’nını� Bacillus�

thuringiensis� olu4turmaktadır.� Bacillus� thuringiensis� delta� endotoksin� olarak�
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isimlendirilen�protein�yapıda�ve�biyolojik�olarak�kolayca�parçalanabilen�ve�böylece�

böceğin�orta�bağırsağında�kısa�bir�yarılanma�ömrü�olan�insektisidal�toksinler�üretirler�

[16].�

�

Bacillus�thuringiensis��

�

Bacillus� thuringiensis� çubuk�4ekilli�GramHpozitif,� fakültatif�anaerob,�hareketli,� spor�

fomlu�bir�bakteridir.�Vejetatif�hücreleri�hareketli�yakla4ık�1�mikron�geni4liğinde�ve�5�

mikron�uzunluğundadır�[69].�

�

B.� thuringiensis�B.� cereus,�B.�mycoides�ve�B.�anthracis’� ide� içeren�Bacillus�cereus�

grubunun� bir� üyesidir.� B.� thuringiensis� yalnızca� sporulasyon� sırasında� özellikle�

Lepidoptera� (kelebekler),� Coleptera� (kınkanatlılar)� ve� Diptera� (iki� kanatlılar,�

sinekler)�takımı�böcekler�üzerinde�toksik�etki�gösteren�bir�ya�da�daha�fazla�inklüzyon�

cisimcikler�üretmeleri�ile�B.�cereus’dan�ayrılır�[70,71].��

�

B.�thuringiensis�ilk�olarak�bakteriolojist�Ishawata�tarafından�Japonya’da�1901�yılında�

ipek� böceğinden� izole� edilmi4tir.� Alman� bakteriolojist� Ernst� Berliner� tarafından� da�

isimlendirilmi4tir.� 1916� yılında� B.� thuringiensis’� in� spor� kültürlerindeki� bir� toksin�

yüzünden�toksik�aktiviteye�sahip�olduğu�bulunmu4tur�[72].�

��

B.�thuringiensis�su4ları�yakla4ık�2,4�ile�5,4�milyon�baz�çifti�uzunluğunda�bir�genoma�

sahiptirler� [73].� Büyüklükleri� 2–272� kb� arasında� olan� 2� ile� 11� tane� plazmit�

ta4ımaktadırlar� [74,75]� ve� insektisidal� proteini� kodlayan� genler� bu� plazmitler�

üzerinde� yer� almaktadır� [76].� Büyük� ve� küçük� plazmitler� üzerinde� bulunan� cry�

genlerinin� etrafında� çok� sayıda� hareketli� bölgeler� bulunmaktadır.� Bu� plazmitler�

konjugasyon� benzeri� mekanizmalar� ile� bir� B.� thuringiensis’den� diğerine�

kendiliğinden�transfer�olma�yeteneğine�sahiptir�[77].�

�

Bacillus� thuringiensis� su4ları� toprak,� depolanmı4� ürünler,� böcek� ölüleri,� tahıllar,�

tarımsal� topraklar,� farklı� bitki� ve� sucul� çevreler� gibi� çok� farklı� ortamlardan� izole�

edilebilirler�[78].�
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Bacillus�thuringiensis�tarafından�üretilen�toksinler�

�

Bacillus� thuringiensis� su4larının� farklı� toksinler� ürettikleri� bilinmektedir.� Bu�

toksinler� arasında� insektisidal� kristal� proteinler� (δHendotoksinler),� yüksek� dozlarda�

memelilere� kar4ı� toksik� etkiye� sahip� olan� ekzotoksinler,� hemolizinler� ve�

enterotoksinler�yer�almaktadır�[64].�

�

Đnsektisidal�kristal�proteinler�(δ<�endotoksinler)�

�

Sporulasyon�sırasında,�B.� thuringiensis� su4larının�büyük�bir�kısmı� insektisidal�delta�

endotoksinleri� içeren� kristal� yapıda� inklüzyonlar� üretirler.� Bu� proteinleri� ta4ıyan�

kristaller�sporulasyondaki�toplam�bakteri�proteininin�%�20–30’�unu�olu4tururlar�[79].��

�

Bu� kristal� inklüzyonlar� monomerik� yapıdaki� 130–140� kDa� ağırlığındaki�

proteinlerden�olu4urlar.�Proteolitik� enzimler� tarafından� inklüzyonların�parçalanması�

sonucunda� daha� küçük� toksik� proteinler� (delta� endotoksinler)� açığa� çıkar.� Bunlar�

su4lar� arasında� çe4itlilik� gösterirler� fakat� çoğu� durumlarda� B.� thuringiensis� su4ları�

delta� endotoksinlerin� karı4ımını� içeren� inklüzyonlar� üretirler.� Örneğin;� B.�

thuringiensis�subsp�kurstaki�HDH1�su4u�aynı�kristalde�3�tane�Cry1�(130�kDa)�ve�iki�

tane�Cry2�(70�kDa)�endotoksini�içerir.�B.thuringiensis�subsp.�tenebrionis’�de�olduğu�

gibi�diğer�B.�thuringiensis�su4ları�tek�bir�endotoksin�de�ta4ıyabilirler�[64].�

�

Bacillus� thuringiensis’e� ait� δHendotoksinler,� aktivitelerine� göre� dört� önemli� sınıfa�

ayrılırlar:��

�

1)�Lepidoptera�(kelebekler)�takımına�özgül�(CryI)�

2)�Lepidoptera�ve�Diptera�(sinekler)’�ya�özgül�(CryII)������������������

3)�Coleoptera�(Kınkanatlılar)�takımına�özgül�(CryIII)��

4)�Diptera�takımına�özgül�(CryIV),��

�

Cry�toksinlerine�ilave�olarak�bazı�B.�thuringiensis�su4ları�daha�küçük�yapıda�25–28�

kDa� ağırlığında� sitolitik� (Cyt)� endotoksinler� de� üretirler.� Bunlar� B.� thuringiensis�
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subsp.� israelensis� ve� B.� thuringiensis� subsp.� � morrisoni� PG14’� den� izole� edilmi4�

Cyt1A�ve� B.� thuringiensis� subsp,� kyushuensis’den� izole� edilmi4�Cyt2A� toksinlerini�

içerirler�[64].��

�

Cry� δH� endotoksinlerden� farklı� olarak,� Cyt� endotoksinler� in� vivo� ve� in� vitro� geni4�

özgünlüğü� olmayan� bir� aktivite� gösterirler.� Cyt� endotoksinler� kristal� yapıdaki�

inklüzyon�cisimciklerde�Cry�δHendotoksinlerle�birlikte�depo�edilirler.�B.�thuringiensis�

subsp.� israelensis� ’den� izole� edilen� Cyt1A� endotoksini� karakterize� edilen� ilk� Cyt�

endotoksindir.�Cyt1A�endotoksini�(27,3�kDa)�total�kristal�proteinin�%�40’nı�olu4turur�

[64].�

��

Cyt1A�proteinin�kodlayan�genler�125�kb�büyüklüğündeki�bir�plazmit�üzerinde�ta4ınır.�

Kristaller� alkali� ortam� ko4ullarında� çözülürler.� Çözülen� Cyt1A� toksini� hem�

eritrositler� hem� de� böcek� hücre� kültürlerine� kar4ı� sitolitik� aktivite� gösterirken,�

çözünmeyen�Cyt1A�toksinleri�hiçbir�sitolitik�aktivite�göstermezler�[64]�

�

Đnsektisidal� kristal� protein� bile4imine� bağlı� olarak� kristaller� farklı� 4ekiller� de�

bulunabilirler.� I4ık� mikroskobu� ve� elektron� mikroskobu� ile� yapılan� incelemeler�

sonucunda� baklava� dilimli� (bipiramidal),� kübik� ve� yuvarlak� olmak� üzere� çe4itli�

4ekillerde�kristal� yapıları� belirlenmi4tir� (Resim�2.2).�Baklava�dilimli� kristaller�daha�

çok�Lepidoptera�larvalarına�kar4ı�aktif� iken,�kübik�ve�yuvarlak�yapılı�kristaller�hem�

Lepidoptera�hem�de�Diptera�larvalarına�kar4ı�toksik�etki�gösterirler�[80].�

�

Kristal� morfolojisi,� insektisidal� kristal� protein� bile4imi� ve� hedef� böceğe� kar4ı� olan�

biyolojik�aktivite�arasında�bir�ili4ki�olduğu�belirlenmi4tir�[81].�



� 24

������������������� �
�
Resim�2.2.�Baklava�dilimi�4eklindeki�kristal�yapıların�SEM�görüntüsü�[82]�
�

Beta<ekzotoksinler��

�

BetaHekzotoksinler� (βHekzotoksin)� B.� thuringiensis� subsp.� darmstadiensis,� B.�

thuringiensis�subsp.�galleriae,�B.�thuringiensis�subsp.�tenebrionis�ve�B.�thuringiensis�

subsp.� thuringiensis� gibi� bazı� B.� thuringiensis� alttürleri� ile� ilgilidir.� Bu� alttürler�

tarafından�sentezlenen�ürünler�toksin�içerirler�[64,84].��

�

βHekzotoksinler�adenin,�glukoz�ve�allarik�asitten�olu4ur�ve�sıcaklık�sabittirler.�RNA�

polimeraz�enzimini�inhibe�ederek�RNA’�nın�sentezlenmesini�engeller.�Bu�yüzden�de�

Lepidoptera,�Coleoptera�ve�Diptera�böcek�takımındaki�çe4itli�böceklere�kar4ı�toksik�

etki�gösterir�[64].�

�

Tip� I� ve� tip� II� olmak� üzere� iki� tip� beta� ekzotoksin� bulunmaktadır.� Tip� I� beta�

ekzotoksinler� B.� thuringiensis� serotip� 1,� 9� ve� 10� nolu� su4larından,� tip� II� beta�

ekzotoksinler,� Levinson� ve� arkada4ları� tarafından� B.thuringiensis� subsp.� morrisoni�

serotip�8ab’�den�izole�edilmi4tir�[84].�

�

B.� thuringiensis� su4unda� yapılan� ara4tırma� sonucunda� βH� ekzotoksinlerin� Cry� δH

endotoksinleri�kodlayan�bir�plazmit�tarafından�kodlandığı�belirlenmi4tir�[84].��

�

βH� ekzotoksinler� böceğin� sindirim� sisteminde� etkisiz� hale� getirilmektedir.� Ancak�

etkili�yüksek�bir�doz�kullanıldığında�böcekler�üzerinde�etki�gösterebilmektedir�[80].�
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Hemolizinler�

�

Omurgalı�eritrositlerini�parçalayan�hemolizinler�omurgalı�bakteriyel�patojenler�içinde�

önemli� virulens� faktörlerdendir.� Genel� olarak� insanlarda� sistematik� hastalıkların�

belirlenmesinde� önemli� bir� faktördür.� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki’� den�

safla4tırılan� bir� hemolizinin� B.� cereus’� da� bulunan� hemolizin� ile� aynı� olduğu�

belirlenmi4tir�[85,86].�

�

Enterotoksinler�

�

B.� thuringiensis� izolatlarının� B.� cereus–diyarel� tip� enterotoksin� ürettikleri�

bulunmu4tur.� B.� cereus� enterotoksinleri� B.� cereus’� un� sindirimini� izleyen� besin�

zehirlenmesi�belirtilerinden�sorumludur�[73,�87].��

�

AbdelHHameed� ve� Landen� (1994)� Đsveç� topraklarından� izole� edilen� 40� B.�

thuringiensis� su4undan� 23’ünün� (B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki,� thuringiensis,�

galleria,� dendrolimus,� darmstadiensis� ve� israelensis� olarak� tiplendirilen)� B.cereus�

diyarel�enterotoksin�ürettiklerini�belirlemi4lerdir�[87].��

�

Damgaard� ve� arkada4ları� (1996a)� çe4itli� yiyeceklerden� enterotoksin� üreten� B.�

thuringiensis� su4ları� izole� etmi4ler� ve� enterotoksin� aktivitelerini� belirlemek� için�

su4ların�Vero�hücreleri�üzerine�olan�sitotoksik�etkilerini�incelemi4lerdir�[88].��

�

TeHGiffel� ve� ark.� (1997)� enterotoksin� üreten� iki� su4u� ilk� olarak� B.� cereus� olarak�

tanımladıklarını� daha� sonra� 16S� rRNA� probları� kullanılarak� yapılan� tanımlama�

sonucunda�B.�thuringiensis�olarak�tanımladıklarını�rapor�etmi4lerdir�[62].�

�

Ekzoenzimler�

�

B.�thuringiensis�böceklere�kar4ı�patojenik�etkiye�sahip�çe4itli�ekzoenzimler�üretirler.�

Örneğin;�B.�thuringiensis�tarafından�proteaz�ve�kitinaz�peritrofik�zarın�yapısı�bozarak�

bağırsak�epitelinden�rahatlıkla�geçebilmektedir�[89,90].�
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Vejetatif�insektisidal�proteinler�(Vip)�

�

Son� yıllarda,� bazi� B.� thuringiensis� izolatlarının� sporulasyon� a4aması� sırasında�

üretilen�cry�proteinlere�ilave�olarak,�vejetatif�büyüme�döneminde�bir�takım�proteinler�

ürettikleri�belirlenmi4tir.�Vejetatif� insektisidal�proteinler�(VIP)�olarak� isimlendirilen�

bu� proteinler� Lepidoptera� takımı� böceklerin� büyük� bir� kısmına� kar4ı� insektisidal�

aktivite�gösterirler�[91].�

�

Bacillus�thuringiensis’�lerin�Đnsektisidal�Genleri�

�

Büyüme� döngüsünün� durgun� fazı� süresince� B.� thuringiensis� insektisidal� kristal�

protein�içeren�kristal�yapıda�parasporal� inklüzyonlar�üretir.�Bu�toksinler�çoğunlukla�

B.�thuringiensis’�e�özgüdür,�ancak�bu�proteinlerin�Bacillus�popilliae�ve�Clostridium�

bifermentas�gibi�diğer�bakteriler�tarafından�da�üretilebildiği�belirlenmi4tir�[92].�

�

;u�ana�kadar�bu�proteinleri�kodlayan�89�farklı�genin�analizi�yapılmı4tır.�Bu�genler�B.�

thuringensis’� in� büyüme� döngüsünün� durgun� fazı� sırasında� ifade� olunurlar.� Bu�

genlerin� ifade� edilmesi� mRNA� sentezi,� mRNA� sentezi� sonrası� ve� protein� sentezi�

sonrası�seviyelerde�kontrol�edilir�[92].�

�

Sporulasyon� mRNA� sentezi� a4amasında� sigma� faktörünün� aktivasyonu� ile� kontrol�

edilir�ve�bu�yüzden�de�cry�genlerin�ifade�edilmesi�e4�zamanlı�olarak�kontrol�edilmi4�

olur.� Çünkü� çoğu� kristal� genler� büyümenin� yalnızca� sporulasyon� a4amasında�

sentezlenir�[92].��

�

Cry� toksinleri� kodlayan� 50’den� fazla� genin� analizi� yapılmı4tır� ve� bu� genler�

dizilerindeki� benzerliğe� dayanılarak� 15� grup� içinde� sınıflandırılabilir.� Bununla�

birlikte� cry� toksin� genleri� cry1,� cry2,� cry3� ve� cry4� olmak� üzere� dört� büyük� grup�

altında�incelenirler�[81].�

�

�

�
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cry1�Genleri�

�

Lepidoptera� takımına� özgü� kristal� proteinler� 4üphesiz� en� iyi� çalı4ılmı4� olan�

proteinlerdir.� Bu� proteinler� plazmit� DNA� üzerinde� bulunan� cry1� genleri� tarafından�

sentezlenmektedir.�Yapılan�çalı4malar�sonucunda�20�cry1�gen�dizisi�analiz�edilmi4tir.�

20� genin� hepsinin� de� B.� thuringiensis’in� sporulasyonu� sırasında� baklava� dilimi�

4eklinde� kristal� yapıda� inklüzyonlar� içerisinde� biriken� 130–140� kDa� ağırlığında�

proteinler� kodladığı� belirlenmi4tir.� Bu� proteinler� böcek� ortabağırsağının� bazik�

ortamında�çözülebilen�protoksinlerdir�(ön�toksinlerdir)�ve�proteolitik�olarak�kristalle�

ilgili� ya� da� larva� ortabağırsak� proteazları� tarafından� 60–70� kDa� ağırlığında� toksik�

fragmentlere�dönü4ürler�[81].�

�

cry1� genleri� benzer� homolojileri� ile� diğer� cry� genlerden� ayrılabilirler.� cry1A(a),�

cry1A(b)� ve� cry1A(c)� %� 80� den� daha� fazla� aminoasit� benzerliği� gösterirler� ve� bu�

yüzden� ayrı� bir� alt� grup� olarak� değerlendirilirler.� Son� olarak� tanımlanan� cry1B,�

cry1C�ve�cry1D�genleri�cry1A�genlerinden�ve�birbirlerinden�oldukça�farklıdırlar�[93].�

�

cry2�Genleri�

�

cry2� genleri� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–1,� B.� thuringiensis� subsp.�

thuringiensis�Berliner�ve�B.� thuringiensis� subsp.� tolworthi�ve�kenyae�gibi�çe4itli�alt�

türlerde�bulunmaktadır.�65�kDa�ağırlığında�bir�proteini�kodlar�ve�bu�protein�de�kübik�

yapılı�kristallerde�toplanırlar.�Bu�kristal�proteinler�ilk�olarak�aynı�su4ta�bulunan�130�

kDa�ağırlığındaki�P1�proteinine�kar4ılık�P2�proteini�olarak�tanımlanmı4tır�[94].��

�

Widner� ve� Whiteley,� B.� thuringiensis� subsp.� kursatki� HD1’den� cry2A� ve� cry2B�

genlerini� klonlamı4lardır.� Her� iki� gen� de� 633� aminoasit� dizisine� sahip� 71� kDa�

ağırlığında� bir� proteini� kodlar.� Her� iki� gen� de� E.� coli’� de� ifade� edilmi4� ve�

rekombinant� proteinler� safla4tırılmı4tır.� Đki� protein� oldukça� benzer� olmalarına�

rağmen� insektisidal� etkileri� farklı� bulunmu4tur.� cry2A’� nın� hem� Lepidoptera�

(Manduca� sexta)� hem� de� Diptera� (Aedes� aegypti)� larvalarına� kar4ı,� cry2B’� nin� ise�

yalnızca�Lepidoptera�larvalarına�kar4ı�toksik�etki�gösterdiği�belirlenmi4tir�[95].�
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cry3�Genleri�

�

;imdiye�kadar�B.�thuringiensis�subsp.�tenebrionis�,�B.�thuringiensis�subsp.�san�diego�

ve�B.�thuringiensis�EG2158�olmak�üzere�Coleoptera�takımına�özgü�3�B.�thuringiensis�

su4u� tanımlanmı4tır.� Su4ların� her� biri� bir� büyük� protein� içeren� e4kenarlı� kristaller�

üretir.�Klonlama�ve�dizi�analizleri�üç� türün�hepsinde�de�aynı�kristal�protein�geninin�

bulunduğu�göstermektedir.�E.�coli’�de� ifade�edilen�bu�gen�Colorado�patates�böceği�

(Leptinotarsa�decemlinata)�için�toksik�olan�72�kDa�ağırlığında�bir�proteini�sentezler.�

Bu� protein,� sporla� ilgili� proteazlar� tarafından� 66� kDa� ağırlığında� bir� proteine�

dönü4türülür�[81,�96].��

�

cry4�ve�cyt�Genleri��

�

Kristal�protein�genlerinin�cry4�sınıfı,�Diptera�takımına�özgü�kristal�protein�genlerinin�

oldukça� heterojen� bir� grubundan� olu4ur.� B.thuringiensis� subsp.� israelensis� su4unda�

bulunan� 72� MDa� büyüklüğündeki� plazmitten� izole� edilen� cry4A,� cry4B,� cry4C� ve�

cry4D�genlerinin�kodladığı�proteinler�sırasıyla�135,�128,�78�ve�72�kDa�ağırlığındadır.�

Bu� proteinler� 27� kDa� ağırlığındaki� cyt� geninin� ürünü� ile� birlikte� yuvarlak� yapılı�

kristallerde�toplanırlar.�[81].��

�

Kristal� genler� tarafından� sentezlenen� toksinlerinin� moleküler� büyüklüğü� ve� konak�

özgünlüğü�Çizelge�2.1’de�görülmektedir.��

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
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Çizelge� 2.1.� Kristal� genler� tarafından� sentezlenen� toksinlerin� moleküler� büyüklüğü�
ve�etkilediği�konakçı�grupları�[97]�

�
Gen�tipi� Alt�Sınıf� Konakçı�Grupları� Protoksin�(kDa)� Toksin�(kDa)�
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�

�

�

�

�

�
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�
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�

�
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�

Lepidoptera�

Lepidoptera/Diptera��
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130–160�
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73�
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58�

72�

27�

60�

60�

60�

60�

60�

60�

60�

60�

65�

65�
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55�

55�
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55�
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?�

30�

?�

�

�

Đnsektisidal�Kristal�Proteinlerinin�Yapısı��

�

B.� thuringiensis’in� Cry� ve� Cyt� proteinleri� por� olu4turan� toksinler� olarak�

isimlendirilen�bakteri�toksinleri�sınıfına�aittir.�Por�olu4turan�toksinler�αHsarmal�ve�βH�

pilili� toksinler� olmak� üzere� iki� temel� grupta� incelenirler.� αHsarmal� toksin� grubunda�

kolisinler,�ekzotoksin�A�ve�üç�bölgeli�Cry�toksinler�yer�almaktadır.�βH�tabakalı�toksin�

grubunda� ise� aerolizin,� αHhemolizin,� antraks� koruyucu� antijen� ve� Cyt� toksinler� yer�

almaktadır�[98].��
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Altı�farklı�Cry�proteinin�(Cry1Aa,�Cry2Aa,�Cry3Aa,�Cry3Bb,�Cry4Aa�ve�Cry4Ba)�üç�

boyutlu�tersiyer�yapısı�XHı4ınları�kristallografi�yöntemi�ile�belirlenmi4tir�(;ekil�2.2).�

Bu�proteinlerin� tersiyer�yapısının�etki�mekanizması�ve�yerle4im�düzeni�bakımından�

yüksek� derecede� benzerlik� gösterdiği� belirlenmi4tir.� Yapılan� inceleme� sonucunda�

proteinlerin�üç�bölgeye�sahip�olduğu�belirlenmi4tir.��Birinci�bölge�(NHucu)�merkezde�

hidrofobik� yapıda� αHsarmal� ve� çevresinde� amfipatik� yapıda� 6� tane� sarmal� yapı� ile�

çevrelenmi4� 7� αHsarmal� yığınından� olu4mu4tur.� Bu� bölge� ortabağırsak� zarına�

tutunmadan�ve�por�olu4umundan�sorumludur.�Đkinci�bölge�birbirine�paralel�yerle4mi4�

3� tane� βHpili� yapısından� olu4maktadır.� Üçüncü� bölge� (CHucu)� βHsandevic�

(sıkı4tırılmı4)� yapıdadır.� Đkinci� ve� üçüncü� bölgeler� reseptöre� bağlanmadan�

sorumludurlar�[99].�

�

Cyt� proteinlerin� üç� boyutlu� yapısının� incelenmesi� sonucunda� bir� βHpilili� tabakanın�

etrafına� sarılmı4,� sarmal� yapıda� iki� αHsarmal� yapıyı� ta4ıyan� tek� bir� αH� β� bölgeden�

olu4tuğu�belirlenmi4tir�(;ekil�2.2).�Cyt�proteinler�yapısal�olarak�Volvariella�volvacae�

mantarı�tarafından�üretilen�volvatoksin�A2�ile�benzerdir�[99].�

�

�

�

�

�

�

�

�
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�
;ekil�2.2.�Đnsektisidal�kristal�proteinlerin�üç�boyutlu�kristal�yapısı�[99]�

�aH�Cry1Aa,��bH�Cry3A,�cH�Cyt2A�
�����

�
�

�
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Đnsektisidal�Kristal�Proteinlerin�Hedef�Böceklerdeki�Etki�Mekanizması�

�

B.� thuringiensis’in� biyolojik� aktivitesi� Coleoptera,� Diptera� ve� Lepidoptera�

gruplarındaki� hassas� böceklere� kar4ı� cry� ve� cyt� genlerinin� olu4turduğu� aktif�

insektisidal�kristal�proteinler� sayesindedir.� Đnsektisidal�proteinlerin�etkili�olabilmesi�

için�böcek�tarafından�sindirilmesi�gerekir�[100].�

�

Genel�olarak� endotoksinler� ile�muamele� edilmi4�yiyeceklerin� tüketimi,�Lepidoptera�

larvalarının� beslenmesinin� durmasına� ve� bağırsağın� felç� (paraliz)� olmasına� neden�

olur.�Toksinlerin�yüksek�dozuyla�beslenen�larvalar�genel�bir�felç�olayı�geçirir�ve�ölür�

[64].�

�

Yapılan� histolojik� çalı4malarla� B.� thuringiensis� Cry� proteinlerinin� etki�

mekanizmasını�4u�4ekilde�özetlemek�mümkündür:�

�

Larvalar� tarafından� sindirimle� alınan� insektisidal� kristal� proteinler� bağırsağın� alkali�

ortamında� çözülür� ve� proteazlar� tarafından� aktif� hale� getirilir.� Aktif� hale� gelen�

proteinler� daha� küçük� yapıda� toksinlere� dönü4ür.� Toksinler� orta� bağırsak� silindirik�

epitel� hücrelerinin� zarlarında� bulunan� özel� reseptörlere� bağlanırlar.� Epitel� hücre�

zarlarında� porlar� ve� iyon� kanalları� olu4turarak� hücrelerin� iyon� ve� su� dengesinin�

deği4mesine� neden� olurlar.� Toksinin� yüksek� dozlarda� uygulanması� sonucunda� orta�

bağırsak�epiteli�parçalanır�ve�hızlı�bir�ölüm�gerçekle4ir.�Daha�dü4ük�dozlarda�ya�da�

daha� az� duyarlı� böceklerde,� bağırsak� hücrelerinin� zarar� görmesi� normal� bağırsak�

salgısının�durmasında�etkilidir�ve�bu�olay�da�sporların�açılmasına�izin�verir.�Vejetatif�

hücreler�daha�sonra� içeri�girerek�septisemiye�neden�olur�ve�ölüm�gerçekle4ir� (;ekil�

2.3.)�[101].���
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�

�
;ekil�2.3.�B.�thuringiensis�’in�hedef�böcek�üzerindeki�etki�mekanizması�[93]�

A.� Larva� tarafından� sporlu� B.� thuringiensis’� in� ve� kristal� proteinlerin�
yenmesi� � B.� Ortabağırsakta� protoksin� halde� bulunan� kristal� proteinlerin�
alkali� ortamda� çözünmesi� � C.� Ortabağırsak� proteazları� tarafından�
protoksinlerin� toksin� proteinlere� dönü4türülmesi,� toksin� proteinlerin� epitel�
hücre� zarındaki� özgün� reseptörlere� bağlanması,� toksinin� hücre�
membranından� içeriye� girmesi� � D.� Porların� ve� iyon� kanallarının� olu4ması��
E.� Epitel� hücrelerinde� osmotik� dengenin� bozulması� sonucunda� osmotik�
parçalanmanın� gerçekle4mesi� F.� Septisemi� sonucunda� ölümün�
gerçekle4mesi�

�

Orta� bağırsak� epiteli� üzerindeki� reseptörlerin� özgüllüğü� insektisidal� aktiviteyi�

belirlemede�önemlidir.�Đmmünokimyasal�problar�kullanılarak�yapılan�çalı4malar�hem�
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Cry� hem� de� Cyt� toksinlerin� orta� bağırsak� epitel� hücrelerinin� fırçalı� kenarlarına�

bağlandıklarını�göstermektedir�[102].�

�

In� vitro� bağlanma� çalı4maları� fırçalı� kenar� zar� veziküllerinin� (BBMV)� üzerindeki�

bölgelerin,� yüksek� bağlanma� ilgisi� gösterdiğini� belirlemi4tir.� Çe4itli� durumlarda� bu�

bölgelere� kar4ı� yüksek� bağlanma� ilgisi,� konak� böceğin� duyarlılığı� ile� de� ilgili�

olmaktadır�[103,104].�

�

Cyt� toksinler� ise� protein� reseptörlerine� bağlanmazlar� ve� doğrudan� zar� lipitleri� ile�

etkile4ime�girerek�zardan�içeri�girer�ve�por�olu4tururlar�[105]�ya�da�deterjan�benzeri�

maddeler�gibi�etkile4im�yaparak�zar�yapısını�bozarlar��[106].�

�

B.� thuringiensis� subsp.� israelensis� ile� muamele� edilmi4� sivrisinek� larvaları� genel�

olarak� muameleden� sonraki� bir� saat� içinde� beslenmeyi� durdururlar,� iki� saate� kadar�

aktivite�azalır�ve�genel�sindirimden�sonra�altı�saat�içinde�felç�olayı�gerçekle4ir.�Diğer�

B.�thuringiensis�izolatlarının�çoğu�B.�thuringiensis�subsp.�israelensis’in�ki�kadar�hızlı�

bir� etkiye� sahip� değildir.� Beslenmenin� durması� B.� thuringiensis� sporlarının� ve�

toksinlerinin� sindiriminden� sonra� olu4abilir.� Bununla� birlikte� kınkanatlı� böceklerde�

ve� tırtıllarda� ölüm� yalnızca� genç� larvalar� için� hızlıdır� (1–2� gün)� ve� daha� büyük�

larvalar�için�bir�haftadan�daha�uzun�zaman�alır�[64].��

�
�

�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
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3.�MATERYAL�VE�METOT�

�

3.1.�Materyal��

�

Toprak�örnekleri�

�

Bu� çalı4mada� Ankara’nın� farklı� yerlerinden� (Ankara� Üniversitesi� Ziraat� Fakültesi�

Deneme� Tarlaları,� Çayyolu,� Beynam� Ormanı,� Gazi� Üniversitesi� Kampüsü,� ODTÜ�

Kampusü,�Eski4ehir�yolu�Lodumlu)�alınan�toprak�örnekleri�kullanılmı4tır.��

�

Bakteri�örnekleri�

�

Çalı4mada,� 60’ı� bu� topraklardan� ve� 7’si� kültür� koleksiyonlarından� temin� edilen�

referans�su4lar�olmak�üzere,� toplam�67�adet�Bacillus�su4u�kullanılmı4tır.�Çalı4mada�

kullanılan� referans� Bacillus� thuringiensis� su4larından� 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� Autónoma� de� México� Biyoteknoloji�

Enstitüsü’den,� ticari� Bacillus� thuringiensis� subsp.� kurstaki� Ankara� Ziraii� Mücadele�

Kurumu’ndan,� Bacillus� thuringiensis� RSKK� 380� ve� Bacillus� thuringiensis� Mu4�

su4ları� ise�Gazi�Üniversitesi�Fen�Edebiyat�Fakültesi�Biyoloji�Bölümü�Biyoteknoloji�

Laboratuarı’ndan�temin�edilmi4tir.�

�

Böcek�örnekleri�

�

Larvalar�üzerine�olan� toksik�etki�denemeleri� için�Erciyes�Üniversitesi�Fen�Edebiyat�

Fakültesi� Biyoloji� Bölümü� Böcek� Yeti4tirme� Laboratuvarı’� ndan� temin� edilen�

Ephestia�kuehniella�ZELLER,�(un�güvesi,�değirmen�güvesi)�(Lepidoptera:�Pyralidae)�

ve� Trogoderma� granarium� EVERTS,� (kapra� böceği,� tahıl� güvesi)� (Coleoptera:�

Dermestidae)’un�üçüncü�dönem�larvaları�kullanılmı4tır.�Çalı4mamızda�kullanılan�iki�

böcek�türünün�sistematiği�a4ağıda�verilmi4tir:�

�
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Ephestia�kuehniella�türünün�sistematiği�

Takım�� :�Lepidoptera�(Kelebekler)�

Familya� :�Pyralidae�

Cins�� � :�Ephestia�

Tür� � :�Ephestia�kuehniella�Zeller�(Un�güvesi)�

�

Trogoderma�granarium�türünün�sistematiği�

Takım�� :�Coleoptera�(Kınkanatlılar)�

Familya�� :�Dermestidae�

Cins� � :�Trogoderma�

Tür� � :�Trogoderma�granarium�Everts�(Kapra�böceği,�Tahıl�güvesi)�

�

Besiyerleri�

�

Nutrient� Agar� (NA)� Besiyeri� (gr/lt)� :� Et� Özütü� (beef� extract)� 1,0� gr,� maya� özütü�

(yeast�ekstrakt)�2,0�gr,��pepton�5,0�gr,�sodyum�klorür�5,0�gr,�agar�15�gr.�

�

Sodyum�asetatlı�Luria�Bertani�(LB)�Besiyeri�(gr/lt):�Tripton�10gr,�maya�özütü�5�gr,�

sodyum�klorür�(NaCl)�5�gr,�sodyum�asetat�(NaCOOH3)�20,5�gr.�

�

Luria� Bertani� Agar� (LA)� Besiyeri� (gr/lt):� � Tripton� 10gr,� maya� özütü� 5� gr,� sodyum�

klorür�(NaCl)�5�gr,��agar�15�gr.�

�

Nutrient�Sıvı�(NB)�Besiyeri�(gr/lt)�:�Et�Özütü�1,0�gr,�Maya�Özütü�2,0�gr,�Pepton�5,�0�

gr�sodyum�klorür�(NaCl)�5,0�gr.��

�

T3� Sıvı� Sporlanma� Besiyeri� (gr/lt):�Tripton� 3� gr,� triptoz� 2� gr,� maya� özütü� 1,5� gr,��

mangan�klorür�(MnCl2)�0,005�gr,�monobazik�sodyum�fosfat�(NaH2PO4)�6�gr,�dibazik�

sodyum�fosfat�(Na2HPO4)�7,1�gr.��

�
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T3�Agar�Sporlanma�Besiyeri��(gr/�lt):�Tripton�3�gr,��triptoz�2� gr,� maya� özütü� 1,5� gr,��

mangan�klorür�(MnCl2)�0,005�gr,�monobazik�sodyum�fosfat�(NaH2PO4)�6�gr,�dibazik�

sodyum�fosfat�(Na2HPO4)�7,1�gr,�agar�15�gr.���

�

Besiyerlerinin�pH’�sı�0,01�N�HCl�ve�0,01�NaOH�ile�6,8�±�0,2’�ye�ayarlanmı4tır.�T3�

sporlanma� besiyerinin� pH’� sı� monobazik� ve� dibazik� sodyum� fosfat� çözeltilerinin�

belirli�oranlarda�karı4tırılması�ile�6,8�±�0,2’�ye�ayarlanmı4tır.�Besiyerleri�121�°C’�de�

15�dk�otoklavda�steril�edilmi4tir.�

�

Tampon�ve�Çözeltiler�

�

Kromozomal�DNA�izolasyonunda�kullanılan�çözeltiler�

�

<STE�çözeltisi:�10�mM�TrisHHCl,�1�M�NaCl,1�mM�EDTA�(pH�8,0)�

<Lizozim� Çözeltisi:� 10� mg/ml� olacak� 4ekilde� TrisHEDTA� tamponu� içerisinde�

hazırlanmı4tır.�

<Fenol:�kloroform:�izoamilalkol�(25:24:1)�çözeltisi:�25�ml�fenol,�24�ml�kloroform�ve�

1� ml� izoamilalkol� karı4tırılarak� hazırlanmı4tır.� Hazırlanan� çözelti� bir� gece� 4°C’� de�

bekletildikten�sonra�kullanılmı4tır.�

<Tris<EDTA�tamponu�(TE):�10�mM�Tris,�1�mM�EDTA�

�

Toplam�hücre�protein�izolasyonu�için�gerekli�çözeltiler�

�

<Fosfat�tamponu�(gr/lt):�6,8�gr�KH2PO4�ve�8.7�gr�K2HPO4�tartılarak�ayrı�ayrı�1000�ml�

distile�su�içerisinde�çözülmü4tür.�Hazırlanan�iki�çözelti�belirli�oranlarda�karı4tırılarak�

pH�7,0’a�ayarlanmı4tır.�

<Örnek� Tamponu:� 5� ml� 0.5� M� TrisHHCl� (pH� 6.8),� 8� ml� gliserol,� 4� ml� 2� βH�

merkaptoetanol,� 2� gr� SDS,� 0,01� gr� bromfenol� mavisi,� 3ml� distile� su� ilave� edilerek�

hazırlanmı4tır.�

�

�

�
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Protein�elektroforezi�için�gerekli�çözeltiler�

�

<Akrilamid�Çözeltisi� (%�30):� 29,2�gr� akrilamid,� 0,8� gr� N,� N’� metilenHbisHakrilamid�

100� ml� distile� su� içerisinde� çözülmü4tür.� Hazırlanan� çözelti� Whatman� No:1� filtre�

kâğıdından�geçirilerek�süzülmü4�ve�4oC’�de�muhafaza�edilmi4tir.��

<1,5�M�Tris<HCl�(pH�8,6):�18,165�gr�Tris�75�ml�distile�suda�çözüldükten�sonra�1�N�

HCl�ile�pH�8,6’ya�ayarlanmı4tır.�Son�hacim�100�ml’ye�tamamlanmı4tır.�

<1M�Tris<HCl�(pH�6,8):�12,01�gr�Tris�75�ml�distile�suda�çözüldükten�sonra�1�N�HCl�

ile�pH�6,8’e�ayarlanmı4tr.�Son�hacim�100�ml’ye�tamamlanmı4tır.�

SDS�(%10’�luk�):�10�gr�SDS�100�ml�distile�su�içerisinde�çözülerek�hazırlanmı4tır.�

<Amonyum�persülfat�(AP)�(%10’�luk):�10�gr�AP�100�ml�distile�su�içerisinde�çözülerek�

hazırlanmı4tır.�

<Elektroforez�stok�yürütme�tamponu�(pH�8,3)�(5x):�25�mM�Tris,�250�mM�Glisin,�%1�

(w/v)�SDS,�distile�su�karı4tırılarak�hazırlanmı4tır.�

<Tespitleme�çözeltisi:�25�ml�%100�(w/v)�TCA�(Trikloroasetik�asit),�82.5�ml�Metanol,�

142.5�ml�distile�su�karı4tırılarak�hazırlanmı4tır.�

<Stok� boya� çözeltisi:� 1� gr� Coomassie� Brillant� Mavisi� GH250,� 46.5� ml� HCl�

karı4tırılarak� hacim� distile� su� ile� 1000� ml’� ye� tamamlanmı4tır.� Boya� çözüldükten�

sonra� Whatman� No:1� filtre� kağıdından� süzülmü4� ve� renkli� cam� 4i4ede� oda�

sıcaklığında�saklanmı4tır.�

<Boyama�çözeltisi:�300�ml�stok�boya�çözeltisi,�35�ml�10�N�(w/v)�KOH,�25�ml�%100�

(w/v)�TCA�karı4tırılarak�hazırlanmı4tır.�

�

Plazmit�DNA�izolasyonunda�kullanılan�çözeltiler�

�

<Çözelti�I:�%�6,7�Sükroz,�50mM�Tris�(pH�8,0),�1�mM�EDTA�(pH�8,0)�

<Çözelti�II:�25�mM�Tris�(pH�8,0)�ile�hazırlanmı4�10mg/ml�Lizozim�

<Çözelti�III:�0.25�M�EDTA�(pH�8,0),�50�mM�Tris�(pH�8,0)�

<Çözelti�IV:�50�mM�Tris,�20�mM�EDTA,�%20�SDS�

<NaCl� ile� doyurulmuK� fenol� (pH� 7.0)� çözeltisi:� Katı� fenol� 65� oC’� de� eritilerek� 1:1�

oranında�1M�NaCl�ile�pH�7.0�olana�kadar�doyurulmu4tur.�
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<Kloroform:� Đzoamilalkol� (24:1)� çözeltisi:� 24� ml� kloroform� ile� 1� ml� izoamilalkol�

karı4tırılarak�hazırlanmı4tır.�

<RNaz� Çözeltisi:� RNaz� 10� mg/ml� olacak� 4ekilde� 0,01� M� sodyum� asetat� (pH� 5,2)�

çözeltisi� içinde� çözülmü4tür.� 15�dakika�100� °C’�de� bekletilmi4� ve�oda� sıcaklığında�

yava4�yava4�soğutulmu4tur.�Çözeltinin�pH’sını�ayarlamak�için�1�M�TrisHHCl�(pH�7,4)�

çözeltisinden�0,1�hacim�ilave�edilmi4,�karı4tırılarak�H20�°C’�de�saklanmı4tır.��

<Tris<EDTA�tamponu�(TE):�10�mM�Tris,�1�mM�EDTA�

�

Agaroz�jel�elektroforezi�için�kullanılan�çözeltiler�

�

<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� içerisinde�çözülerek�

hacim�1000�ml’�ye�tamamlanmı4tır.�

<Agaroz:� %0,8’� lik� ve� %2’� lik� (w/v)� agaroz� TAE� tamponunda� çözülerek�

hazırlanmı4tır.�

<Yükleme�tamponu:�40�gr�sükroz,�0,025�gr�bromofenol�mavisi,��0,25�gr�ksilen�siyanol�

100�ml�distile�su�içerisinde�çözülerek�hazırlanmı4tır.�

<Etidyum� bromür:� 10� mg/ml� deri4imde� hazırlanmı4� ve� koyu� renkli� 4i4elerde�

muhafaza�edilmi4tir.�

�

Polimeraz�zincir�reaksiyonunda�kullanılan�tampon�ve�çözeltiler�

�

<Taq�polimeraz� tamponu�10x:� 100�mM�TrisHHCl� (pH�8,3),�500�mM�KCl,�1�mg/ml�

jelatin.�

<MgCl2:�25�mM�

<Nükleotit�KarıKımı:�10�mM�dNTP�(dATP,�dGTP,�dTTP,�dCTP)�

<Taq�polimeraz:�5�u/�µl�

<Primerler:�Kristal�genlerinin�belirlenmesi� için�kullanılan�primerler�Çizelge�3.1’�de�

verilmi4tir.�

�
�
�
�
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Çizelge� 3.� 1.� Kristal� genlerinin� belirlenmesi� için� PZR’� da� kullanılan� primerler� ve�
çoğaltılan�gen�bölgelerinin�büyüklükleri��

�
Primer� Nükleotid�Dizisi�(5’>3’)� Çoğaltılan�

Gen�Bölgesi�

PCR�Ürünü�

Büyüklüğü(bp)�

CJI>1�

CJI>2�

TGTAGAAGAGGAAGTCTATCCA�

TATCGGTTTCTGGGAAGTA�

�

cry1�

�

272–290�

II(+)�

II(>)�

TAAAGAAAGTGGGGAGTCTT�

AACTCCATCGTTATTTGTAG�

�

cry2�

�

1556–1523�

CJIII>20�

CJIII>21�

TTAACCGTTTTCGCAGAGA�

TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG�

�

cry3�

�

652–733�

Un4(d),�

Un4(r),�

GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC�

GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC�

�

cry4�

�

439�

Un7,8(d),�

Un7,8(r),�

AAGCAGTGAATGCCTTGTTTAC�

CTTCTAAACCTTGACTACTT�

cry7�

cry8�

420�

423�

�

Gral>nem(d)�

Gral>nem(r)�

�

�

TTACGTAAATTGGTCAATCAAGCAAA�

AAGACCAAATTCAATACCAGGGTT�

cry5�

cry12�

cry14�

cry21�

474�

477�

483�

489�

�

Gral>cyt(d)�

Gral>cyt(r)�

�

AACCCCTCAATCAACAGCAAGG�

GGTACACAATACATAACGCCACC�

�

�

cyt1Aa�

cyt1Ab�

�

522�

525�

�

�

3.2.�Metot�

�

3.2.1.�Toprak�örneklerinin�alınması�

�

Toprağın� üst� yüzey� materyalleri� süpürüldükten� sonra� steril� bir� spatula� ile� yakla4ık�

yüzeyden� 2–5� cm� a4ağıdan� 10� gram� toprak� örneği� alınarak� steril� cam� kavanozlara�

konmu4tur.�Alınan�örnekler�kullanılana�kadar�+4�°C’�de�saklanmı4tır�[107].��

�



� 41

3.2.2.�Bakterilerin�izolasyonu�

�

Bacillus�cinsi�bakterilerin�izolasyonu�

�

Bacillus� cinsine� ait� bakteri� türlerinin� izolasyonu� için� Nutrient� Agar� (NA)� besiyeri�

kullanılmı4tır.�Ankara�iline�ait�farklı�semtlerden�alınan�toprak�örneklerinin�1�gramı,�

içinde� 9� ml� steril� serum� fizyolojik� çözeltisi� bulunan� deney� tüplerine� aktarılmı4tır.�

Karı4tırıcıda�5�dk�kuvvetli�bir�4ekilde�karı4tırılmı4tır.�Örnekler�su�banyosunda�65�°C’�

de� 60� dk� tutularak� vejetatif� bakteri� formlarının� ölmesi� ve� ortamda� bu� bakterilerin�

sporlu� formlarının� kalması� sağlanmı4tır.� Örneklerden� 10–1’den� 10–7’� ye� kadar� seri�

seyreltmeler�hazırlanarak,�10–3� seyreltmeden� itibaren�NA�besiyerine�0,1�ml�ekimler�

yapılmı4�ve�30�°C’�de�5�gün�boyunca�inkübasyona�bırakılmı4tır.�Đnkübasyon�sonunda�

morfolojik�olarak�farklı�olan�koloniler�seçilmi4tir�[107].��

�

Seçilen� farklı� koloniler� NA� besiyerine� ekilerek� saf� kültürleri� elde� edilmi4tir.� Saf�

kültürler� daha� sonra�Gram� boyama� ile� boyanmı4tır.�Boyama� sonucunda� morfolojik�

olarak�Gram�pozitif�çubuk�4ekilli�olan�bakteriler�deney�materyali�olarak�seçilmi4tir.��

�

Bacillus�thuringiensis’�in�izolasyonu�

�

Bacillus�thuringiensis�türü�bakterilerin�izolasyonu�için�0,25�M�sodyum�asetat�içeren�

Luria� Bertani� sıvı� (LB),� Luria� Bertani� agar� (LA)� ve� T3� agar� (sporlanma)�

besiortamları�kullanılmı4tır�[108].�

�

B.�thuringiensis�türlerinin�izolasyonu�Travers’�in�önerdiği�yönteme�göre�yapılmı4tır.�

1�gram�toprak�örneği�0.25�M�sodyum�asetat�içeren�LB�sıvı�besiyerine�konulmu4tur.��

30oC’�de�4�saat�boyunca�çalkalamalı�etüvde�(250�rpm)�inkübasyona�bırakılmı4tır.�Bu�

sürenin�sonunda�örneklerin�1,5�ml’�si�su�banyosunda�80ºC’�de�10�dk�sıcaklığa�maruz�

bırakılmı4tır.�Sıcaklığa�maruz�kalmı4�örnekler�LA�besiyerine�ekilmi4�ve�30oC’�de�1�

gece�inkübasyona�bırakılmı4tır.�Đnkübasyon�sonunda�rast�gele�seçilen�farklı�koloniler�

T3� agar� besiyerine� ekilmi4� ve� bir� gece� 30oC’� de� inkübasyona� bırakılmı4tır.� FazH
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kontrast� mikroskobunda� yapılan� inceleme� sonucunda� parasporal� yapıların� olup�

olmadığına�göre�kültürlerin�ayrımı�yapılmı4tır�[108].�

�

3.2.3.�Bakterilerin�muhafazası�

�

Ependorf� tüplerine� 0,3� ml� gliserol� konularak,� 121°C’� de� 15� dk� otoklavda� steril�

edilmi4tir.� Bakteriler� uygun� sıvı� besiyerinde� aktifle4tirilmi4tir.� Aktifle4tirilen�

kültürlerden� 0,6� ml’� si� gliserol� içeren� steril� ependorflara� ilave� edilerek� H80°C’� de�

muhafaza�edilmi4tir.�Muhafazaya�alınan�stoklar�iki�ayda�bir�yenilenmi4tir�[109].�

�

3.2.4.�Bakterilerin�tanımlanması�

�

API�test�kitleri�ile�bakterilerin�tanımlanması�

�

Gram�pozitif�çubuk�4ekilli�olan�bakterilerin�tür�seviyesinde�tanımlanmaları�API�20�E�

ve� API� 50� CHB� Analitik� Profil� Đndeks� (Biomerieux,� Marcy� I’� Etoile,� France)� test�

kitleri� kullanılarak� Gülhane� Askeri� Tıp� Akademisi� (GATA)� Mikrobiyoloji�

Laboratuvarında�yapılmı4tır.��

�

Bakteriler� NA� besiyerine� ekilmi4� ve� 30oC’� de� bir� gece� inkübasyona� bırakılmı4tır.�

Đnkübasyon� sonunda� koloniler� steril� bir� öze� yardımıyla� toplanarak� API� 20� E� için�

içerisinde� %� 0.8’lik� NaCl� bulunan� 2� ml’� lik� test� tüplerine,� API� 50� CHB� için� ise�

içerisinde�amonyum�sülfat,�maya�özütü,�fenol�kırmızısı�ve�tripton�bulunan�10�ml’�lik�

hazır� API� 50� CHEB� (Enterobacteriaceae/Bacillus)� � besiyerine� aktarılarak�

süspansiyon� haline� getirilmi4tir.� Süspansiyon� içerisindeki� bakterilerin� yoğunluğu� 3�

No’lu�McFarland�standardına�e4itlenmi4tir.���

�

Hazırlanan� bakteri� süspansiyonları� API� 20� E� ve� API� 50� CHB� test� kuyucuklarına�

ekilmi4tir�(strip).�Stripler�30°C’�de�48�saat�inkübasyona�bırakılmı4tır.�24�ve�48�saatlik�

süreler� sonunda� test� kuyucuklarında� meydana� gelen� renk� deği4imlerine� göre�

değerlendirmeler� yapılmı4tır.� Alınan� pozitif� sonuçlar� bilgisayar� ortamına� girilerek�

bakterilerin�tür�seviyesinde�tanımlamaları�yapılmı4tır�[56].�
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16S�rRNA�dizi�analizi�ile�bakterilerin�tanımlanması�

�

FazH�kontrast�mikroskobu�ile�yapılan�inceleme�sonucunda�parasporal�kristal�yapıları�

ta4ıdıkları�belirlenen�bakteri�su4ların�tanımlanmaları�16S�rRNA�dizi�analizi�yapılarak�

gerçekle4tirilmi4tir.�

�

Kromozomal�DNA�izolasyonu�

�

Bakterilerin� kromozomal� DNA’ları� Maniatis’e� göre� izole� edilmi4tir� [110].� B.�

thuringiensis�su4ları�5ml’�lik�NB�besiyerine�ekilmi4�ve�30oC’�de�24�saat�inkübasyona�

bırakılmı4tır.�Đnkübasyon�sonunda�hücre�kültürü�ependorf�tüplere�aktarılarak�13�000�

rpm’de�2�dk�santrifüj�edilerek�çöktürülmü4�ve�besiyeri�uzakla4tırılmı4tır.�Pelletlerin�

üzerine� 500� ml� STE� tamponu� konularak� yeniden� çözülmü4tür.� Daha� sonra� her� bir�

tüpe�10�Vg�lizozim�ilave�edilerek�karı4tırılmı4�ve�37oC’de�bir�saat�bekletilmi4tir.�Bu�

süre�sonunda�her�bir�tüpe�0,1�hacim�olacak�4ekilde�3�M�sodyum�asetat�çözeltisinden�

ilave� edilmi4tir.� Alt� üst� edilerek� 65oC’� de� inkübasyona� bırakılmı4tır.� Daha� sonra�

üzerine�500�Vl�fenol:�kloroform:�izoamilalkol�(25:24:1)�ilave�edilerek�karı4tırılmı4�ve�

13�000�rpm’�de�santrifüj�edilmi4tir.�Santrifüj�i4lemi�sonunda�üstteki�sıvı�kısım�steril�

tüplere� alınmı4tır.� Üzerine� 2� hacim� %96’� lık� etil� alkol� ilave� edilmi4� ve� H20oC’� de�

30dk�bekletilmi4tir.�Daha�sonra�13�000�rpm’�de�santrifüj�edilerek�DNA�pellet�halinde�

elde� edilmi4tir.� DNA’lar� %70’� lik� etil� alkol� ile� yıkanmı4� ve� kurutulmu4tur.� Elde�

edilen� DNA� pelletleri� 60� Vl� TE� (10� mM� Tris,� 1� mM� EDTA)� tamponu� içerisinde�

çözülerek�H20�°C’��de�kullanılana�kadar�muhafaza�edilmi4tir�[110].��

�

Đzole� edilen� kromozomal� DNA’� lar� 67F:� TGA� AAA� CTG� AAC� GAA� ACA� AAC�

CTC�ve�1671R:�TCA�AAA�CTG�AAC�AAA�ACG�AAA�primerleri�kullanılarak�PZR�

i4lemi�ile�1554�bp’�lik�16S�rRNA�genini�ta4ıyan�DNA�bölgesinin�amplifikasyonu�için�

kullanılmı4tır.�Amplifiye�olan�PZR�ürünleri�safla4tırılmı4�(QIAquick�Gel�Extraction�

Kit,� Qiagen,Valencia,� CA,� USA)� ve� CEQ8000� DNA� analiz� sistemi� (Beckman�

Coulter)� ile� analiz� edilmi4tir.� Elde� edilen� diziler� Gen� Bankasında� kayıtlı� bulunan�

Bacillus� türlerine� ait� 16S� rRNA� gen� dizileri� ile� kar4ıla4tırılarak� izolatların� dizi�

e4le4tirmeleri�yapılmı4tır�[61].��
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16S�rRNA�geninin�belirlenmesi�için�a4ağıdaki�PZR�programı�kullanılmı4tır.�

�

95�oC’�de����5dk��������������������Ba4langıç�denaturasyon�a4aması�

94�oC’�de����15�sn����

52�oC’�de����15�sn������������������35�döngü�

72�oC’�de����1�dk��30�sn�����

72�oC’�de����5�dk�������������������Son�uzama�a4aması���

�

3.2.5.�Sodyum�dodesil�poliakrilamid�jel�elektroforezi�(SDS>PAGE)��

�

Toplam�hücre�protein�izolasyonu�

�

Tanımlanan� türlerin� toplam� hücre� proteinlerinin� izolasyonu� Kishore� ve�

arkada4larının� önerdiği� yönteme� göre� yapılmı4tır� [111].� Bakteriler� 5� ml’� lik� NB�

besiyerinde� iki� kez� aktifle4tirilmi4tir.� Aktifle4tirilen� bakteriler� 50� ml’� lik� NB�

besiyerine� aktarılmı4� ve� 24� saat� 30oC’� de� 100� rpm’� de� inkübe� edilmi4tir.� Hücre�

kültürü�5�000�rpm’�de�5�dk�santrifüj�edilmi4�ve�besiyeri�uzakla4tırılmı4tır.�Pellet�5�ml�

steril�distile�su�ile�iki�kez�yıkanmı4tır.�Yıkama�i4leminden�sonra�pellet�üzerine�2�ml�

fosfat� tamponu� (pH� 6,8)� ilave� edilmi4tir.� Hücreler� yeniden� süspansiyon� haline�

getirilmi4� ve� 50� MHz� ultrasonikasyon� ile� buz� içerisinde� 10� dk� sonikasyona� tabii�

tutulmu4tur.� Sonikasyon� i4leminden� sonra� 2� 000� rpm’� de� 2� dk� santrifüj� edilmi4tir.�

Üstteki�sıvı�kısımdan�75�il�alınarak�25�il�örnek�tamponu�ile�karı4tırılmı4�ve�5�dakika�

kaynatılmı4tır.� Elektroforez� yapılıncaya� kadar� protein� örnekleri� H20oC’� de�

saklanmı4tır�[111].�

�

Örneklerdeki�protein�miktarını�belirlemek� için�spot� test�kullanılmı4tır.�;erit�halinde�

kesilen� Whatman� No:� 1� süzgeç� kâğıdına,� hazırlanan� protein� örneklerinden� 2,5� µl�

emdirilmi4tir.� Kurutulduktan� sonra� 10� dk� boyama� çözeltisi� bekletilmi4� ve� su� ile�

yıkanmı4tır.� Boyanma� derecesine� göre� örneklerin� e4it� miktarda� yüklenmesi�

sağlanmı4tır�[112].�

�

�
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SDSHPAGE�jellerinin�Hazırlanması�

�

Toplam� hücre� protein� analizleri� Laemmli’� ye� göre� %� 4,5’� luk� yığınla4tırıcı� ve�

%10’luk� ayırıcı� jel� kullanılarak� sodyum� dodesil� sülfat� poliakrilamid� jel�

elektroforezinde�(SDSHPAGE)�yapılmı4tır�[113].�

�

Ayırma�Jelinin�HazırlanıKı�

�

16,7�ml�Akrilamid/Bis�Akrilamid�(%30’luk),�19,8�ml�distile�su,�12,5�ml�1,5�M�TrisH

HCl�(pH��8,6),�500�µl�%�10’luk�APS�(amonyum�per�sülfat),�500�µl�%�10’luk�SDS�

birbirine� iyice� karı4tırıldıktan� sonra� 30� µl� TEMED� (N,N,� tetraetilen� diamid)� ilave�

edilerek,�1�mm�aralığa�sahip�iki�jel�camı�arasına�hızlı�bir�4ekilde�dökülmü4tür.��Jelin�

üst�kısmı�distile�su�ile�kaplanarak�hava�ile�teması�önlenmi4�ve�polimerize�olması�için�

bekletilmi4tir.�

�

Yığma�Jelin�HazırlanıKı�

�

3,4�ml�%30’luk�Akrilamid/Bis�Akrilamid,�13,6�ml�distile� su,�2,5�ml�1�M�TrisHHCl�

(pH� 6,8),� 200� µl� %� 10’luk� APS� ve� 200� µl� %� 10’luk� SDS� birbiri� ile� iyice�

karı4tırıldıktan� sonra� 20� µl� TEMED� ilave� edilmi4tir.� Bu� karı4ım,� polimerize� olan�

ayırma� jelinin� üzerindeki� distile� su� uzakla4tırıldıktan� sonra� ayırma� jeli� üzerine�

dökülmü4tür.�Tarak�yerle4tirilmi4�ve�polimerize�olması�için�bekletilmi4tir.�

�

SDSHPAGE�Jel�Elektroforezi�

�

Polimerizasyonu�takiben�tarak�çıkarılmı4,�kuyucuklar�elektroforez�yürütme�tamponu�

ile�yıkandıktan�sonra�tanka�sabitlenmi4�ve�elektroforez�düzeneği�(ScieHPlus�Vertical�

Electrophoresis)� yürütme� tamponu� ile� doldurulmu4tur.� Örnekler� kuyucuklara�

yüklenmi4�ve�30�mA’�de�yakla4ık�200�V’�ta�ortalama�8�saat�yürütülmü4tür.��

�

�
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SDSHPAGE�jellerin�boyanması�

�

Elektroforez� i4lemi� tamamlandıktan� sonra� jeller,� tespitleme� çözeltisi� içerisinde� bir�

gece�bekletilmi4tir.�Tespitleme�i4leminden�sonra�jeller�boyama�çözeltisine�alınmı4�ve�

ortalama�iki�gün�bekletilerek�boyanmı4tır.�Daha�sonra�jeller�distile�su�ile�20�dk’�lık�

aralıklarla�yıkanarak�jellerin�zemininde�bulunan�boyanın�çıkması�sağlanmı4tır�[114].�

Jellerin�fotoğrafları�karanlık�odada�ı4ıklı�beyaz�tabla�üzerinde�çekilmi4tir.�

�

3.2.6.�Plazmit�DNA�izolasyonu�

�

Tanımlanan� türlerin� plazmit� DNA� izolasyonları� Anderson� ve� ark.’larının� önerdiği�

yönteme�göre�yapılmı4tır.��Đzole�edilen�su4lar�5ml’lik�NB�besiyerine�ekilmi4�ve�30oC’�

de� 24� saat� inkübe� edilmi4tir.� Đnkübasyon� sonunda� hücre� kültürü� ependorf� tüplere�

aktarılarak� 12� 000� rpm’de� 2� dk� santrifüj� edilerek� çöktürülmü4� ve� besiyeri�

uzakla4tırılmı4tır.� � Pelletin� üzerine� 380� il� çözelti� I’� den� ilave� edilmi4� ve� yeniden�

süspansiyon� haline� getirilmi4tir.� � 37oC’� de� 15� dk� bekletilmi4tir.� Üzerine� 96,5� il�

çözelti�II�ilave�edilmi4tir.�10�dk�37oC’�de�bekletilmi4tir.�Üzerine�50�il�çözelti�III,�30�

il� çözelti� IV� ilave� edilmi4� ve� hafifçe� karı4tırılmı4tır.� Hücrelerin� tamamen�

parçalanması� için� 10� dk� 37oC’� de� bekletilmi4tir.� Örnekler� yüksek� hızda� 30� saniye�

karı4tırılmı4tır.�Üzerine�taze�hazırlanmı4�30�il�3,0�N�NaOH�çözeltisi�ilave�edilmi4�ve�

10� dk� alt� üst� edilerek� karı4tırılmı4tır.� Üzerine� 50� il� 2� M� TrisHHCl� pH� (7,0)� ilave�

edilmi4tir.� 3� dk� hafif� bir� 4ekilde� karı4tırılmı4tır.� Üzerine� 72� il� 5,0� M� NaCl�

çözeltisinden�ilave�edilmi4�ve�parmakla�vurularak�hafifçe�karı4tırılmı4tır.�Daha�sonra�

üzerine� 700� il� NaCl� ile� doyurulmu4� fenol� (pH� 7.0)� çözeltisinden� ilave� edilmi4,�

karı4tırılarak� 10.000� rpm’de� 5� dk� santrifüj� edilmi4tir.� Üst� faz� steril� bir� ependorf�

tüpüne� aktarılmı4� ve� üzerine� 700� il� kloroform:� izoamilalkol� (24:1)� çözeltisinden�

ilave� edilmi4tir.� � 10� 000� rpm’� de� 5� dk� santrifüj� edilmi4� ve� üst� faz� steril� bir� tüpe�

alınmı4tır.� E4it� hacimde� (1:1)� izopropanol� ilave� edilmi4tir.� � 0oC’� de� 30� dakika�

bekletilmi4tir.� 13� 000� rpm’� de� 20� dk� santrifüj� edilmi4� ve� izopropanol�

uzakla4tırılmı4tır.� Elde� edilen� plazmit� DNA’lar� kurutulmu4� ve� üzerine� 60� Vl� TrisH

EDTA�çözeltisi�ilave�edilmi4tir.�Plazmit�DNA’lar�H20oC’�de�saklanmı4tır�[115].��

�
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3.2.7.�Agaroz�jel�elektroforezi�

�

Plazmid� DNA’ların� yürütülmesinde� 1xTAE� tamponu� içinde� kaynatılarak�

çözüldükten� sonra�etidyum�bromür� ilave�edilerek�hazırlanmı4�%�0,8’� lik� agaroz� jel�

kullanılmı4tır.�Kullanılan�elektroforez�(BIORAD)�yatay�konumda�olup�jel�plaklarının�

büyüklüğü�70x�70�mm’dir.�Elektroforez�i4leminden�önce�RNA’nın�parçalanması�için�

plazmit�DNA’lara�1�Vl�RNaz�çözeltisi�ilave�edilmi4�ve�1�saat�37°C’�de�inkübasyona�

bırakılmı4tır.�Örneklerin� 20�Vl’si� boyama� tamponu� ile� boyanmı4�ve�hazırlanan� jele�

yüklenmi4tir.�Yüklenen�örnekler�1xTAE�tamponu�içinde�70�V’�ta�3–3,5�saat�süre�ile�

yürütülmü4tür.�Yürütme�i4leminin�sonunda�plazmit�DNA’ların�görüntülenmesi�DNA�

görüntüleme� cihazında� (Biometra� BioDoc� Analyze)� UV� ı4ık� altında� yapılmı4tır.�

Jellerin�fotoğrafları�dijital�olarak�bilgisayar�ortamında�çekilmi4tir�[110].�

�

3.2.8.�Plazmit�DNA�büyüklüklerinin�hesaplanması�

�

Su4ların�plazmit�DNA�büyüklüklerinin� saptanmasında,�moleküler�ağırlıkları�bilinen�

DNA� markırlarının� elektroforetik� hareketlilikleri� ile� büyüklüklerinin� logaritmaları�

arasında� belirlenen� doğrusal� ili4kiden� yararlanılmı4tır.� Belirteç� (markır)� DNA�

moleküllerinin� agaroz� jel� fotoğrafları� üzerinde� ölçülen� göç� aralıkları� ile� bilinen�

büyüklüklerinin�logaritmik�değerlerine�bağlı�olarak�eğrileri�çıkarılmı4tır.�Đstatistiksel�

analizlerle� her� farklı� jel� için� korelasyon� katsayısı� ve� eğrinin� eğimi� belirlenerek�

bakterilerden�izole�edilen�plazmidlerin�büyüklükleri�saptanmı4tır�[116].���

�

Eğrinin�Eğimi�
(G.A)B

(G.C)E
(I)

−
−= �������������������������������������������������������������������������������(3.1)�

Korelasyon�Katsayısı� [ ](G.A)B(H.C)].[D

(G.C)E
(J)

−−
−= ��������������������������������������������(3.2)�

Moleküler�büyüklük�(W)�=�Antilog10�[I.�(αH�G)�+�H]��������������������������������������������(3.3)�

�

A=�X1+�X2+�X3+…………………………..+�Xn����������������������������������������������������(3.4)�

B=�X1
2+�X2

2+�X3
2+……………………….......+�Xn

2����������������������������������������������(3.5)�

C=�log10�Y1�+�log10�Y2+�log10�Y3+�…………..+�log10�Yn���������������������������������������(3.6)�
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D=�(log10�Y1)
2�+�(log10�Y2)

2+�(log10�Y3)
2+………+�(log10�Yn)

2������������������������������(3.7)�

E=�X1(log10�Y1)�+�X2(log10�Y2)�+�X3(log10�Y3)�+………+�Xn(log10�Yn)����������������(3.8)�

Ortalama�X�(G)=�
N

A
�����������������������������������������������������������������������������������������������(3.9)�

Ortalama�Y�(H)=�
N

C
���������������������������������������������������������������������������������������������(3.10)�

�

X=�Marker�DNA�moleküllerinin�agaroz�jel�üzerindeki�göç�aralığı�(mm)�

Y=�Marker�DNA�moleküllerinin�büyüklüğü�(kilobaz)�

A=�Moleküler�büyüklüğü�bilinmeyen�plazmitin�jel�üzerindeki�göçü�

�

3.2.9.�Đnsektisidal�kristal�genlerinin�PZR�ile�analizi�

�

B.� thuringiensis� türlerinin� insektisidal� kristal� gen� analizleri� cry1,� cry2,� cry3,� cry4,�

cry7,�cry8,�cry5,�cry12,�cry14,�cry21� ve�cyt1�genleri� için�genel�primerleri� (Çizelge�

3.1)� kullanılarak� PZR� yöntemi� ile� belirlenmi4tir� [117–120].� Kalıp� DNA� olarak�

plazmit�DNA’�lar�kullanılmı4tır.�

�

PZR�i4lemi�için�5�Vl�Taq�tamponu�(10x),�4�Vl�MgCl2,�1�Vl�dNTP,�0,5�Vl�primer,�5�Vl�

kalıp�DNA�ve�0,1�Vl�Taq�enzimi�ilave�edilmi4�ve�reaksiyon�hacmi�distile�su�ile�50�Vl’�

ye�tamamlanmı4tır.�Hazırlanan�bu�karı4ım�PZR�cihazına�(Biometra)�yerle4tirilmi4�ve�

her�bir�gen�için�a4ağıda�verilen�programlar�kullanılmı4tır.���

�

• �cry1� ve� cry3� genlerinin� belirlenmesi� için� a4ağıdaki� PZR� programı� kullanılmı4tır�

[117]:�

���95�oC’�de����2dk�����������Ba4langıç�denaturasyon�a4aması�

���95�oC’�de���1�dk��������

���48�oC’�de���1�dk�����������30�döngü�

���72�oC’�de���1�dk�������

���72�oC’�de����5�dk����������Son�uzama�a4aması��

�

�
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• �cry2�genlerinin�belirlenmesi�için�a4ağıdaki�PZR�programı�kullanılmı4tır�[118]:�

���94�oC’�de����5dk�����������Ba4langıç�denaturasyon�a4aması�

���94�oC’�de����1�dk�����

���45�oC’�de����45�sn���������25�döngü�

���72�oC’�de����2�dk������

���72�oC’�de����10�dk��������Son�uzama�a4aması���

�

• �cry7� ve� cry8� genlerinin� belirlenmesi� için� a4ağıdaki� PZR� programı� kullanılmı4tır�

[119]:�

���95�oC’�de����2dk����������Ba4langıç�denaturasyon�a4aması�

���95�oC’�de���1�dk�����
���*49�oC’�de���1�dk����������30�döngü�

���72�oC’�de���1�dk������

���72�oC’�de����5�dk���������Son�uzama�a4aması���

��*cry�7�geni�için�birle4me�sıcaklığı�54�oC�olarak�seçilmi4tir.�

�

• �cry4�geninin�belirlenmesi�için�a4ağıdaki�PZR�programı�kullanılmı4tır�[78]:�

���94�oC’�de����1dk����������Ba4langıç�denaturasyon�a4aması�

���94�oC’�de����1�dk�����

���60�oC’�de����1dk�����������25�döngü�

���72�oC’�de����1�dk��������

���72�oC’�de����10�dk��������Son�uzama�a4aması��

��

• �cry5,cry12,cry14� ve� cry21� genlerinin� belirlenmesi� için� a4ağıdaki� PZR� programı�

kullanılmı4tır�[120]:�

���95�oC’�de����2dk���������Ba4langıç�denaturasyon�a4aması�

���95�oC’�de���1�dk��������

���50�oC’�de���1�dk����������30�döngü�

���72�oC’�de���1�dk�������

���72�oC’�de����5�dk��������Son�uzama�a4aması�����

�
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• �cyt1Aa�ve�cyt1Ab�belirlenmesi�için�a4ağıdaki�PZR�programı�kullanılmı4tır�[120]:�

���95�oC’�de���2�dk���������Ba4langıç�denaturasyon�a4aması�

���95�oC’�de���1�dk��������

���51�oC’�de���1�dk���������30�döngü�

���72�oC’�de���1�dk�������

���72�oC’�de����5�dk��������Son�uzama�a4aması��

�

Elde�edilen�PZR�ürünleri�Bölüm�3.2.6�belirtildiği�4ekilde�%�3’�lük�ve�%2’�lik�agaroz�

jeller� hazırlanarak� yürütülmü4tür.� Jellerin� görüntülenmesi� görüntüleme� cihazı� ile�

yapılmı4tır.��

�

cry2�genlerinin�Restriksiyon�Endonükleaz�Enzimi�ile�analizi�

�

Farklı� cry2� genlerinin� belirlenmesi� için� II(+)� ve� II(H)� genel� primeri� ile� elde� edilen�

pozitif�PZR�ürünleri�DdeI�restriksiyon�endonukleaz�enzimi�ile�kesilmi4tir.��

10Vl� pozitif� PZR� ürünü� 2� Vl� DdeI� enzimi� (10� Unit)� ve� 2� Vl� enzim� tamponu� ile�

karı4tırılmı4�ve�37�oC’�de�bir�gece�bekletilmi4tir.� Đnkübasyon�sonunda�enzim�kesim�

ürünleri� %10’luk� poliakrilamid� jelde� yürütülmü4tür.� Elektroforez� sonucunda� jel�

etidyum� bromitle� (10� mg/ml)� boyanmı4� ve� UV� ı4ık� altında� DNA� görüntüleme�

cihazında�görüntülenmi4tir�[118].�

�

3.2.10.�Đnsektisidal�kristal�proteinlerin�izolasyonu�

�

Bacillus� thuringiensis� izolatlarının� kristal� proteinleri� Armengol� ve� ark.’larının�

önerdiği�yönteme�göre�izole�edilmi4tir�[121].�Aktifle4tirilen�B.�thuringiensis�izolatları�

ve�kontrol�su4ları�100�ml’� lik�T3�sıvı�besiyerine�ekilmi4tir.�Çalkalamalı�etüvde�200�

rpm’� de� 30oC’� de� 4� gün� inkübasyona� bırakılmı4� ve� bütün� hücrelerin� parçalanması�

sağlanmı4tır.�Đnkübasyon�sonunda�örnekler�5�000�rpm’de�4°C’de�5�dk�santrifüjlenmi4�

ve�besiyeri�uzakla4tırılmı4tır.�Elde�edilen�pelletler�1�M�NaCl�ile�yeniden�çözülmü4�ve�

37°C’�de�30�dk�250�rpm’�de�inkübasyona�bırakılmı4tır.�Inkübasyon�i4leminden�sonra�

hücreler� santrifüjlenerek� yeniden� toplanmı4� ve� içinde� 1mM� fenilmetilsülfonilflorid�

(PMSF)�bulunan�soğuk�distile�su�ile�yıkanmı4tır.�Yıkama�i4leminden�sonra�örnekler�
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50� mM� NaOHH� 10� mM� EDTA� (pH� 12)� çözeltisi� ile� yeniden� çözülmü4� ve� 20� dk�

37°C’�de�250�rpm’�de�inkübasyona�bırakılmı4tır.�Daha�sonra�örnekler�2�000�rpm’de�2�

dk� santrifüjlenmi4tir.� Üstteki� sıvı� kısım� 1:1� (v/v)� oranında� yürütme� tamponu� ile�

karı4tırılmı4�ve�10�dakika�100°C’�de�kaynatılmı4tır.��

�

Protein�örneklerinin�SDSHPAGE’�elektroforezi�%10’luk�poliakrilamit�jel�kullanılarak�

Bölüm�3.2.5’�de�anlatıldığı�4ekilde�yapılmı4tır.��

�

3.2.11.�Bacillus�thuringiensis�izolatlarının�insektisidal�etkisinin�belirlenmesi�

�

PZR�yöntemi� ile�kristal� gen� ta4ıdıkları� belirlenen� izolatların� toksik�etkileri�Obeidat�

ark.’larının�önerdiği�yönteme�göre�belirlenmi4tir�[122].�

�

Spor�ve�parasporal�kristallerin�hazırlanması�

�

B.� thuringiensis� türleri� ve� kontrol� su4ları� 100� ml’� lik� T3� sıvı� besiyerine� ekilmi4tir.�

Sürekli� çalkalamalı� etüvde� 250� rpm’� de� 30°C’� de� 7� gün� inkübasyona� bırakılmı4tır.�

Đnkübasyon�sonunda�örnekler�5�000�rpm’�de�15�dk�santrifüjlenmi4tir.�Pelletler�(spor�

ve� parasporal� kristaller)� 20� ml� steril� distile� suda� yıkanmı4� ve� 5� 000� rpm’� de� 5� dk�

santrifüj� edilmi4tir.� Yıkama� i4lemi� aynı� 4ekilde� iki� kez� tekrarlanmı4tır.� Son� olarak�

pellet� 107� sporHkristal/ml� olacak� 4ekilde� steril� distile� su� ile� yeniden� karı4ım� haline�

getirilmi4�ve�biyolojik�denemelerde�kullanılmak�üzere�4°C’�de�saklanmı4tır�[122].�

�

Spor�ve�parasporal�kristal�karı4ımların�böcekler�üzerinde�denenmesi�

�

Spor� ve� parasporal� kristal� proteinlerin� böcekler� üzerindeki� toksik� etkilerinin�

belirlenmesi� için� Ephestia� kuehniella� ZELLER,� 1879� (un� güvesi)� (Lepidoptera:�

Pyralidae)� ve� Trogoderma� granarium� EVERTS,� 1898� (kapra� böceği,� tahıl� güvesi)�

(Coleoptera�:�Dermestidae)’�un�üçüncü�dönem�larvaları�kullanılmı4tır.��

�

Đlk� olarak,� stok� spor� ve� parasporal� kristal� karı4ımlarından� 10–1,� 10–2� ve� 10–3�

oranlarında�steril�distile�su� ile�seyreltmeler�hazırlanmı4tır.�Larvaların�besin�kaynağı�
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olarak� yer� fıstığı� kullanılmı4tır.� 1� gr� yer� fıstığı� hazırlanan� seyreltmelerde� 5� dakika�

bekletilerek�ıslatılmı4tır.�Daha�sonra�steril�petri�kaplarına�yerle4tirilmi4�ve�kurumaları�

için� bekletilmi4tir.� Her� bir� petri� kutusuna� 10� tane� larva� yerle4tirilmi4tir.� Kontrol�

grubu�olarak�steril�distile�su�ile�ıslatılmı4�yer�fıstıkları�kullanılmı4tır.�Denemeler�üçlü�

tekrar�grupları�4eklinde�yapılmı4tır.�Petri�kapları,�orantılı�nemi�%70�±�5�ve�sıcaklığı�

27�±�0,5°C’�ye�ayarlanmı4�yeti4tirme�odalarında�yedi�gün�inkübasyona�bırakılmı4tır.�

Ölüm�oranları�kontrol�grubu�ile�kar4ıla4tırarak�7.�günde�kaydedilmi4tir�[122].��

�

3.2.12.� Bacillus� thuringiensis� izolatlarının� parasporal� kristal� yapılarının�

taramalı�elektron�mikroskobu�ile�incelenmesi�

�

PZR�yöntemiyle�kristal�genleri�ta4ıdıkları�belirlenen�izolatların�ve�kontrol�su4larının�

parasporal� kristal� yapıları� Feng’� in� önerdiği� yöntemde� deği4iklikler� yapılarak� ve�

Suludere�ve�ark.’larının�önerdiği�yöntemle�Gazi�Üniversitesi�Fen�Edebiyat�Fakültesi�

Biyoloji� Bölümü� Elektron� Mikroskobu� Laboratuarında� taramalı� elektron�

mikroskobunda�incelenmi4tir�[123,124]�.��

�

B.�thuringiensis�izolatları�ve�kontrol�su4ları�100�ml’�lik�sıvı�T3�besiyerine�ekilmi4tir.�

Sürekli� çalkalamalı� etüvde� 250� rpm’� de� 30oC’�de� 7� gün� inkübasyona�bırakılmı4tır.�

Đnkübasyon�sonunda�örnekler�4�000�rpm’�de�10�dk�santrifüjlenmi4tir.�Pelletler�3�kez�

distile� suda�yıkanmı4tır.�Daha� sonra�pelletler�1�ml�distile� su� ile� çözülmü4tür� [123].�

Örnekler�%�2,5’luk�gluteraldehitte�4oC’de�12�saat�tespit�i4lemine�bırakılmı4tır.�Daha�

sonra� örnekler� distile� su� ile� yıkanmı4tır.� Yıkanan� örnekler� distile� su� ile� yeniden�

çözülmü4�ve�lamel�üzerine�bu�çözülen�örneklerden�birer�damla�damlatılmı4�ve�5�dk�

kurutulmu4tur.�Daha�sonra�örneklerin�etanol�serileri�ile�(%50H�%100)�suyu�alınmı4tır.��

Örnekler�amil�asetat� içine�alınmı4�ve�30�dk�ara� ile� iki�kez�deği4tirme�yenilenmi4tir�

[124].��

�

Hazırlanan� preparatların� kurutma� i4lemi� Polaron� CPD7501� kritik� nokta�

kurutucusunda�yapılmı4tır.�Kurutulmu4�lameller�staplara�yapı4tırılmı4tır.�Daha�sonra�

örnekler�Polaron�SC502�Sputter�Coater’da�altınla�kaplanmı4tır.�Hazırlanan�örneklerin�
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mikroskop� görüntüleri� JEOL� JSM� 6060� LV� taramalı� elektron� mikroskobu� ile� 10�

ve/veya�15�KV’�de�incelenmi4�ve�fotoğrafları�digital�ortamda�alınmı4tır.�

�

3.2.13.�Đstatistiksel�analizler�

�

Genetik�Uzaklık�Analizleri�

�

Bacillus� türlerinden� izole� edilen� toplam�hücre�proteinlerinin�SDSHPAGE� ile� analizi�

sonucunda�elde�edilen�protein�bantları�birbiri�ile�kar4ıla4tırılarak,�bantların�varlığı�1�

yokluğu�0�kabul�edilmi4tir.�Elde�edilen�bu�veriler�POPGEN�bilgisayar�programında�

kullanılarak�UPGMA�metodu�ile�bireyler�arasındaki�genetik�uzaklıklar�belirlenmi4tir�

[125].� Đzolatlar� arasındaki� filogenetik� ili4kiyi� gösteren� dendrogramlar� Treeview�

bilgisayar�programı�kullanılarak�olu4turulmu4tur�[126].�

�

Probit�Analizi�

�

B.� thuringiensis� izolatlarından� elde� edilen� sporH� parasporal� kristal� karı4ımlarının�

larvalar� üzerine� yapılan� denemeler� sonucunda� elde� edilen� veriler� SPSS� istatistik�

programında� kullanılarak� (Version,� 11.0)� Probit� analizi� ile� LC50� ve� LC99� değerleri�

belirlenmi4tir� [127].� Đzolatlara� ait� yüzde� ölüm� oranları� da� Abbot’s� e4itliği� ile�

hesaplanmı4tır�[128].�

�

Abbot’s�e4itliği;�

�

�%�Ölüm�Oranı� 100�x�)
K

D
(1−= � � � � � ����������� ��������(3.11)�

�

D=�Deney�grubundaki�ölen�toplam�böcek�sayısı�

K=�Kontrol�grubundaki�toplam�böcek�sayısı�

�
�

�



� 54

4.�DENEYSEL�BULGULAR�

�

4.1.�Bacillus�Đzolatlarının�Đzolasyonu�ve�Tanımlanması�

�

Ankara’nın� farklı� yerlerinden� alınan� toprak� örnekleri� seyreltilerek� uygun� besi�

yerlerine�ekildikten�sonra�farklı�koloni�yapılarına�sahip�olanlar�rast�gele�seçilmi4tir.��

Seçilen� bu� kolonilerin� saf� kültürleri� elde� edilerek� Gram� boyamaları� yapılmı4tır.�

Boyama� sonunda� Gram� pozitif� çubuk� 4ekilli� olan� bakteriler� API� 20� E� ve� API� 50�

CHB�tanımlama�test�kitleri�ile�tanımlanmı4tır�(Resim�4.1).�API�test�kitlerinden�alınan�

sonuçlar� API� Software� programında� değerlendirilerek� 52� izolatın� tanımlaması�

yapılmı4tır.�Tanımlanan�bakterilerin�isimleri,�kod�numaraları,�API�sonuçları�ve�izole�

edildikleri�toprak�örnekleri�Çizelge�4.1’�de�verilmi4tir.�

�

Çizelge�4.1.�Bacillus�izolatlarının�API�sonuçları�ve�izole�edildikleri�toprak�örnekleri�
�

Bakteri�kodları�ve�isimleri� API�sonuçları�(%)� Đzole�edildiği�toprak�örneği�

B.�brevis�FÖ1����� 80,2� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�sphaericus�FÖ2� 93,1� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�stearothermophilus�FÖ3����� 96,0� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�brevis�FÖ4����� 99,1� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�sphaericus�FÖ5����� 99,0� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�brevis�FÖ6����� 85,1� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�stearothermophilus�FÖ9����� 96,6� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�stearothermophilus�FÖ10��� 92,5� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�stearothermophilus�FÖ11��� 92,5� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�megaterium�FÖ12��� 99,7� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�subtilis�FÖ13��� 88,3� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�cereus1�FÖ20��� 96,9� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

B.�megaterium�FÖ22��� 98,8� Lodumlu�

B.�pumilus�FÖ23��� 99,0� Lodumlu�

B.�cereus1�FÖ24��� 82,8� Lodumlu�

B.�anthracis�FÖ25��� 81,9� Lodumlu�

B.�circulans1�FÖ26��� 99,9� Lodumlu�

B.�cereus1�FÖ27��� 97,7� Lodumlu�

B.�cereus1�FÖ28��� 96,9� Çayyolu�

B.�sphaericus�FÖ29��� 85,5� Çay�olu�
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Çizelge�4.1.�(Devam)�Bacillus�izolatlarının�API�sonuçları�ve�izole�edildikleri�toprak�
örnekleri�

�
Bakteri�kodları�ve�isimleri� API�sonuçları�(%)� Đzole�edildiği�toprak�örneği�

B.�laterosporus�FÖ30��� 91,4� Çayyolu�

B.�licheniformis�FÖ31��� 99,9� Çayyolu�

B.�laterosporus�FO32��� 81,8� G.Ü.�Kampusü�

B.�pumilus�FÖ33��� 99,4� G.Ü.�Kampusü�

B.�cereus�2�FÖ34��� 94,5� G.Ü.�Kampusü�

B.�firmus�FÖ35��� 82,9� G.Ü.�Kampusü�

B.�cereus1�FÖ36��� 82,5� G.Ü.�Kampusü�

B.�stearothermophilus�FÖ37��� 86,9� G.Ü.�Kampusü�

B.�megaterium�FÖ38��� 97,8� G.Ü.�Kampusü�

B.�licheniformis�FÖ39��� 99,9� G.Ü.�Kampusü�

B.�sphaericus�FÖ40��� 91,7� G.Ü.�Kampusü�

B.�cereus1�FÖ41��� 97,0� Beynam�Ormanı�

B.�brevis�FÖ42��� 97,6� Beynam�Ormanı�

B.�circulans1�FÖ43��� 80,1� Beynam�Ormanı�

B.�pumilus�FÖ44��� 99,8� Beynam�Ormanı�

B.�stearothermophilus�FÖ45��� 98,6� Beynam�Ormanı�

B.�cereus1�FÖ46��� 91,0� G.Ü.�Kampusü�

B.�brevis�FÖ47��� 97,6� G.Ü.�Kampusü�

B.�laterosporus�FÖ48��� 99,5� G.Ü.�Kampusü�

B.�brevis�FÖ49��� 97,9� G.Ü.�Kampusü�

B.�sphaericus�FÖ50��� 95,2� G.Ü.�Kampusü�

B.�cereus1�FÖ51��� 91,0� G.Ü.�Kampusü�

B.�subtilis�FÖ52�� 97,7� G.Ü.�Kampusü�

B.�stearothermophilus�FÖ53��� 99,9� G.Ü.�Kampusü�

B.�subtilis�FÖ54��� 77,1� ODTÜ�kampusü�

B.�stearothermophilus�FÖ55��� 96,7� ODTÜ�kampusü�

B.�pumilus�FÖ56��� 99,9� ODTÜ�kampusü�

B.�pumilus�FÖ57��� 99,9� ODTÜ�kampusü�

B.�pumilus�FÖ58��� 99,4� ODTÜ�kampusü�

B.�circulans1�FÖ59��� 99,9� ODTÜ�kampusü�

B.�laterosporus�FÖ60��� 98,9� ODTÜ�kampusü�

B.�licheniformis�FÖ61��� 99,9� ODTÜ�kampusü�

�
�
�
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������������������ �
�
Resim�4.1.�B.�cereus’un�API�20�E�ve�API�50�CHB�test�kitleri�ile�verdiği�reaksiyonlar�
�

4.2.�Bacillus�thuringiensis�Đzolasyonu�ve�Tanımlanması�

�

Bacillus� thuringiensis’lerin� izolasyonu� sodyum� asetat� seçici� besi� yeri� ve� T3�

sporlanma�besi�yeri�kullanılarak�Bölüm�3.2.2’�de�anlatıldığı�4ekilde�yapılmı4tır.�FazH

kontrast� mikroskobu� ile� yapılan� inceleme� sonucunda� parasporal� kristal� yapılar�

ta4ıyan�bakterilerin�seçimi�yapılmı4tır.��

�

Parasporal�kristal�ta4ıyan�bakterilerin�tanımlanmaları�için,�16S�rRNA�bölgeleri�PZR�

ile�çoğaltılmı4�ve�çoğaltılan�bölgelerin�dizi�analizi�yapılmı4tır.�Dizi�analizlerinin�gen�

bankası� verileri� ile� e4le4tirilmeleri� sonucu� 3� izolat� Bacillus� thuringiensis,� 2� izolat�

Bacillus�megaterium�ve�1� izolat�Bacillus�cereus�olarak�isimlendirilmi4tir.�2�izolatın�

ise� Bacillus� cinsine� ait� olduğu� belirlenmi4� ancak� tür� seviyesinde� isimlendirilmesi�

yapılamamı4tır.�(Çizelge�4.2).�

�
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Çizelge�4.2.�16S�rRNA�dizi�analizi�ile�tanımlanan�izolatlar�ve�izole�edildikleri�toprak�
örnekleri�

�
Bakteri�kodları�ve�isimleri� Đzole�edildiği�toprak�örneği�

Bacillus�thuringiensis�FÖ7�� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

Bacillus�thuringiensis�FÖ8�� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

Bacillus�thuringiensis�FÖ21�� Lodumlu�

Bacillus�megaterium�FÖ18�� Lodumlu�

Bacillus�megaterium�FÖ14�� Lodumlu�

Bacillus�cereus�FÖ15�� A.Ü�Ziraat�Fak.�Deneme�Tarlası�

Bacillus�sp.�FÖ16�� Beyman�Ormanı�

Bacillus�sp.�FÖ19�� Beynam�Ormanı�

�

16S�rRNA�Dizi�Analizi�Sonuçları��

�

Faz�kontrast�mikroskobu� ile� yapılan� inceleme� sonucunda�parasporal� kristal� ta4ıdığı�

belirlenen�12�izolatın�kromozomal�DNA’sı�elde�edilmi4tir.�Elde�edilen�kromozomal�

DNA’lar� Çizelge� 3.2’� de� özellikleri� verilen� Bacillus� cinsine� özgün� primerler�

kullanılarak� PZR� ile� çoğaltılmı4tır.� PZR� ürünleri� agaroz� jel� elektroforezi� ile�

yürütülmü4� ve� yakla4ık� olarak� 1554� bp� uzunluğunda� ürünler� elde� edilmi4tir.� Elde�

edilen�PZR�ürünleri�safla4tırılarak�dizi�analizleri�yapılmı4tır.��

�

Belirlenen�nükleotid�dizileri�Gen�Bankası’ndaki�Bacillus�cinsine�ait�bakteri�su4larının�

nükleotid�dizileri�ile�kar4ıla4tırılarak�e4le4tirmeleri�(alignment)�yapılmı4�ve�benzerlik�

oranları�belirlenmi4tir.�Homoloji�analizlerine�(dizi�e4le4tirme�sonuçları)�göre�FÖ21,�

FÖ7�ve�FÖ8�nolu�üç�izolatın�B.�thuringiensis�olduğu�kesin�olarak�anla4ılmı4tır.��

�

FÖ18� ve� FÖ14� nolu� izolatların� Bacillus� megaterium� ve� FÖ15� nolu� izolatında�

Bacillus� cereus� olduğu� belirlenmi4tir.� FÖ16� ve� FÖ19� nolu� izolatların� ise� Bacillus�

cinsine�ait�olduğu�belirlenmi4tir.�

�
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FÖ21,�FÖ7�ve�FÖ8�izolatlarına�ait�16S�rRNA�dizi�e4le4tirme�sonuçları�Çizelge�4.3,�

Çizelge�4.4�ve�Çizelge�4.5’�de�gösterildiği�gibidir.�

�

E4le4tirme� sonucuna� göre� FÖ21� izolatının� Bacillus� thuringiensis� 2000031508�

(AY138286.1)� su4u� ile� arasında� üç� nükleoit� bakımından� farklılık� olduğu� ve� %99�

oranında�benzerlik�gösterdiği�belirlenmi4tir.�

�

Çizelge� 4.3.� FÖ21� izolatının� Bacillus� thuringiensis� 2000031508� (AY138286.1)� ile�
16S�rRNA�dizi�e4le4tirme�sonuçları�

�
Đzolat: 1  ctccccaggcggagtgcttaatgcgtgaacttcagcactaaagggcggaaaccctctaac 60 

         |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Ref:  900 ctccccaggcggagtgcttaatgcgttaacttcagcactaaagggcggaaaccctctaac 841 

 
Đzolat: 61 acttagcactcatcgtttacggcgtggactaccagggtatctaatcctgtttgctcccca 120 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Ref:  840 acttagcactcatcgtttacggcgtggactaccagggtatctaatcctgtttgctcccca 781 

 
Đzolat:121 cgctttcgcgcctcagtgtcagttacagaccagaaagtcgccttcgccactggtgttcct 180 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Ref:  780 cgctttcgcgcctcagtgtcagttacagaccagaaagtcgccttcgccactggtgttcct 721 

 
Đzolat:181 ccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctcttctgcactcaa 240 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref:  720 ccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctcttctgcactcaa 661 

 
Đzolat:241 gtctcccagtttccaatgaccctccacggttgagccgtgggctttcacatcagacttaag 300 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref:  660 gtctcccagtttccaatgaccctccacggttgagccgtgggctttcacatcagacttaag 601 

 
Đzolat:301 aaaccacctgcgcgcgctttacgcccaataattccggataacgcttgccacctacgtatt 360 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref:  600 aaaccacctgcgcgcgctttacgcccaataattccggataacgcttgccacctacgtatt 541 

 
Đzolat:361 accgcggctgctggcacgtagttagccgtggctttctggttaggtaccgtcaaggtgcca 420 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref:  540 accgcggctgctggcacgtagttagccgtggctttctggttaggtaccgtcaaggtgcca 481 

 
Đzolat:421 gcttattcaactagcacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaaagccttc 480 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref:  480 gcttattcaactagcacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaaagccttc 421 

 
Đzolat:481 atcactcacgcggcgttgctccgtcagactttcgtacatagcggaagat 529 

         ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| ||||||||| 

Ref:  420 atcactcacgcggcgttgctccgtcagactttcgtccattgcggaagat 372 

Ref:�Refererans�su4�
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FÖ7� izolatının� Bacillus� thuringiensis� 2000032755� (AY138282.1)� su4u� ile� arasında�

bir� nükleotit� bakımından� farklılık� olduğu� ve� %99� oranında� benzerlik� gösterdiği�

belirlenmi4tir.��

�
Çizelge�4.4.�FÖ7�izolatının�Bacillus�thuringiensis�2000032755 (AY138282.1)�ile�
��������������������16S�rRNA�dizi�e4le4tirme�sonuçları�
�

Đzolat:13  tggacgagagtctgacggagcaacgccgcgtgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaac 72 

         ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 383 tggacgaaagtctgacggagcaacgccgcgtgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaac 442 

 

Đzolat:73  tctgttgttagggaagaacaagtgctagttgaataagctggcaccttgacggtacctaac 132 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 443 tctgttgttagggaagaacaagtgctagttgaataagctggcaccttgacggtacctaac 502 

 

Đzolat:133 cagaaagccacggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtggcaagcgtta 192 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 503 cagaaagccacggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtggcaagcgtta 562 

 

Đzolat:193 tccggaattattgggcgtaaagcgcgcgcaggtggtttcttaagtctgatgtgaaagccc 252 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 563 tccggaattattgggcgtaaagcgcgcgcaggtggtttcttaagtctgatgtgaaagccc 622 

 

Đzolat:253 acggctcaaccgtggagggtcattggaaactgggagacttgagtgcagaagaggaaagtg 312 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 623 acggctcaaccgtggagggtcattggaaactgggagacttgagtgcagaagaggaaagtg 682 

 

Đzolat:313 gaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagagatatggaggaacaccagtggcgaaggcg 372 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 683 gaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagagatatggaggaacaccagtggcgaaggcg 742 

 

Đzolat:373 actttctggtctgtaactgacactgaggcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagat 432 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 743 actttctggtctgtaactgacactgaggcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagat 802 

 

Đzolat:433 accctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttccgcccttta 492 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 803 accctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttccgcccttta 862 

 

Đzolat:493 gtgctgaa 500 

         |||||||| 

Ref�: 863 gtgctgaa 870 

�
�
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FÖ8�izolatının�da�Bacillus�thuringiensis�2000031485�(AY138289.1)�su4u�ile�arasında�

bir� nükleotit� bakımından� farklılık� olduğu� ve� %99� oranında� benzerlik� gösterdiği�

belirlenmi4tir.��

�
Çizelge� 4.5.� FÖ8� izolatının� Bacillus� thuringiensis� 2000031485� (AY138289.1) ile�

16S�rRNA�dizi�e4le4tirme�sonuçları�
�

Đzolat:13  tggacgagagtctgacggagcaacgccgcgtgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaac 72 

         ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 383 tggacgaaagtctgacggagcaacgccgcgtgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaac 442 

 

Đzolat:73  tctgttgttagggaagaacaagtgctagttgaataagctggcaccttgacggtacctaac 132 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 443 tctgttgttagggaagaacaagtgctagttgaataagctggcaccttgacggtacctaac 502 

 

Đzolat:133 cagaaagccacggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtggcaagcgtta 192 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 503 cagaaagccacggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtggcaagcgtta 562 
 

Đzolat:193 tccggaattattgggcgtaaagcgcgcgcaggtggtttcttaagtctgatgtgaaagccc 252 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 563 tccggaattattgggcgtaaagcgcgcgcaggtggtttcttaagtctgatgtgaaagccc 622 
 

Đzolat:253 acggctcaaccgtggagggtcattggaaactgggagacttgagtgcagaagaggaaagtg 312 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 623 acggctcaaccgtggagggtcattggaaactgggagacttgagtgcagaagaggaaagtg 682 
 

Đzolat:313 gaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagagatatggaggaacaccagtggcgaaggcg 372 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 683 gaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagagatatggaggaacaccagtggcgaaggcg 742 
 

Đzolat:373 actttctggtctgtaactgacactgaggcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagat 432 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 743 actttctggtctgtaactgacactgaggcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagat 802 
 

Đzolat:433 accctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttccgcccttta 492 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 803 accctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttccgcccttta 862 

 

Đzolat:493 gtgctgaagttaacgcattaagcactccgcctggggagtacggccgcaaggctgaaactc 552 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 863 gtgctgaagttaacgcattaagcactccgcctggggagtacggccgcaaggctgaaactc 922 
 

Đzolat:553 aaa 555 

         ||| 

Ref�: 923 aaa 925 

�
�
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FÖ16� ve� FÖ19� izolatlarının� 16S� rRNA� dizi� e4le4tirme� sonuçları� Çizelge� 4.6� ve�

Çizelge� 4.7’de� verilmi4tir.� FÖ16� izolatının� Bacillaceae� familyasından� kültüre�

edilmemi4�bakteri�klonu�8F345r�(AY387385.1)�ile�arasında�14�nükleotit�bakımından�

farklılık�olduğu�ve�%94�oranında�benzerlik�gösterdiği�belirlenmi4tir.��

�

FÖ19� izolatının� ise� Bacillus� sp.� HH09� (AY461750.1)� su4u� ile� %100� oranında�

benzerlik�gösterdiği�belirlenmi4tir.��

�

Çizelge�4.6.�FÖ16�izolatının�kültüre�edilmemi4�bakteri�klonu�8F345r�(AY387385.1) 
ile�16S�rRNA�dizi�e4le4tirme�sonuçları�

�
Đzolat:9   tggacgacagtctgacggagcatacgccgcgtgagtgatgaatgcttttcgcggtcataa 68 

         ||||||| |||||||||||||| ||||||||||||||||||| |  ||||| |||| ||| 

Ref�: 325 tggacgaaagtctgacggagca-acgccgcgtgagtgatgaagggctttcg-ggtcgtaa 382 
 
Đzolat:69  aactctgttgttcatgggaagaacaagtgctagttcgaataagctggcaccttggacggt 128 

         ||||||||||||   |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 383 aactctgttgtta--gggaagaacaagtgctagtt-gaataagctggcaccttggacggt 439 

 
Đzolat:129 acctaaccacgataagccacggctaactacgtgccaggcagccgcggtaatacgtaagtg 188 

         ||||||||| || |||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| ||| 

Ref�: 440 acctaacca-ga-aagccacggctaactacgtgccag-cagccgcggtaatacgtaggtg 496 

 
Đzolat:189 gcaagcgtatatccggaattatagggcgtaaagcgcgcgcaggtggttatcttaagtct- 247 

         |||||||| ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| ||||||||||  

Ref�: 497 gcaagcgt-tatccggaattattgggcgtaaagcgcgcgcaggtggtt-tcttaagtctt 554 

 
Đzolat:248 gatgtgaaagcccacggctcaaccgtggagggtcattaggaaactgggagacttgagtgc 307 

         ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 

Ref�: 555 gatgtgaaagcccacggctcaaccgtggagggtcatt-ggaaactgggagacttgagtgc 613 

 
Đzolat:308 agaagtaggaaagtggaattccatgtgtaccggtgaaatgcgtagtagatatggaggaac 367 

         ||||| ||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| |||||||||||||| 

Ref�: 614 agaag-aggaaagtggaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtag-agatatggaggaac 671 

 

Đzolat:368 accagtggcgaacgcgactttctggtctgtaactgacactgaggcgcgaaagcgtgggga 427 

         |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 672 accagtggcgaaggcgactttctggtctgtaactgacactgaggcgcgaaagcgtgggga 731 

 
Đzolat:428 gcaaacaggattagataccctggtagtgcacgccgt-aacgatgagtgctaagtgttaga 486 

         ||||||||||||||||||||||||||| |||||||| ||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 732 gcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttaga 791 

 

Đzolat:487 gggttctcgccctttagtgctgaagttaacgcattaagcactccgcctggggagtac 543 

         |||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref�: 792 gggtttccgccctttagtgctgaagttaacgcattaagcactccgcctggggagtac 848 
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Çizelge� 4.7.� FÖ19� izolatının� Bacillus� sp.� HH09� (AY461750.1)� ile� 16S� rRNA� dizi�
e4le4tirme�sonuçları�

�
Đzolat: 10 cgccgtactccccaggcggagtgcttaatgcgttaacttcagcactaaagggcggaaacc 69 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref::904 cgccgtactccccaggcggagtgcttaatgcgttaacttcagcactaaagggcggaaacc 845 

 

Đzolat: 70 ctctaacacttagcactcatcgtttacggcgtggactaccagggtatctaatcctgtttg 129 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 844 ctctaacacttagcactcatcgtttacggcgtggactaccagggtatctaatcctgtttg 785 

 

Đzolat:130 ctccccacgctttcgcgcctcagtgtcagttacagaccagaaagtcgccttcgccactgg 189 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 784 ctccccacgctttcgcgcctcagtgtcagttacagaccagaaagtcgccttcgccactgg 725 

 

Đzolat:190 tgttcctccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctcttctg 249 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 724 tgttcctccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctcttctg 665 

 

Đzolat:250 cactcaagtctcccagtttccaatgaccctccacggttgagccgtgggctttcacatcag 309 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 664 cactcaagtctcccagtttccaatgaccctccacggttgagccgtgggctttcacatcag 605 

 

Đzolat:310 acttaagaaaccacctgcgcgcgctttacgcccaataattccggataacgcttgccacct 369 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 604 acttaagaaaccacctgcgcgcgctttacgcccaataattccggataacgcttgccacct 545 

 

Đzolat:370 acgtattaccgcggctgctggcacgtagttagccgtggctttctggttaggtaccgtcaa 429 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 544 acgtattaccgcggctgctggcacgtagttagccgtggctttctggttaggtaccgtcaa 485 

 

Đzolat:430 ggtgccagcttattcaactagcacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaa 489 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 484 ggtgccagcttattcaactagcacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaa 425 

 

Đzolat:490 agccttcatcactcacgcggcgttgctccgtcagac 525 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 424 agccttcatcactcacgcggcgttgctccgtcagac 389 

 

�
�

�
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FÖ18� ve� FÖ14� izolatlarının� 16S� rRNA� dizi� e4le4tirme� sonuçları� Çizelge� 4.8� ve�

Çizelge� 4.9’da� verilmi4tir.� FÖ18� nolu� izolatın� Bacillus� megaterium� SAFNH040�

(AY167803.1)� su4u� ile� arasında� bir� nükletit� bakımından� farklılık� olduğu� ve� %99�

oranında� benzer� olduğu� belirlenmi4tir.� FÖ14� nolu� izolatın� da� Bacillus� megaterium�

SAFNH040�su4u�(AY167803.1)�ile�%100�oranında�benzer�olduğu�belirlenmi4tir.�

�

Çizelge�4.8.�FÖ18�izolatının�Bacillus�megaterium�SAFNH040�(AY167803.1)�ile�16S�
rRNA�dizi�e4le4tirme�sonuçları.�

�
Đzolat: 24 cccaggcggagtgcttaatgcgttagctgcagcactaaagggcggaaaccctctaacact 83 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 798 cccaggcggagtgcttaatgcgttagctgcagcactaaagggcggaaaccctctaacact 739 

 
Đzolat: 84 tagcactcatcgtttacggcgtggactaccagggtatctaatcctgtttgctccccacgc 143 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 738 tagcactcatcgtttacggcgtggactaccagggtatctaatcctgtttgctccccacgc 679 

 
Đzolat:144 tttcgcgcctcagcgtcagttacagaccaaaaagccgccttcgccactggtgttcctcca 203 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 678 tttcgcgcctcagcgtcagttacagaccaaaaagccgccttcgccactggtgttcctcca 619 

 
Đzolat:204 catctctacgcatttcaccgctacacgtggaattccgcttttctcttctgcactcaagtt 263 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 618 catctctacgcatttcaccgctacacgtggaattccgcttttctcttctgcactcaagtt 559 

 
Đzolat:264 ccccagtttccaatgaccctccacggttgagccgtgggctttcacatcagacttaagaaa 323 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 558 ccccagtttccaatgaccctccacggttgagccgtgggctttcacatcagacttaagaaa 499 

 
Đzolat:324 ccgcctgcgcgcgctttacgcccaataattccggataacgcttgccacctacgtattacc 383 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 498 ccgcctgcgcgcgctttacgcccaataattccggataacgcttgccacctacgtattacc 439 

 
Đzolat:384 gcggctgctggcacgtagttagccgtggctttctggttaggtaccgtcaaggtacgagca 443 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 438 gcggctgctggcacgtagttagccgtggctttctggttaggtaccgtcaaggtacgagca 379 

 
Đzolat:444 gttactctcgtacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaaagccttcatca 503 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 378 gttactctcgtacttgttcttccctaacaacagagttttacgacccgaaagccttcatca 319 

 
Đzolat:504 ctcacgcggcgttgctccgtcagactttcgtccatagcggaagattccctact 556 

         ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 

Ref: 318  ctcacgcggcgttgctccgtcagactttcgtccattgcggaagattccctact 266 
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Çizelge�4.9.�FÖ14�izolatının�Bacillus�megaterium�SAFNH040�(AY167803.1)�su4u�ile�
16S�rRNA�dizi�e4le4tirme�sonuçları�

�
Đzolat: 11 tggacgaaagtctgacggagcaacgccgcgtgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaac 70 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 285 tggacgaaagtctgacggagcaacgccgcgtgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaac 344 

 

Đzolat: 71 tctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaacc 130 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 345 tctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaacc 404 

 

Đzolat:131 agaaagccacggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtggcaagcgttat 190 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 405 agaaagccacggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtggcaagcgttat 464 

 

Đzolat:191 ccggaattattgggcgtaaagcgcgcgcaggcggtttcttaagtctgatgtgaaagccca 250 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 465 ccggaattattgggcgtaaagcgcgcgcaggcggtttcttaagtctgatgtgaaagccca 524 

 

Đzolat:251 cggctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcgg 310 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 525 cggctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcgg 584 

 

Đzolat:311 aattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcgaaggcgg 370 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 585 aattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcgaaggcgg 644 

 

Đzolat:371 ctttttggtctgtaactgacgctgaggcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagata 430 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 645 ctttttggtctgtaactgacgctgaggcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagata 704 

 

Đzolat:431 ccctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttccgccctttag 490 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 705 ccctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttccgccctttag 764 

 

Đzolat:491 tgctgcagctaacgcattaagcactccg 518 

         |||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 765  tgctgcagctaacgcattaagcactccg 792 

�

�

�

�
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FÖ15� izolatının� 16S� rRNA� dizi� e4le4tirme� sonuçları� Çizelge� 4.10’da� verilmi4tir.�

FÖ15� izolatının� Bacillus� cereus� 2000031498� (AY138274.1)� su4u� ile� arasında� 4�

nükleotit� bakımından� farklılık� olduğu� ve� %� 98� oranında� benzerlik� gösterdiği�

belirlenmi4tir.�

�

Çizelge�4.10. FÖ15� izolatının�Bacillus�cereus�2000031498�(AY138274.1)� su4u� ile�
16S�rRNA�dizi�e4le4tirme�sonuçları�

�
Đzolat:192 tccccacgactttcgcgacctcagtgtcagtaacagaccagaaagtcgccttcgccactg 251 

         |||||||| |||||||| ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 786  tccccacg-ctttcgcg-cctcagtgtcagttacagaccagaaagtcgccttcgccactg 729 

 

Đzolat:252 gtgttcctccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctcttct 311 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 728 gtgttcctccatatctctacgcatttcaccgctacacatggaattccactttcctcttct 669 

 

Đzolat:312 gcactcaagtctcccagtttccaatgaccctccacggttgagccgtgggctttcacatca 371 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 668 gcactcaagtctcccagtttccaatgaccctccacggttgagccgtgggctttcacatca 609 

 

Đzolat:372 gacttaagaaaccacctgcgcgcgctttacgcccaataattccggataacgcttgccacc 431 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 608 gacttaagaaaccacctgcgcgcgctttacgcccaataattccggataacgcttgccacc 549 

 

Đzolat:432 tacgtattaccgcggctgctggcacgtagttagccgtggctttctggttaggtaccgtca 491 

         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Ref: 548 tacgtattaccgcggctgctggcacgtagttagccgtggctttctggttaggtaccgtca 489 

 

Đzolat:492 aggtgccagcttattcaactagcaccttgttctt 525 

         ||||||||||||||||||||||||| |||||||| 

Ref: 488  aggtgccagcttattcaactagcac-ttgttctt 456 

�

4.3.�Bacillus�Đzolatlarının�Toplam�Hücre�Protein�Profil�Analizleri�

�

Tanımlanan� Bacillus� izolatları� ve� kontrol� B.� thuringiensis� su4larının� toplam� hücre�

proteinleri�izole�edilmi4�ve�SDSHPAGE’de�yürütülmü4tür.�SDSHPAGE�ile�elde�edilen�

jeller� tespit� edilip� boyanmı4� ve� fotoğrafları� çekilmi4tir.� Đzolatların� toplam� hücre�

protein�profilleri�Resim�4.2,�Resim�4.3,�Resim�4.4�ve�Resim�4.5’�de�gösterilmi4tir.�
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�
�
Resim�4.2.�B.�cereus,�B.�thuringiensis�ve�kontrol�B.�thuringiensis�su4larının��

SDSHPAGE�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�FÖ21�10.�B.�cereus�1�FÖ24��11.�B.�thuringiensis�FÖ7��12.�B.�
thuringiensis�FÖ8��13.�B.�thuringiensis�FÖ16��14.�B.�thuringiensis�FÖ19�
15.�B.�cereus1�FÖ15��16.�B.�cereus1�FÖ27��17.�B.�cereus1�FÖ28��18.�B.�
cereus1� FÖ36� � 19.� FÖ41� B.� cereus1� � M.� Protein� Markır� (116HβH
galaktosidaz,�66Hserum�albumin,�45H�ovalbumin,�35H�laktat�dehidrogenaz,�
25H�restriksiyon�endonükleaz�Bsp98)�
�

B.�cereus,�B.�thuringiensis�ve�kontrol�B.�thuringiensis�su4larının�SDSHPAGE�ile�elde�

edilen� toplam� hücre� protein� profilleri� Resim� 4.2’de� gösterilmi4tir.� B.� thuringiensis�

izolatlarının� ve� kontrol� su4larının� elektroforetik� yönden� birbirine� benzer� oldukları�

tespit�edilmi4tir.�Bütün�izolatların�yakla4ık�olarak�73�ve�46�kDa�ağırlığında�ortak�iki�

protein�bandına�sahip�oldukları�belirlenmi4tir.��

�

B.� thuringiensis�FÖ7�ve�B.� thuringiensis�FÖ8�izolatlarının�protein�profili�yönünden�

birbiri� aynı� olduğu� 93,� 46� ve� 44� kDa� ağırlığında� ortak� protein� bantlarına� sahip�

oldukları� belirlenmi4tir.� B.� thuringiensis� FÖ21,� Bacillus� sp� FÖ16� ve� Bacillus� sp�

FÖ19� nolu� izolatların� da� protein� profili� yönünden� aynı� oldukları� görülmü4tür.�

Đzolatların� kontrol� su4ları� ile� kar4ıla4tırılmaları� sonucunda� B.� thuringiensis� FÖ21,�
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Bacillus� sp� FÖ16� ve� Bacillus� sp� FÖ19� su4larının� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki�

HDH1�su4u�ile�protein�profili�yönünden�aynı�olduğu�ve�73,�46,�44,�42,�40�ve�31�kDa�

ağırlığındaki�protein�bantlarına�sahip�oldukları�belirlenmi4tir.��

�

B.�cereus�izolatlarının�da�protein�profili�yönünden�birbirinin�aynı�olduğu�73�kDa�ve�

46�kDa� ağırlığında�ortak�protein�bandını� ta4ıdıkları� belirlenmi4tir.�B.� cereus� olarak�

tanımlanan� FÖ15� izolatının� da� protein� profili� yönünden� B.� thuringiensis� FÖ21,�

Bacillus�sp�FÖ16�ve�Bacillus�sp�FÖ19�izolatları�ile�aynı�olduğu�belirlenmi4tir.�

�

�
�

Resim�4.3.�B.�brevis,�B.�sterarothemorphilus�ve�B.�sphaericus�türlerinin�SDSHPAGE�
ile�elde�edilen�protein�profilleri��
M.� Markır� � 1� .� B.� brevis� FÖ1� 2.� B.� brevis� FÖ4� 3.� B.� brevis� FÖ6� 4.� B.�
brevis� FÖ42� 5.� B.� brevis� FÖ47� 6.� B.� brevis� FÖ49� 7.� B.�
stearothermophilus� FÖ3� 8.� B.� stearothermophilus� FÖ9� 9.� B.�
stearothermophilus� FÖ10� 10.� B.� stearothermophilus� FÖ11� 11.� B.�
stearothermophilus� FÖ37� 12.� B.� stearothermophilus� FÖ45� 13.� B.�
stearothermophilus� FÖ53� 14.� B.� stearothermophilus� FÖ55� 15.� B.�
sphaericus� FÖ2� 16.� B.� sphaericus� FÖ5� 17.� B.� sphaericus� FÖ29� 18.� B.�
sphaericus�FÖ40��19.�B.�sphaericus�FÖ50�
�

B.�brevis,�B.�sterarothemorphilus�ve�B.�sphaericus�izolatlarının�SDSHPAGE�ile�elde�

edilen�toplam�hücre�protein�profilleri�Resim�4.3’de�gösterilmi4tir.��



� 68

B.�brevis�izolatları�protein�profilleri�yönünden�kar4ıla4tırıldığında�45�kDa�ağırlığında�

genel� bir� protein� bandına� sahip� oldukları� görülmü4tür.� B.� brevis� FÖ4� ve� FÖ49�

izolatlarının�protein�profili�yönünden�birbirine�benzer�oldukları,�B.�brevis�FÖ6,�FÖ42�

ve�FÖ47�izolatlarının�da�protein�profilleri�yönünden�aynı�oldukları�belirlenmi4tir.�B.�

brevis�FÖ1�izolatının�protein�profili�yönünden�diğer�B.�brevis�izolatlarından�farklılık�

gösterdiği�belirlenmi4tir.�

�

B.� stearothermophilus� izolatlarınında� protein� profili� yönünden� birbirine� benzerlik�

gösterdikleri� ve� 46� kDa� ve� 40� kDa� ağırlığında� ortak� bir� protein� bandı� içerdikleri�

tespit�edilmi4tir.�B.�sphaericus�izolatlarının�ortak�bantlar�içeriyor�olmalarına�rağmen,�

elektroforetik�yönden�heterojen�bir�yapı�gösterdikleri�belirlenmi4tir.�

�

�
�
Resim�4.4.�B.�megaterium,�B.�pumilus,�B.�subtilis�ve�B.�laterosporus�türlerinin��

SDSHPAGE�ile�elde�edilen�protein�profilleri�
M.� Markır� � 1.� B.� megaterium� FÖ12� � 2.� B.� megaterium� FÖ14� � 3.� B.�
megaterium�FÖ18��4.�B.�megaterium�FÖ22��5.�B.�megaterium�FÖ38��6.�B.�
pumilus�FÖ23� �7.�B.�pumilus�FÖ33� �8.�B.�pumilus�FÖ44� �9.�B.�pumilus�
FÖ56��10.�B.�pumilus�FÖ57��11.�B.�pumilus�FÖ58��12.�B.�subtilis�FÖ13��
13.�B.�subtilis�FÖ52��14.�B.�subtilis�FÖ54��15.�B.�laterosporus�FÖ30��16.�
B.� laterosporus� FÖ48� � � 17.� B.� laterosporus� FÖ60� � 18.� B.� laterosporus�
FÖ32��
�
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B.�megaterium,�B.�pumilus,�B.� subtilis� ve�B.� laterosporus� türlerinin�SDSHPAGE� ile�

elde�edilen�protein�profilleri�Resim�4.4’�de�gösterilmi4tir.�B.�megaterium�izolatlarının�

protein� bantları� bakımından� benzerlik� gösterdikleri,� ancak� bazı� bantlar� yönünden�

birbirinden�ayrıldıkları�belirlenmi4tir.�B.�megaterium�izolatlarının�yakla4ık�olarak�47�

kDa� ağırlığında� ortak� bir� protein� bandı� içerdikleri� belirlenmi4tir.� B.� pumilus�

izolatlarının� protein� profili� yönünden� oldukça� benzer� oldukları� ancak� bazı� bantlar�

bakımından�aralarında�farklılık�olduğu�görülmü4tür.�B.�pumilus� izolatlarının�63,�60,�

50,�45,�37�ve�35�kDa�ağırlığında�ortak�protein�bantları� ta4ıdıkları�belirlenmi4tir.�B.�

subtilis�FÖ52�ve�FÖ54� izolatlarının�60,�45,�40�ve�30�kDa�ağırlığında�ortak�protein�

bandı�ta4ıdıkları�belirlenmi4tir.�Ancak�FÖ13�numaralı�B.�subtilis�izolatının�diğer�iki�

izolattan� protein� profili� yönünden� oldukça� farklı� olduğu� tespit� edilmi4tir.� B.�

laterosporus� izolatlarının� ise� protein� profilleri� yönünden� kar4ıla4tırıldığında� ortak�

bantlar� içeriyor� olmalarına� rağmen,� elektroforetik� yönden� heterojen� bir� yapı�

gösterdikleri�belirlenmi4tir.�

�

������������ �
�
Resim�4.5.�B.�cereus,�B.�anthracis,�B.�circulans�ve�B.�licheniformis� türlerinin�SDSH�

PAGE�ile�elde�edilen�protein�profilleri��
M.�Protein�Marker��1.�B.�cereus1�FÖ46��2.�B.�cereus1�FÖ51��3.�B.�cereus1�
FÖ34��4.�B.�cereus�FÖ20��5.�B.�anthracis�FÖ25��6.�B.�circulans1�FÖ26��7.�
B.�circulans1�FÖ43��8.�B.�circulans1�FÖ59��9.�B.�licheniformis�FÖ31��10.�
B.�licheniformis�FÖ39��11.�B.�licheniformis�FÖ61�12.�B.�firmus�FÖ35�

�



� 70

B.�anthracis,�B.�circulans�ve�B.�licheniformis,�türlerinin�SDSH�PAGE�ile�elde�edilen�

protein�profilleri�Resim�4.5’de�gösterilmi4tir.�B.�circulans�izolatlarının�protein�profili�

yönünden� heterojenite� gösterdikleri� belirlenmi4tir.� B.� licheniformis� izolatlarının� 45�

ve�30�kDa�ağırlığında� iki�protein�bandı�bakımından�benzer�oldukları�belirlenmi4tir.�

B.� firmus� izolatının� ise� 45� ve� 30� kDa� ağırlığında� iki� bant� ile� B.� licheniformis�

izolatlarına�benzerlik�gösterdiği�tespit�edilmi4tir.��

�

Türler� arası� ve� tür� içi� genetik� uzaklıkları� belirlemek� için,� her� bir� izolatın� protein�

bandı� diğer� izolatlarla� kar4ıla4tırılarak� bantların� varlığı� 1� ile� yokluğu� 0� ile�

gösterilmi4tir.�Bu�değerler�kullanılarak�su4lar�arasındaki�genetik�uzaklıklar�POPGEN�

bilgisayar�programında�UPGMA�metodu�ile�hesaplanmı4�(Çizelge�4.11)�ve�Treeview�

bilgisayar� programı� kullanılarak� izolatlar� arasındaki� filogenetik� ili4kiyi� gösteren�

dendrogramlar� olu4turulmu4tur� � (;ekil� 4.1).� POPGEN� istatistik� programına� göre�

türler�arasındaki�genetik�uzaklıkların�%�0H�%�95�arasında�olduğu�belirlenmi4tir.�

�

Elde� edilen� dendrogram� sonuçlarına� göre� su4lar� iki� ana� grup� altında� toplanmı4tır.�

Birinci�ana�grupta�B.�cereus,�B.�anthracis,�B.�thuringiensis�türleri�ve�B.�thuringiensis�

kontrol�su4ları�yer�almaktadır.�Birinci�ana�gruptaki�bakteri�türleri�arasındaki�genetik�

uzaklık� %1� ile� %79� değerleri� arasında� deği4mektedir.� B.� cereus� ve� B.� anthracis�

izolatlarının� birbirine� olan� genetik� uzaklıklarının� %27� ile� %76� arasında� deği4tiği�

belirlenmi4tir.� B.� thuringiensis� izolatlarının� B.� cereus� izolatları� ile� olan� genetik�

uzaklıkları�%1�ile�%60,�B.�anthracis�izolatı�ile�olan�genetik�uzaklıkları�%37�ile�%56�

arasında�deği4tiği�belirlenmi4tir.��

�

B.� thuringiensis� izolatları� arasındaki� genetik� uzaklığın� ise� %0� ile� %76� arasında�

deği4tiği� belirlenmi4tir.� B.� thuringiensis� FÖ21� izolatının� kontrol� su4larından� B.�

thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH1’e�%35,�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH73’e�

%16,�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH125’e�%8,�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�

HDH137’� ye� %13,� B.� thuringiensis� 916’� ya� %33,� B.thuringiensis� subsp.� kurstaki�

su4una� %31,� B.� thuringiensis� RSKK� 380� ve� Mu4� su4larına� sırasıyla� %49� ve� %40�

oranında�uzak�olduğu�belirlenmi4tir.�

�
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Çizelge�4.11.�Bacillus�türlerinin�toplam�hücre�protein�sonuçlarına�göre�hesaplanmı4�genetik�uzaklıkları�
�

��p
op

�I
D
��

���
���

� � � � � � � � � � B
.th

u
ri
n
gi
en

si
s�
R
S
K
K
�3
80
�

B
.th

u
ri
n
gi
en

si
s�
M
u
4�

B
.t�
�s
u
b
sp
�.�
ku

rs
ta
ki
��

B
.th

u
ri
n
gi
en

si
s�
91
6�

B
.t�
�s
u
b
sp
�.�
ku

rs
ta
ki
�H

D
>1
�

B
.t�
su
b
sp
.�k

u
rs
ta
ki
�H

D
>7
3�

B
.t�
su
b
sp
.�k

u
rs
ta
ki
�H

D
>1
25
�

B
.t�
su
b
sp
.�k

u
rs
ta
ki
�H

D
>1
37
�

B
.th

u
ri
n
gi
en

si
s�
�F
Ö
21

��
B
.c
er
eu

s�
�F
Ö
24
��

B
.th

u
ri
n
gi
en

si
s�
�F
Ö
7�
�

B
.th

u
ri
n
gi
en

si
s�
�F
Ö
8�
�

B
.th

u
ri
n
gi
en

si
s�
F
Ö
16
��

B
.th

u
ri
n
gi
en

si
s�
F
Ö
19

�
B
.c
er
eu

s�
F
Ö
15
��

B
.c
er
eu

s�
1F

Ö
27
��

B
.c
er
eu

s�
F
Ö
28
��

B
.c
er
eu

s1
F
Ö
36
��

B
.c
er
eu

s�
F
Ö
41
��

B
.c
er
eu

s�
1F

Ö
46
��

B
.c
er
eu

s1
F
Ö
51
��

B
.c
er
eu

s�
2F

Ö
34
��

B
.a
n
th
ra
ci
s�
F
Ö
20

��
B
.a
n
th
ra
ci
s�
F
Ö
25

���
�

B
.c
ir
cu
la
n
s1
F
Ö
26

��
B
.c
ir
cu
la
n
s�
1F

Ö
43
��

B
.c
ir
cu
la
n
s�
1F

Ö
59
��

B
.li
ch
en
if
or
m
is
�F
Ö
31
��

B
.li
ch
en
if
or
m
is
�F
Ö
39
��

B
.li
ch
en
if
or
m
is
�F
Ö
61
��

B
.f
ir
m
u
s�
F
Ö
35
��

B
.m

eg
at
er
iu
m
�F
Ö
12
��

B
.m

eg
at
er
iu
m
�F
Ö
14
��

B
.m

eg
at
er
iu
m
�F
Ö
18
��

B
.m

eg
at
er
iu
m
�F
Ö
22
��

B
.m

eg
at
er
iu
m
�F
Ö
38
��

B
.p
u
m
il
u
s�
F
Ö
23

��
B
.p
u
m
il
u
s�
F
Ö
33

��
B
.p
u
m
il
u
s�
F
Ö
44

��
B
.p
u
m
il
u
s�
F
Ö
56

���
B
.p
u
m
il
u
s�
F
Ö
57

��
B
.p
u
m
il
u
s�
F
Ö
58

���
B
.s
u
bt
il
is
�F
Ö
13
��

B
.s
u
bt
il
is
�F
Ö
52
���

B
.s
u
bt
il
is
�F
Ö
54
���

B
.la

te
ro
sp
or
u
s�
F
Ö
30
��

B
.la

te
ro
sp
or
u
s�
F
Ö
48
��

B
.la

te
ro
sp
or
u
s�
F
Ö
60
��

B
.la

te
ro
sp
or
u
s�
F
Ö
32
��

B
.b
re
vi
s�
F
Ö
1�
�

B
.b
re
vi
s�
F
Ö
4�
�

B
.b
re
vi
s�
F
Ö
6�
��

B
.b
re
vi
s�
F
Ö
42
��

B
�b
re
vi
s�
F
Ö
47
��

B
.b
re
vi
s�
F
Ö
49
�

B
.s
th
er
m
op

h
il
u
s�
F
Ö
3�
�

B
.s
th
er
m
op

h
il
u
s�
F
Ö
9�
�

B
.s
th
er
m
op

h
il
u
s�
F
Ö
10

��
B
.s
th
er
m
op

h
il
u
s�
F
Ö
11

��
B
.s
th
er
m
op

h
il
u
s�
F
Ö
37

��
B
.s
th
er
m
op

h
il
u
s�
F
Ö
45

��
B
.s
th
er
m
op

h
il
u
s�
F
Ö
53

��
B
.s
th
er
m
op

h
il
u
s�
F
Ö
55

��
B
.s
ph

ae
ri
cu

s�
F
Ö
2�
�

B
.s
ph

ae
ri
cu

s�
F
Ö
5�
�

B
.s
ph

ae
ri
cu

s�
F
Ö
29
��

B
.s
ph

ae
ri
cu

s�
F
Ö
40
��

B
.s
ph

ae
ri
cu

s�
F
Ö
50
��

� �

�
B.thuringiensis.�RSKK�380��������**�
B.thuringiensis.�Mu4������������������17�**�
B.t.�ssp.�kurstaki��������������������������29�29�**�
B.thuringiensis�916���������������������47�47�29�**�
B.t�subsp.�kurstaki�HD>1������������45�40�24�19�**�
B.t�subsp.�kurstaki�HD>73����������51�42�26�31�26�**�
B.t�subsp.�kurstaki�HD>125��������45�45�31�29�35�19�**�
B.t�subsp.�kurstaki�HD>137��������47�42�45�42�45�17�16�**�
B.thuringiensis�FÖ21�����������������49�40�31�33�35�16�08�13�**�
B.cereus�FÖ24����������������������������45�33�38�45�24�40�51�53�55�**�
B.thuringiensis�FÖ7�������������������58�53�56�48�47�58�71�63�65�38�**�
B.thuringiensis�FÖ8�������������������53�53�56�53�51�63�76�63�71�42�05�**�
B.thuringiensis�FÖ16�����������������56�47�63�76�58�56�73�56�58�45�33�26�**�
B.thuringiensis�FÖ19�����������������56�47�63�76�58�56�73�56�58�45�33�26�00�**�
B.cereus��FÖ15���������������������������53�49�65�79�60�58�76�58�60�47�31�24�01�01�**�
B.cereus1�FÖ27��������������������������37�40�38�45�35�33�51�45�42�38�42�38�29�29�27�**�
B.cereus1�FÖ28��������������������������40�45�38�45�35�37�51�49�42�38�38�35�33�33�31�03�**�
B.cereus�1FÖ36��������������������������37�40�38�40�31�33�47�45�38�35�38�38�33�33�31�03�03�**�
B.cereus��FÖ41���������������������������35�38�37�42�33�31�45�42�37�37�40�40�33�33�33�04�04�01�**�
B.cereus1�FÖ46��������������������������40�45�31�53�38�45�47�49�42�47�42�42�53�53�51�38�38�38�37�**�
B.cereus1�FÖ51��������������������������47�42�45�71�49�56�58�51�49�49�49�53�51�51�53�45�45�49�51�16�**�
B.cereus2�FÖ34��������������������������63�49�47�33�27�40�51�53�56�31�47�56�63�63�65�51�47�47�45�56�63�**�
B.�cereus1�FÖ20�������������������������45�45�51�68�71�58�60�49�51�76�56�47�40�40�38�35�38�38�37�38�53�76�**�
B.anthracis�FÖ25�����������������������45�37�35�33�24�29�38�37�38�35�56�56�49�49�51�27�31�31�33�42�49�31�56�**�
B.circulans1�FÖ26���������������������60�47�53�35�29�47�53�47�53�22�53�58�60�60�63�45�45�40�42�58�60�16�79�37�**�
B.circulans1�FÖ43���������������������60�47�45�47�40�56�53�51�53�49�40�45�60�60�58�53�49�49�51�40�42�53�58�58�42�**�
B.circulans1�FÖ59���������������������63�58�47�33�27�37�47�45�47�38�60�60�68�68�71�47�51�47�49�47�58�31�76�35�22�45�**�
B.licheniformis�FÖ31����������������56�51�49�24�26�42�40�47�45�37�58�63�71�71�73�58�58�53�55�68�71�22�92�40�21�47�29�**�
B.licheniformis�FÖ39����������������63�49�47�26�31�49�47�58�47�47�51�60�58�58�60�65�65�60�63�71�68�27�76�42�29�53�47�16�**�
B.licheniformis�FÖ61����������������73�58�56�33�31�49�56�58�60�31�56�60�58�58�60�56�56�51�53�70�73�21�76�38�19�45�31�19�17�**�
B.firmus�FÖ35���������������������������82�60�73�47�45�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�**�
B.megaterium�FÖ12������������������47�31�33�38�26�42�53�60�53�26�58�68�63�56�58�45�45�40�38�53�60�19�68�33�24�51�40�27�29�26�42�**�
B.megaterium�FÖ14������������������53�36�47�40�35�53�60�63�65�31�60�65�68�68�71�56�56�51�49�60�63�24�76�51�19�45�38�22�27�21�37�19�**�
B.megaterium�FÖ18������������������60�47�45�60�40�60�68�82�63�40�63�63�51�51�53�53�53�53�56�49�42�45�49�49�47�51�63�47�36�40�56�35�37�**�
B.megaterium�FÖ22������������������63�53�51�68�47�68�76�92�71�42�60�60�45�45�47�60�60�60�63�56�49�51�51�56�53�53�71�49�38�42�58�37�42�04�**�
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B.pumilus�FÖ23������������������������63�49�42�26�24�40�42�49�47�31�56�60�63�63�65�51�51�47�49�56�58�17�71�35�16�33�27�13�14�08�22�22�21�37�42�13�**�
B.pumilus�FÖ33������������������������73�45�56�53�42�53�65�58�60�42�47�51�45�45�47�47�47�42�45�60�53�42�56�47�29�33�38�40�31�24�33�40�31�40�47�29�24�**�
B.pumilus�FÖ44������������������������73�45�60�58�47�53�65�58�60�51�56�56�45�45�47�42�42�38�40�71�63�51�47�42�40�40�51�53�38�35�45�49�42�36�42�40�35�08�**�
B.pumilus�FÖ56������������������������51�38�45�47�45�51�53�51�53�49�63�58�47�47�49�49�49�45�42�68�71�40�45�58�35�42�53�38�33�37�42�31�29�42�45�35�29�26�22�**�
B.pumilus�FÖ57������������������������53�40�47�40�38�49�51�49�51�47�56�51�40�40�42�42�42�38�40�71�73�38�47�51�29�37�47�33�27�31�37�33�31�45�47�33�24�24�21�04�**��
B.pumilus�FÖ58������������������������65�47�49�38�36�47�49�51�45�45�58�53�47�47�49�45�45�40�42�58�60�36�53�49�27�38�37�35�26�26�31�42�33�47�53�31�19�19�19�17�13�**�
B.subtilis�FÖ13�������������������������53�45�42�19�17�40�47�53�51�27�51�51�63�63�65�42�42�38�40�51�63�14�76�35�13�45�24�13�21�14�29�19�17�40�47�16�08�35�47�33�27�26�**��
B.subtilis�FÖ52�������������������������65�51�49�31�33�47�63�60�63�33�49�53�60�60�63�40�40�37�38�53�60�19�68�37�14�42�26�24�26�13�27�24�26�51�58�20�13�26�37�35�29�24�13�**�
B.subtilis�FÖ54�������������������������65�56�53�31�29�47�63�60�63�37�45�45�51�51�53�37�37�33�35�49�60�22�68�37�17�42�22�27�29�16�31�27�26�51�58�17�16�26�37�35�29�24�13�05�**��
B.laterosporus�FÖ30����������������60�60�63�47�45�51�68�65�73�49�58�58�71�71�68�49�49�45�47�63�76�45�58�58�35�51�40�42�40�33�47�42�29�38�45�38�33�33�37�42�40�42�33�38�31�**�
B.laterosporus�FÖ48����������������60�60�68�65�68�88�85�95�92�53�63�58�76�76�73�68�63�63�65�73�71�63�92�85�60�71�73�60�53�63�65�51�45�56�63�56�53�68�68�65�63�60�45�60�56�47�**�
B.laterosporus�FÖ60����������������56�42�58�47�37�56�53�51�58�29�63�63�56�56�58�53�53�49�51�68�65�29�73�40�17�42�37�24�29�22�27�21�22�42�40�27�22�33�37�31�26�31�22�27�31�38�51�**��
B.laterosporus�FÖ32����������������65�51�58�35�33�51�53�60�53�26�45�48�56�56�58�48�48�45�47�58�56�26�79�48�21�56�33�31�37�29�35�35�26�42�48�24�26�37�48�51�45�35�19�24�24�42�42�27�**��
B.brevis�FÖ1�����������������������������45�58�60�63�56�53�60�53�60�56�42�38�45�45�42�47�47�51�53�56�48�71�51�60�63�45�71�58�65�71�63�73�76�48�42�63�65�60�60�53�56�73�70�73�63�53�92�68�73�**��
B.brevis�FÖ4�����������������������������65�51�48�56�40�51�68�60�58�45�48�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�**�
B.brevis�FÖ6�����������������������������56�51�48�38�26�47�58�56�63�33�58�53�51�51�53�33�37�37�38�48�56�26�68�26�21�47�19�27�40�29�35�27�29�47�48�27�26�33�45�42�37�35�19�24�21�38�65�24�31�53�47�**��
B.brevis�FÖ42���������������������������60�47�53�47�29�47�68�56�58�29�48�48�42�42�45�33�33�33�35�58�56�29�63�29�24�51�37�35�40�33�31�27�33�38�40�35�33�33�37�42�37�42�29�27�27�38�71�27�31�53�27�17�**��
B.brevis�FÖ47���������������������������58�45�51�53�31�48�71�58�60�27�51�51�48�48�51�38�38�38�40�56�48�35�65�35�29�53�42�40�47�38�37�29�35�37�38�37�38�38�42�45�42�48�35�33�33�45�68�33�33�47�22�22�04�**��
B.brevis�FÖ49���������������������������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�**�
B.s.thermophilus�FÖ3��������������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�45�51�42�51�53�51�53�51�53�45�37�63�53�58�51�58�58�48�56�47�**�
B.s.thermophilus�FÖ9��������������79�58�56�37�38�45�60�49�56�38�38�42�53�53�56�51�47�47�48�65�58�24�71�47�19�37�42�29�27�21�26�37�24�45�51�22�21�27�38�40�35�33�24�26�26�33�63�29�29�51�58�40�37�42�65�42�**��
B.s.thermophilus�FÖ10������������79�58�56�37�38�45�60�49�56�38�38�42�53�53�56�51�47�47�49�65�58�24�71�47�19�37�42�29�27�21�26�37�24�45�51�22�21�27�38�40�35�33�24�26�26�33�63�29�29�51�58�40�37�42�65�42�41�**�
B.s.thermophilus�FÖ11������������82�60�53�35�37�42�58�47�53�40�37�45�56�56�58�53�49�49�51�63�56�22�73�45�21�38�45�31�26�22�27�35�26�47�53�21�22�29�40�42�37�35�26�27�27�35�65�31�31�53�56�42�38�45�68�40�01�01�**�
B.s.thermophilus�FÖ37������������65�51�49�31�22�35�49�38�45�26�45�53�56�56�58�49�49�45�47�53�51�19�79�37�14�38�33�21�29�22�27�27�26�42�49�17�19�33�45�42�37�35�19�24�24�38�71�27�24�53�51�35�31�37�63�37�16�16�14�**�
B.s.thermophilus�FÖ45������������56�47�49�35�26�42�49�42�53�33�53�58�65�65�68�49�49�45�47�63�60�22�63�29�21�47�33�27�33�22�35�27�26�47�53�17�22�33�33�35�29�35�22�27�27�35�65�21�35�73�47�31�27�33�53�45�33�33�31�21�**��
B.s.thermophilus�FÖ53������������56�47�45�35�26�56�53�56�58�37�53�53�65�65�68�49�49�45�47�58�56�37�73�49�35�42�37�35�41�37�47�35�33�56�63�21�29�40�49�38�37�35�22�35�31�56�47�38�38�79�42�35�47�45�68�58�45�45�42�35�24�**��
B.s.thermophilus�FÖ55������������65�60�58�56�40�56�68�51�63�45�58�58�51�51�53�49�49�49�51�73�65�40�58�37�42�56�53�56�53�40�42�42�53�56�58�35�45�49�45�51�45�56�49�42�42�60�82�42�56�63�38�42�24�26�49�53�49�49�47�38�21�31�**��
B.sphaericus�FÖ2���������������������53�37�42�53�51�68�60�68�56�42�60�60�53�53�56�65�65�60�63�71�63�60�56�60�53�53�71�49�38�47�63�45�42�40�47�47�42�42�47�41�42�40�51�53�63�63�53�53�49�82�53�73�68�65�76�56�51�51�53�49�49�40�58�**��
B.sphaericus�FÖ5���������������������79�63�56�33�35�40�56�49�51�35�38�42�53�53�56�42�38�38�40�60�58�17�65�42�19�40�38�25�31�24�33�37�27�40�47�22�21�35�38�40�35�29�21�26�26�37�58�33�26�56�58�37�33�38�65�47�08�08�10�16�29�40�49�56�**�
B.sphaericus�FÖ29�������������������73�53�56�45�42�58�51�68�56�38�51�56�63�63�65�56�51�51�53�82�73�31�82�47�33�49�51�37�38�38�37�33�47�49�56�40�31�42�47�45�38�37�35�37�40�63�58�37�37�76�58�40�45�51�60�65�38�38�40�40�45�53�63�42�35�**�
B.sphaericus�FÖ40�������������������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�35�33�33�51�47�45�51�49�38�37�49�53�56�53�51�40�42�42�51�65�38�47�73�60�42�56�63�68�63�49�49�47�42�42�56�56�58�49�45�**�
B.sphaericus�FÖ50�������������������60�47�49�47�45�47�45�56�53�37�53�58�60�60�63�63�63�58�60�63�71�36�98�49�31�56�33�31�37�37�47�35�33�51�53�35�33�45�53�45�45�43�39�31�31�47�56�35�39�68�56�35�43�45�58�58�45�45�45�38�47�43�55�58�40�40�24�**�
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;ekil�4.1.�Bacillus�türlerine�ait�protein�profillerinin�POPGEN�istatistik�programı�ile�

hesaplanmı4�genetik�uzaklık�ili4kisini�gösteren�dendrogram�
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Bacillus�laterosporus�FÖ48�
B.�thuringiensis�380�RSKK�
B.�thuringiensis�Mu4�
B.�t.�subsp.kurstaki�
B.�thuringiensis�916�
B.�t.�subsp.kurstaki�HDH1�
B.�t.�subsp.kurstaki�HDH73�
B.�t.�subsp.kurstaki�HD<137�
B.�t.�subsp.kurstaki�HDH125�
Bacillus�thuringiensis�FÖ21�
Bacillus�cereus�2�FÖ34�
Bacillus�cereus�1�FÖ46�
Bacillus�cereus�1�FÖ51�
Bacillus�anthracis�FÖ25�
Bacillus�cereus�FÖ20�
Bacillus�thuringiensis�FÖ7��
Bacillus�thuringiensis�FÖ8���
Bacillus�cereus�FÖ15�
Bacillus�thuringiensis�FÖ16�
Bacillus�thuringiensis�FÖ19��
Bacillus�cereus�1�FÖ27�
Bacillus�cereus�1�FÖ28�
Bacillus�cereus�FÖ36�
Bacillus�cereus�FÖ41�
Bacillus�sphaericus�FÖ29�
Bacillus�stearothermophilus�FÖ53�
Bacillus�cereus�FÖ24�
Bacillus�laterosporus�FÖ32�
Bacillus�firmus�FÖ35�
Bacillus�circulans�FÖ43�
Bacillus�circulans�FÖ26�
Bacillus�stearothermophilus�FÖ37�
Bacillus�megaterium�FÖ38�
Bacillus�subtilis�FÖ13�
Bacillus�licheniformis�FÖ61�
Bacillus�pumilus�FÖ23�
Bacillus�subtilis�FÖ52�
Bacillus�subtilis�FÖ54�
Bacillus�sphaericus�FÖ5�
Bacillus�stearothermophilus�FÖ11�
Bacillus�stearothermophilus�FÖ9�
Bacillus�stearothermophilus�FÖ10�
Bacillus�licheniformis�FÖ31�
Bacillus�licheniformis�FÖ39�
Bacillus�megaterium�FÖ14�
Bacillus�megaterium�FÖ12�
Bacillus�laterosporus�FÖ60�
Bacillus�stearothermophilus�FÖ45�
Bacillus�circulans�FÖ59�
Bacillus�brevis�FÖ1�
Bacillus�brevis�FÖ6�
Bacillus�pumilus�FÖ33�
Bacillus�pumilus�FÖ44�
Bacillus�pumilus�FÖ56�
Bacillus�pumilus�FÖ58�
Bacillus�pumilus�FÖ57�
Bacillus�sphaericus�FÖ50�
Bacillus�sphaericus�FÖ40�
Bacillus�brevis�FÖ49�
Bacillus�brevis�FÖ4�
Bacillus�stearothermophilus�FÖ55�
Bacillus�brevis�FÖ47�
Bacillus�brevis�FÖ42��
Bacillus�laterosporus�FÖ30�
Bacillus�stearothermophilus�FÖ3�
Bacillus�sphaericus�FÖ2�
Bacillus�megaterium�FÖ18�
Bacillus�megaterium�FÖ22�
�
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B.�thuringiensis�FÖ16�ve�B.�thuringiensis�FÖ19�izolatlarının�B.�thuringiensis�subsp.�

kurstaki� HDH1’e� %58,� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH73’e� %56,� B.�

thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH125’�e�%73,�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH

137’ye� �%56,�B.thuringiensis�916’ya�%76,�B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� su4una�

%63,� B.� thuringiensis� RSKK� 380’e� %56� ve� B.� thuringiensis� Mu4’e� olan� genetik�

uzaklıkları�%47�olarak�belirlenmi4tir.�

�

FÖ16� ve� FÖ19� izolatlarının� FÖ21� izolatına� olan� genetik� uzaklıkları� � %58,� B.�

thuringiensis�FÖ7�ve�B.� thuringiensis�FÖ8� izolatlarına�olan�genetik�uzaklıkları� ise�

%26�ile�%33�olarak�belirlenmi4tir.�B.� thuringiensis�FÖ7�izolatının�B.� thuringiensis�

subsp.� kurstaki� HDH1’e� %58,� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH73’e� %53,� B.�

thuringiensis� subsp.�kurstaki�HDH125’e�%56,�B.� thuringiensis� subsp.�kurstaki�HDH

137’�ye��%48,�B.�thuringiensis�916’ya�%47,�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�su4una�

%58,� B.� thuringiensis� RSKK� 380’� e� %71� ve� B.� thuringiensis� Mu4’e� olan� genetik�

uzaklıkları�%63�olarak�belirlenmi4tir.�B.� thuringiensis�FÖ21� izolatına�olan�genetik�

uzaklığı�ise�%65�olarak�belirlenmi4tir.�

�

B.� thuringiensis� FÖ8� izolatının� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH1’e� %53,� B.�

thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH73’e� %53,� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH

125’e� %56,� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH137’� ye� � %53,� B.thuringiensis�

916’ya�%51,�B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� su4una�%63,�B.� thuringiensis�RSKK�

380’� e� %76� ve� B.� thuringiensis� Mu4’e� olan� genetik� uzaklıkları� %63� olarak�

belirlenmi4tir�FÖ21�izolatına�olan�genetik�uzaklığı�ise�%71�olarak�belirlenmi4tir.��

�

Đkinci�ana�grupta�ise� tanımlanan�Bacillus�cinsine�ait�Bacillus�megaterium,�Bacillus�

stearothermophilus,� Bacillus� subtilis,� Bacillus� firmus,� Bacillus� brevis,� Bacillus�

laterosporus,� Bacillus� sphaericus,� Bacillus� pumilus,� Bacillus� circulans� gibi� diğer�

türler�yer�almaktadır.��

�

Đkinci� ana� grupta� yer� alan� izolatların� genetik� uzaklıkları� ise� %4� ile� %95� arasında�

olduğu�belirlenmi4tir.�
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B.� megaterium� izolatlarının� B.� licheniformis� izolatları� ile� birbirine� olan� genetik�

uzaklıkları�%38�ile�%49�arasında,�B.�circulans�izolatları�ile�olan�genetik�uzaklıkları�

ise�%53�ile�%71�arasında�deği4mekte�olduğu�belirlenmi4tir.�

�

B.�pumilus�izolatlarının�B.�circulans�izolatları�ile�arasındaki�genetik�uzaklıkları�%16�

ile�%47�arasında,�B.�licheniformis�izolatları�ile�olan�genetik�uzaklıkları�%3�ile�%14�

arasında,� B.� firmus� izolatları� ile� olan� genetik� uzaklıkları� %22� ile� %45,� B.�

megaterium�izolatları�ile�olan�genetik�uzaklıkları�%23�ile�%53’�dür.�

�

B.� subtilis� izolatlarının� B.� circulans� izolatları� ile� birbirine� olan� genetik� uzaklıkları�

%13�ile�%45,�B.�licheniformis�izolatları�ile�%13H�%29,�B.�firmus�izolatları�ile�%27H

%31,� B.� megaterium� izolatları� ile� %16H� %58,� B.� pumilus� izolatları� ile� %8H� %47�

arasında�olduğu�belirlenmi4tir.�

�

B.�laterosporus�izolatlarının�B.�circulans�izolatları�ile�arasındaki�genetik�uzaklıkları�

%17H� %73,� B.� licheniformis� izolatları� ile� %22H� %63,� B.� firmus� izolatları� ile� %27H�

%65,�B.�megaterium�izolatları�ile�%21H�%63,�B.�pumilus�izolatları�ile�%22H�%68,�B.�

subtilus�izolatları�ile�%19H�%60�arasında�olduğu�belirlenmi4tir.�

�

B.�brevis� izolatlarının�B.�circulans� izolatları� ie�arasındaki�genetik�uzaklıkları�%21H�

%71,�B.�licheniformis�izolatları�ile�%21H�%71,�B.�firmus�izolatları�ile�%31H�%63,�B.�

megaterium�izolatları�ile�%27H�%76,�B.�pumilus�izolatları�ile�%26H�%73,�B.�subtilis�

izolatları�ile�%19H�%73�ve�B.�laterosporus�izolatları�ile�%31H�%92�arasında�olduğu�

belirlenmi4tir.�

�

B.� stearothermophilus� izolatlarının� B.� circulans,� B.� licheniformis,� B.� firmus,� B.�

megaterium,�B.�pumilus,�B.�subtilis�B.�laterosporus�ve�B.�brevis�izolatları�ile�genetik�

uzaklıklarının�sırasıyla�%18H�%58,�%21H�%58,�%27H�%58,�%19H�%53,�%19H�%53,�

%21H�%82,�%27H�%79�ve�%19H�%53�arasında�deği4tiği�görülmü4tür.�

�

B.�sphaericus�izolatlarının�B.�circulans,�B.�licheniformis,�B.�firmus,�B.�megaterium,�

B.�pumilus,�B.�subtilis�B.�laterosporus,�B.�brevis�ve�B.�stearothermophilus�izolatları�
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ile� olan� genetik� uzaklıklarının� sırasıyla� %19H� %71,� %24H� %49,� %33H� %63,� %33H�

%56,�%21H�%56,�%21H�%63,�%36H�%63,�%33H�%82�ve�%8H�%65�arasında�olduğu�

belirlenmi4tir.�

�

4.4.�Bacillus�Đzolatlarının�Plazmit�DNA�Profil�Analizleri�

�

Toprak�örneklerinden�izole�edilen�ve�tanımlamaları�yapılan�toplam�60�adet�Bacillus�

izolatının� ve� kontrol� Bacillus� thuringiensis� su4larının� plazmit� DNA’ları� Bölüm�

3.2.5’� de� anlatıldığı� 4ekilde� izole� edilmi4� ve� plazmit� DNA’ların� görüntülenmesi�

agaroz�jel�elektroforezi�ile�yapılmı4tır.��

�

Đncelenen� izolatlardan� 57� tanesinde� plazmit� DNA’sına� rastlanmı4,� 3� tanesinde� ise�

plazmit�DNA�tespit�edilememi4tir.�Plazmit�DNA�büyüklükleri�λHpUC�mixHMarkır�4�

ile�kar4ıla4tırılarak�hesaplanmı4tır.�Đzolatların�ta4ıdığı�plazmit�sayısının�1–9�arasında�

deği4tiği�ve�plazmit�DNA�büyüklüklerinin� ise�>19,3�kb� ile�1,1�kb�arasında�olduğu�

belirlenmi4tir�(Çizelge�4.8).��

�

B.� cereus� olarak� tanımlamaları� yapılan� izolatlara� ait� plazmit�DNA’ların�agaroz� jel�

elektroforez� görüntüleri� Resim� 4.6’� da� verilmi4tir.� Yapılan� hesaplamalara� göre�

FÖ15�nolu�izolatın�>19,3H�19,3H�13,7H�5,7H�1,2�kb�büyüklüğünde�5�adet,�FÖ27�nolu�

izolatın�19,3H�4,5H�3,7H�1,8�kb�büyüklüğünde�4�adet,�FÖ34�nolu�izolatın�19,3H�11,3H�

5,7H�1,8�kb�büyüklüğünde�4�adet,�FÖ20,�FÖ24,�FÖ36,�FÖ41,�FÖ46�ve�FÖ51�nolu�

izolatların�da�19,3�kb�büyüklüğünde�1� adet� plazmit�DNA� ta4ıdıkları� belirlenmi4tir�

(Çizelge�4.8).�

�

B.� anthracis� izolatına� ait� plazmit� DNA’� ların� agaroz� jel� elektroforez� görüntüleri�

Resim� 4.6’� da� verilmi4tir.� Yapılan� hesaplamalara� göre� B.� anthracis� FÖ25� nolu�

izolatın�19,3�kb�büyüklüğünde�bir�adet�plazmit�DNA�ta4ıdığı�belirlenmi4tir.�

�

�

�

�
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�
Çizelge�4.12.�Bacillus�türlerinin�plazmit�DNA�sayıları�ve�moleküler�büyüklükleri��
�

Đzolatlar� Plazmit�sayısı� Moleküler�büyüklük�(kb)�

B.�brevis�FÖ1���� 5� >19,3H�19,3H�5H�4,2H�1,8�

B.�sphaericus�FÖ2����� 1� 19,3�

B.�stearothermophilus�FÖ3����� 2� >19,3H�19,3�

B.�brevis�FÖ4����� 1� 19,3�

B.�sphaericus�FÖ5����� 1� 19,3�

B.�brevis�FÖ6����� 1� 19,3�

B.�thuringiensis�FÖ7����� 1� 19,3�

B.�thuringiensis�FÖ8����� 1� 19,3�

B.�stearothermophilus�FÖ9����� 8� 16,4H�7,7H�5,7H�5,2H�4,2H�3,7H�3,1H�2,3��

B.�stearothermophilus�FÖ10��� 2� 16,4H�2,3�

B.�stearothermophilus�FÖ11��� 9� 16,4H�7,7H�5,7H�5,2H�4,2H�3,7H�3,1H�2,3H�1,1��

B.�megaterium�FÖ12��� 1� 19,3�

B.�subtilis�FÖ13��� 1� 19,3�

B.�megaterium�FÖ14��� 1� 19,3�

B.�cereus1�FÖ15��� 5� >19,3H�19,3H�13,7H�5,7H�1,2�

B.�thuringiensis�FÖ16��� 4� 19,3H�11,8H�5,5H�1,2�

B.�megaterium�FÖ18��� 0� >�

B.�thuringiensis�FÖ19��� 4� 19,3H�11,8H�5,5H�1,2�

B.�cereus1�FÖ20��� 1� 19,3�

B.�thuringiensis�FÖ21��� 4� 19,3H�5,5H�4,5H�1,2�

B.�megaterium�FÖ22��� 1� 19,3�

B.�pumilus�FÖ23��� 0� >�

B.�cereus1�FÖ24��� 1� 19,3�

B.�anthracis�FÖ25��� 1� 19,3�

B.�circulans1�FÖ26��� 1� 19,3�

B.�cereus1�FÖ27��� 4� 19,3H�4,5H�3,7H�1,8�

B.�cereus1�FÖ28��� 1� 19,3�

B.�sphaericus�FÖ29��� 2� 19,3H�1,1�

B.�laterosporus�FÖ30��� 1� 19,3�

B.�licheniformis�FÖ31��� 1� 19,3�

B.�laterosporus�FO32��� 1� 19,3�

B.�pumilus�FÖ33��� 1� 19,3�

B.�cereus2�FÖ34��� 4� 19,3H�11,3H�5,7H�1,8�

B.�firmus�FÖ35���� 1� 19,3�

�
�
�
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Çizelge� 4.12.� (Devam)� Bacillus� türlerinin� plazmit� DNA� sayıları� ve� moleküler�
büyüklükleri��

�
Đzolatlar� Plazmit�sayısı� Moleküler�ağırlık�(kb)�

B.�cereus1�FÖ36��� 1� 19,3�

B.�stearothermophilus�FÖ37��� 2� >19,3H�19,3�

B.�megaterium�FÖ38��� 2� >19,3H�19,3�

B.�licheniformis�FÖ39��� 1� 19,3�

B.�sphaericus�FÖ40��� 1� 19,3�

B.�cereus1�FÖ41��� 1� 19,3�

B.�brevis�FÖ42��� 1� 19,3�

B.�circulans1�FÖ43��� 0� >�

B.�pumilus�FÖ44��� 3� 19,3H�7,7H�6,1�

B.�stearothermophilus�FÖ45��� 1� 19,3�

B.�cereus1�FÖ46��� 1� 19,3�

B.�brevis�FÖ47��� 2� >19,3H�19,3�

B.�laterosporus�FÖ48��� 1� 19,3�

B.�brevis�FÖ49��� 1� 19,3�

B.�sphaericus�FÖ50��� 2� >19,3H�19,3�

B.�cereus1�FÖ51��� 1� 19,3�

B.�subtilis�FÖ52��� 1� 19,3�

B.�stearothermophilus�FÖ53��� 1� 19,3�

B.�subtilis�FÖ54��� 1� 19,3�

B.�stearothermophilus�FÖ55��� 1� 19,3�

B.�pumilus�FÖ56��� 2� 19,3H�7,1�

B.�pumilus�FÖ57��� 2� 19,3H�7,1�

B.�pumilus�FÖ58��� 2� >19,3H�19,3�

B.�circulans1�FÖ59��� 2� >19,3H�19,3�

B.�laterosporus�FÖ60��� 1� 19,3�

B.�licheniformis�FÖ61��� 1� 19,3�

B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD<1� 4� 19,3H�5,5H�4,5H�1,2�

B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD<73�� 4� 19,3H�11,3H�5,5H�4,7�

B.�thuringiensis�subsp.�tolworthi�HD<125� 4� 19,3H�11,3H�6,6H�5�

B.�thuringiensis�subsp.�aizawai�HD<137� 3� 19,3H�6,6H�4,2�

B.�thuringiensis�916���������������� 1� 19,3�

B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki� 4� 19,3H�5,5H�4,5H�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�türlerine�ait�plazmit�DNA’ların�

agaroz�jel�elektroforezi��
1.�λHpUC�mix��2.�B.�thuringiensis�RSSK�380��3.�B.�thuringiensis�Mu4��4.�
B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� 5.� B.� thuringiensis� FÖ7� 6.� B.�
thuringiensis�FÖ8��7.�B.�thuringiensis�FÖ16��8.�B.�thuringiensis�FÖ19��9.�
B.�thuringiensis�FÖ21��10.�B.�cereus1�FÖ15��11.�B.�cereus1�FÖ24��12.�B.�
cereus1�FÖ27��13.�B.�cereus1�FÖ28��14.�B.�cereus1�FÖ36��15.�B.�cereus1�
FÖ41��16.�B.�cereus1�FÖ46��17.�B.�cereus1�FÖ51��18.�B.�cereus1�FÖ34��
19.�B.�cereus��FÖ20��20.�B.�anthracis�FÖ25��

�

B.�megaterium�izolatlarına�ait�plazmit�DNA’ların�agaroz�jel�elektroforez�görüntüleri�

Resim�4.7’de�verilmi4tir.�Yapılan�hesaplamalara�gore�B.�megaterium�FÖ14�ve�FÖ22�

izolatlarının�19,3�kb�büyüklüğünde�1� adet,�B.�megaterium�FÖ38� izolatın�>19,3�ve�

19,3� kb� büyüklüğünde� iki� adet� plazmit� DNA� ta4ıdıkları� belirlenmi4tir.� B.�

megaterium�FÖ18�izolatında�ise�plazmit�DNA�tespit�edilememi4tir.�

�

B.� pumilus� izolatlarının� ait� plazmit� DNA’ların� agaroz� jel� elektroforez� görüntüleri�

Resim� 4.7’de� verilmi4tir.� Yapılan� hesaplamalara� göre� B.� pumilus� FÖ33� izolatının�

19,3� kb� büyüklüğünde� 1� adet,� B.� pumilus� FÖ44� izolatının� >19,3H� 7,7� ve� 6,1� kb�

büyüklüğünde�3�adet,�B.�pumilus�FÖ56�ve�FÖ58�izolatlarının�da�sırasıyla�19,3�H7,1�

kb�ve�>19,3H�19,3�kb�büyüklüğünde�2�adet�plazmit�DNA�ta4ıdıkları�belirlenmi4tir.�B.�

pumilus�FÖ23�izolatında�ise�plazmit�DNA�tespit�edilememi4tir.�
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B.� subtilis� izolatlarına� ait� plazmit� DNA’� ların� agaroz� jel� elektroforez� görüntüleri�

Resim� 4.7’de� verilmi4tir.� Yapılan� hesaplamalara� göre� B.� subtilis� FÖ13,� FÖ52� ve�

FÖ54� izolatlarının� 19,3� kb� büyüklüğünde� 1� adet� plazmit� DNA� ta4ıdıkları�

belirlenmi4tir.�

�

B.� laterosporus� izolatlarının� ait� plazmit� DNA’ların� agaroz� jel� elektroforez�

görüntüleri� Resim� 4.7’de� verilmi4tir.� Yapılan� hesaplamalar� gore� B.� laterosporus�

FÖ30,� FÖ32,� FÖ48� ve� FÖ60� izolatlarının� 19,3� kb� büyüklüğünde� 1� adet� plazmit�

DNA�ta4ıdıkları�belirlenmi4tir.�

�

�
�
Resim� 4.7.� B.� megaterium,� B.� pumilus,� B.� subtilis� ve� B.� laterosporus� türlerine� ait�

plazmit�DNA’ların�agaroz�jel�elektroforezi�
1.� λHpUC� mix� � 2.� B.� megaterium� FÖ12� � 3.� B.� megaterium� FÖ14� � 4.�
B.megaterium� FÖ22� � 5.� B.� pumilus� FÖ23� � 6.� B.� pumilus� FÖ33� � 7.� B.��
pumilus�FÖ44��8.�B.�pumilus�FÖ56��9.�B.�pumilus�FÖ57��10.�B.�pumilus�
FÖ58� �11.�B.�subtilis�FÖ13� �12.�B.�subtilis�FÖ52� �13.�B.�subtilis�FÖ54��
14.�B.�laterosporus�FÖ30��15.�B.�laterosporus�FÖ48��16.�B.�laterosporus�
FÖ60��17.�B.�laterosporus�FÖ32��19.�B.�megaterium�FÖ18��

�

B.� brevis� izolatlarına� ait� plazmit� DNA’ların� agaroz� jel� elektroforez� görüntüleri�

Resim�4.8’de�verilmi4tir.�Yapılan�hesaplamalara�göre�B.�brevis�FÖ4,�FÖ6,�FÖ42�ve�

FÖ49� izolatlarının� 19,3� kb� büyüklüğünde� 1� adet,� B.� brevis� FÖ1� izolatının� >19,3H�
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19,3H� 5H� 4,2H� 1,8�kb�büyüklüğünde�5� adet� ve�B.�brevis� FÖ47� izolatının� ise�>19,3H�

19,3�kb�büyüklüğünde�2�adet�plazmit�DNA�ta4ıdıkları�belirlenmi4tir.�

�

B.� sphaericus� izolatlarının� plazmit� DNA’ların� agaroz� jel� elektroforez� görüntüleri�

Resim� 4.8’de� verilmi4tir.� Yapılan� hesaplamalara� göre� B.� sphaericus� FÖ2,� FÖ5� ve�

FÖ40� izolatlarının� 19,3� kb� büyüklüğünde� 1� adet,� B.� sphaericus� FÖ29� izolatının�

19,3H� 1,1� kb� büyüklüğünde� ve� B.� sphaericus� FÖ50� izolatının� >19,3H� 19,3� kb�

büyüklüğünde�2�adet�plazmit�DNA�ta4ıdıkları�belirlenmi4tir.�

�

�
�
Resim�4.8.�B.�brevis,�B.�sterarothemorphilus�ve�B.�sphaericus� türlerine�ait�plazmit�

DNA’ların�agaroz�jel�elektroforezi�
1.�λHpUC�mix�2.�B.�brevis�FÖ1��3.�B.�brevis�FÖ4��4H�B.�brevis�FÖ6��5.�B.�
brevis� FÖ42� 6.� B.� brevis� FÖ47� 7.� B.� brevis� FÖ49� 8.� B.�
stearothermophilus� FÖ3� 9.� B.� stearothermophilus� FÖ9� 10.� B.�
stearothermophilus� FÖ10� 11.� B.� stearothermophilus� FÖ11� 12.� B.�
stearothermophilus� FÖ37� 13.� B.� stearothermophilus� FÖ45� 14.� B.�
stearothermophilus� FÖ53� 15.� B.� stearothermophilus� FÖ55� 16.� B.�
sphaericus�FÖ2��17.�B.�sphaericus�FÖ5��18.�B.�sphaericus�FÖ29��19.�B.�
sphaericus�FÖ40��20.�B.�sphaericus�FÖ50���

�

B.�licheniformis,�B.�firmus�ve�B.�circulans�izolatlarına�ait�plazmit�DNA’ların�agaroz�

jel�elektroforez�görüntüleri�Resim�4.9’�da�verilmi4tir.�Yapılan�hesaplamalara�göre�B.�

licheniformis�FÖ31,�B.�licheniformis�FÖ39,�B.�licheniformis�FÖ61,�B.�firmus�FÖ35,�
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B.�circulans�FÖ59�ve�B.�circulans�FÖ26�nolu�izolataların�19,3�kb�büyüklüğünde�1�

adet� plazmit� DNA� ta4ıdıkları� belirlenmi4tir.� B.� circulans� FÖ43� nolu� izolatta� ise�

plazmit�DNA�tespit�edilememi4tir.�

�

�
�
Resim�4.9.�B.circulans,�B.�licheniformis�ve�B.�firmus�türlerine�ait�plazmit�DNA’ların�

agaroz�jel�elektroforezi�
1.� λHpUC� mix� � 2.� B.� circulans1� FÖ26� � 3.� B.� circulans1� FÖ43� � 4.� B.�
circulans1�FÖ59��5.�B.�licheniformis��FÖ31�6.�B.�licheniformis��FÖ39�7.�
B.�licheniformis�FÖ61��8.�B.�firmus�FÖ35���

�

B.� thuringiensis� izolatlarına� ve� kontrol� su4larına� ait� plazmit� DNA’ların� agaroz� jel�

elektroforez�görüntüleri�Resim�4.10’�da�verilmi4tir.��

�

Yapılan� hesaplamalara� göre� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–1� su4unun� 19,3H�

5,5H� 4,5� ve� 1,2� kb� büyüklüğünde� 4� adet,� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–73�

su4unun� 19,3H� 11,3H� 5,5� ve� 4,7� kb� büyüklüğünde� 4� adet,� B.� thuringiensis� subsp.�

kurstaki� HD–125� su4unun� 19,3H� 11,3H� 6,6� ve� 5� kb� büyüklüğünde� 4� adet,� B.�

thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD–137�19,3H�6,6�ve�4,2�kb�büyüklüğünde�3�adet,�B.�

thuringiensis�916,�B.�thuringiensis�RSKK380�ve�B.�thuringiensis�Mu4�su4larının�ise�



� 83

19,3�kb�büyüklüğünde�1�adet�plazmit�DNA�ta4ıdığı�belirlenmi4tir.�B.� thuringiensis�

FÖ21�izolatının�19,3H�5,5H�4,5�ve�1,2�kb�büyüklüğünde�4�adet�plazmit�DNA�ta4ıdığı�

belirlenmi4tir.�B.�thuringiensis�FÖ16�ve�FÖ19�izolatlarında�19,3H�11,8H�5,5�ve�1,2�kb�

büyüklüğünde� 4� adet,� B.� thuringiensis� FÖ7� ve� FÖ8� izolatlarında� ise� 19,3�

büyüklüğünde�bir�adet�plazmit�DNA�belirlenmi4tir.�

�

�
�
Resim�4.10.�B.�thuringiensis�türlerine�ait�plazmit�DNA’ların�agaroz�jel�elektroforezi��

��M.� λHpUC� mix� 1.� B.� thuringiensis� FÖ7� 2.� B.� thuringiensis� FÖ8� 3.� B.�
thuringiensis�FÖ16�4.�B.�thuringiensis�FÖ19�5.�B.�thuringiensis�FÖ21�
6.� B.� cereus� FÖ24� 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�Đzolatlarının�Đnsektisidal�Genlerinin�Belirlenmesi�

�

Đzole� edilen�ve� tanımlamaları� yapılan�B.� thuringiensis� izolatları,� kontrol� su4ları� ve�

API�test�kitleri�ile�B.�cereus�olarak�tanımlanan�türlerin�insektisidal�kristal�gen�ta4ıyıp�

ta4ımadıkları�cry1,�cry2,�cry3,�cry4,�cry7,�cry8,�cry5,�cry12,�cry14,�cry21�ve�cyt1A�

primerleri�kullanılarak�PZR�i4lemi�ile�gerçekle4tirilmi4tir.�Elde�edilen�PZR�ürünleri�

agaroz�jel�elektroforezinde�yürütülmü4�ve�fotoğrafları�çekilmi4tir.�
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16S�rRNA�dizi�analizi� ile�B.� thuringiensis�olarak� tanımlanan�FÖ21� izolatının�cry1�

genel�primeri�ile�yapılan�PZR�sonucunda�yakla4ık�olarak�272�bp’�lik�bir�PZR�ürünü�

verdiği�gözlenmi4tir�(Resim�4.11.)��

�

Kontrol�su4larından�B.� thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD–1,�B.� thuringiensis�subsp.�

kurstaki� HD–73,� B.� thuringiensis� subsp.� aizawai� HD–137� ve� B.� thuringiensis�

916’nın�cry1� genel�primeri� ile�yakla4ık�olarak�272�bp’� lik,�B.� thuringiensis�subsp.�

tolworthi� HD–125� ve� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� su4larının� ise� cry1� genel�

primeri� ile�yakla4ık�olarak�290�bp’� lik�bir�PZR�ürünü�verdiği�gözlenmi4tir� (Resim�

4.11.).��

�

B.�thuringiensis�RSKK380�ve�B.�thuringiensis�Mu4�su4larında�cry1�genel�primeri�ile�

hiçbir�amplifikasyon�gözlenmemi4tir.�B.�cereus�izolatlarının�cry1�primeri�ile�yapılan�

analizi�sonucunda�FÖ24�izolatının�yakla4ık�olarak�410�bp’lik�bir�PZR�ürünü�verdiği�

tespit�edilmi4tir�(Resim�4.11.).�Diğer�B.�cereus�izolatlarında�cry1�primeri�ile�pozitif�

reaksiyon�gözlenmemi4tir.��

���������������� �
�
Resim�4.11.�cry1�genel�primeri�ile�elde�edilen�PZR�ürünleri�

M.�DNA�ladder�50�bp��1.�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH1��2.�B.�
thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH73� � 3.� B.� thuringiensis� subsp.�
tolworthi� HDH125� � 4.� B.� thuringiensis� subsp.� aizawai� HDH137� � 5.� B.�
thuringiensis�916��6.�FÖ21��7.�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki��8.�FÖ24��
M.�DNA�ladder�100�bp�
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cry2�primeri� ile�yapılan�PZR�i4lemi�sonucunda�FÖ16,�FÖ19�ve�FÖ21�izolatlarının�

yakla4ık�1556�bp�büyüklüğünde�pozitif�bir�ürün�verdiği�belirlenmi4tir�(Resim�4.12).�

B.� thuringiensis�RSKK380�ve�B.� thuringiensis�Mu4�su4ları�dı4ındaki�diğer�kontrol�

su4larının� da� cry2� primeri� ile� yakla4ık� 1556� bp’lik� pozitif� bir� ürün� verdiği�

belirlenmi4tir.�

�

� �
�
Resim�4.12.�cry2�genel�primeri�ile�elde�edilen�PZR�ürünleri�

M.� DNA� ladder� 100� bp� � 1.� FÖ16� � 2.� FÖ19� � 3.� FÖ21� � 4.� B.subsp.�
kurstaki� HDH1� � 5.� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH73� � 6.� B.�
thuringiensis� subsp.� tolworthi� HDH125� � 7.� B.� thuringiensis� subsp.�
aizawai�HDH137� �8.�B.� thuringiensis� 916� � 10.�B.� thuringiensis� subsp.�
kurstaki���

�

cry2�genlerinin�DdeI�restriksiyon�enzimi�aracılığı�ile�analizi�

�

Farklı�cry2� genlerini�belirlemek� için�de�cry2�genel�primeri� ile�pozitif� sonuç�veren�

PZR� ürünleri� DdeI� (Genmark)� restriksiyon� endonükleaz� enzimi� ile� kesilerek�

restriksiyon� parça� uzunluk� polimorfizimleri� belirlenmi4tir.� Kesim� sonuçları� %10’�

luk�poliakrilamit�jelde�yürütülerek�etidyum�bromür�boyanmı4tır.��

�

Kesim�sonucunda�elde�edilen�DNA�fragmentleri�Resim�4.13’�de�gösterilmi4tir.�Dde�

I�enzimi�sonucunda�beklenen�DNA�parça�büyüklükleri�Çizelge�4.13’�de�verilmi4tir.��
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�
Resim�4.13.�cry2�genleri�DdeI�enzimi�ile�kesim�sonucunda�elde�edilen�restriksiyon�

fragmentleri��
M.�DNA�ladder�100�bp,�1.�FÖ16��2.�FÖ19��3.�FÖ21��4.�B.�thuringiensis�
subsp.�kurstaki�HDH1��5.�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH73��6.�B.�
thuringiensis� subsp.� tolworthi� HD<125� � 7.� B.� thuringiensis� subsp.�
aizawai� HDH137� � 8.� B.� thuringiensis� 916� � 9.� B.� thuringiensis� subsp.�
kurstaki��10.�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD–1(kesilmemi4�)���

�

Çizelge�4.13.�cry2� geninin�DdeI� ile�kesimi� sonucunda�beklenen� restriksiyon�parça�
büyüklükleri�

�
�

�

�

�

�

�

�

DdeI� enzimi� ile� kesim� sonucunda� FÖ16,� FÖ19� ve� FÖ21� izolatlarında� yakla4ık�

olarak�1386,�972,�450,�134�bp�büyüklüğünde�dört�DNA�fragmenti�olu4mu4tur.�134,�

450,�972�bp�büyüklüğündeki�DNA�fragmentleri�Cry2Aa�proteinini�kodlayan�cry2Aa�

genini,� 1386� ve� 134� bp� büyüklüğünde� DNA� fragmentleri� ise� Cry2Ab� proteini�

kodlayan�cry2Ab�genini�kodlamaktadır.�Kontrol�su4larının�da�cry2�PZR�ürünlerinin�

����Gen� Fragment�büyüklüğü�(bp)�

cry2Aa� 972,�450,�134�

cry2Ab� 1386,�134,�36�

cry2Ac� 915,�252,�162,�131,�36,�27�

cry2Ad� 663,�414,�309,�134,�36�
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DdeI�enzimi� ile�kesimi�sonucunda�FÖ16,�FÖ19�ve�FÖ21�izolatları� ile�aynı�sonucu�

verdikleri�belirlenmi4tir.�Yapılan�restriksiyon�analizi�sonucunda�FÖ16,�FÖ19,�FÖ21�

izolatlarının� ve� kontrol� su4larının� cry2Aa� ve� cry2Ab� genlerini� birlikte� ta4ıdıkları�

belirlenmi4tir.���

�

cry3,� cry4,� cry7,� cry8,� cry5,� cry12,� cry14,� cry21� ve� cyt1A� genlerine� ait� genel�

primerlerle�yapılan�PZR� i4lemi�sonucunda�B.� thuringiensis� izolatlarının�ve�kontrol�

su4larının�hiçbirinde�pozitif�sonuç�elde�edilememi4tir.�

�

4.6.� Bacillus� thuringiensis� Đzolatlarının� Đnsektisidal� Kristal� Proteinlerinin�

Belirlenmesi�

�

Bacillus� thuringiensis� izolatlarının� ve� kontrol� su4larının� kristal� proteinleri� Bölüm�

3.2.10’� da� anlatıldığı� 4ekilde� izole� edilmi4tir.� Proteinlerin� analizleri� %� 10’luk�

poliakrilamit�jel�kullanılarak�SDSHPAGE�elektroforezinde�yapılmı4tır�(Resim�4.14).�

�

Protein� bantları� markır� ile� kar4ıla4tırılarak� büyüklükleri� tespit� edilmi4tir.� Yapılan�

analiz� sonucunda� B.� thuringiensis� FÖ21,� FÖ16� ve� FÖ19� izolatlarında� yakla4ık�

olarak� 130� kDa� ve� 65� kDa� büyüklüğünde� iki� protein� bandının� bulunduğu�

belirlenmi4tir.�

�

B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH1,� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH73,� B.�

thuringiensis�916’�ve�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�kontrol�su4larında�da�yakla4ık�

olarak� büyüklüğü� 130� kDa� ve� 65� kDa� ağırlığındaki� iki� protein� bandının,� B.�

thuringiensis� subsp.� tolworhti� HDH125’� de� ise� 130� kDa� ağırlığında� bir� protein�

bandının�olduğu�tespit�edilmi4tir.�B.� thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH137�su4unda�

ise� yakla4ık� olarak� 130� kDa,� 66� kDa� ve� 27� kDa� ağırlığında� üç� protein� bandının�

olduğu�belirlenmi4tir.�

�

B.�cereus�FÖ24�izolatında�ve�B.�thuringiensis�916�kontrol�su4unda�ise�130�kDa�ve�

65�kDa�büyüklüğündeki�protein�bantları�gözlenmemi4tir.��
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�
�
Resim�4.14.�B.�thuringiensis�su4larına�ait�insektisidal�kristal�proteinlerin�

elektroforezi�
M.� Protein� Marker� (116HβHgalaktosidaz,� 66Hserum� albumin,� 45H�
ovalbumin,� 35H� laktat� dehidrogenaz,� 25H� restriksiyon� endonükleaz�
Bsp98)� 1.� B.� thuringiensis� FÖ16� 2.� B.� thuringiensis� FÖ19� 3.� B.�
thuringiensis�FÖ21�4.�B.thuringiensis�subsp.�kurstaki�5.�B.thuringiensis�
subsp.�kurstaki�HD1� �6.�B.thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH73� �7.�B.�
thuringiensis� subsp.� tolworthi� HDH125� � 8.� FÖ24� (B.� cereus� 1)� � 9.� B.�
thuringiensis�subsp.�aizawai�HDH137��10.�B.�thuringiensis�916������������������

�

4.7.�Bacillus�thuringiensis�Đzolatlarının�Đnsektisidal�Etkisinin�Belirlenmesi��

�

Bacillus� thuringiensis� izolatlarının� böcekler� üzerine� olan� toksik� etkileri� denemeler�

yapılarak� belirlenmi4tir.� Yapılan� denemelerde� Lepidoptera� takımına� ait� Ephestia�

kuehniella� ve� Coleoptera� takımına� ait� Trogoderma� granarium� türlerin� 3.� dönem�

larvaları� kullanılmı4tır.� Bölüm� 3.2.11’de� anlatıldığı� 4ekilde� hazırlanan� sporH

parasporal� kristal� karı4ımları� larvaların� yiyeceklerine� emdirilerek� uygulanmı4tır�

(Resim�4.15).�Yedi�gün�sonraki�larva�ölümleri�kaydedilmi4tir.��

�
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� � � ��������a��� � � � � ������������b�

����� �

� � � ������c�� � � � � � ������������d�
�
Resim�4.15.�B.�thuringiensis�sporH�toksin�karı4ımının�E.�kuehniella�larvaları�üzerine�

uygulanması�
a.��Spor� ve� parasporal� kristal� karı4ımlarının� E.� kuehniella� larvalarına�
uygulanması� � b.� FÖ21� izolatının� E.� kuehniella� larvalara� uygulanması��
c.� FÖ16� izolatının� E.� kuehniella� larvalara� uygulanması� � d.� FÖ19�
izolatının�E.�kuehniella�larvalara�uygulanması��

�

Larvalar� üzerinde� yapılan� deneme� sonuçları� kontrol� su4ları� ile� kar4ıla4tırılarak� her�

bir� izolat� için� ve� LC50� ve� LC99� değerleri� Probit� analizi� ile� (Çizelge� 4.14),� ölüm�

oranları�ise�Abbot’s�e4itliği�ile�belirlenmi4tir�(;ekil�4.2).��

�
�
�
�
�
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Çizelge�4.�14.�B.�thuringiensis�izolatlarının�ve�kontrol�su4larının�Probit�analiz�
sonuçları�

�

�
�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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Yapılan� denemeler� sonucunda� B.� thuringiensis� FÖ21� izolatının� Lepidoptera�

takımına�ait�Ephestia�kuehniella�larvaları�için�LC50�değeri�1,08�sporHkristal�kons./ml�

ve� LC99� değeri� 4,06� sporHkristal� kons./ml� (X2=� 18,088,� df=� 2,� P<0,0001)� olarak�

hesaplanmı4tır.� Abbot’s� formülüne� göre� yapılan� hesaplama� sonucunda� FÖ21�

izolatının�larvalar�üzerinde�%83�oranında�etkili�olduğu�belirlenmi4tir.�

�

B.� thuringiensis�FÖ19�izolatının�E.�kuehniella� larvaları� için�LC50�değeri�1,48�sporH

kristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 4,58� sporHkristal� kons./ml� (X2=� 18,444,� df=� 2,�

P<0,0001)� olarak� hesaplanmı4tır.� Abbot’s� formülüne� göre� yapılan� hesaplama�

sonucunda� FÖ19� izolatının� larvalar� üzerinde� %80� oranında� etkili� olduğu�

belirlenmi4tir.��

�

B.� thuringiensis�FÖ16�izolatının�E.�kuehniella� larvaları� için�LC50�değeri�2,17�sporH

kristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 6,56� sporHkristal� kons./ml� (X2=� 25,182,� df=� 2,�

P<0,0001)� olarak� hesaplanmı4tır.� Abbot’s� formülüne� göre� yapılan� hesaplama�

sonucunda� FÖ16� izolatının� larvalar� üzerinde� %57� oranında� etkili� olduğu�

belirlenmi4tir.��

�

B.� cereus� FÖ24� izolatının� E.� kueniella� larvaları� için� LC50� değeri� 7,83� sporHkristal�

kons./ml�ve�LC99�değeri�19,00�sporHkristal�kons./ml�(X2=�13,008,�df=�2,�P<0,�001)�

olarak�hesaplanmı4tır.�Abbot’s�formülüne�göre�yapılan�hesaplama�sonucunda�FÖ24�

izolatının� larvalar� üzerinde� %� 13� oranında� etkili� olduğu� belirlenmi4tir.� FÖ7�

izolatının�larvalar�üzerinde�etkili�olmadığı�belirlenmi4tir.�

�

E.� kuehniella� larvaları� için� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–1� su4unun� LC50�

değeri� 1,83� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 5,78� sporHkristal� kons./ml�

(X2=25,182,�df=�2,�P<0,0001),�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD–73�su4unun�LC50�

değeri� 3,14� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 7,21� sporHkristal� kons./ml�

(X2=22,726,� df=� 2,� P<0,0001),� B.� thuringiensis� subsp.� tolworthi� HD–125� su4unun�

LC50� değeri� 2,95� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 9,36� sporHkristal� kons./ml�

(X2=0,502,�df=�2,�P<0,0001),�B.�thuringiensis�subsp.�aizawai�HD–137�su4unun�LC50�

değeri� 10,29� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 26,83� sporHkristal� kons./ml�



� 92

(X2=9,186,� df=� 2,� P<0,010),� B.� thuringiensis� 916� 4usunun� LC50� değeri� 3,68� sporH

kristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 8,56� sporHkristal� kons./ml� (X2=6,367,� df=2,� P<0,�

001),�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�4usunun�LC50�değeri�3,71�sporHkristal�kons./ml�

ve� LC99� değeri� 9,89� sporHkristal� kons./ml� (X2=3,705,� df=� 2,� P<0,� 001)� olarak�

belirlenmi4tir.��

�

Abbot’� s� formülüne� göre� E.� kuehniella� larvaları� üzerine� B.� thuringiensis� subsp.�

kurstaki�HDH1�4usunun�%67,�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH73�4usunun�%37,�

B.� thuringiensis� subsp.� tolworthi� HDH125� 4usunun� %43,� B.� thuringiensis� subsp.�

aizawai� HD–137� su4unun� %13,� B.� thuringiensis� 916� 4usunun� %30� ve� B.�

thuringiensis�subsp.�kurstaki�4usunun�%33�oranında�etkili�oldukları�belirlenmi4tir.�

�

B.� thuringiensis� izolatlarının� ve� kontrol� su4larının� Coleoptera� takımına� ait�

Trogoderma�granarium�larvaları�üzerinde�hiçbir�etkisinin�olmadığı�belirlenmi4tir.�

�

4.8.�Bacillus�thuringiensis�Türlerinin�Parasproral�Kristal�Yapılarının�Taramalı�

Elektron�Mikroskobu�Đle�Belirlenmesi�

�

B.�thuringiensis�izolatlarının�ve�kontrol�su4larının�parasporal�kristal�yapıları�ve�aynı�

zamanda� spor� yapıları� taramalı� elektron� mikroskobu� (SEM)� çalı4ması� ile�

belirlenmi4tir.��

�

Yapılan� çalı4ma� sonucunda� izolatlardan� B.� thuringiensis� FÖ21� izolatının� baklava�

dilimi�(bipiramidal),�kübik�ve�yuvarlak�4ekilli�parasporal�kristal�yapıları� ta4ıdıkları�

belirlenmi4tir.� B.� thuringiensis� FÖ21� izolatına� ait� kristal� yapıların� ve� sporların�

4ekilleri�Resim�4.�16’�da�verilmi4tir.��

�

�

�

�

�

�
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Resim�4.16.�B.�thuringiensis�FÖ21�izolatının�elektron�mikroskop�fotoğrafları�

a.�Đzolatın�genel�görünü4ü�b.�parasporal�kristal�yapıları�ve�sporlar���
c.� Baklava� dilimli� (bk),� yuvarlak� (yk)� ve� kübik� (kk)� 4ekilli� kristal�
yapıları�������

�

B.�thuringiensis�FÖ19�izolatına�ait�kristal�yapıların�SEM�görüntüleri�Resim�4.17’�de�

verilmi4tir.�Resimden�de�görüldüğü�gibi�B.�thuringiensis�FÖ19�izolatının�da�baklava�

dilimi,�kübik�ve�yuvarlak�4eklinde�parasporal�kristal�yapılar�ta4ıdığı�belirlenmi4tir.�
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Resim�4.17.�B.�thuringiensis�FÖ19�izolatının�kristal�yapılarının�elektron�mikroskop�
fotoğrafı��
(sHspor,� bkHbaklava� dilimli� kristaller,� ykHyuvarlak� kristaller,� kkHkübik�
kristaller)�

�

B.�thuringiensis�FÖ16�izolatına�ait�kristal�yapıların�SEM�görüntüleri�Resim�4.18’�de�

verilmi4tir.�B.� thuringiensis�FÖ16�izolatının�da�yapılan�çalı4ma�sonucunda�baklava�

dilimi,�kübik�ve�yuvarlak�4eklinde�parasporal�kristal�yapılar�ta4ıdığı�belirlenmi4tir.�

�

�������� �

�
Resim�4.18.�B.�thuringiensis�FÖ�16�izolatının�kristal�yapılarının�elektron�mikroskop�

fotoğrafı�
(bkHbaklava� dilimli� kristaller,� ykHyuvarlak� kristaller,� kkHkübik�
kristaller)�
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�
Resim�4.19.�Kontrol�Bacillus�thuringiensis�su4larının�kristal�yapılarının�elektron�

mikroskop�fotoğrafları�
a.� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� b.� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki�
HDH1� � c.� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HDH73� � d.� Bacillus�
thuringiensis� subsp.� tolworthi� HDH125� � � e.H� B.� thuringiensis� subsp.�
aizawai� HDH137� � f.� B.� thuringiensis� 916� (s;spor,� bk;baklava� dilimli�
kristaller,�yk;yuvarlak�kristaller)��
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Kontrol� su4larının� parasporal� kristal� yapılarının� elektron� mikroskop� görüntüleri�

Resim� 4.19’� da� verilmi4tir.� Yapılan� 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� su4larının� baklava�

dilimi,� yuvarlak� ve� kübik� 4eklinde� üç� parasporal� kristal� yapıyı� birlikte� ta4ıdıkları�

belirlenmi4tir.� B.� thuringiensis� subsp.� aizawai� HD–137� ve� B.� thuringiensis� 916�

su4larının� ise� yuvarlak� 4ekilli� parasporal� kristal� yapılar� ta4ıdıkları� belirlenmi4tir.�

SEM’� de� yapılan� ölçümler� sonucunda� parasporal� kristal� yapıların� büyüklüklerinin�

404�nm�ile�3,13�Vm�arasında�olduğu�belirlenmi4tir.�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
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5.�SONUÇ�VE�ÖNERĐLER�
�

Çalı4mada� kullanılan� Bacillus� su4larının� 52� tanesi� Ankara’nın� farklı� yerlerinden�

alınan� toprağın� ısıtılması� ve� seyreltilmesi� sonucunda� izole� edilmi4tir.� Bu� su4ların�

tanımlanması� API� 20� E� ve� API� 50� CHB� test� kitleri� kullanılarak� yapılmı4tır.�

Biyolojik� kontrol� ajanı� olarak� kullanılmakta� olan� Bacillus� thuringiensis� türlerinin�

izolasyonu�asetat�zenginle4tirme�metoduyla�yapılmı4tır.�B.�thuringiensis�türleri�API�

test� kitlerinde� B.� cereus� ile� aynı� sonuçları� verdiği� için� tanımlanmaları� 16S� rRNA�

bölgelerinin�çoğaltılması�ve�PZR�ürünlerinin�analizi�ile�gerçekle4tirilmi4tir.�

�

Đzole� edilen� bakterilerin� tanımlanmaları� daha� hızlı� ve� daha� güvenilir� bir� yöntem�

olarak� kullanılan� API� 20� E� ve� API� 50� CHB� test� kitleri� ile� yapılmı4tır.� Yapılan�

çalı4ma� 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)� türlerine�

toplam�52�izolatın�tanımlanması�yapılmı4tır�(Bkz.�Çizelge�4.1).�

�

Bacillus�cinsi�bakterilerin�sınıflandırılmasında,�aerobik,�GramHpozitif,�çubuk�4ekilli�

olmaları�ve�endospor�olu4turmaları�önemli�yer�tutmasına�rağmen,�türlerin�ayrımının�

güç� olduğu� ve� yanlı4� tanımlamalar� yapılabileceği� bildirilmektedir.� Yüksek�

derecedeki� heterojenitenin� standart� testler� ile� tanımlamayı� zorla4tırdığı� ifade�

edilmektedir� [6,18].� Cinsin� sahip� olduğu� geni4� fenotipik� çe4itliliğin� aynı� zamanda�

geni4�bir� filogenetik�dağılıma�neden�olduğu�ve�geli4mi4�moleküler� tekniklerle�elde�

edilen� kriterlerin� organizmaların� gruplandırılmasında� esas� yeri� te4kil� ettiği�

belirtilmi4tir�[6].��

�

Đzole�edilen�birçok�su4un�birbiriyle�karı4tırılması,�su4lar�arasında�ayrım�geli4tirmek�

ve� su4ların� te4hisinin� doğruluğunu� ispatlamak� zorunluluğunu� gündeme� getirmi4tir.�

Ancak,�sınıflandırma�için�geli4tirilen�morfolojik�ve�biyokimyasal�testler�ve�fenotipik�

özellikler�su4ların�ayrımı�için�yeterli�olmadığından�deği4ik�yöntemler�geli4tirilmi4tir�

[47].�

�
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Ribozomal� RNA� genleri� (rDNA)� (16S,� 23S� ve� 5S)� bakterilerde� yüksek� derecede�

korunmu4� bölgelerdir.� Özellikle� de� 16S� rRNA� genleri� bakteri� türleri� arasında�

filogenetik�yakınlığın�belirlenmesi�için�oldukça�sık�kullanılmaktadır�[129].��

�

16S� rRNA� dizi� analizinin� tür� ya� da� cins� seviyesinde� bilinmeyen� bakterilerin�

tanımlanması� ve� sınıflandırılması� için� kesin� bir� yöntem� olduğu� dü4ünülmektedir�

[130].��

�

Bacillus� cereus’� un� tanımlanması� ve� B.� cereus� ile� yakın� olan� türlerin� ayrımı�

biyokimyasal� testler� ile� yapılmaktadır.� Ancak� B.� cereus� ve� B.� thuringiensis’� in�

birbirinden�ayrımı�biyokimyasal�testler�ile�tam�olarak�yapılamamaktadır.�Bu�nedenle�

B.�cereus�ve�B.�thuringiensis’�in�16S�rRNA’�larının�deği4ken�bölgelerine�göre�özel�

DNA� probları� olu4turulmu4tur.� Bu� probların� kullanılması� ile� yapılan� analizler�

sonucunda� biyokimyasal� testlerle� B.� cereus� olarak� tanımlanan� türlerin� gerçekte� B.�

thuringiensis�olduğu�anla4ılmı4tır�[67].�

�

B.� thuringiensis’� in�16S� rRNA�geninden�olu4turulan�DNA�probları�L.�cuprina’� ya�

kar4ı� larvisidal� aktivite� gösteren� B.� thuringiensis� su4ları� arasındaki� farklılıkları�

belirlemek�için�kullanılmı4tır�[131].�

�

16S� rRNA’� dan� olu4turulan� DNA� probları� Staphylococcus,� Listeria� ve� Legionella�

türlerinin�tanımlanması�[132,133],�karı4ık�mikrobiyal�populasyonların�analizi�[134]�

ve�anaerobik�siliatlardan�endosimbiyotik�sülfat�indirgeyici�bakterilerin�tanımlanması�

gibi�birçok�çalı4mada�kullanılabilmektedir�[135].�

�

Çalı4mamızda�asetat�zenginle4tirme�metodu�ile�topraktan�izole�edilen�ve�faz�kontrast�

mikroskobu� ile� yapılan� inceleme� sonucunda� parasporal� kristal� yapılar� ta4ıdıkları�

belirlenen� toplam� 8� izolatın� tanımlanmaları� 16S� rRNA� dizi� analizi� ile� yapılmı4tır�

(Bkz.� Çizelge� 4.2).� Gen� bankasındaki� kayıtlı� 16S� rRNA� dizileri� ile� yapılan�

kar4ıla4tırma� sonucunda� FÖ21� izolatının� Bacillus� thuringiensis� 2000031508�

(AY138286.1)�ile�FÖ7�izolatının�Bacillus�thuringiensis�2000032755�(AY138282.1)�
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ile�ve�FÖ8�izolatının�Bacillus� thuringiensis�2000031485�(AY138289.1)�su4u�ile�%�

99�oranında�benzer�oldukları�belirlenmi4tir.��

�

FÖ16�izolatının�Bacillaceae�familyasından�kültüre�edilmemi4�bakteri�klonu�8F345r�

(AY387385.1)� ile� %94� oranında,� FÖ19� izolatının� ise� Bacillus� sp.� HH09�

(AY461750.1)�su4u�ile�%100�oranında�benzer�olduğu�bulunmu4tur.�

�

Bacillus� thuringiensis� su4larının�dı4ında�16S� rRNA�dizi� analizi� ile�FÖ18�ve�FÖ14�

numaralı�iki�izolat�B.�megaterium�ve�FÖ15�numaralı�bir�izolat�ise�B.�cereus�olarak�

tanımlanmı4tır.�FÖ18�nolu� izolatın�Bacillus�megaterium�SAFNH040� (AY167803.1)�

su4u� ile�arasında�bir�nükletit�bakımından� farklılık�olduğu�ve�%99�oranında�benzer�

olduğu�belirlenmi4tir.�FÖ14�nolu� izolatın�da�Bacillus�megaterium�SAFNH040� su4u�

(AY167803.1)�ile�%100�oranında�benzer�olduğu�tespit�edilmi4tir.�

�

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

izolatının�tanımlanması�yapılmı4tır.�

�

Toplam� hücre� proteininin,� SDSHPAGE� analizi� ile� protein� yapısındaki� farkların�

belirlenerek,� tür� içi� ve� türler� arası� benzerlik� ve� farklılıkları� ortaya� konmasının�

mümkün� olduğu� birçok� ara4tırmacı� tarafından� bildirilmi4tir.� Yapılan� çalı4malar�

sonucunda� mikroorganizmaların� sınıflandırılmasında,� özellikle� aynı� türler� veya� alt�

türlere�ait�su4ların�hücresel�proteinlerinin�kar4ıla4tırılması�ve�ayrımı�için�duyarlı�bir�

teknik�olan�protein�jel�elektroforezinin�kullanılabileceği�belirtilmi4tir�[46,�48H50].�

�

Protein� elektroforezi� çoğu� bakteri� taksonlarının� tanımlanması� için� oldukça�

önemlidir.� Bakteri� genomunun� nükleotid� baz� dizisinin� tamamlanmasından� sonra,�

hücrede� ikinci� seviyedeki� bilgi� hücresel� proteinler� tarafından� elde� edilir.�

Elektroforezin� farklı� tipleri� kullanılarak� tür� seviyesindeki� yakınlıklar� açıklanabilir�

[136].��

�

Bakterilerin�SDSHPAGE�yöntemi�ile�analiz�edilen�toplam�hücre�ve�hücre�dı4ı�protein�

profillerinin� DNAHDNA� hibridizasyon� sonuçları� ile� yakından� ilgili� olduğu�
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gözlenmi4� ve� bakterilerin� hızlı� bir� 4ekilde� tanımlanması� için� uygun� olabileceği�

dü4ünülmü4tür�[137,138].�

�

Birçok� çalı4mada� Bacillus� cinsine� ait� su4ların� diğer� bakteri� cinslerinden� çok� daha�

fazla�fenotipik�olarak�heterojenite�gösterdikleri�belirlenmi4tir.�

�

Yılmaz,�topraktan�izole�edilen�toplam�29�adet�Bacillus�su4unun�SDSHPAGE�yöntemi�

ile� elde� edilen� protein� profillerini� kar4ıla4tırarak� su4ların� benzerliklerini� ve�

farklılıklarını�belirlemeye�çalı4mı4tır.�Yapılan�çalı4mada�Bacillus� türlerinin�protein�

profili�yönünden�oldukça�heterojen�bir�yapı�gösterdikleri�belirlenmi4tir�[31].�

�

Bazı� ara4tırıcılar� SDSHPAGE� ile� elde� edilen� protein� profillerinin� çe4itli� bilgisayar�

programları� ile� analiz� edilmesinin,� bakteriler� arasındaki� filogenetik� ili4kinin�

açıklanması�için�etkili�bir�yakla4ım�olabileceğini�bildirmi4lerdir�[139,�140].�

�

Berber�ve�Yenidünya,�be4�referans�Bacillus�su4u�ile�Van�Gölü�suyu�ve�çevresindeki�

topraklardan� izole� edilen� toplam� 17� yerel� alkalofilik� Bacillus� izolatını� fenotipik�

özellikleri� ve� SDSHPAGE� ile� elde� edilen� hücre� dı4ı� protein� profillerine� göre�

tanımlamı4lardır.�Hücre�dı4ı� protein�profil� sonuçları� esas� alınarak�yapılan�nümerik�

analizle,�yerel�izolatlar�ve�referans�B.�megaterium’�u�içeren�benzerlik�seviyesi�%69�

ve�%100� arasında�deği4en�dört� grup�ve�benzerlik� seviyesi�%70’� in�üzerinde�diğer�

referans� Bacillus� türlerini� içeren� bir� grup� olmak� üzere� be4� ayrı� grup� ortaya�

konulmu4tur.�Yapılan�bu�çalı4ma�ile�SDSHPAGE�yöntemiyle�elde�edilen�hücre�dı4ı�

protein� profillerinin� yerel� alkalofilik� Bacillus� izolatlarının� ve� diğer� Bacillus�

türlerinin� taksonomik� ili4kilerinin� incelenmesinde� etkili� bir� yakla4ım� sağladığı�

gösterilmi4tir�[141].�

�

Toprak,�bitki�ve�su�gibi�farklı�kaynaklardan� izole�edilen�yedi�adet�B.� thuringiensis�

izolatı� ve� be4� adet� kontrol� B.� thuringiensis� su4ları� arasındaki� benzerlikler� RAPD�

DNA�markırlar�kullanılarak�belirlenmeye�çalı4ılmı4tır.�Yapılan�çalı4mada,�Jaccard’s�

benzerlik� indeksine� göre� izolatlar� arasında� %67,5� oranında� benzerlik� olduğu�
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belirlenmi4tir.� Olu4turulan� dendrogramda� kontrol� su4ları� ile� yerel� izolatların� farklı�

gruplarda�yer�aldığı�tespit�edilmi4tir�[142].�

�

Çalı4mamızda�tanımlanan�izolatların�SDSHPAGE�ile�toplam�hücre�protein�profilleri�

analiz� edilmi4� ve� elde� edilen� protein� bantlarındaki� farklılıklar� POPGEN� istatistik�

programında� değerlendirilerek� bireyler� arasındaki� genetik� uzaklıklar� UPGMA�

(unweighted� pair� group� methods)� metodu� ile� hesaplanmı4tır� (Bkz.� Çizelge� 4.7).�

Đzolatların� protein� profilleri� arasındaki� benzerlikler� ve� farklılıklar� kullanılarak�

TREEWIEV� bilgisayar� programında� filogenetik� ili4kiyi� gösteren� dendrogramlar�

olu4turulmu4tur�(Bkz.�;ekil�4.1).�Olu4turulan�dendrograma�göre�Bacillus�türleri�iki�

ana�grupta�toplanmı4lardır.��

�

Birinci�ana�grupta�B.�cereus,�B.�anthracis,�B.�thuringiensis�türlerine�ait�izolatlar�ve�

kontrol� B.� thuringiensis� su4ları� yer� almı4tır.� Birinci� ana� grupta� yer� alan� bakteri�

türleri�arasındaki�genetik�uzaklıkların�%�1�ile�%�79�arasında�deği4tiği�belirlenmi4tir.�

Grupta�yer�alan�izolatların�protein�profili�yönünden�benzerlik�gösterdikleri,�73�ve�46�

kDa�ağırlığında�iki�protein�bandının�bütün�izolatlar�da�bulunduğu�belirlenmi4tir.�B.�

thuringiensis� FÖ21,� FÖ7� ve� FÖ8� izolatlarının� protein� profili� yönünden� benzer�

oldukları�ancak�bazı�bantlar�bakımından�aralarında�farklılık�olduğu�görülmü4tür.�B.�

thuringiensis�FÖ7�ve�FÖ8�izolatlarının�B.�thuringiensis�FÖ21�izolatına�olan�genetik�

uzaklıkları�da�sırasıyla�%�26�ve�%�33�olarak�belirlenmi4tir.��

�

B.� thuringiensis�FÖ16�ve�FÖ19�izolatları�protein�profili�yönünden�B.� thuringiensis�

FÖ21� izolatı� ile� kar4ıla4tırıldığında� aralarında� farklılık� olmadığı� ve� protein� profili�

bakımından� izolatların�aynı�olduğu�görülmü4tür.� Đki� izolatın�B.� thuringiensis�FÖ21�

izolatına�olan�genetik�uzaklıklara�ise�%�58�olarak�hesaplanmı4tır.��

�

Bacillus� thuringiensis� izolatlarının� kontrol� su4ları� ile� protein� profili� bakımından�

kar4ıla4tırılması�sonucunda�protein�bantları�bakımından�benzer�oldukları,�ancak�bazı�

bantlar� yönünden� de� farklılıklar� gösterdikleri� belirlenmi4tir.� Bacillus� thuringiensis�

olarak� tanımlanan� FÖ21� izolatının� kontrol� su4larından� B.� thuringiensis� subsp.�

kurstaki� HD–1� ve� B.� thuringiensis� subsp.� tolworthi� HD–125� ile� protein� profili�
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yönünden� benzerlik� gösterdiği� belirlenmi4tir.� Bu� izolatın� B.� thuringiensis� subsp.�

kurstaki�HD–1�su4una�olan�genetik�uzaklığı�%�35,�B.�thuringiensis�subsp.�tolworthi�

HD–125�su4una�olan�genetik�uzaklığı�ise�%�8�olarak�hesaplanmı4tır.�

�

Đkinci�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�tanımlanan�diğer�türler�yer�almaktadır.�Đkinci�ana�grupta�yer�alan�izolatların�

genetik�uzaklıkları� ise�%4� ile�%95�arasında�olduğu�belirlenmi4tir.�Grupta�yer�alan�

bakteri� türlerinin� protein� profili� yönünden� oldukça� heterojen� bir� dağılım�

gösterdikleri� belirlenmi4tir.� Türlerin� kendi� içerisinde� bazı� bantlar� yönünden�

benzerlik� göstermelerine� rağmen� farklı� protein� yapılarına� sahip� oldukları�

belirlenmi4tir.�

�

Çalı4mamızda� izolatlar� arasında� benzer� elektroforetik� görünüm� olmasına� rağmen,�

türler� arasında� farklılıkların� bulunduğu� tespit� edilmi4tir.� Aynı� türe� ait� izolatların�

birbirine� benzer� elektroforetik� bir� yapı� göstermelerine� rağmen,� izolatlar� arasında�

ayrılıkların�da�olabildiği,�ancak�türlerin�birbirinden�ayrıldıkları�görülmü4tür.�

�

Bacillus�cinsi�bakterilerde�plazmit�DNA�izolasyonu�ve�te4hisine�dayalı�çalı4malara�

olan�ilgi�artmaktadır.�Birçok�Bacillus�türünde�plazmit�DNA�ara4tırılmı4tır.�Özellikle�

bazı� Bacillus� su4larının� antibiyotiklere� direnç� özelliği� ta4ıyan� plazmitler�

bulundurması,� rekombinant� DNA� çalı4malarında� vektör� olarak� kullanılabilmeleri�

4ansını�artırmı4�ve�birçok�çalı4ma�için�aranılan�türler�olmalarına�neden�olmu4tur�[34,�

43].�

�

Genelde�Bacillus�türlerinin�içerdiği�plazmitlerin�kriptik�plazmitler�olduğu�belirtilmi4�

olmasına� rağmen� [34,43],� B.� thuringiensis’� in� bir� plazmitinin� insektisidal� kristal�

protein� üretimiyle� ilgili� olduğu� yapılan� çalı4malarla� bildirilmi4tir� [143H145].� Bazı�

türlerin� ise� plazmit� DNA� kaynaklı� antibiyotik� direnç� geni� ta4ıdıkları� ve� bu� türler�

arasında�yer�alan�B.�cereus,�B.�licheniformis,�B.�subtilis,�B.�stearothermophilus�ve�B.�

subtilis� türlerinin� tetrasiklin� antibiyotiğine,� B.� sphaericus’� un� kloramfenikol�

antibiyotiğine� [38]� ve� yine� B.� subtilis’� in� eritromisine� dirençli� olma� özelliği�
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ta4ıdıkları� tespit� edilmi4tir� [43].� Bunların� yanı� sıra,� B.� megaterium’� un� ürettiği�

megasin�A�gibi�bazı�bakteriyosinlerin�[146]�ve�B.�amyloliguefaciens’�in�alfa�amilaz�

enziminin�üretiminde�olduğu�gibi�bazı�farklı�metabolik�aktivitelerin�de�plazmit�DNA�

ile�kontrol�edildiği�bildirilmektedir�[147]�.�

�

Yoshimura�ve�arkada4ları,�111�adet�Bacillus� su4unun�plazmit�DNA’� larını� sezyum�

klorürHetidyum� bromür� denge� santrifügasyon� metoduna� göre� izole� etmi4lerdir.�

Yapılan�çalı4ma�sonucunda�yalnızca�su4ların�13�tanesinde�plazmit�DNA�bulunduğu�

ve�büyüklüklerinin�de�2,8�ile�45,2�Md�arasında�deği4tiği�belirlenmi4tir�[43].�

�

Omboui� ve� arkada4ları,� sütten� izole� ettikleri� toplam� 72� adet� B.� cereus� izolatının�

antibiyotik� dirençlilik� ve� plazmit� DNA� profillerini� ara4tırdıkları� çalı4malarında,�

izolatların�%�72’�sinde�sayıları�1�ile�5,�büyüklükleri�ise�0,1H�60�Md�arasında�deği4en�

plazmit� DNA’� ya� rastlamı4lardır.� Ara4tırmacılar� tüm� su4ların� ampisilin�

antibiyotiğine� dirençli� olduğunu� ancak� bunun� plazmit� DNA� ile� ili4kili� olmadığını�

bildirmi4lerdir�[148].�

�
Çelebi�ve�arkada4larının�üropatojen�E.�coli�su4larının�antibiyotiklere�kar4ı�göstermi4�

olduğu� direncin� plazmit� DNA� ile� olan� ilgisi� üzerine� yaptıkları� çalı4mada,� E.� coli�

su4larının�sayıları�1� ile�10�arasında�deği4en,�1H�24�kb�büyüklüğünde�plazmit�DNA�

ta4ıdıkları� belirlenmi4tir.� Ancak� plazmit� DNA� varlığı� ile� antibiyotik� dirençlilik�

arasında�bir�bağlantı�olmadığını�belirtmi4lerdir.�[149].�

�
Çalı4mamızda�toplam�67�Bacillus�su4unun�64�tanesinde�plazmit�DNA�tespit�edilmi4,�

3� tanesinde� ise� plazmit� DNA’� ya� rastlanmamı4tır� (Bkz.� Çizelge� 4.8,� Resim� 4.6–

4.10).� Đzolatların� ta4ıdığı� plazmit� sayısı� 1–9� arasında� bulunmu4tur.� Plazmit� DNA’�

ların�büyüklükleri�λHpUC�mixHMarkır�4�ile�kar4ıla4tırılarak�hesaplanmı4�ve�plazmit�

DNA� büyüklüklerinin� yakla4ık� olarak� >19,3� kb� ile� 1,1� kb� arasında� olduğu�

belirlenmi4tir.�

�

B.�cereus�türüne�ait�izolatlarının�sayıları�1H5,�büyüklükleri�yakla4ık��>19,3�kb�ve�1,2�

kb� arasında� olan� plazmit� DNA� ta4ıdıkları� belirlenmi4tir.� B.� anthracis� olarak�



� 104

tanımlanan� FÖ25� izolatının� 19,3� kb� büyüklüğünde� bir� adet� plazmit� DNA� ta4ıdığı�

belirlenmi4tir.� B.� megaterium� olarak� tanımlanan� izolatların� >19,3� ve� 19,3� kb�

büyüklüğünde� iki� plazmit� DNA’� ya� sahip� oldukları,� ancak� FÖ18� nolu� izolatın�

plazmit�DNA�ta4ımadığı�görülmü4tür.�B.�pumilus�izolatlarının�sayıları�2–3�arasında�

deği4en�>19,3�kb�ve�6,1�kb�büyüklüğünde�plazmit�DNA’�ya�sahip�oldukları,�FÖ23�

numaralı� B.� pumilus� izolatının� ise� plazmit� DNA� ta4ımadığı� belirlenmi4tir.� B.�

sphaericus�izolatlarının�>19,3,�19,3�ve�1,1�kb�büyüklüklerinde�sayıları�1–2�arasında�

deği4en�plazmit�DNA’� lara� sahip�oldukları� tespit� edilmi4tir.�B.�brevis� izolatlarında�

sayıları� 1–5,� büyüklükleri� >19,3� kb� ile� 1,1� kb� arasında� deği4en� plazmit� DNA’� lar�

belirlenmi4tir.� � B.� subtilis,� B.� laterosporus,� B.� licheniformis,� B.� firmus� ve� B.�

circulans� izolatlarının� 19,3� kb� büyüklüğünde� birer� adet� plazmit� DNA� ta4ıdıkları�

tespit�edilmi4tir.�

�

Bacillus� thuringiensis� türlerinin� halkasal� ve� lineer� yapıda� çe4itli� plazmit� DNA�

ta4ıdıkları�ve�cry�genlerin�bu�plazmitler�üzerinde�bulunduğu�bilinmektedir�[150].��

�

Clark� ve� arkada4ları,� B.� thuringiensis� subsp.� israelensis� su4unda,� hücre� içi� kristal�

protein�üretimi� ile� ilgili�olduğunu�bildirdikleri� 108�kb�büyüklüğündeki�bir� plazmit�

DNA�izole�ettiklerini�rapor�etmi4lerdir�[144].��Jaoua�ve�arkada4ları�ise,�Bacillus’�lar�

da� hücre� içi� kristal� proteinini� kodlayan� genlerin� 30� Md’� dan� büyük� olduğunu�

bildirmi4lerdir�[145].�Himeno�ve�arkada4ları�da,�B.�thuringiensis�subsp.�israelensis’�

de�delta� endotoksin�proteini� ile� ili4kili�72�Md�büyüklüğünde�bir�plazmit�ve�4H�4,4�

Md�büyüklüğünde�küçük�plazmitlerin�bulunabileceğini�bildirmi4lerdir�[151].�

�

B.�thuringiensis�subsp.�thuringiensis�su4unun�12�ile�16�molekülden�olu4an,�3,6H�5,3H�

6,8�ve�8,3�Md�büyüklüğünde�4�büyük�ve�1�ile�3�molekülden�olu4an,��2,0H�10,7H�12,5H�

13,4H� 28,2H� 29,6� ve� 33,0� Md� büyüklüğünde� 7� küçük� plazmit� DNA� olmak� üzere�

toplam�11�adet�plazmit�DNA’�ya�sahip�olduğu�belirlenmi4tir.�B.�thuringiensis�subsp.�

kurstaki� su4unda� 2,4H� 5,0H� 6,3� ve� 10,3� Md� büyüklüğünde,� B.� thuringiensis� subsp.�

aizawai� su4unda� ise� 5,6H� 6,6H� 8,0� ve� 15,2� Md� büyüküğünde� 4� plazmit� DNA�

bulunduğu�tespit�edilmi4tir�[43].���

�
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Arjantin’�de�topraktan�izole�edilen�B.�thuringiensis�INTA�51H3�su4unda�4,9H�9,6H�30�

ve� 40� Md� büyüklüğünde� dört� plazmit� DNA’� nın� bulunduğu� ve� B.� thuringiensis�

subsp.�kurstaki�HDH1’�in�plazmit�DNA’�ları�ile�benzer�oldukları�belirlenmi4tir�[152].��

�

Apaydın� ve� arkada4ları,� Türkiye’� nin� Orta� Anadolu� ve� Akdeniz� Bölgesinin� tarım�

alanlarından� izole� ettikleri� B.� thuringiensis� su4larında� 15� kb� büyüklüğünde� büyük�

bir�plazmit�DNA’�nın�bulunduğunu�ve�bazı�izolatların�ise�15�kb�ile�22�kb�arasında�

deği4en�büyüklüklerde�plazmit�DNA�ta4ıdıklarını�tespit�etmi4lerdir�[78].�

�

Çalı4mamızda� Bacillus� thuringiensis� türlerine� ait� kontrol� su4larının� ve� izolatların�

ta4ıdıkları�plazmit�DNA’� lar� tespit�edilmi4tir� (Bkz.�Resim�4.�10).� �B.� thuringiensis�

subsp.� kurstaki� HD–1� su4unun� 19,3H� 5,5H� 4,5� ve� 1,2� kb� büyüklüğünde� 4� adet,� B.�

thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–73� su4unun� 19,3H� 11,3H� 5,5� ve� 4,7� kb�

büyüklüğünde�4�adet,�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD–125�su4unun�19,3H�11,3H�

6,6�ve�5�kb�büyüklüğünde�4�adet,�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD–137�19,3H�6,6�

ve�4,2�kb�büyüklüğünde�3�adet,�B.�thuringiensis�916,�B.�thuringiensis�RSKK380�ve�

B.� thuringiensis� Mu4� su4larının� ise� 19,3� kb� büyüklüğünde� 1� adet� plazmit� DNA�

ta4ıdığı�belirlenmi4tir.�

�

B.� thuringiensis� olarak� tanımlanan� FÖ21� izolatının� 19,3H� 5,5H� 4,5� ve� 1,2� kb�

büyüklüğünde�4�adet�plazmit�DNA�ta4ıdığı�ve�kontrol�su4larından�B.� thuringiensis�

subsp.�kurstaki�HDH1�ile�plazmit�DNA�profili�yönünden�aynı�olduğu�belirlenmi4tir.�

B.� thuringiensis� FÖ7�ve�FÖ8� izolatlarında� ise�19,3�büyüklüğünde�bir� adet�plazmit�

DNA,� B.� thuringiensis� FÖ16� ve� FÖ19� izolatlarında� ise� 19,3H� 11,8H� 5,5� ve� 1,2� kb�

büyüklüğünde�4�adet�plazmit�DNA�tespit�edilmi4tir.�

�

Günümüzde� özellikle� geli4mi4� ülkelerde� tarım� alanlarında� büyük� ekonomik�

kayıplara� neden� olan� zararlı� böcekler� ile� mücadele� kullanılan� kimyasal� ilaçların�

ekosistemde�meydana�getirmi4�olduğu�zararlı�etkiler�nedeniyle�alternatif�yöntemler�

geli4tirilmeye� ba4lanmı4tır.� Bu� yöntemlerin� en� önemlisi� de� biyolojik� mücadeledir.�

Biyolojik� mücadelede� bakteriler,� virüsler,� mantarlar,� nematodlar� ve� protozoa�

grubuna� ait� organizmalar� biyolojik� kontrol� ajanı� olarak� kullanılmaktadır.� Bunlar�
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arasında,� toprak� grubu� bakteriler� en� çok� gelecek� vaat� eden� biyolojik� kontrol�

ajanlarıdır.� Özellikle� Bacillus� grubu� bakteriler� önemli� bir� yer� te4kil� ederler.�

Biyolojik� mücadelede� kullanılan� mikroorganizmaların� %90’nını� Bacillus�

thuringiensis�olu4turmaktadır.��

�

Çalı4mada�topraktan�asetat�zenginle4tirme�metodu�ile�izole�edilerek�16S�rRNA�dizi�

analizi� sonucunda� B.� thuringiensis� olarak� tanımlanan� türlerin� biyoinsektisit�

özellikleri�belirlenmeye�çalı4ılmı4tır.�

�

B.� thuringiensis’� in� insektisidal� aktivitesinin,� sporulasyon� sırasında� parasporal�

kristal�formda�proteinleri�sentezleyebilme�yeteneğinden�dolayı�olduğu�bildirilmi4tir.�

Bu� kristal� proteinler� plazmit� DNA� üzerinde� yerle4en� cry� genleri� tarafından�

sentezlenmektedir.�cry�gen�çe4itlerinin� insektisidal�aktivite� ile� ilgili�olduğu�yapılan�

çalı4malarla� gösterilmi4tir.� Bu� yüzden� bir� B.� thuringiensis� su4unun� cry� gen�

içeriğinin�tanımlanması�o�su4un�insektisidal�potansiyelinin�belirlenmesinde�yardımcı�

olmaktadır.� � Son� on� yıldan� bu� yana� B.� thuringiensis� izolatlarının� cry� gen�

içeriklerinin�belirlenmesi�için�PZR’a�dayalı�yöntemler�kullanılmaktadır�[153H�155].��

�

Đlk�olarak�Carozzi�ve�arkada4ları,�cry1Ab,�cry3A�ve�cry4A�genlerinden�olu4turulan�

primerler� kullanılarak� PZR� reaksiyonu� ile� 28� adet� izolatın,� biyolojik� aktivite� ve�

amplifikasyon�ürün�profiline�göre�toksisitelerini�belirlemi4ledir�[66].�

�

Ceron� ve� arkada4ları,� Meksika’� da� topraktan� izole� edilen� 11� adet� B.� thuringiensis�

izolatının� PZR� metodu� ile� cry1� genlerini� analiz� etmi4lerdir.� Yapılan� çalı4ma�

sonucunda�izolatların�çoğunun�cryIA(a),�cryIA(b)�ve�cryIA(c)�genlerini�ta4ıdıklarını�

tespit�edilmi4tir�[156].��

�

Bravo� ve� arkada4ları,� 503� toprak� örneğinden� izole� ettikleri� toplam� 496� B.�

thuringiensis� izolatlarını� cry1,� cry3,� cry5,� cry7,� cry8,� cry9,� cry11,� cry12,� cry13,�

cry14,�cry21�ve�cyt�genlerini�belirlemek�için�genel�ve�özel�primerler�kullanarak�PZR�

ile� analiz� etmi4lerdir.� Yapılan� çalı4ma� sonucunda� izolatların� %� 49,5’� nin� cry1,� %�

21,7’� sinin� cry3,� %� 7,9’� unun� cry11� ve� cyt� geni� ta4ıdıklarını,� cry7,� cry8� ve� cry9�
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genlerinin� çok� nadir� olarak� bulunduğunu� ve� cry5,� cry12,� cry13,� cry14� ve� cry21�

genlerinin�ise�hiçbir�izolatta�bulunmadığını�belirlemi4lerdir�[120].��

�

Latin�Amerika�ülkelerinden�izole�edilen�B.�thuringiensis�izolatlarının�sivrisineklere�

kar4ı�toksik�etki�gösteren�proteinleri�sentezleyen�cry�ve�cyt�genleri�cyt1,�cyt2,�cry2,�

cry4A,�cry4B,�cry10,�cry11,�cry17,�cry19,�cry24,�cry25,�cry27,�cry29,�cry30,�cry32,�

cry39� ve� cry40� genlerine� özgü� primerler� kullanılarak� analiz� edilmi4tir.� Yapılan�

çalı4ma�sonucunda�LBIT315,�LBIT348�ve�IB604�numaralı�izolatların�A.�aegypti�ve�

C.�quinquefasciatus�larvalarına�kar4ı�B.�thuringiensis�subsp.�israelensis�su4undan�üç�

kata�daha�fazla�toksik�etki�gösterdiği�ve�izolatların�cry4A,�cry4B,�cry11,�cyt1�ve�cyt2�

genlerini�ta4ıdıkları�belirlenmi4tir�[157].�

�

Bobrowski�ve�arkada4ları,�A.�gemmatalis�(Lepidoptera:Noctuidae)� larvalarına�kar4ı�

%� 90� oranında� toksik� etki� gösterdiğini� belirledikleri� B.� thuringiensis� izolatlarının�

cry1�genlerini�genel�primerler�(CJIH1,�CJIH2)�kullanarak�PZR�ile�analiz�etmi4ler�ve�

çalı4ma�sonucunda�toksik�etki�gösteren�izolatların�280�bp�büyüklüğünde�pozitif�bir�

ürün�verdiklerini,�toksik�etki�göstermeyen�izolatların�ise�hiçbir�ürün�vermediklerini�

ya� da� 200H900� bp� büyüklüğünde� ürünler� meydana� getirdiklerini� tespit� etmi4lerdir�

[158].��

�

Çalı4mamızda� Bacillus� thuringiensis� izolatlarının� ve� kontrol� su4larının� cry� gen�

analizleri�cry1,�cry2,�cry3,�cry4,�cry7,�cry8,�cry5,�cry12,�cry14,�cry21�ve�cyt1�genleri�

için� olu4turulmu4� genel� primerler� (Bkz.� Çizelge� 3.1)� kullanılarak� PZR� ile�

belirlenmi4tir.��

�

Bacillus� thuringienis� olarak� tanımlanan� FÖ21� izolatının� cry1� genel� primeri� ile�

yapılan� PZR� sonucunda� yakla4ık� olarak� 272� bp’� lik� bir� PZR� ürünü� verdiği� tespit�

edilmi4tir� (Bkz.�Resim�4.11.).�Kontrol� su4larından�B.� thuringiensis�subsp.�kurstaki�

HD–1,� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–73,� � B.� thuringiensis� subsp.� aizawai�

HD–137�ve�B.�thuringiensis�916’nın�cry1�genel�primeri�ile�yakla4ık�olarak�272�bp’�

lik,� B.� thuringiensis� subsp.� tolworthi� HD–125� ve� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki�

su4larının� ise� cry1� genel� primeri� ile� yakla4ık� olarak� 290� bp’� lik� bir� PZR� ürünü�
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verdikleri� belirlenmi4tir.� Elde� edilen� sonuçlar� yapılan� çalı4malar� ile�

kar4ıla4tırıldığında�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD–1�su4unun�272�bp’�lik�PCR�

ürünü�ile�cry1A�genlerini,�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD–73�su4unun�cry1Ac,�

B.�thuringiensis�subsp.�aizawai�HD–137�su4unun�cry1Aa,�cry1C�ve�cry1D�genlerini,�

B.� thuringiensis� subsp.� tolworthi� HD–125� su4unun� ise� 290� bp’lik� PCR� ürünü� ile�

cry1E� genlerini� ta4ıdıkları� belirlenmi4tir.� FÖ21� izolatınında� kontrol� grubu� ile�

yapılan� kar4ıla4tırma� sonucunda� 272� bp’� lik� PZR� ürünü� ile� cry1A� genlerini� ihtiva�

ettikleri� dü4ünülmektedir.� B.� thuringiensis� RSKK380� ve� B.� thuringiensis� Mu4�

su4larında�cry1�genel�primeri�ile�hiçbir�amplifikasyon�gözlenmemi4tir.��

�

B.� cereus� izolatlarının� cry1� primeri� ile� yapılan� analizi� sonucunda� FÖ24� izolatının�

yakla4ık� olarak� 410� bp’lik� bir� PZR� ürünü� verdiği� tespit� edilmi4tir� (Bkz.� Resim�

4.11.).� Diğer� B.� cereus� izolatlarında� cry1� primeri� ile� pozitif� reaksiyon�

gözlenmemi4tir.�

�

Wang�ve�arkada4ları� tarafından�Çin’in�farklı�ekolojik�bölgelerinden�izole�edilen�B.�

thuringiensis�izolatları,�yeni�cry�genlerinin�belirlenmesi�ve�cry�genlerinin�çe4itliliği�

ve�dağılımının�belirlenmesi� için�analiz� edilmi4tir.�Bu�çalı4maya�göre� izolatların�%�

76,5’� inin�cry1� tipi,�%�70’�nin�cry2� tipi�ve�%�15,5’� inin�cry9� tipi�gen� ta4ıdıklarını�

belirlemi4lerdir.� Yeni� cry1� ve� cry2� genlerinin� belirlenmesi� için� AluI� ve� Sau3AI�

restriksiyon�endonükleaz�enzimleri�ile�RFLP�analizine�göre�yeni�bir�cry1A�tipi�gen�

belirlemi4lerdir�[159].��

�

Arjantin’in� farklı� kaynaklarında� izole� edilen� B.� thuringiensis� su4larının� cry2�

genlerinin�tanımlanması�için�PCRHRFLP�metodu�kullanılmı4tır.�Çalı4ma�sonucunda�

cry2Aa,� cry2Aa/cry2Ab� ve� cry2Ab� olmak� üzere� 3� farklı� cry2� gen� profili�

belirlenmi4tir�[118].�

�

Çalı4mamızda�cry2�primeri�ile�yapılan�PZR�i4lemi�sonucunda�FÖ16,�FÖ19�ve�FÖ21�

izolatlarının�yakla4ık�1556�bp�büyüklüğünde�pozitif�bir�ürün�verdiği�belirlenmi4tir�

(Bkz.�Resim�4.12).�Elde�edilen�sonuca�göre�16S� rRNA�dizi�analizine�göre�kültüre�

edilmemi4� bakteri� klonu� 8F345r� (AY387385.1)� su4una� %� 94� oranında� benzerlik�
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gösteren� FÖ16� izolatının� ve� Bacillus� sp.� HH09� (AY461750.1)� su4u� ile� %� 100�

oranında� benzerlik� gösteren� FÖ19� izolatının� Bacillus� thuringiensis� olduğu� kesin�

olarak�belirlenmi4tir.�

�

cry2� gen� profilini� belirlemek� için� cry2� genel� primeri� ile� pozitif� sonuç� veren� PZR�

ürünleri�DdeI�(Genmark)�restriksiyon�endonükleaz�enzimi�ile�kesilerek�restriksiyon�

parça�uzunluk�polimorfizimleri�belirlenmi4tir.�DdeI�enzimi�ile�kesim�sonucunda�B.�

thuringiensis� FÖ16,� FÖ19� ve� FÖ21� izolatlarında� 1386,� 972,� 450,� 134� bp�

büyüklüğünde� dört� DNA� fragmenti� olu4tuğu� tespit� edilmi4tir� (Bkz.� Resim� 4.13).�

Literatür� ile� yapılan� kar4ıla4tırma� sonucunda� 134,� 450,� 972� bp� büyüklüğündeki�

DNA� fragmentlerinin�Cry2Aa�proteinini�kodlayan�cry2Aa�genini,� 1386�ve�134�bp�

büyüklüğünde� DNA� fragmentlerinin� ise� Cry2Ab� proteini� kodlayan� cry2Ab� genini�

kodladığı� belirlenmi4tir.� Kontrol� B.� thuringiensis� izolatlarının� da� DdeI� enzimi� ile�

RFLP� analizi� sonucunda� doğal� izolatlarla� aynı� büyüklükde� DNA� fragmentleri�

meydana� getirdikleri� belirlenmi4tir.� Yapılan� restriksiyon� analizi� sonucunda� B.�

thuringiensis� FÖ16,� FÖ19,� FÖ21� izolatlarının� ve� kontrol� su4larının� cry2Aa� ve�

cry2Ab�genlerini�birlikte�ta4ıdıkları�ve�cry2�gen�profillerinin�cry2Aa/cry2Ab�olduğu�

belirlenmi4tir.�

�

Çalı4mamızda�cry3,�cry4,�cry7,�cry8,�cry5,�cry12,�cry14,�cry21�ve�cyt1A�genlerine�

ait�genel�primerlerle�yapılan�PZR�i4lemi�sonucunda�B.�thuringiensis�izolatlarının�ve�

kontrol�su4larının�hiçbirinde�pozitif�sonuç�elde�edilememi4tir.�

�

Bacillus� thuringiensis� su4larının� cry1� genlerinin� 130–160� kDa� ağırlığında�

Lepidoptera� larvaları� üzerinde� toksik� etki� gösteren,� cry2� genlerinin� 65� kDa�

ağırlığında�proteinler�sentezledikleri�ve�Cry2A�proteinlerinin�hem�Lepidoptera�hem�

de� Diptera� larvalarına� kar4ı,� Cry2B� proteinlerinin� ise� sadece� Lepidoptera� larvaları�

üzerinde�toksik�etki�gösterdikleri�yapılan�çalı4malarla�gösterilmi4tir�[81,160,�161].�

�

Yapılan� çalı4mada� kristal� gen� içerikleri� belirlenen� Bacillus� thuringiensis�

izolatlarının� ve� kontrol� su4larının� cry� genleri� tarafında� sentezlenen� insektisidal�

kristal� proteinleri� SDSHPAGE� yöntemi� ile� belirlenmi4tir.� Elde� edilen� bantların�
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Protein� markır� ile� kar4ıla4tırması� sonucunda� cry1� ve� cry2� geni� ta4ıyan� B.�

thuringiensis�FÖ21,�FÖ16�ve�FÖ19�izolatlarının�yakla4ık�olarak�130�kDa�ve�65�kDa�

büyüklüğünde�iki�protein�bandına�sahip�oldukları�belirlenmi4tir.��Kontrol�su4larının�

SDSHPAGE� ile� analizi� sonucunda� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–1,� B.�

thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–73,� B.� thuringiensis� 916’� ve� B.� thuringiensis�

subsp.� kurstaki� su4larında� da� yakla4ık� olarak� büyüklüğü� 130� kDa� ve� 65� kDa�

ağırlığındaki�iki�protein�bandının,�B.�thuringiensis�subsp.�tolworhti�HD–125’�de�ise�

130� kDa� ağırlığında� bir� protein� bandının� olduğu� tespit� edilmi4tir.� B.� thuringiensis�

subsp.�kurstaki�HD–137� su4unda� ise� yakla4ık�olarak�130�kDa,� 66�kDa�ve�27�kDa�

ağırlığında� üç� protein� bandının� olduğu� belirlenmi4tir.� Yapılan� analiz� sonucunda�

130kDa� ağırlığındaki� proteinin� cry1� geni,� 65� kDa� ağırlığındaki� proteinin� ise� cry2�

geni�tarafından�sentezlendiği�tespit�edilmi4tir.�

�

Bacillus� thuringiensis� su4larının� insektisidal� aktiviteleri� çoğunlukla� Cry�

proteinlerine� ve� böcek� çe4idine� göre� deği4mektedir.� B.� thuringiensis’� in� doğal�

izolatları�Lepidoptera,�Coleoptera,�Diptera,�Hymenoptera,�Homoptera�ve�Acari�gibi�

farklı�böcek�takımlarına�kar4ı�biyolojik�pestisit�olarak�kullanılmaktadır�[162].�Đlave�

olarak� B.� thuringiensis’� in� bazı� su4larının� nematodlar� ve� protozoalara� kar4ı� toksik�

olabileceği�de�yapılan�çalı4malarla�bildirilmi4tir�[163].�

�

Çalı4mamızda�Bacillus� thuringiensis� izolatlarının�biyolojik�aktiviteleri�Lepidoptera�

takımına�ait�Ephestia.�kuehniella�ve�Coleoptera�takımına�ait�Trogoderma�granarium�

türlerinin� 3.� dönem� larvaları� üzerinde� yapılan� denemelerle� belirlenmeye�

çalı4ılmı4tır.�Denemeler�üçlü�tekrar�grupları�4eklinde�nemi�%70�±�5,�sıcaklığı�27�±�

0,5°C� ve� foto� periyodu� 16:8� (ı4ık:� karanlık)� olan� yeti4tirme� odalarında� yedi� gün�

süresince�yapılmı4tır.�Larvalar�üzerinde�yapılan�deneme�sonuçları�kontrol�su4ları�ile�

kar4ıla4tırılarak�her�bir�izolat�için�ve�LC50�ve�LC99�değerleri�Probit�analizi�ile�(Bkz.�

Çizelge�4.10),�ölüm�oranları�ise�Abbot’s�e4itliği�ile�belirlenmi4tir�(Bkz.�;ekil�4.2).��

�

Yapılan� çalı4ma� sonucunda� B.� thuringiensis� FÖ21� izolatının� Lepidoptera� takımına�

ait�Ephestia�kuehniella�larvaları�için�LC50�değeri�1,08�sporHkristal�kons./ml�ve�LC99�

değeri� 4,06� sporHkristal� kons./ml� olarak� hesaplanmı4tır.� Larvalar� üzerinde� %� 83�
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oranında�etkili�olduğu�belirlenmi4tir.�B.�thuringiensis�FÖ19�izolatının�E.�kuehniella�

larvaları� için� değeri� 1,48� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 4,58� sporHkristal�

kons./ml� olarak� hesaplanmı4tır.� Larvalar� üzerinde� %� 80� oranında� etkili� olduğu�

belirlenmi4tir.� B.� thuringiensis� FÖ16� izolatının� E.� kuehniella� larvaları� için� LC50�

değeri� 2,17� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 6,56� sporHkristal� kons./ml� olarak�

hesaplanmı4tır.� B.� thuringiensis� FÖ16� izolatının� larvalar� üzerinde� %� 57� oranında�

etkili� olduğu� belirlenmi4tir.� B.� cereus� FÖ24� izolatının� E.� kueniella� larvaları� için�

LC50� değeri� 7,83� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 19,00� sporHkristal� kons./ml�

olarak� hesaplanmı4tır.� Abbot’s� formülüne� göre� yapılan� hesaplama� sonucunda� B.�

cereus�FÖ24�izolatının�larvalar�üzerinde�%�13�oranında�etkili�olduğu�belirlenmi4tir.�

B.� thuringiensis� FÖ7� izolatının� larvalar� üzerinde� etkili� olmadığı� belirlenmi4tir.�

Sonuçlar�P<0,0001�oranında�istatistikî�olarak�anlamlı�bulunmu4tur.��

�

B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–1� su4unun� E.� kuehniella� larvaları� için� LC50�

değeri� 1,83� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 5,78� sporHkristal� kons./ml,� B.�

thuringiensis�subsp.�kurstaki�HD–73�su4unun�LC50�değeri�3,14�sporHkristal�kons./ml�

ve�LC99�değeri�7,21�sporHkristal�kons./ml,�B.�thuringiensis�subsp.�tolworthi�HD–125�

su4unun� LC50� değeri� 2,95� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 9,36� sporHkristal�

kons./ml,�B.�thuringiensis�subsp.�aizawai�HD–137�su4unun�LC50�değeri�10,29�sporH

kristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 26,83� sporHkristal� kons./ml,� B.� thuringiensis� 916�

4usunun� LC50� değeri� 3,68� sporHkristal� kons./ml� ve� LC99� değeri� 8,56� sporHkristal�

kons./ml,� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� 4usunun� LC50� değeri� 3,71� sporHkristal�

kons./ml� ve� LC99� değeri� 9,89� sporHkristal� kons./ml� olarak� hesaplanmı4tır.� E.�

kuehniella�larvaları�üzerine�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH1�4usunun�%67,�B.�

thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH73�4usunun�%37,�B.�thuringiensis�subsp.�tolworthi�

HDH125� 4usunun� %43,� B.� thuringiensis� subsp.� aizawai� HD–137� su4unun� %13,� B.�

thuringiensis� 916� 4usunun� %30� ve� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� 4usunun� %33�

oranında�etkili�oldukları�belirlenmi4tir.�

�

Elde�edilen�sonuçlara�göre�B.� thuringiensis�FÖ21�(%83)�ve�B.� thuringiensis�FÖ19�

(%80)� izolatlarının� Lepidoptera� larvalarına� kar4ı� kontrol� grubundan� daha� yüksek�
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toksik� etki� gösterdiği,� B.� thuringiensis� FÖ16� (%57)� izolatının� ise� HD–1� (%67)�

su4undan�daha�az�toksik�etkiye�sahip�olduğu�belirlenmi4tir.��

Obeidat� ve� arkada4ları,� Ürdün’� ün� farklı� coğrafik� alanlarından� izole� edilen� B.�

thuringiensis� serotiplerinin� Ephestia� kuehniella� larvaları� üzerine� olan� etkisini�

ara4tırmı4lar�ve�bu�çalı4ma�ile�serotiplerin�LC50�değerlerinin�5,83H�7,25�sporHkristal�

kons./ml�arasında�deği4tiğini�belirlemi4lerdir.�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�HDH1�

su4u� (LC50=� 4.61)� ile� yapmı4� oldukları� kar4ıla4tırma� ile� de� doğal� izolatların� daha�

dü4ük� aktiviteye� sahip� olduklarını� belirlemi4lerdir� [122].� Çalı4mamız� da� ise� doğal�

izolatların� LC50� değerleri� 1,08–2,17� sporHkristal� kons./ml� değerleri� arasında�

bulunmu4�ve�HD–1�su4u�(LC50=�1,83)��ile�yapılan�kar4ıla4tırmada�ise�FÖ21�ve�FÖ19�

izolatlarının�daha�yüksek�aktiviteye�sahip�oldukları�belirlenmi4tir.�

�

Saadoun� ve� arkada4ları,� topraktan� izole� ettikleri� B.� thuringiensis� izolatlarının� D.�

melonagaster� larvaları� için� LC50� değerlerinin� 4,60H� 8,65� sporHkristal� kons./ml,� C.�

pulex�için�ise�LC50�değerlerinin�5,30H�6,74�sporHkristal�kons./ml�arasında�deği4tiğini�

rapor�etmi4lerdir�[164].�

�

Çalı4mada� B.� thuringiensis� izolatlarının� ve� kontrol� su4larının� Coleoptera� takımına�

ait� Trogoderma� granarium� larvaları� üzerinde� hiçbir� etkisinin� olmadığı�

belirlenmi4tir.�Çünkü�bu�izolatların�Coleoptera�takımı�böcekler�üzerinde�etkili�olan�

proteinleri�sentezleyen�cry3,�cry7�ve�cry8�genlerinden�hiçbirini�ta4ımadıkları�yapılan�

PZR�analizi�ile�tespit�edilmi4ti.�

�

Kore’de� toprak� izole� edilerek� tanımlaması� yapılan� B.� thuringiensis� K1� izolatının�

insektisidal� aktivitesinin� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� HD–1’den� çok� farklı�

olduğu�belirlenmi4tir.� Đzolatın�Spodoptera�exigua� larvalarına�kar4ı�HD–1�su4undan�

daha� aktif� ve� Plutella� xylostella� larvalarına� kar4ı� ise� HD–1� su4undan� daha� toksik�

olduğu� rapor� edilmi4tir� [165].� Wang� ve� arkada4larının� yapmı4� olduğu� çalı4mada�

cry1� genleri� ta4ıyan� B.� thuringiensis� izolatlarının� sporHtoksin� karı4ımlarının�

Helicoperva�virescens�ve�Helicoperva�zea�larvalarına�kar4ı�%71–83�oranında�etkili�

oldukları�belirlenmi4tir�[159].��

�
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Kristal� genleri� tarafından� sporulasyon� sırasında� sentezlenen� ve� hedef� böcek� grubu�

üzerinde� insektisidal� etki� gösteren� kristal� proteinlerinin,� hücre� içerisinde� farklı�

4ekillerde� bulunan� inklüzyonlarda� toplandığı� yapılan� çalı4malarla� bildirilmi4tir.�

Elektron� ve� ı4ık� mikroskobunda� yapılan� çalı4malar� sonucunda� Cry1� proteinlerinin�

baklava� dilimli,� Cry2� proteinlerinin� kübik� ve� baklava� dilimli,� Cry3� proteinlerinin�

düz�kare�ve�Cry4�ve�Cyt�proteinlerinin�ise�4ekilsiz�ve�karma4ık�yapılarda�bulunduğu�

belirlenmi4tir� [166]�Lepidoptera� takımına�ait�böcekler�üzerinde� toksik�etkiye�sahip�

olan�B.�thuringiensis�subsp.�kurstaki�alttürü�genellikle�bir�adet�baklava�dilimli�ve�bir�

adet� yuvarlak� yapılı� kristalleri� ta4ırken� [167],� sinekler� ve� sivrisinekler� üzerinde�

toksik� etki� gösteren� B.� thuringiensis� subsp.� israelensis� alttürünün� ise� etrafı� ağ� ile�

çevrilmi4� çe4itli� büyüklükte� ve� 4ekillerde� fazla� sayıda� cisimcik� ta4ıdıkları�

belirlenmi4tir�[168,169].��

�

Taiwan’� da� izole� edilen� doğal� B.� thuringiensis� subsp.� kurstaki� A3–4� izolatının�

taramalı�ve�geçirmeli�elektron�mikroskobunda�yapılan�incelemeleri�sonucunda�hücre�

içerisinde�gömülü�halde�bulunan�tipik�baklava�dilimli�kristal�yapıların�olduğu�tespit�

edilmi4tir�[123].�

�

B.� thuringiensis� su4larının� kristal� morfolojileri,� etki� gösterecekleri� hedef� böcek�

grubu� hakkında� bilgi� vermektedir� [170].� Bu� yüzden� B.� thuringiensis� izolatlarının�

kristal� morfolojilerini� belirlemek� amacıyla� izolatlar� sporlanma� besiyerinde�

yeti4tirilmi4� ve� preparatlar� hazırlanarak� taramalı� elektron� mikroskobunda�

incelemeler� yapılmı4tır.� Yapılan� çalı4ma� ile� B.� thuringiensis� FÖ21� izolatının�

baklava� dilimi� (bipiramidal),� kübik� ve� yuvarlak� 4ekilli� parasporal� kristal� yapıları�

ta4ıdıkları�belirlenmi4tir�(Bkz.�Resim�4.16).�B.�thuringiensis�FÖ21�izolatının�ta4ımı4�

olduğu�cry1�ve�cry2�genleri�tarafından�sentezlenen�130�kDa�ve�65�kDa�ağırlığındaki�

kristal� proteinlerin� bu� yapılarda� toplanmı4� olduğu� tespit� edilmi4tir.� Cry2� proteini�

sentezledikleri� belirlenen� B.� thuringiensis� FÖ16� ve� FÖ19� izolatlarının� da� baklava�

dilimi,�kübik�ve�yuvarlak�4ekilli�parasporal�kristal�yapıları�ta4ıdıkları�görülmü4tür.��

�

Kontrol�su4larından�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�üç�parasporal�kristal�yapıyı�birlikte�ta4ıdıkları�belirlenmi4tir.�

B.� thuringiensis� subsp.� aizawai� HD–137� ve� B.� thuringiensis� 916� su4larının� ise�

yuvarlak� 4ekilli� parasporal� kristal� yapılar� bulundurdukları� tespit� edilmi4tir.� Kristal�

morfolojilerinin� hedef� böcek� grubu� ile� olan� ilgisi� bakımından� sonuçları�

değerlendirdiğimizde� bipramidal� yapıda� kristal� ta4ıyan� izolatların� Lepidoptera�

takımı�böcek�grubu�üzerinde�etkili�olduğu�yapılan�bu�çalı4ma�ile�belirlenmi4tir.�

�

Bu� çalı4mada� toprak� örneklerinden� izole� edilen� Bacillus� türlerinin� tanımlanmaları�

API� test� kitleri� ile� yapılmı4tır.� Tanımlanan� bu� türlerin� birbirine� olan� genetik�

uzaklıkları� toplam� hücre� protein� profillerine� göre� belirlenmi4tir.� Toplam� hücre�

protein� analizine� göre� türler� arasında� benzer� elektroforetik� görünüm� olmasına�

rağmen,�farklılıkların�bulunduğu�tespit�edilmi4tir.�Aynı�türe�ait� izolatların�birbirine�

benzer�elektroforetik�bir�yapı�göstermelerine�rağmen,� izolatlar�arasında�ayrılıkların�

da� olabildiği,� ancak� türlerin� birbirinden� ayrıldıkları� görülmü4tür.� Türlerin� plazmit�

DNA’� ları� belirlenmi4,� tür� içi� ve� türler� arasında� plazmit� DNA� farklılıkları� olduğu�

tespit�edilmi4tir.��

�

Ayrıca�zararlı�böceklerle�mücadele�konusunda�kimyasal�insektisitlere�kar4ı�alternatif�

bir�yöntem�olarak�kullanılan�B.�thuringiensis�türleri�izole�edilmi4�ve�tanımlanmaları�

16S�rRNA�dizi�analizi�ile�yapılmı4tır.�cry�gen�içeriklerinin�ve�bu�genlerin�ürünü�olan�

kristal� proteinlerin� belirlenerek� hedef� böcek� üzerindeki� toksik� etkisinin�

incelenmesiyle� tanımlanan� B.� thuringiensis� izolatlarının� biyoinsektisit� özellikleri�

belirlenmi4tir.�Yapılan�bu�çalı4ma�ile�moleküler�özellikleri�bakımından�tanımlanmı4�

ve� depo� zararlısı� Ephestia� kuehniella� larvaları� üzerinde� toksik� etkisi� belirlenmi4�

doğal� üç� B.� thuringiensis� izolatı� elde� edilmi4tir.� Ancak� bu� izolatların� biyolojik�

kontrol� ajanı� olarak� sahada� kullanımlarının� tam� olarak� belirlenebilmesi� için�

ekonomik� olarak� önemli� bitkiler� ve� depolanmı4� ürünlerde� zarar� meydana� getiren�

ba4ka�böcekler�üzerinde�denemelerin�yapılmasının�daha�güvenilir�sonuçlar�vereceği�

kanaatindeyiz.��

�

Ülkemizde� tarım� alanlarında� büyük� ekonomik� kayıplara� neden� olan� zararlı�

böceklerde� patojen� olan� birçok� bakteri� bulunmaktadır.� Bu� bakterilerin� tespit�
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edilmesi� ve� geli4tirilmesi� üzerine� çalı4malar� yoğunla4tırılmalı� ve� bu� çalı4malar�

desteklenmelidir.� Böyle� organizmaların� izole� edilip� geli4tirilerek� zararlılar� ile�

mücadelede� kullanılmasının� gelecek� nesilleri� tehdit� eden� kimyasalların� kullanılma�

oranlarını�azaltacağı�dü4üncesindeyiz.�Bu�sayede�zararlı�böceklere�kar4ı�mücadelede�

kullanılabilecek� insektisidal� aktivitesi� yüksek� etkin,� güvenilir� ve� ülkemize� ait�

biyolojik�kontrol�ajanlarının�olu4turulması�yolunda�adımlar�atılmı4�olacaktır.�
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