KARADENIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

MALACOSOMA NEUSTRIA ORJINLIi BACILLUS THURINGIENSIS’E AiT cry2Ab
GENININ KARAKTERIZASYONU, EKSPRESYONU VE INSEKTIiSIDAL
AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Emine ERYUZLU

OCAK 2010
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJI ANABILIM DALI

MALACOSOMA NEUSTRIA ORJINLI BACILLUS THURINGIENSIS’E AIT cry2Ab
GENININ KARAKTERIZASYONU, EKSPRESYONU VE INSEKTISIDAL
AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

Emine ERYUZLU

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
“Yiiksek Lisans (Biyoloji)”
Unvani Verilmesi I¢in Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 21.12.2009

Tezin Savunma Tarihi :26.01.2010
/‘\&
74
Tez Danismani : Dog. Dr. Ismail DEMIR &3{«*‘
Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG "

Jiiri Uyesi : Do¢. Dr. Ersan KALAY W X ﬂg( g |

Enstitii Miidiirii  : Prof. Dr. Salih TERZIOGLU

Trabzon 2010



ONSOZ

“Malacosoma neustria orjinli Bacillus thuringiensis’e ait cry2Ab geninin
karakterizasyonu, ekspresyonu ve insektisidal aktivitesinin arastirilmasi” bashkli bu
calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim
Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir.

Yiiksek Lisans tez danismanligimi istleneli, gerek konu se¢imi gerekse ¢alismalarin
ylriitiilmesi ve degerlendirilmesi sirasinda ilgi ve yardimlarini esirgemeyen, tecriibe ve
essiz bilgilerinden yararlandigim hocam Saym Dog. Dr. Ismail DEMIR’e, ¢alismam
boyunca degerli fikirlerini benden esirgemeyen ve tim imkanlar1 saglayan hocam Sayin
Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Laboratuar c¢aligmalarim boyunca yardimlarint ve desteklerini esirgemeyen Sayin
Yrd. Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU’na, Ars. Gér. Hacer MURATOGLU na, tez
stiresi boyunca laboratuar imkanlarindan yararlanmami saglayan Biyoloji B6lim Baskani
Sayin Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ’e, degerli arkadaslarim Mehtap YAKUPOGLU’na,
Ars. Gor. Yesim AKTURK e, Ars. Gor. Emine DEMIR’e, Demet MERT TATAR a, Serife
ISCi’ye, Mikrobiyoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuarlar1 ¢alisanlarina tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Bana her zaman inanan, giivenen ve varliklarindan her zaman gii¢ aldigim degerli
hocam Prof. Dr. Orhan AYDIN’a, Koordinatériim Saymn Umit ORHAN’a ve Trabzon
Ticaret Sanayi Odasi Proje Koordinasyon Ofisinde c¢alisan degerli is arkadaglarima
tesekkiiri bir bor¢ bilirim. Ayrica, maddi ve manevi destekleri ve ilgileriyle hayatim
boyunca yanimda olan sevgili anneme, hi¢bir zaman destegini esirgemeyen esim Hakan

ERYUZLU’ye de sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Emine ERYUZLU
Trabzon 2010

II



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ...ooietet ettt 1
ICINDEKILER .......oviiiueiiieeeeececee et nnans I
OZET ettt ettt et e et et et e e et ettt e e n e e bt nteen e e aeenteentenaeeteeneeeneenneas VI
SUMMARY .ottt ettt ettt et e et e st e et e ese e se e s e esseseenseeseanseensesssenseensenns VII
SEKILLER DIZINT ... VIII
TABLOLAR DIZINI.......ooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e IX
SEMBOLLER VE KISALTMALAR DIZINI .......cocooviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e X
1. GENEL BILGILER ..ottt 1
I1.1. GITLS ettt e ettt e et e e et e e e e et e e e e e eaaa e e e e etaaeeeeeaaaeeeeansaaeeeennnbaeeeeasseeeeanraeeas 1
1.2. Zararhilara Kars1 Miicadele YOntemleri...........cooovveeeeiiiieiiieiiiiccecieeeeeeeee e 3
1.2.1. DoZal MUCACIL.......cueiieiieiieeiiieiieeie ettt e e e ennes 4
1.2.2. Yasal MUCAACLE ......cocueeiuiieiieii et 4
1.2.3. Mekanik MUCAEIE ........coouiriiiiieiiiieciee et 4
1.2.4. Fiziksel MUCAAEIE......cccueiiiiiiiieiiee e 4
1.2.5. KUItirel MUCAAEIE ......oueeeieiieiieiiee e 5
1.2.6. Kimyasal MUcadele .........cc.eeriiiiiiiieiieeeee e 5
1.2.7. Biyolojik MUCAACIE .....cuvieiiiiiieiieeiieeieece ettt e 7
1.3. Bacillus Tiirlerinin Genel OZelliKIETi ..............cooveveveveieeeeeeeeeeeeeerereeeeenenas 10
1.4. Bacillus Tiirlerinin Tanimlanmalart ............coceveviririeiiieieieesese e 11
1.4.1. Geleneksel TanImlama ............occueeiiiiiiiiiieeiee e 11
1.4.2. API Test Kitleri ile Tanimlama .........c..ccocceeeerieiinieneneneeee e 12
1.4.3. Molekiiler Yontemlerle Tanimlama ...........cccoovieiiiiiiiiniiiiieieeeeeee 12
1.4.3.1. 16S TRNA DizZi ANALZI...cueeiiiieiieiiiieeeeeeee s 13
1.4.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) .......coooiiiiiiiiiiieeeeeee 13
1.4.3.3.  Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi(RFLP)...........cccccoeviiiiiiiniiiiienens 14
1.5. Bacillus thUFINGIENSIS ........c.ooiviiieeeeeee e 14
1.5.1. Bacillus thuringiensis’lerin Genel OzelliKIeri..............coovvrvevevevecrciereeeenne, 14
1.5.2. Bacillus thuringiensis’lerin Tarihi...........cccocceevveiiiiiieieeeceeeeeeeeeeeeeee e 15
1.5.3. Bacillus thuringiensis’lerin Plazmitleri...........cccocvevvieieiiieciieieiieieeeeeee e 16
1.5.4. Bacillus thuringiensis’lerin Alt Tiirlerinin Siniflandirilmast .............cccoveneeee. 16
1.5.5. Bacillus thuringiensis’lerin insektisidal Genleri ..............cccocoevevevevevevevenennnns 18

III



1.5.5.1.
1.5.5.2.
1.5.5.3.
1.5.5.4.

1.5.6.
1.5.7.
1.5.8.

1.5.8.1.
1.5.8.2.
1.5.8.3.
1.5.8.4.
1.5.8.5.
1.5.8.6.

1.5.9.
1.5.10.
1.5.11.

1.5.12.
1.5.13.
1.6.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

2.7.
2.8.
2.9.

2.10.
2.10.1.

(o] 070 B € 1331 1< & USRS 18

(o1 8V € 1< 11 3 USROS 19
CIY3 GONICTT .vviiiiieiieeie ettt ettt ettt e st e et e st eesbe e teeesseesseaenneenseas 19
CIY4 VE CYE GONICTT...eeeiieiiieiie ettt et 20
cry Genlerinin KIonIanmast..........cc.eeeueeriieiieeiieniiesieeiee e 20
cry Genlerinin EKSPreSyonu .........ccccociviiiiiiiiiinieniinicniecicceeecceecse e 21
Bacillus thuringiensis’ler Tarafindan Uretilen Bilesikler ................ccccoovunn.... 22
Beta-EKZOtOKSINIET .....c.eiiiiiiiicieee e 22
HEMONZINIET ..ot 24
ENterotOKSINIET ... ceiiiiiiieiiee e 24
EKZOCNZIMICT ...ttt 24
Vejetatif Insektisidal Proteinler (VIP) .........coovovoveueueveveeeeeeeeeeeeeeeeeeesenenn, 25
Insektisidal Kristal Proteinler (ICP) ..........c.ooooveeuieeieececeeeeeeee s 25
Insektisidal Kristal Proteinlerinin Yapist .........cccoovevreeueuevevecseeeeseserceseeenenenes 27
Insektisidal Kristal Proteinlerin Stiflandirilmast ..............c.ccovevevevevreruerennnn. 29
Insektisidal Kristal Protein (ICP)’lerin Hedef Béceklerdeki Etki

MEKANIZIMAST . ettt ettt et e 33
Bocek Populasyonlarinin Bacillus thuringiensis’e Direngliligi ....................... 35
Bacillus thuringiensis Suslarinin Biyoteknolojisi ..........c.ccceevvevievieeeeniienennenn, 36
Cal1SMAaNIN AIMACT .....ccvviiiiiiiiee ettt e e e e e e eareee s 40
YAPILAN CALISMALAR ..ottt 41
Bacillus thuringiensis MnD Bakterisi ve Biiytime Kosullari ..............ccceeveee.. 41
Bacillus thuringiensis MnD’den DNA 1zolasyonu ...............cccceceeuevevevevrnennnn 41
Cry2Ab Geninin Cogaltilmast.......cceeveviiiiiiiiniiiiinieneeeeceeceee e 42
cry2Ab Geninin pGEM-T Easy Vektore Klonlanmasi............cccceeeveevrenennen. 43
cry2Ab Geninin Elektrokompotent E. coli DH108’ya Aktarimi...................... 43
Rekombinant Plazmitlerin izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleazlar

118 MUAIMEIEST ..ottt ettt 44
Klonlarin igerdigi cry2Ab Geninin Dizi ANalizi............cccooevevuevevererrererenne. 45
Elde Edilen DNA Baz Siralarimnin Incelenmesi ...........cccocoovoveveeuevevevecrnenennnnn. 45
Belirlenen Cry2Ab Proteinin Literatiirdeki Diger Cry2Ab Proteinleri ile

Karsilastirilmasi ve MEGA Programi ile Agag Cizimi ........ccceeveveeieeieennennee. 45
cry2Ab geninin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi .................. 46

pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriinin Ndel ve HindIIl Restriksiyon
Enzimleriyle KeSilmesi........covieiiiriieiiieiiecieeie et 46

1A%



2.10.2. cry2Ab Geninin pGEM-T Easy Klonlama Vektoriinden Kesilerek
CIKATIIMASI.....eeiieiiie ettt e
2.10.3 cry2Ab Geninin pET-28a(+) Vektoriine AKtarimi..........cccceevvveviienvenveeneenen.
2.11. pET-28a(+)’ya Klonlanan cry2Ab Geninin E. coli BL21(DE3)
HUCTESING AKEATTMIL. ..ottt
2.12. cry2Ab Proteinin, Ekspresyonu ve 1zolasyonu..............ccccoeveveveveeevevevecennnns
2.13. Protein Miktarinin Belirlenmesi ...........ooeeveeieniiiiniinieceeeeeeeee
2.14. SDS Poliakrilamid Jel EleKtroforezi..........coovieriiiiiiiiiiiiiiicieiecceeeee
2.15. Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi ...............cocoeveveveviierereieeecieeeeee s,
3. BULGULAR .ottt ettt ettt ese e sneennes
3.1 cry2Ab Genin PZR Yontemiyle Belirlenmesi.........ccooceeverieniienieienenceeee.
3.2. cry2Ab Geninin Klonlanmasi ve Baz Sirasinin Belirlenmesi ...........c..............
3.3. cry2Ab Geninin Niikleotid Siralarinin Literatiir ile Karsilastirilmasi...............
3.4. Cry2Ab Proteinin Literatiirdeki Diger Cry2Ab Proteinleri ile Akrabalik
Derecelerinin Belirlenmesi icin MEGA Programu ile Agag Cizimi.................
3.5. cry2Ab Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmast ............ccccevvenenicnennnen.
3.6. Protein Ekspresyonu ve SDS-PAGE Analizi ........cccccovevvieiiienireiienieeieee,
3.7. Cry2Ab Proteinin Malacosoma neustria ve Rhagoletis cerasi Larvalari
Uzerinde Insektisidal AKEIVITEST .....ocueerverieriieiiiieieeiereeseee e
4 TARTISMA ...ttt sttt ettt e et e se e eneenees
5 SONUGCLAR ...ttt ettt ettt saeens
6. ONERILER .....cooiititiiecitine ettt
7 KAYNAKLAR ...ttt et
8. EKLER ..ottt ettt ettt et e st e s e enaaeneeseens
OZGECMIS



OZET

Bacillus thuringiensis, Gram-pozitif, sporlanabilen, fakiiltatif anaerop bir toprak
bakterisidir. Sporlanma esnasinda iiretilen, parasporal kristal yapidaki d-endotoksinler,
bunlarin ¢ok sayida tarim zararlilartyla miicadelede etkili ve yaygin bir sekilde
kullanilmalarin1 saglamaktadir. Bu potansiyelleri nedeniyle bugiin, tiim diinyada en ¢ok
iiretilen ve en fazla market satiglarina sahip ticari mikrobiyal miicadele preparatlar1 B.
thuringiensis’lerden gelistirilmistir.

Bu calismada kullanilan Bacillus thuringiensis MnD izolati, dogal olarak Olmiis
Malacosoma neustria larvalarindan izole edildi. Bu izolata ait cry2Ab geni, dejenerat
primerler kullanilarak PZR yontemiyle ¢ogaltildi. Cogaltilan genlerin niikleotid siralarinin
belirlenmesi i¢in PZR f{iriinleri pGEM-T Easy vektoriine klonland1 ve dizin analizine
gonderildi. Dizin analizi yapilan cry2Ab geninin DNA ve aminoasit siralar1 literatiirdeki
mevcut Cry2Ab genlerinin DNA ve aminoasit siralari ile karsilastirildi.

Analiz sonuglari, ¢alismada kullanilan yerel Bacillus thuringiensis izolatina ait
Ccry2Ab geninin 1902 bp uzunlugunda oldugunu, 633 aminoasit dizisi kodladigimi ve
literatiirdeki B. thuringiensis ly30 bakterisinin cry2Ab genine %99 oraninda benzerlik
gosterdigini ortaya koydu. Dizin analizi yapilan bu cry2Ab geni, pET-28a(+) ekspresyon
vektoriine klonlanarak Escherichia coli’de ekspres edildi. Ekspresyon sonucu, SDS-PAGE
analizine tabi tutuldu ve cry2Ab proteininin 70 kDa biiyiikliigiinde oldugu belirlendi.
Uretimi  yapilan cry2Ab proteinin insektisidal aktivitesi, Malacosoma neustria
(Lepidoptera: Lasiocampidae) ve Rhagoletis cerasi L. (Diptera: Tephritidae) zararlilart
tizerinde test edildi. Yiiz ug konsantrasyonundaki cry2Ab proteinin M. neustria larvalari

tizerinde %73 ve R. cerasi larvalarinda ise %75’lik insektisidal etki gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, cry2Ab Geni, Kristal Proteinler, Insektisidal
Aktivite
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SUMMARY

Characterization, Expression and Investigation of the Insecticidal Activities of cCry2Ab
Gene Which Belongs to Bacillus thuringiensis Bacteria Origin Malacosoma neustria

Bacillus thuringiensis is a gram-positive, facultative anaerob soil bacterium can be
sporulated. During sporulation, it produces different d-endotoxins that have a parasporal
crystal structure because of the B. thuringiensis, an important insect pathogen, is
effectively and widely used in combating pests. Because of their potential, B. thuringiensis
is the most produced and most marketed commercial microbial control preparate around
the world today.

B. thuringiensis MnD isolate used in this study was isolated from a naturally dead M.
neustria larvae. cry2Ab gene belonging to that isolate was amplified with the PCR method
by using degenerate primers. The amplified gene was cloned to pGEM-T Easy Vector and
its sequence analysis was performed in order to identify the nucleotide sequence. DNA and
aminoacid sequence of Cry2Ab gene that underwent a sequence analysis, was compared
with the DNA and aminoacid sequences of existent Cry2Ab gene in literature.

The results of anaysis show that cry2Ab gene belonging to the local B. thuringiensis
isolates used in this study has a length of 1902 bp and 633 aminoacid sequence. Besides, it
has %99 homology with the cry2Ab gene of B. thuringiensis 1ly30 bacterium in literature.
The sequenced cry2Ab gene was cloned to the pET-28a(+) expression vector and their
proteins were expressed in Escherichia coli. The result was exposed to SDS-PAGE
analysis and it was found that cry2Ab protein had the size of 70 kDa. The insecticidal
activity of the cry2Ab protein produced was tested on Malacosoma neustria L. (Diptera:
Lasiocampidae) and Rhagoletis cerasi L. (Diptera: Tephritidae). It was found that cry2Ab
protein in 100 pg concentration showed 73% insecticidal effect on M. neustria larvae and

75% insecticidal effect on R. cerasi larvae.

Key words: Bacillus thuringiensis, cry2Ab Gene, Crystal Proteins, Insecticidal Activity
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Hizl1 niifus artisinin beraberinde getirmis oldugu kentlesmeyle birlikte her gegen giin
tarim alanlar1 azalmakta ve kisi basina diisen tarim iirlinii miktarinda diistis olmaktadir.
Gegmiste tarimsal iiriin bakimindan kendi kendine yeten iilke konumunda olan Tiirkiye
simdi bir¢ok {ilkeden tarimsal {iriin ithal etmektedir. Bunun en 6nemli sebeplerinden biri
ekonomik degeri yiiksek olan bitkilerde zararli bocekler ile miicadelenin bilingli ve tam bir
sekilde yapilamamasidir (Biilbiiloglu, 2000).

Bugiin diinyada zararlilarin neden oldugu {iriin kayiplarinin % 35 civarinda oldugu,
bu kaybm % 12’sinin bocek ve akarlardan, % 12’sinin bitki patojenlerinden, % 10’nun
yabani otlardan ve % 1’nin ise kus ve memeli zararlilarindan kaynaklandigi ve bunun
maliyetinin yaklagik olarak 400 milyar dolar civarinda oldugu belirtilmistir (Ozgiir, 1990).

Tarim zararlilar1 basta olmak iizere c¢esitli zararlhilarla yillardan beri miicadele
edilmekte ve bu miicadelede kimyasal insektisidler yogun olarak kullanilmaktadir. Hedef
canliya kars1 kullanilan kimyasal insektisidlerin biiylik bir kismi toprak ve bitki iizerinde
kalip, yagislarla yikanarak yer alti ve yeriistii su kaynaklarina karigmaktadir. Sonugta,
biyolojik besin zincirine dahil olarak ekosistemdeki canlilar1 ve insan yasamini tehdit edici
bir unsur olarak ortaya ¢ikmaktadir. Pek ¢ok bdcek tiirliniin kimyasal insektisidlere karsi
diren¢ kazanmasi ve her gecen giin kullanilan dozun arttirilmasi yeni problemleri
beraberinde getirmektedir (Oztiirk, 2007).

Kimyasal insektisitlerin kullanimimin olumsuz etkileri nedeniyle bu konuya
kamoyunun ilgisi artmis ve kimyasal insektisitlere karsi alternatif yontem gelistirmeye
baslanmistir. Bu yoOntemlerin basinda da biyolojik miicadele gelmektedir. Biyolojik
miicadele, zararli1 boceklerin yapmis oldugu zararlar1 en aza indirmek i¢in bu bdceklerin
dogal diismanlarin1 onlara karsi kullanma olarak tanimlanabilir. Biyolojik miicadele,
predatorler, parazitler ve hastalik olusturan mikroorganizmalar1 kapsamaktadir. Ancak,
boceklerde hastalik olusturan mikroorganizmalarin biyolojik miicadelede kullanimi
mikrobiyal miicadele olarak adlandirilir. Biyolojik miicadele, kimyasal miicadeleye gore

dogal dengenin kurulmasina yardime1 olmasi, uzun vadede kalic1 sonuglar vermesi ve nihai



hedefe ulastirabilmesi bakimindan en cok tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir
(Ogurlu, 2000).

Dogada boceklerin hastalanmasina ve sonra da 6lmelerine neden olan bocek orijinli
pek cok bakteri, virlis, mantar, nematod ve protozoa vardir (Demirbag vd., 2008). Bu
mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandirilir. Entomopatojen bakteriler,
glinlimiizde zararli boceklere kars1 en fazla kullanilan mikroorganizmalardir. Boceklerde
hastalik olusturan bakterileri spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak iizere iki
gruba ayirmak miimkiindiir. Spor olusturmayan bdcek patojeni bakteriler,
Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve Micrococcaceae familyalarina dahildir.
Boceklere onemli zarar veren bakteriler daha ¢ok spor meydana getiren bakterilerdir. Spor
olusturan bakteriler Bacillaceae familyasindan Clostridium ve Bacillus cinsleri igersinde
yer almaktadir. Yapilan arastirmalar, bunlarin sporlarinin kuraklik ve yiiksek sicakliga
kars1 dayanikli oldugunu gostermistir. Spor olusturmayan bakteriler ise zor kosullar
karsisinda olduk¢a dayaniksiz ve hassas yapidadirlar. Buna gore, zararli boceklere karsi
yapilacak miicadelede, daha c¢ok spor olusturan ve fakiiltatif bakterilerin kristal
tastyanlarinin kullanilmas tavsiye edilmektedir (Ogurlu, 2000).

Son yillarda patojenite potansiyeli olduk¢a yiiksek bir bakteri olan Bacillus
thuringiensis tizerinde durulmaktadir. Bu bakterinin biyolojik miicadelede, diger birgok
bakteriye oranla daha {imit verici oldugu ifade edilmektedir. Pek c¢ok gelismis ve
gelismekte olan iilkede bu konu ele alinmakta, basta Lepidoptera olmak iizere Diptera ve
Coleoptera takimlarindaki zararlilara karsi B. thuringiensis preperatlari ticari Olgilide
tretilerek kullanilmaktadir. Hedef canliya spesifik olmalari, c¢evre kirliligine yol
acmamalari, insan ve diger omurgalilara zararli olmamalar1 ve ekonomik olmalar1 bu
preparatlarin biyolojik miicadele caligmalarinda tercih edilmelerine neden olmaktadir.
Ayrica, bu preparatlara karsi direng gelisimindeki bu oranin diisilk olmast da bunlarin
kullanimin1 artirmaktadir.

B. thuringiensis preperatlarmin tamami, tiim g¢evre kosullarinda ayni etkiye sahip
degildir. Bunlarin etkinligi, mikroorganizmalarin dagilimi ve adaptasyonu, hiicresel ve
populasyon diizeyindeki gelismeler, mikroorganizmalar arast1 rekabet ve diger
organizmalarla interaksiyonlar ve ¢evresel faktorlere baghdir. Ayrica, mevcut preparatlara
diren¢ gelistirilmesi ve bunlarin ¢evre kosullarina uyum saglamamasi, yeni preparatlar
gelistirilmesi ¢aligmalarin1 zorunlu kilmaktadir. Bu sebeple, dogal ¢evreye adapte olmus,

rekabet ve etki giicli yiiksek, direnglilik problemi ortadan kalkmis yeni ve yerel bir B.



thuringiensis’in belirlenmesi ve mikrobiyal miicadele preparatlarina doniistiiriilmesi ayri

bir 6nem tasimaktadir.

1.2. Zararhlara Kars1 Miicadele Yontemleri

Zararlilara karst miicadele yontemleri, koruyucu onlemler ve iyilestirici 6nlemler
diye iki ana baslik altinda incelenmektedir. Koruyucu 6nlemler ana bashigi altinda yer
almakta olan kiiltlirel Onlemler, fiziksel ve yasal miicadele yontemleri zararhlarla
miicadelede yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, biyolojik miicadelenin yer aldig:
iyilestirici yontemlerde ise mekanik, biyoteknik miicadelenin yaninda ilagla miicadelenin

yapildig1 kimyasal miicadele yontemi de bulunmaktadir (Sekil 1).

Sekil 1. Zararlilara kars1 kullanilan miicadele yontemleri (Demirbag vd., 2008).

Gilinlimiizde ¢esitli miicadele yontemleri ve preparatlart kullanilmasina ragmen, daha
etkili, cevreye zarart daha az olan ve daha ekonomik miicadele yontemleri arastirma ve
gelistirme ¢aligmalar1 halen daha devam etmektedir. Cogu zaman birden fazla yontemin bir
arada kullanildig1 entegre miicadele yontemlerinin uygulanmasi gerekmektedir.

Zararli bocekler ile miicadele, kitle iiremesi yapan veya yapma yeteneginde olan

bocek popiilasyonlarinin sayisinin artmasini engellemek icin gergeklestirilen miicadele



olarak bilinir. Tarimda ve ormancilikta uygulanan 5 ¢esitli zararli bocekle miicadele

yontemi vardir (Demirbag vd., 2008).

1.2.1. Dogal Miicadele

Insanm herhangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bdcek popiilasyonlarmin
kontrol altinda tutulmasi dogal miicadele olarak tanimlanmaktadir. Cevre direncinin bir
sonucu olarak boceklerin 6nemli bir kismi ya ¢ogalmadan ya da ¢ogaldiktan sonra 6liirler.
Boylece, zarar olusturan bocegin ortamdaki sayist ve olusturdugu zarar diigiik seviyelerde

kalmis olur.

1.2.2. Yasal Miicadele

Yasal yollardan yararlanilarak, zararhilarin yayilmasinin onlenmesidir. Karantina,
ambargo, muayene ve sertifika uygulamak yasal miicadelenin baginda gelmektedir. Bu
uygulamalar bazen kitalar ve iilkeler arasinda olurken, bazen de iilkenin igerisinde bolgeye

0zgli uygulanabilir.

1.2.3. Mekanik Miicadele

Bocekleri ¢esitli  yontemlerle toplamak, yem tuzaklari kurmak, feromonlar
kullanmak, tuzak odunlar1 hazirlamak veya gida degisimi yapmak suretiyle gerceklestirilen
mekanik miicadele yontemleridir. Mekanik miicadele yontemleri icerisinde gliniimiizde en
¢ok feromon uygulamalari kullanilmaktadir. Feromonlar, bocekler ve diger hayvan
gruplar tarafindan kimyasal iletisimi saglamak amaciyla salinan kokusuz, dogal
molekiillerdir. Feromonlarin kullanilmasinin nedeni ise orman alanlarinda uygulanmasi

nispeten yaygin olmasidir.

1.2.4. Fiziksel Miicadele

Sicak ve nemden yararlanarak bdceklerin Oldiiriilmesi, elektrik ve radyoaktivite

kullanarak bdceklerin kisirlagtirilmasi islemlerini iceren miicadele yontemidir. Fiziksel



miicadele daha cok tarimsal alanlara uygulanan miicadele yontemidir. Bu miicadele
yonteminde zararlinin dogrudan toplanmasi, 6ldiiriilmesi ya da davranislarinin bozulmasi,
cevrelerinin bir dereceye kadar kendileri i¢in uygun olmayacak kosullara ¢evrilmesi gibi

islemler yapilir.

1.2.5. Kiiltiirel Miicadele

Toprak bakimi, islenmesi ve giibrelenmesi, yabanci ot ve atiklarin temizlenmesi ve
bitki nobetlesmesi gibi toprakla yapilmasi gereken isleri kapsayan miicadele yontemidir.
Kiiltiirel faaliyetler, birinci derecede esas hastalik kaynaklarin1 azaltmayi ve de ortadan
kaldirmay1 ayrica da bitki dayanikliligini arttirmay1 amaclamaktadir.

Kiiltiirel miicadele, diger metotlar ile bir arada ele alindiginda daha etkili
olabilmektedir. Kiiltiirel yontemlerle saglanan basarilar, 6zellikle kimyasal miicadele
yontemindeki gibi ani ve yiiksek diizeyde etki degildir. Bu nedenle de yetistirici tarafindan
hemen benimsenen bir yontem olamamaktadir. Ancak, daha diisiik harcama gerektiren
pratik islemler olmasi nedeniyle uygulanmakta ve zararlilarla miicadelede diger

yontemlere destek olmaktadir.

1.2.6. Kimyasal Miicadele

Kimyasal miicadelede kullanilan pestisitler, besin maddelerinin iiretimi, tiikketimi ve
depolanmalar1 sirasinda, besinin kalitesini bozan ve {iriinlerin degerlerini diisiiren
zararhilar1 (bocekler, mikroorganizmalar ve diger organizmalar) yok etmek igin
kullanilmaktadir. Tarim driinlerinin yetistirilmesinde ve depolanmasinda 6zellikle
boceklerin  meydana getirmis oldugu zararlar insanlar i¢in biiyiikk sorunlar
olusturulmaktadir. Bu sorunu ortadan kaldirmak ve bocekleri etkisiz hale getirebilmek i¢in
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Kimyasal insektisitlerin kullanildig1 kimyasal miicadele
yontemiyle zararli populasyonlarin % 95°1 yok edilebilmektedir (Vural, 1996).

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

tizere siniflandirilabilirler (Vural, 1996).



Zararli boceklerin meydana getirdigi iirtin kayiplarimi 6nlemek i¢in kullanilan
kimyasal ilaglarm insan sagligma olumsuz etkisi vardir. Ilag iiretiminde bulunan, ilag
uygulamasi yapan ve uygulamanin yapildigi alanda calisan is¢iden baslayip ilagh {iriinii
yiyen kisiye, hatta dogacak cocuga kadar toplumun farkli kesimleri kimyasallardan
etkilenmektedir. Ayrica, hedef disi canlilara olan etkileri sonucunda dogal dengenin
bozulmasi, hava, toprak ve su kirliliginin olusmasi da sorunun 6nemli bir boyutunu
olusturmaktadir. Zararli populasyonlarin1 dengede tutan dogal diisman populasyonlar1 da
tarim ilaclarindan etkilenmekte ve boylece dogal diismani ortadan kalkan zararlilar
problem haline gelmektedir. Kimyasal ilaglarin tarim zararlilarina karsi cogu kez asir1 ve
bilingsiz kullanimlari, zararlilarin bunlara kars1 dayaniklilik kazanmalarina sebep
olmaktadir.

Boceklere karsi kullanilan kimyasal insektisitlerin hemen hemen hepsi norotoksiktir.
Yani viicuda hangi yolla girerlerse girsinler mutlaka sinir sistemi lizerine etki ederek
canlinin 6lmesine neden olmaktadirlar (Oztiirk, 2001).

Ozellikle de 1945 yilinda DDT’nin bulunmasiyla sentetik kimyasal insektisitlere
yonelim artmistir. Bunun neticesinde tarimsal iiretimde ve ayrica insanlarda hastalik yapici
vektor boceklerin miicadelesinde 6nemli bir artis gozlenmistir. Fakat kimyasal insektisit
kullanimi tamamiyla kusursuz olmamis ve birgok problemi de beraberinde getirmistir.
Asirt insektisit kullanimi yeralt1 sulariin kirlenmesine, flora ve faunada hedef olmayan
organizmalarin zehirlenerek yok olmasina, besin zincirlerinin olumsuz etkilenmesine
neden olmus ve ayrica, insektisitlere karsi direngli zararlilar1 ortaya ¢ikarmistir. Boceklerde
direncin olusmasi insektisitin dozunun artirilmasint ve yeni insektisitlerin {iretimini
gerektirmistir. Bu zararli etkilerinden dolay1 bazi insektisitlerin kullanimi Amerika Cevre
Koruma Ajansi (EPA) tarafindan yasaklanmistir (Chang vd., 2003).

Kimyasal pestisitlerin kullanildigi kimyasal miicadele, ¢evreye verdigi olumsuz
etkilerden dolayi, giinlimiizde gelismis iilkelerde yerini biyolojik miicadele ve integre
miicadele yontemlerine birakmistir (Demirbag vd., 2008). Ancak, kimyasal miicadele yine
de diinya piyasasinda zirai miicadelede Onemli bir yer tutmaya devam etmektedir

(Tablo 1).



Tablo1. Diinya pestisit piyasasinda kullanilan kimyasal pestisitler
(Demirbag vd., 2008).

PESTISITLER MILYON US)
Herbisitler 14,829X10°
insektisitler 8,984X10°
Fungisitler 7,088X10°
Diger 1,764X10°
TOPLAM 32,665X10°

1.2.7. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele “bdceklerin meydana getirmis oldugu zararlart en aza indirmek
amactyla bu boceklerin tabii diigmanlarini kullanma” olarak tanimlanabilir. Tabii diisman
terimi, parazitler ve predatorlerle birlikte hastalik olusturan organizmalar1 da kapsar (Sekil
2).

Gilintimiizde 6zellikle gelismis lilkelerde kimyasal ilaglarin yerini biyoinsektisitler
almigtir. Biyoinsektisitler iiretim teknolojilerinin kolay ve siirekli olmasi, sadece hedef
canliya etki etmeleri, zararlilarla miicadelede gilivenilir olmalari, ¢evre kirliligi ile ilgili
problemler yaratmamalar1 ve endosporlarinin dogada uzun siire kalmalar1 nedeniyle tercih
edilmektedir (Smith, 1980).

Biyolojik miicadele, g¢evrede mevcut ve etkili olan biyotik etmenlerin insan
faktoriintin yardimi ile zararli ve hastaliklar iizerinde etkinliklerinin artirilmasi i¢in yapilan
caligmalardan olugmaktadir. Temel olarak zararlilara karsi yapilan biyolojik miicadele
uygulamalarinda parazitoid, predatér ve patojen olmak iizere 3 temel 0Ogeden
yararlanilmaktadir (Sekil 2). Bu 6gelerden birisi olan patojenler olarak bilinen bocek
hastalik etmenleri “Entomopatojen Mikroorganizmalar” olarak adlandirilmaktadir. Bu
mikroorganizmalar ile yapilan miicadeleye ise “Mikrobiyal Miicadele” adi verilmektedir.
Entomopatojen mikroorganizmalar icerisinde bakteriler, funguslar, viriisler, protozoa ve
nematodlar olmak iizere 5 ana grup karsimiza cikmaktadir (Sekil 3). Diger dogal
diismanlarda oldugu gibi entomopatojenik mikroorganizmalar igerisinde yer alan
entomopatojenik bakteriler hedef zararli populasyonlarinin miicadelesinde 6nemli etkilere
sahiptirler (Mc Coy vd., 1988).

Entomopatojenik bakteriler arasinda, toprak grubu bakteriler en ¢ok gelecek vaat

eden biyolojik miicadele etmenleridir. Entomopatojenlerin yakin gelecekte, mikrobiyal



miicadele etmeni olarak, sadece fiyat ve etkinlik bakimindan degerlendirildiginde bile
kimyasal insektisidlere gore daha kullanish hale gelecegi diisiiniilmektedir.
Entomopatojenik bakteriler, boceklerde kitle halinde Sliimlere neden olmaktadir (Demir
vd., 2002; Sezen vd., 2007). Bdoceklerde hastalik olusturan bakterileri spor olusturanlar ve
spor olusturmayanlar olmak lizere iki gruba ayirmak miimkiindiir. Spor olusturmayan
bocek patojeni bakteriler, Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve Micrococcaceae
familyalarina dahildir. Boceklere dnemli zarar veren bakteriler daha ¢ok spor meydana
getiren bakterilerdir. Spor olusturan bakteriler Bacillaceae familyasindan Clostridium ve
Bacillus cinsleri igerisinde yer alirlar. Yapilan arastirmalar sporlarin kurakliga ve yiiksek
sicakliga karsi dayamikli oldugunu goéstermistir. Fakat spor olusturmayan bakteriler
ekstrem fiziksel kosullara karsi daha hassastir. Bu nedenle mikrobiyal miicadelede daha

cok spor olusturan bakteriler tercih edilmektedir.

DoZal Denge

Faydalh Mikroorzanzunalar Q FaydaliHayvanlar
Bakteriler Bocekler
Viriisler Akarlar
Funguslar Orlimcekler
Nematotlar Baliklar
Protezoalar Euslar
Riketsivalar Digerleri

N - | /

Daha az zararhi soruom

Sekil 2. Biyolojik Miicadele kapsaminda kullanilan organizmalarin iligski semasi

Mikrobiyal miicadelede 6zellikle spor olusturan Bacillus grubu bakteriler 6nemli bir
yer tutar ve bu bakteriler Lepidoptera (kelebekler), Diptera (sinekler, sivisinekler) ve
Coleptera (kin kanatlilar) takimlarina ait g¢esitli bocekleri hedef alirlar (National Research

Council, 1984). Biyolojik miicadelede kullanilan bakteriler arasinda Bacillus thuringiensis



yliksek patojenite potansiyelinden dolay1 son yillarda ¢ok ilgi ¢eken bir etmen haline geldi
ve giiniimiizde kullanilan mikroorganizmalarin % 90’nin1 B. thuringiensis olusturmaktadir

(Chattopadhyay vd., 2004).

Funguslar O Bakteriler
Entomopatojcn 4
Protozoonlar o Eo patoj _
4« Mikroorganizma - O Virisler
Gruplan

Sekil 3. Biyolojik miicadelede kullanilan entomopatojen mikroorganizma gruplari

B. thuringiensis bir toprak bakterisi olmasina ragmen, hastalikli ve saglikli
boceklerden, bitkilerin yaprak yiizeylerinden ve depolanmis iirlinlerden de izole edilmistir
(Carozzi vd., 1991; Kaelin vd., 1994; Sezen vd., 2007; Ince vd., 2008).

B. thuringiensis, 6-endotoksin olarak isimlendirilen protein yapisinda ve biyolojik
olarak kolayca parcalanabilen ve bdylece bdcegin orta bagirsaginda kisa bir yarilanma
omrii olan insektisidal toksinler iretirler. Kimyasal insektisitler ile kiyaslandiginda
B. thuringiensis driinleri, diger ilaglara gore etki sekli farkli oldugundan hedef
organizmada daha az bir dirence neden olur. Kimyasal insektisitler gibi ortamda birikip
toksik etki olusturmazlar. insanlar iizerinde herhangi bir patojenite gdstermezler. Ayrica,
arilara, kuslara ve faydali boceklere de zararsizdir. Bu nedenle biyolojik miicadelede,
kimyasal insektisitler ile karsilagtirildiginda c¢evresel dengeyi bozmayan alternatif bir

miicadele yontemidir (Chattopadhyay vd., 2004).
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1.3. Bacillus Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Bacillaceae familyasinin {yeleri endospor iireten Gram-olumlu hareketli ya da
hareketsiz ¢ubuk sekilli bakterilerdir. Bu familyanin iki 6nemli cinsi vardir: Bacillus ve
Clostridium. Bu tiirler birbirlerinden g¢ogunlukla oksijen ihtiyaglarina gore ayrilirlar.
Bacillus cinsine ait tiirler aerobik, Clostridium cinsine ait tiirler ise anaerobiktirler. Her iki
cins de zincirler olusturan ¢cubuk sekilli hiicrelere sahiptir (Tanada ve Kaya, 1993).

Optimum biliylime sicakliklart 25°C ile 37°C arasinda degismektedir. Ancak,
termofilik ve psikofilik tiirleri 75°C’den daha yiiksek ve 3°C’den daha diisiik sicaklik
derecelerinde biiyliyebilme yeteneklerine sahiptirler (Tanada ve Kaya, 1993).

Bacillus tiirlerinin koloni 6zellikleri ¢evresel kosullara bagli olarak degismektedir.
Besiyeri ¢esidi ve koloninin yasi1 gibi ozeliklere gore, yari seffaf, opak, diizgiin ya da
plirtizlii koloniler goriilebilir. Koloni renkleri, kreme yakin beyazdan sartya dogru olabilir
(Sekil 4). Cogu Bacillus tiirleri pigment olusturmaz, ancak bazi tiirler farkli besiyerlerinde

sarl, yesil, mavi-siyah pigmentler {iretebilirler (Rosovitz vd., 1998).

(b) (©

Sekil 4. Baz1 Bacillus tiirlerine ait koloni sekilleri a) B. megaterium b) B. mycoides,
¢). B. subtilis (Rosovitz vd., 1998).

Bacillus tiirlerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri de biiylime evresinin durgun fazinda
besin maddelerinin azalmasina bagli olarak endospor olusturmalaridir. Endospor olusturan
hiicrelerin sekli Bacillus tiirleri i¢in karakteristiktir. Bacillus’lar sporlari nedeniyle
biyosferde bir¢ok farkli cevreden izole edilebilirler (Rosovitz vd., 1998). Endosporlar
silindirik, elipsoidal, oval veya yuvarlaktir. Endosporlar, vejetatif hiicrelerden optik
kirilma, ince yapi, kimyasal pozisyon, kimyasal ve fiziksel strese direnclilik gibi pek ¢ok

yonden farklidirlar. Cinsin asil habitati, topraktir. Endospor olusturan Bacillus tiirleri
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toprak, bitki rizosferi, gida, su ve bazi canlilarin bagirsak sistemlerinin yani sira, sivrisinek,
kelebek, sinek ve kinkanatli gibi ¢esitli bocek ergin ve larvalarindan da izole edilmislerdir
(Demir vd., 2002; Ince vd., 2008). Bacillus tiirleri toprakta genis bir yayilima sahip
olduklar1 gibi deniz ve tatli sularla, buralarin sedimentlerinde de bulunabilirler. Bazi
Bacillus tiirleri ise uygun olmayan kosullarda biiyiiyebilme kapasitesindedirler (Rosovitz
vd., 1998).

Yapilan ¢alismalarda genelde Bacillus cinsi bakterilerin igerdigi plazmitlerin kriptik
plazmitler oldugu belirtilmis olmasma ragmen, B. thuringiensis’in bir plazmitinin
insektisidal kristal proteinin tretimiyle iligkili oldugu gosterilmistir. B. thuringiensis’in
toksin genleri ve B. anthracis’in antraks toksin genleri plazmitler iizerinde yerlestigi i¢in B.
cereus grubunun plazmitleri grup {iyelerinin tanimlanmast i¢in onemli bir faktordiir.
Plazmitler B. cereus grubunda ¢ok yaygindir ve tek bir tiir 6’dan daha fazla farkli plazmit
tiirdi tastyabilir (Yoshimura,1983).

1.4. Bacillus Tiirlerinin Tanimlanmalar:

1.4.1. Geleneksel Tanimlama

Bacillus tiirlerinin tamimlanmalar1 ve smiflandirilmalarinda spor morfolojilerinden
yararlanilmaktadir. Sporun hiicre icindeki yerlesimi ve sekli tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. Spor morfolojilerine bagli olarak Bacillus tiirleri ti¢ biiyiik gruba ayrilir. B.
cereus, B. megaterium, B. anthracis, B. thuringiensis ve B. cereus var. mycoides biiyiik
hiicreli birinci grupta yer alir. Gram pozitif ¢ubuk sekilli hiicre ve merkezde ya da ug
kisimda elipsoit ya da silindirik sporlar olustururlar. Parasporal kristaller gibi protoplazmik
inkliizyonlar biiyiik hiicreli tiirlerde bulunur. Klinik olarak énemli Bacillus izolatlarinin
¢ogu birinci grupta yer alir (Turnbull vd., 1990). ikinci grup tiirleri Gram degiskendir ve
merkezde ya da ug kisimda elipsoit sporlara sahiptirler. Bu grupta baslica B. circulans, B.
macerans, B. polymyxa, B. popillae, B. larvae, B. lentimorbus, B. alvei, B.
stearothermophilus ve B. brevis yer alir. Uciincii grup Gram degisken ve heterojen B.
sphaericus tiirlerince baskindir. Bunlar u¢ kisimda ya da uca yakin yerde kiiresel sporlar

ihtiva ederler.
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1.4.2. API Test Kitleri ile Tanimlama

Spor morfolojilerine ilave olarak Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi igin ¢esitli
biyokimyasal testler gelistirilmistir. Bu klasik testler i¢in 6zel besiyerleri ve kimyasal
maddelerin kullanilmasini gerekmektedir. Cins igerisindeki yliksek heterojenlik standart
testlerle tanimlama yapmay1 zorlastirmaktadir (Rosovitz vd., 1998).

Logan ve Berkeley (1984) API stripleri kullanarak Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi
icin hizl1 ve kesin bir sistem gelistirmiglerdir. 12 testlik API 20 E ve 49 testlik API 50 CHB
test kitlerinin kullanilmasi ile Bacillus tiirlerinin tanimlanmalar1 daha hizli ve giivenilir bir
sekilde gergeklestirilebilmektedir (Logan vd., 1984). API20E panel test sistemi bir panel
icerisine yan yana yerlestirilmis kuyucuklardan olusmaktadir. Her bir kuyucuk farkli bir
biyokimyasal 6zelligi belirlemek amaci ile ¢esitli substrat veya indikatorleri icermektedir.
Testlerden bazilar1 inkiibasyondan sonra direk olarak testin sonucunun cesitli renklerle
belirlenmesini saglarken, diger bir kismi ise ayira¢ damlatildiginda renk degisikligi yada

kabarcik olusumu gibi gozle goriilebilen degerlendirmeler yapilabilmesini saglar.

1.4.3. Molekiiler Yontemlerle Tanimlama

Klasik testlere ve API sistemine ilave olarak ¢esitli molekiiler yontemler tiirler
arasindaki farkliligi belirlemek icin gelistirilmistir. Kromozomal DNA baz bilesimi ve
DNA-DNA hibridizasyon ydntemleri tanimlama i¢in kullanilmaktadir. Ozel DNA problari
ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), plazmit ve toplam hiicre protein profillerinin
belirlenmesi, 16S rRNA dizi analizi, Southern blotlama gibi molekiiler y&ntemler
tanimlamanin kesin ve hizli bir sekilde yapilmasini saglamaktadir. Southern blotlama
herhangi bir kaynaktan elde edilen DNA’nin analizi i¢in kullanilan membran blotlama ve
goriintiileme teknigidir. Bu metotla Once calisilan DNA’nin izolasyonu ve g¢esitli
restriksiyon enzimleri ile kesimi gergeklestirilmektedir. Bu islemi takiben olusan DNA
pargalar1 elektriksel ortamda agaroz jel iizerinde uzunluklarina gore goc ettirilmekte ve
nitroseliiloz membrana aktarilmaktadir. En son isaretli DNA veya RNA problar

kullanilarak goriintiilenmektedir (Rosovitz vd., 1998; Chang vd., 2003).
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1.4.3.1. 16S rRNA Dizi Analizi

Bakterilerin tanimlanmasi icin 1980 yilindan itibaren yontemler gelistirilmeye
baslanmigtir. Woese ve arkadaslar1 (1983) bakteriler arasindaki filogenetik iliskiyi
belirlemek icin genetik kodun degismeyen bolgelerini kiyaslamiglardir. Bakterilerdeki bu
gen bolgeleri 16S rRNA geni (ribozomun kiigiik alt birimine 6zglii RNA) ve 23S ve 5S
rRNA (biiyiik alt birimler) genleri ve bu genler arasinda yer alan bolgelerdir (Woese vd.,
1983).

Bakterilerin siniflandirilmasinda yaygin olarak kullanilan gen bolgesi 16S rRNA’dir.
16S rRNA gen bolgesi yaklasik olarak 1550 bp uzunlugundadir ve hem degisebilen hem de
korunmus bdlgelerden olusur (Joung vd., 2001). 16S rRNA dizilerinin kiyaslanmasi
bakteriler, arkebakteriler ve Okaryotik organizmalar arasindaki filogenetik ve evrimsel
yakinligin belirlenmesi i¢in kullanilan gliglii bir aractir. Bu diziler oncelikli olarak
oligontikleotid kataloglama, klonlarin dizilenmesi, revers transkriptaz kullanilarak
RNA’nin dogrudan dizilenmesi ve PZR ile ¢ogaltilmis materyalin dizilenmesini iceren
yontemlerle elde edilmistir (Weisburg, 1991).

Ash ve arkadasglart (1991), 51 Bacillus tirinin 16S rRNA gen bdlgelerinin
karsilastirilmasi ile ilgili yapmis olduklar1 ¢calismada cins igerisinde filogenetik olarak en
az bes farkli grubun olustugunu belirlemislerdir. DNA hibridizasyon yontemiyle B.
antracis, B. cereus ve B. thuringiensis’in 16S rRNA dizi analizlerinin ¢ok yiiksek oranda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir (>% 99).

1.4.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, o6zgiin DNA dizilerinin in vitro ortamda enzimatik olarak sentezleme
yontemidir. Polimeraz zincir reaksiyonu hedef DNA’nin milyonlarca kez c¢ogalmasini
saglayan gii¢lii bir tekniktir. Bu teknik DNA’nin bilinen bolgesinin ¢ogaltilmasinda ya da
hakkinda ¢ok az sey bilinen izolatlarin genetik olarak kiyaslanmasinda kullanilabilir (Glare
vd., 2000).

PZR, B. thuringiensis ve diger bakterilerde cry genlerin izolasyonu, karakterizasyonu
ve belirlenmesi i¢in kullanilan ¢ok giiglii ve yaygin bir yontemdir. B. thuringiensis ait
bir¢ok toksin geni analiz edilmis ve 6zellesmis primerler seklinde PZR tekniginde toksin

genlerin belirlenmesi ve karakterizasyonu i¢in kullanilmistir (Zeigler, 1999; Glare ve
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O’Callaghan, 2000). Carozzi ve arkadaglar1 (1991), farkli 6-endotoksinleri tanimlamak i¢in
PZR analizini gelistirmisler ve toksin genlerinin ii¢ biiylik smifi arasindaki farklilig:
belirleyen 12 adet primer gelistirmislerdir. Yeni suslarin tanimlanmasi ve insektisidal
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in PZR’1n hizli ve kesin sonu¢ veren bir yontem oldugu
belirlenmistir Ayrica, PZR yontemi ¢ok daha az bulunmasina ragmen, cyt genlerinin

belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Glare vd., 2000).

1.4.3.3. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Polimeraz zincir reaksiyonu tiriinlerinin incelenmesinde degisik molekiiler yontemler
bulunmaktadir. Bunlardan birisi sik¢a kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinin
restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle muamele edilerek incelenmesidir. Bakterilerin
biiylik bir boliimii bir veya birkag tiirde restriksiyon endoniikleaz enzimi sentezler. Esas
gorevleri disaridan bakteriye giren ve bazi 6zel gen veya markirlart tasiyan genetik
materyalleri pargalayarak mutasyonlara mani olmak ve tiirlerin genetik yonden stabilitesini
korumaktir. Bu, gercekte bir cesit savunmadir. Bakteriye 6zgii bu enzimler ¢ift sarmalll
DNA iizerinde 6zgiin bir bolgeyi tanirlar ve ¢ift sarmalli DNA’nin her iki zincirindeki
fosfodiester bagin1 keserek DNA’y1 iki parcaya ayirir. Bu enzimlerin birgogunun tanidigi
bolge tekrarlayan diziler seklindedir. Yeni olusan pargalar palindromiktir (Akar, 1998).

RFLP cry toksin genlerinin yeni varyantlarii belirlemek icin PZR ile birlikte
kullanilmaktadir (Kuo vd., 1996)

1.5. Bacillus thuringiensis

1.5.1. Bacillus thuringiensis’lerin Genel Ozellikleri

Bacillus thuringiensis, Bacillaceae familyas1 igerisinde yer almaktadir. B.
thuringiensis Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarindaki bdceklere Kkarsi
insektisidal ozellige sahip kristal yapida toksin iireten, spor olusturan, Gram-olumlu ve
aerobik bir toprak bakterisidir (Sekil 5). Son zamanlarda yapilan arastirmalara gore

Hymoneptera, Homoptera, Orthoptera ve Mallophaga bdcek gruplart {izerinde ve ayrica
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nematodlar, keneler ve protozoonlar {izerinde de etkili olduklar1 tespit edilmistir

(Feitelson,1993).

Sekil 5. B. thuringiensis bakterisinin elektron mikroskobik goriiniimii

B. thuringiensis B. cereus, B. mycoides ve B. anthracis’ ide igeren Bacillus cereus
grubunun bir {yesidir. B. thuringiensis yalnizca sporulasyon sirasinda ozellikle
Lepidoptera (kelebekler), Coleptera (kinkanatlilar) ve Diptera (iki kanatlilar, sinekler)
takim1 bocekler iizerinde toksik etki gosteren bir ya da daha fazla inkliizyon cisimcikler

tiretmeleriyle B. cereus’dan ayrilir (De Barjac, 1981).

1.5.2. Bacillus thuringiensis’lerin Tarihi

B. thuringiensis ilk kez 1901 yilinda Japon bakteriologu Ishiwata (1901) tarafindan
hastalikli ipek bocegi larvalarindan izole edilmistir. Hannay (1955) B. thuringiensis’in spor
morfolojisini ve parasporal yapi olarak adlandirilan inkliizyon yapilarini agikladi. Ayrica,
parasporal yapimin bécek toksiditesi ile ilgili oldugunu gosterdi. Ipek bocegi larvalarmin
orta bagirsaklarinda B. thuringiensis’in spor olusmus hiicrelerinde toksik bir maddenin
meydana geldigini tespit etti. Daha sonra ayni arastirici toksik maddenin parasporal yapi
icinde oldugunu kesfetti. Hannay (1955) adli arastirmaci bu yapinin protein yapida

oldugunu belirledi.
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1.5.3. Bacillus thuringiensis’lerin Plazmitleri

B. thuringiensis suslar1 yaklasik 2,4 ile 5,7 milyon baz ¢ifti uzunlugunda bir genoma
sahiptir (Carlson, 1994). B. thuringiensis 2 ile 11 tane plazmit icermektedir (Gonzalez,
1981). Insektisidal proteini kodlayan genler plazmitler tizerinde yer almaktadir. Biiyiik ve
kiiciik plazmitler iizerinde bulunan cry genlerinin etrafinda ¢ok sayida hareketli bolgeler
bulunmaktadir. Bu plazmitler konjugasyon benzeri mekanizmalar ile bir B.

thuringiensis’den digerine kendiliginden transfer olabilme yetenegine sahiptir.

1.5.4. Bacillus thuringiensis’lerin Alt Tiirlerinin Siniflandirilmasi

Erken zamanlarda B. thuringiensis tiirleri morfolojik ve biyokimyasal karakterleri
esas almarak alt tiirler siniflandirilmaktaydi. Son zamanlarda ise siniflandirma i¢in farkl
yontemler kullanmaya baglanmigtir. Bu yontemler; faj tiplemesi, vejetatif hiicrelerin
esteraz gorlintimleri, kristal serolojileri, plasmit sekilleri, oligoniikleotid probing ve H-
flagella serotipleridir. B. thuringiensis’lerin smiflandirmalart i¢in bu metotlardan, H-
flagella antijenleri kullanilarak yapilan serotiplendirme yontemi en genis kullanilan, basit
ve pratik bir metottur (Hansen, 1998).

Serotip ile siniflandirma morfolojik ve biyokimyasal kriterler ile desteklenmektedir
(de Barjac, 1981). Bin dokuz yiiz yetmis yedi yilina kadar, sadece 13 B. thuringiensis
alttiiri  tamimlanmistir ve bunlarin da Lepidopter larvalarina karst toksik oldugu
bulunmustur. Daha sonra Diptera takimina, Coleoptera takimma (Krieg vd., 1983) ve
nematodlara (Narva vd., 1991) kars1 toksik olan diger alttiirlerin kesfi B. thuringiensis
alttiirlerinin sayisin1 artirmistir. Lenin ve arkadaslar1 (2007), flagella H-serovarlarina
bakilarak yapilan smiflandirmada 80 B. thuringiensis alttiirii tanimlanmistir (Tablo 2).
Serovarlarin mevcut listesi Paris’deki Pasteur Enstitiisii’'nden elde edilebilmektedir (Unite

des Bacteries Entomopathogenes, Institut Pasteur, Paris, France).
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Tablo 2. Mevcut B. thuringiensis’lerin flagella (H) antijenlerine bakilarak siniflandirilmasi

(Lenin vd., 2007).

Sira | B. thuringiensis | Flagella . .. = | Swra | B. thuringiensis Flagella
.. . | Toksisite .. .
No subsp. antijenleri No subsp. antijenleri
1 |thuringiensis 1 L,D 41 |jegathesan 28a, 28c
2 | finitimus 2 42 | amagiensis 29
3 |alesti 3a, 3¢ L 43 |medellin 30
4 | kurstaki 3a, 3b, 3¢ 44 |toguchini 31
5 | sumiyoshiensis |3a, 3d 45 |cameroun 32
6 |fukuokaensis 3a, 3d, 3e D 46 |leesis 33
7 |sotto 4a, 4b L 47 | konkukian 34
8 |kenyae 4a, 4¢ L,D 48 |seoulensis 35
9 |galleriae 5a, 5¢ 49 |malaysiensis 36
10 |canadensis 5a, 5¢ L 50 |anadalousiensis 37
11 |entomocidus 6 L 51 |oswaldocruzi 38
12 |aizawai 7 L,D 52 |brasiliensis 39
13 | morrisoni 8a, 8b L,D,C | 53 |huazhongensis 40
14 |ostriniae 8a, 8¢ L 54 |sooncheon 41
15 |nigeriensis 8b, 8d 55 |jinghongiensis 42
16 |tolworthi 9 L,D 56 | guiyanguebsus 43
17 |darmstadiensis |10a, 10b L,D 57 |higo 44
18 |londrina 10a, 10c 58 |roskildiensis 45
19 | toumanoffi 11a, 11b 59 | chanpaisis 46
20 | kyushuensis 11a, 11c L,D 60 |wratislaviensis 47
21 |thompsoni 12 L,D 61 |balearica 48
22 | pakistani 13 62 | muju 49
23 |israelensis 14 D 63 |navarrensis 50
24 |dakota 15 64 |xiaguangiensis 51
25 |indiana 16 65 |kim 52
26 |tohokuensis 17 66 |asturiensis 53
27 |kumamotoensis |18a, 18b C 67 |poloniensis 54
28 |y0soo 18a, 18c 68 | palmanyolensis 55
29 |tochigiensis 19 69 |rongseni 56
30 |yunnanensis 20a, 20b L 70 |pirenaica 57
31 |pondicheriensis |20a, 20¢ L 71 |argentinensis 58
32 | colmeri 21 72 |iberica 59
33 |shandongiensis |22 L 73 | pingluonsis 60
34 |japonensis 23 C 74 | sylvestriensis 61
35 | neoleonensis 24a, 24b 75 | zhaodongensis 62
36 | novosibirsk 24a, 24c¢ 76 |bolivia 63
37 |coreanensis 25 77 |azorensis 64
38 |silo 26 78 | pulsiensis 65
39 | mexicanensis 27 L 79 | gracioensis 66
40 | monterrey 28a, 28b 80 |vazensis 67

L: Lepidoptera larvalari, D: Diptera larvalari, C: Coleoptera larvalari
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1.5.5. Bacillus thuringiensis’lerin insektisidal Genleri

B. thuringiensis’ler biiyiime dongiisiiniin durgun fazi siiresince insektisidal kristal
protein igeren kristal yapida parasporal inkliizyonlar iiretir. Bu toksinler ¢ogunlukla B.
thuringiensis’e ozgilidiir. Ancak, bu proteinlerin Bacillus popilliae ve Clostridium
bifermentas gibi diger bakteriler tarafindan da iiretilebildigi belirlenmistir (Schnepf vd.,
1998). Su ana kadar bu proteinleri kodlayan 89 farkli genin analizi yapilmistir. Bu genler,
B. thuringensis’in biiylime dongiisiiniin durgun fazi sirasinda ifade olurlar. Bu genlerin
ifade edilmesi mRNA sentezi, mRNA sentezi sonrasi ve protein sentezi sonrasi seviyelerde
kontrol edilir (Schnepf vd., 1998). Sporulasyon mRNA sentezi asamasinda ¢ faktoriiniin
aktivasyonu ile kontrol edilir ve bu nedenle de cry genlerin ifadesi es zamanli olarak
kontrol edilmis olur. Ciinkii, ¢ogu kristal genler biiylimenin yalnizca sporulasyon
asamasinda sentezlenir (Schnepf vd., 1998).

Hofte ve Whiteley (1989), cry toksinlerini kodlayan 50’den fazla genin analizini
yapmis ve bu genler dizilerindeki benzerlige dayanarak 15 gruba ayrilmistir. Bununla
birlikte cry toksin genleri cryl, cry2, cry3, cry4, cry5 olmak tizere 5 biiylik grup halinde
incelenmektedir. Son zamanlarda Neil Crickmore Bacillus genetik stok merkezinin
baskanligin1 yapmakta olup, yeni cry ve cyt genlerinin isimlendirilmesinde rol almaktadir.
Neil Crickmore (2009)’un baskanligini yaptigr “full toksin™ verilerine bakildiginda cry
genleri cryl’den cry58’e kadar siniflandirildigr gézlenmektedir (Ek Tablo 1).

1.5.5.1. cry1l Genleri

Lepidoptera takimima o6zgli kristal proteinler siiphesiz en iyi calisilmis olan
proteinlerdir. Bu proteinler plazmit DNA iizerinde bulunan cryl genleri tarafindan
sentezlenmektedir. Analizi yapilan cryl genlerinin hepsinin de B. thuringiensis’in
sporulasyonu sirasinda baklava dilimi seklinde kristal yapida inkliizyonlar igerisinde
biriken 130-140 kDa agirhiginda proteinler kodladigi belirlenmistir. Protoksinler,
proteolitik olarak kristalle ilgili ya da larva orta bagirsak proteazlari tarafindan 60—70 kDa
agirliginda toksik fragmentlerine doniigiirler (Hofte and whitely, 1989).

cryl genleri benzer homolojileri ile diger cry genlerden ayrilabilirler. crylA(a),

crylA(b) ve crylA(c) genleri % 80’den daha fazla aminoasit benzerligi gosterirler ve bu
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nedenle ayr1 bir alt grup olarak degerlendirilirler. Tanimlanan crylB, crylC ve crylD

genleri cryl A genlerinden ve birbirlerinden oldukga farklidir (Kronstad vd., 1986).

1.5.5.2. cry2 Genleri

cry2 genleri B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, B. thuringiensis subsp.
thuringiensis berliner ve B. thuringiensis subsp. tolworthi ve kenyae gibi ¢esitli alt tiirlerde
bulunmaktadir. Bu gen 65 kDa agirliginda bir proteini kodlar ve bu protein kiibik yapilt
kristallerde toplanir. Bu kristal proteinler ilk olarak ayni susta bulunan 130 kDa
agirhgindaki P1 proteinine karsilik P2 proteini olarak tanimlanmistir (Yamamoto ve
McLaughlin, 1981). Widner ve Whiteley (1989), B. thuringiensis subsp. kursatki HD-
1’den cry2A ve cry2B genlerini klonladilar. Her iki gen de 633 aminoasit dizisine sahip 71
kDa agirliginda birer proteini kodlar. Bu genler E. coli’ de ifade edilmis ve rekombinant
proteinler saflastirilmustir. Iki protein oldukga benzer olmalarma ragmen, insektisidal
etkileri farkli bulunmustur. cry2A’nin hem Lepidoptera (Manduca sexta) hem de Diptera
(Aedes aegypti) larvalarina karsi, cry2B’nin ise sadece Lepidoptera larvalarina karsi toksik
etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, bu iki toksin, % 87 oraninda birbirine benzerdir

(Widner ve Whitely, 1989).

1.5.5.3. cry3 Genleri

Simdiye kadar B. thuringiensis subsp. tenebrionis, B. thuringiensis subsp. san diego
ve B. thuringiensis EG2158 olmak {izere Coleoptera takimina 6zgii 3 B. thuringiensis susu
tanimlanmistir. Suslarin her biri bir biiyiik protein iceren eskenarli kristaller iiretir.
Klonlama ve dizi analizleri {i¢ tiiriin hepsinde de ayni kristal protein geninin bulundugunu
gostermektedir. cry3 genleri Cry3 A, B, C, D ve E toksinlerini olustururlar (Sekar ve
Carlton, 1985). cry3 genleri yaklasik 73 kDa biiytikliigiinde protoksinleri kodlamaktadir.
Bu protoksinler, proteolitik pargalanmada ilk olarak 67 kDa’na doniisiirler. Daha sonra
larvanin bagirsaginda 55 kDa’lik toksini olustururlar (Carroll vd., 1989). Cry3A ve Cry3B
proteinleri % 75 oraninda benzerdir. Cry3D proteini % 74 Cry3A’ya, % 61 Cry3B ve %
33 Cry3C proteinlerine benzerdir (Lambert vd., 1994).
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E. coli’de ifade edilen bu gen Colorado patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata)
i¢in toksik olan 72 kDa agirliginda bir proteini sentezler. Bu protein, sporla ilgili proteazlar

tarafindan 66 kDa agirliginda bir proteine doniistiiriiliir (Hofte ve Whiteley, 1989).

1.5.5.4. cry4 ve cyt Genleri

Kristal protein genlerinin cry4 simifi, Diptera takimina 6zgii kristal protein genlerinin
oldukga heterojen bir grubundan olusur. B. thuringiensis subsp. israelensis susunda
bulunan 72 MDa biiyiikliiglindeki plazmitten izole edilen cry4A, cry4B, cry4C ve cry4D
genlerinin kodladig1 proteinler sirasiyla 135, 128, 78 ve 72 kDa agirliklarindadir. Bu
proteinler, 27 kDa agirligindaki cyt geninin iiriinii ile birlikte yuvarlak yapili kristallerde
toplanirlar (Hofte ve Whitely, 1989).

1.5.6. cry Genlerinin Klonlanmasi

Rekombinant DNA yontemi kullanilarak cry geninin klonlanmasindaki asil amag B.
thuringiensis suslarin iiretim agisindan daha uygun hale getirmek ve toksisiteyi artirmaktir.
Schenpf ve Whiteley (1981), ilk kez 1981 yilinda B. thuringiensis subsp. kurstaki
bakterisinden cry geni klonladi ve bu gen E. coli bakterisinde ekspres edildi. Rekombinant
E. coli susu, B. thuringiensis kristallerinden ayni boyuta sahip bir peptitten gelistirilmis bir
antikor ile pozitif reaksiyon gosteren 130 kDa bir protein sentezledi. Kalman ve arkadaslari
(1993), spesifik primerler kullanilarak cogaltilan PZR f{iriinlerinin farkli elektroforetik
hareketliligine dayali olarak, B. thuringiensis gallariae’den yeni bir crylC geni (cry1Cb)
klonladi. Chak ve arkadaslar1 (1994), cry1C genini klonlama vektorii olan pSB 744 ve pSB
745 rekombinant plasmiti igerisindeki B. subtilis’ten alfa-amilaz promotoru boyunca
yerlestirdi ve B. thuringiensis subsp kurstaki cry-B genini HD73’de ekspres etti. Shin ve
arkadaslar1 (1995), B. thuringiensis kurstaki HD-1 ve B. thuringiensis subsp entomocidus
BP 465°ten sirastyla cryV1 ve cryV465 olmak tizere iki cryV tipi gen klonladi ve niikleotid
sirasin1 belirlediler. cryV465 proteini yalnizca Plutella xylostella’ya karsi toksisite
gosterirken, klonlanan cryV1 proteini, P. xylostella Lin ve Bombyx mori’nin ikisine birden

toksik 6zellik gosterdi.
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Delecluse ve arkadaslar1 (1995), sivrisineklere kars1 oldiiriicti olan B. thuringiensis
subsp jegathesan bakterisinden 81 kDa kristal proteinini kodlayan cryll1B genini
klonladilar. cryl1B proteininin dizilimi B. thuringiensis subsp israelensis’ten cryl1A
toksini (CryIVD)’ne karsi yiiksek homojenlik gosterdi. Yeni gelistirilen sivrisinek
oldiirtici bir protein geni olan cry20Aa, B. thuringiensis subsp fukuokaensis (H-3a; 3d:
3e)’den klonlanmisti. Gen {iriinii 86 kDa’lik yiiksek bir molekiiler agirhiga sahiptir.
Aminoasit karsilastirmalar1 cry20Aa’nin tamamen farkli bir protein oldugunu ortaya
koydu. Iki yeni kristal proteini (cryl9A ve Orf2), sirastyla 74,7 kDa protein ve 60 kDa
proteinlerini kodlayan B. thuringiensis subsp. jegathesan’dan izole edilmistir. Sasaki ve
arkadaslar1 (1997) B. thuringiensis serovar sotto SKWO1-10.2-06’dan bir cry2A geni
klonlad1 ve cry2 (SKW) olarak adlandirdi. Klonlanan gen tarafindan iiretilen proteinin
Bombyx mori’ye karsi toksik oldugu belirlendi. crylla hem P. xylostella hem de B. mori
tizerinde etkiliydi. Yeni bir crylld proteini P. xylostella’a karsi crylla kadar toksikti
ancak B. mori’ye kars1 etkinligi daha azdi. Yeni B. thuringiensis susundan (47-8) elde

edilen cry2A proteini, Helicoverpa armigera (Yesilkurt)’ya kars1 etkili oldugu bulundu.

1.5.7. cry Genlerinin Ekspresyonu

Rekombinant plazmitlerin transferinde konjugasyon ve transdiiksiyon ydntemleri
yillardir kullanilmaktadir. Giiniimiizde klonlanmig cry genlerinin B. thuringiensis’e girigini
kolaylagtirmak i¢in bir¢ok E. coli-B. thuringiensis shuttle vektorleri gelistirilmistir. Bu
plazmitlerden bazilari, bagska gram pozitif bakterilerden elde edilen replikonlar
kullanirken, bazilar1 6z B. thuringiensis plazmitlerinden izole edilmis replikonlar1 kullanir.
Klonlanmis cry genlerini, yerlesik plazmitlerin i¢ine veya kromozoma, homolog
rekombinasyon araciligtyla yerlestirmek i¢in bu shuttle vektorlerine ilave olarak
integrasyonel vektorler kullanilmaktadir.

Birgok durumda B. thuringiensis konak susuna, klonlanmis cry geni transferi
toksisite i¢cin gelismis bir spektrum olusmasiyla sonuglanmaktadir. cry3Aa ve cry3Bb
genlerinin tek 0Ozelligi, sporlanmadan bagimsiz olmasidir ve durgun faz boyunca
muhtemelen faz regulatorleri tarafindan indirgenebilir veya baskilanabilir olmasidir. Bu
sporlanmada bagimsiz promotorlar, cry proteinlerine bagimli sporlasyonun {iretimini

gelistirmede yararli olabilir.
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Heterojen rekombinasyon, sadece cry genlerini ev sahibi plazmide veya kromozoma
entegre etmek i¢in degil, ilgili genleri parcalamak i¢in de ayrica kullanilabilir. Son
zamanlarda kristal proteinlerin kararliliginin alan kosullart altindaki iyilestirilmesi konusu
bliylik dikkat c¢ekmisti. Bununla miicadele etmek i¢in bilim adamlari DNA
manipiilasyonlar1 yoluna gittiler ve klonlanmig cry genlerini baska mikroorganizmalarda
ekspres ettiler. Bu tiir bir ekspresyon, Monsato bilim adamlar1 tarafindan crylAb genini
koklerde  kolonize olan Pseudomonas fluorescens bakterisinde  ekspresyon
gerceklestirilmistir. Bunun ardindan cry proteinlerinin gelismis ¢evresel iletimlerini
saglamak amaciyla ¢ok cesitli organizmalara cry geni aktarilmasi i¢in bir¢ok denemelerde
bulunulmustur. Basarili bir sekilde farkli konaga aktarilan ve ekspres edilen cry proteinleri

mevcut olup, dogadaki canlilara pozitif 6zellik kazandirmaktadir (Tablo 3).

1.5.8. Bacillus thuringiensis’ler Tarafindan Uretilen Bilesikler

B. thuringiensis suslarinin farkli toksinler trettikleri bilinmektedir. Ticari olarak
kullanilan B. thuringiensis tiriinleri ¢evreye ve insanlara zararl olan bilesikleri icermezler.
B. thuringiensis suslar1 cry ve cyt proteinlerinin disinda vejetatif biiyiime siiresince f-
ekzotoksin, fosfolipazlar, proteazlar, kitinazlar, vejetatif insektisidal proteinler (VIP) ve
antifungal  bilesikler olustururlar (Porcar ve Juarez-Perez, 2003). ViP’lerin
siiflandirilmasi, kristalleri olusturan proteinlerle iliskileri olmadigindan farklidir (Schnepf

vd., 1998).

1.5.8.1. Beta-Ekzotoksinler

Beta-ekzotoksinler (B-ekzotoksin) B. thuringiensis subsp. darmstadiensis, B.
thuringiensis subsp. galleriae, B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve B. thuringiensis
subsp. thuringiensis gibi bazi1 B. thuringiensis alttiirleri ile ilgilidir. Bu alttiirler tarafindan
sentezlenen {iriinler toksin igerirler. B-ekzotoksinler adenin, glukoz ve allarik asitten
olusur. RNA polimeraz enzimini inhibe ederek RNA’nin sentezlenmesini engeller. Bu
nedenle de Lepidoptera, Coleoptera ve Diptera takimindaki cesitli boceklere karsi toksik
etki gosterir (Glare vd., 2000; Damgaard vd., 1996).
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Tip I ve tip II olmak iizere iki tip B-ekzotoksin bulunmaktadir. Tip I B-ekzotoksinler
B. thuringiensis serotip 1, 9 ve 10 nolu suslarindan, tip II B-ekzotoksinler, B. thuringiensis
susunda yapilan arastirma sonucunda [-ekzotoksinlerin d-endotoksinleri kodlayan bir
plazmit tarafindan kodlandig1 belirlenmistir. B-ekzotoksinler bocegin sindirim sisteminde

etkisiz hale getirilmektedir. Ancak, etkili yiiksek bir doz kullanildiginda bdcekler tizerinde

etki gosterebilmektedir (Tanada ve Kaya, 1993).

Tablo 3. cry genlerinin farkli konaklarda ekspresyonu ve avantajlari (Lenin vd., 2007)

Cl:y . Mikrobiyal Konak Avantajlan Referans
proteinleri

CrylAc Pseudomonas fluorescens | Yaprak direnci 1987’den berin

Mykogen iirliniin
trtinleri

Cry3A Rhizobium Baklagillerin kokleriyle  (Stock vd., 1990)
leguminosarum boceklerin beslenmesinin

kontrolii

CrylAc Pseudomonas cepacia Tiitiinde Maduca (Stock vd.,1990)
sexta ve Heliothis
virescens’in kontrolii

Cry4B Caulobacter Su igerisinde sivrisinek  (Thanabalu vd.,
crescentus larvalarinin kontrolii 1992)

CrylVD Agmenellum Sivrisinek larvalarimin (Murphy ve Stevens,
quadruplicatum PR-6 kontrolii 1992)
(Cyanobacterium)

CrylAa Bacillus H. armigera’ya kars: tiitiin(Bora vd., 1992)
megaterium bitkisinin uzun siireli

korumast1

CrylAc Clavibacter xyli Boceklerin beslenmesinin (Lambert vd., 1994)

kontrolii

Cry2A Bacillus cereus Domates bitkisinde (Moar vd., 1994)

Heliothis
virescens’in kontrolii

CrylAa Azospirillum Gizli zararlilarin (Udayasuriyan vd.,
lipoferum kontroliinu amaglamistir  {1995)

fakat transgene kararli
degildi

Cry4A Anabaena sp. Sivrisineklerin kontrolii | Xiao Qiang vd.,

CryllA PCC 7120 1997)

CrylAc Pseudomonas Seker kamisina karsi (Herrera vd., 1997)
flurorescens Eldana saccharina’nin

kontrolii
CryllA Bacillus sphaericus Sivrisineklerin kontrolii  |(Poncet vd., 1997)
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1.5.8.2. Hemolizinler

Omurgal1 eritrositlerini pargalayan hemolizinler, omurgali bakteriyel patojenler
icinde 6nemli virulans faktorlerdendir. Genel olarak insanlarda sistematik hastaliklarin
belirlenmesinde 6nemli bir faktdrdiir. B. thuringiensis subsp. kurstaki’den saflastirilan bir
hemolizinin B. cereus’da bulunan hemolizin ile aym1 oldugu belirlenmistir (Matsuyama

vd., 1995).

1.5.8.3. Enterotoksinler

B. thuringiensis izolatlarmin B. cereus-diyarel tip enterotoksin irettikleri
bulunmustur. B. cereus enterotoksinleri B. cereus’un sindirimini izleyen besin zehirlenmesi
belirtilerinden sorumludur (Abdel Hamed ve Landen, 1994; Carlson vd., 1994). Abdel-
Hameed ve Landen (1994), Isveg topraklarindan izole edilen 40 B. thuringiensis susundan
23’intin  (B. thuringiensis subsp. kurstaki, thuringiensis, galleria, dendrolimus,
darmstadiensis ve israelensis olarak tiplendirilen) B. cereus diyarel enterotoksin
tirettiklerini  belirlemiglerdir. Damgaard ve arkadaglar1 (1996) cesitli yiyeceklerden
enterotoksin tireten B. thuringiensis suslar1 izole etmisler ve enterotoksin aktivitelerini
belirlemek icin suslarin Vero hiicreleri lizerine olan sitotoksik etkilerini incelemislerdir.
Te-Giffel ve arkadaslar1 (1997) enterotoksin iireten iki susu ilk olarak B. cereus olarak
tanimladiklarin1 daha sonra 16S rRNA problar1 kullanilarak yapilan tanimlama sonucunda

B. thuringiensis olarak tanimladiklarini rapor etmislerdir.

1.5.8.4. Ekzoenzimler

B. thuringiensis boceklere karsi patojenik etkiye sahip gesitli ekzoenzimler iiretirler.
Ornegin, B. thuringiensis tarafindan proteaz ve kitinaz peritrofik zarin yapisin1 bozarak

bagirsak epitelinden rahatlikla gegebilmektedir (Sampson vd., 1998).
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1.5.8.5. Vejetatif Insektisidal Proteinler (VIP)

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

gosterirler (Estruch vd., 1996).

1.5.8.6. Insektisidal Kristal Proteinler (ICP)

Bazi B. thuringiensis suslar1 kiigiik yapida 25-28 kDa agirliginda sitolitik (cyt)
endotoksinler tiretirler. Bunlar B. thuringiensis subsp. israelensis ve B. thuringiensis subsp.
morrisoni PG14’ den izole edilmis Cytl A ve B. thuringiensis subsp kyushuensis’den izole
edilmis Cyt2A toksinlerini igerirler (Glare ve O’Callaghan, 2000).

Cyt endotoksinler kristal yapidaki inkliizyon cisimciklerinde Cry d-endotoksinlerle
birlikte depo edilirler. B. thuringiensis subsp. israelensis’den izole edilen CytlA
endotoksini karakterize edilen ilk Cyt endotoksindir. Cytl1A endotoksini (27,3 kDa) total
kristal proteinin %  40’n1 olusturur. CytlA proteinini kodlayan genler 125 kb
blyiikliiglindeki bir plazmit {izerinde tasmir. Kristaller alkali ortam kosullarinda
coziiliirler. Coziilen CytlA toksini hem eritrositler hem de bocek hiicre kiiltiirlerine karsi
sitolitik aktivite gdosterirken, c¢oziinmeyen CytlA toksinleri higbir sitolitik aktivite
gostermezler (Glare ve O’Callaghan, 2000).

Sporulasyon sirasinda, B. thuringiensis suslarinin biiyiik bir kismu1 insektisidal 6-
endotoksinleri iceren kristal yapida inkliizyonlar iiretir. Bu proteinleri tasiyan kristaller
sporulasyondaki toplam bakteri proteininin % 20-30’unu olusturur (Boucias ve Pendland,
1998). Bu kristal inkliizyonlar monomerik yapidaki 130-140 kDa agirligindaki
proteinlerden olusur. Proteolitik enzimler tarafindan inkliizyonlarin parcalanmasi
sonucunda daha kiiclik toksik proteinler (6-endotoksinler) agiga ¢ikar. Bunlar, suslar
arasinda ¢esitlilik gosterirler fakat, ¢ogu durumlarda B. thuringiensis suslari o-
endotoksinlerin karisimini igeren inkliizyonlar iiretir. Ornegin, B. thuringiensis subsp
kurstaki HD-1 susu aymi kristalde 3 tane Cryl (130 kDa) ve iki tane Cry2 (70 kDa)

endotoksini igerir. B. thuringiensis subsp. tenebrionis’de oldugu gibi diger B. thuringiensis
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suslar1 da tek bir endotoksin tasiyabilirler (Glare ve O’Callaghan, 2000). B. thuringiensis’e

ait 0-endotoksinler, aktivitelerine gore bes 6nemli sinifa ayrilirlar (Tablo 4).

Tablo 4. Aktivitelerine gore B. thuringiensis d-endotoksinler

Gen Siifi Etkiledigi Bocek Takim Referans

cryl Lepidoptera takimina 6zgiil Schnepf vd., 1981

cry2 Lepidoptera ve Diptera takimina 6zgiil | Schnepf vd., 1981

cry3 Coleoptera takimina 6zgiil Krieg vd., 1983

cry4 Diptera takimina 6zgiil Widner ve Whiteley, 1989
crys Nematodlara 6zgiil Narva vd., 1991

Insektisidal kristal protein bilesimine bagl olarak, kristaller farkli sekillerde
bulunabilirler. Isik mikroskobu ve elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler sonucunda
baklava dilimli (bipiramidal), kiibik ve yuvarlak olmak iizere ¢esitli sekillerde kristal
yapilart belirlenmistir (Sekil 6). Baklava dilimli kristaller daha ¢ok Lepidoptera larvalarina
kars1 aktif iken, kiibik ve yuvarlak yapili kristaller hem Lepidoptera hem de Diptera
larvalarina kars1 toksik etki gosterirler (Tanada ve Kaya, 1993).

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

biyolojik aktivite arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir (Hofte ve Whiteley, 1989).

Sekil 6. Baklava dilimi seklindeki kristal yapilarin SEM goriintiisii (Kati., 2003).

Protoksinlerin, multijenik yapisi, molekiiler biiyiikliigii ve konak 6zgiinliigii Tablo
5’de goriilmektedir. Sinif 1’in cry genleri kristal inkliizyon i¢inde C ve N-uclarinda
korunan ve gomiilii olarak bulunan aktif toksin ile 130-160 kDa biyiikligiinde
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protoksinleri kodlar (Hofte ve Whiteley, 1989). CrylA(a), 1A(b) ve 1A(c) proteinler, %
80°den daha fazla birbirlerine benzemektedirler (Hofte ve Whiteley, 1989). CrylB ve
Cry1C protoksinler sirasiyla % 58 ve % 67 CrylA(a) protoksinine benzerdir (Hofte ve
Whiteley, 1989).

Tablo 5. Protoksin ve toksinlerin molekiiler biiyiikliikkleri, multijenik yapisi
(Rukmini vd., 2000).

Gen | Alt Simf | Etkiledigi Canli Gruplan Pr((l)(t](;l;;m {E]l;s;;l
cryl 1A(a) Lepidoptera 130-160 60
1A(b) Lepidoptera/Diptera 130-160 60
1A(c) Lepidoptera 130-160 60
1B Lepidoptera 130-160 60
1C Lepidoptera 130-160 60
1D Lepidoptera 130-160 60
1E Lepidoptera 130-160 60
1F Lepidoptera 130-160 60
cry2 2A Lepidoptera/Diptera 70-71 65
2B Lepidoptera 70-71 65
2C Lepidoptera 70-71 65
cry3 3A Coleoptera 73 55
3B Coleoptera 73 55
3C Coleoptera 73 55
3D Coleoptera 73 55
cry4 4A Diptera 134 4648
4B Sivrisinek 128 4648
4C Karasinek 58 ?
4D Nematod 72 30
crys 5 Nematod 81.2 k

1.5.9. insektisidal Kristal Proteinlerinin Yapisi

B. thuringiensis’in Cry ve Cyt proteinleri por olusturan toksinler olarak
isimlendirilen bakteri toksinleri sinifina aittir. Por olusturan toksinler a-sarmal ve [-
tabakali toksinler olmak tizere iki temel grupta incelenirler. a-sarmal toksin grubunda
kolisinler, ekzotoksin A ve ii¢ bolgeli Cry toksinler yer almaktadir. B-tabakali toksin
grubunda ise aerolizin, a-hemolizin, antraks koruyucu antijen ve Cyt toksinleri yer

almaktadir (Parker ve Feil, 2005).
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B. thuringiensis subsp. tenebrionis’in 3-endotoksininin aktif kisminin kristal yapisi
X-151n1 kristalografisi ile belirlenmistir (Li vd., 1991). Aktif toksin ii¢ ayr1 etkin bolgeden
olusmaktadir (Sekil 7) (Hofte ve Whiteley, 1989; Li vd., 1991). Bolge I, bocek bagirsagina
tutunma ve delik olusumundan sorumludur. Boélge II'nin bdcek bagirsagindaki epitel
hiicrelerindeki reseptorlere baglanma ile ilgili goérevi vardir. Bolge III’iin fonksiyonu
hakkinda herhangi bir bilgi mevcut degildir. Ancak, diger bir goriise gore Cry toksinin
bagirsak proteazlan tarafindan parcalanmasini onler (Li vd., 1991). Diger bir goriise gore
de iyon kanallarinin olusumundan, reseptdr baglanmasindan ve bocek 6zgiinliiglinden

sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir.

BOLGE 3

BOLGE 1

BOLGE 2

Sekil 7. Insektisidal kristal proteinlerin {i¢ boyutlu kristal yapisi
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Proteinler aktivitelerine bakilarak gruplandirilabilirler. Bu sekilde smiflandirilmis

kristal proteinler etki ettikleri bocek tiirlerine gore farkli siniflara ayrilirlar (Tablo 6).

Tablo 6. Etkili olduklar1 hedef bocek tiirlerine gore kristal proteinler ve bu bocek tiirlerinin
ait olduklar1 bocek gruplari

Bocek Grubu Hedef Bocek Tiirleri Kristal Protein
Plutella xylostella Cryl, Cry9, Cryl5
Spodoptera exigua

Lepidoptera Malocosoma disstria
Bombyx mor

Diptera Psychoda alternata Cry4, Cry10, Cry 11, Cry 16,
Dixa spp. Cry 19, Cry 20, Cry 24,
Tipula paludosa Cry 25, Cry 27, Cry 29,
Chironomus plumosus Cry 30, Cry 39, Cry 40

Lepidoptera Heliothis virescens Cry2

ve Diptera Trichoplusia ni
Manduca sexta

Coleoptera Leptinotarsa decemlineata
Diabrotica undecimpunctata | Cry3, Cry7, Cry8, Cry14,
Melolontha melolontha Cry 34, Cry 35, Cry 36,
Agelastica alni Cry 38
Pyrrhalta luteola
Lasioderma serricorne
Anomola cuprea

Hymenoptera Monomorium pharaonis Cry22

Nematot Caenorhabtidtis elegans Cry5, Cry6, Cryl2, Cry13,

Cry21

1.5.10. insektisidal Kristal Proteinlerin Simiflandirilmasi

B. thuringiensis’in insektisidal aktivitesi insektisidal kristal proteinleri (ICP)

sayesinde gerceklesmektedir. Insektisidal kristal proteinleri sirasiyla cry (kristal) ve cyt

(sitolitik) genleri tarafindan kodlanan kristal ve sitolitik proteinleri icerir. Hofte ve

Whiteley (1989) kristal proteinleri, insektisidal aktivitesine ve molekiiler iliskilerine gore 5

biiyiikk smifa ayirmistir (Tablo 4). Ayri bir siniflandirmada da, B. thuringiensis subsp.

israelensis ICP’de ve bazi diger B. thuringiensis alttiirlerinde bulunan 6zgiin olmayan

sitolitik bir faktdrii kodlayan sitolitik (cyt) genler igin kullanmilmaktadir. iki veya ii¢ bocek

grubunu kapsayan bir aktivite spektrumuna sahip olan yeni tiirlerin kesfi ile beraber bilim
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adamlar1 aminoasit sira homolojisine dayanan yeni bir simiflandirma sistemi
gelistirmiglerdir (Schnepf vd., 1998).

Yeni smiflandirma planini anlatan sema Cry proteinlerinin aminoasit sirasina
dayandirilarak filogenetik bir agacin olusturulmasiyla gosterilmistir. Bu filogenetik agacin
dallanma noktalar1 proteinlerin benzerlik olarak birbirinden uzaklastigi noktalar1 temsil
eder. % 95, % 78 ve % 45 oranindaki benzerlikler farkli siniflar1 tanimlayan sinirlar
gosterir (Crickmore, vd., 1998). B. thuringiensis’in Cry proteinlerinin filogenetik agacinin
kismi sematik goriiniisii (Sekil 8)’deki gibidir. Farkli arka plan renkleri farkli siniflandirma
kisimlarini belirtir. Cryl ve Cry7 % 45’den daha az benzerlik igerir, CrylA ve CrylF
arasindaki benzerlik % 45 ile % 78 arasindadir ve CrylAb ve CrylAe arasindaki
benzerlik % 78 ile % 95 arasindadir.

Primer grup Sekonder grup Tersiyer grup
CrylAb

CryvlA

CryvlAe
Crvl

CrvlFa

CrvlF CrylFb
Crv7Aa

Crv7 Cry7A —
: ' Cry7Ab

| [ | | I I |
30 40 50 60 70 80 90

Sekil 8. B. thuringiensis’in Cry proteinlerinin filogenetik agacinin kismi sematik
gorunusu

Hofte ve Whitely (1989) siniflandirma sistemini kullanildigi zaman bazi benzer
sinirlamalara sahip olmaktadir. B. thuringiensis toksinlerinin gosterdigi homoloji farkli
insektisidal spektrumlara sahiptir. Ornegin, cry2A geni Lepidoptera ve Diptera takimima

kars1 toksik iken, cry2B geni sadece Lepidoptera takimina kars1 toksiktir.
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Genom dizilimi iizerine yapilan ¢alismalar sonucu iiretilen verilerin saglikli bigimde
diizenlenmesi, yeni bir nomenklator paradizmini ortaya c¢ikarmaktadir. Bu kapsamda,
revize edilen yeni bir sisteme ihtiyag duyulmaktadir. Bacillus Genetik Stok Merkezi’nin
1998 yilinda bagkani olan Neil Crickmore, yeni Cry ve cyt genlerinin siniflandirmasini
aminoasit benzelik ylizdelerine gore belirlemistir (Sekil 9).

Neil Crickmore tarafindan revize edilmis nomenklatériin bazi 6nemli 6geleri
asagidaki gibidir.

I.  Uriinleri % 45’ten az aminoasit siralama homolojisini paylasan cry genleri,
birincil dereceden numaralandirilmig farklt Arabik numaralariyla karakterize edilir,
(6rnegin, cryl, cry2 gibi).

II. Uriinleri % 78’den az aminoasit siralamas1 homolojisi gdsteren ayni birinci
derecenin cry genleri, ikinci derecelerden biiyiik harfler kullanilarak ayrilir (6rnegin,
crylA, crylB gibi).

I1. Uriinleri % 95’den daha az amino asit siralama homolojisi paylasan ayni birinci
ve ikinci sirada olan cry genleri, kiiciik harfler kullanilarak doérdiincii dereceden ayrilmis
olur (6rnegin, crylAa, cryl Ab gibi).

IV. Uriinleri farkli aminoasit siralamasinda olan, ancak birbiriyle % 95’in {izerinde
benzerlik gosteren cry genleri, baska bir arabik numara ile ayr1 bir dordiincii derece

seklinde verilir (6rnegin, crylAal, cryl Aa2 gibi).
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1.5.11. insektisidal Kristal Protein (ICP)’lerin Hedef Boceklerdeki Etki
Mekanizmasi

B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
takimlarindaki hassas boceklere karsi cry ve cyt genlerinin olusturdugu aktif insektisidal
kristal proteinler sayesindedir. Insektisidal proteinlerin etkili olabilmesi i¢in bocekler
tarafindan sindirilmesi gerekir. Genel olarak endotoksinler ile muamele edilmis
yiyeceklerin tiikketimi, Lepidoptera larvalarinin beslenmesinin durmasina ve bagirsagin felg
olmasina neden olur. Toksinlerin yiiksek dozuyla beslenen larvalar genel bir felg olay1
gecirir ve Oliir (Glare ve O’Callaghan, 2000).

ICP’ler normal kosullar altinda ¢oziinmeden durabilirler. Bu nedenle insanlar ve
diger yiiksek organizma gruplari i¢in bir risk olusturmazlar. Buna karsilik pH 9,5°de
coziinebilir 6zellik tasimalart kristal proteinlerine yogun bir insektisit 06zelligi
kazandirmaktadir. 6-endotoksinler, bagirsakta ¢oziinerek protoksine doniisiir. Daha sonra
bagirsak enzimleri tarafindan protoksinler pargalanarak, aktif toksinler elde edilir. Aktif
toksinler bagirsak epitel hiicrelerinin reseptorlerine tutunarak, bocegin bagirsak duvarini
felce ugratir ve sonra burayi tahrip ederek gozenekler olustururlar. Bdylece, bagirsakta
bulunan besin artiklar1 bocek viicuduna ve kana karigir. Zehirlenen bocek, toksin aktivitesi
sebebiyle hemen Olebilecegi gibi 2-3 giin igerisinde kan zehirlenmesi sonucu da 6lebilir. B.
thuringiensis’in larvalar {izerinde sebep oldugu semptomlar; yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, sivi halde digki ¢ikarma, kusma ve viicut igeriklerinin kahverengiden
siyaha dontlismesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994).

B. thuringiensis’in hedef bocek iizerindeki mekanizmasi Schnepf ve arkadaslar
(1998) tarafindan 6zetlenmistir:

1. Spor ve ICP olusturmus B. thuringiensis’in larva tarafindan sindirilmesi,

2. Orta bagirsakta kristal seklindeki ICP’nin ¢oziinmesi,

3. Proteazlar ile ICP’nin aktiflestirilmesi,

4. Orta bagirsak hiicre membranindaki 06zgiin reseptorlere aktif ICP’nin

baglanmasi,

5. Hiicre membranina toksinin eklenmesi ve bagirsak hiicre membraninda kanallar

ve deliklerin olusumu ve bunun sonucunda da epitel hiicrelerinin parcalanmast,

6. Larvada fazla miktarda B. thuringiensis’in ¢ogalmasi ve olusan kan

zehirlenmesinin 6liim oraninin artirmasi (Sekil 10).
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ICP’lerin 6zgiin reseptorlere baglanmasinin insektisidal etki spektrumuyla ilgili
oldugu tespit edilmistir. Van Rie ve arkadaslar1 (1989), tiitiin kurdu (Heliothis virescens)
ve domates kurtlarimin (Manduca sexta) firca seklindeki membran vesikiillerine
baglandiklarini gdstermistir. Fakat, baglanma yerlerinin sayis1 farklidir ve degisik biyolojik

aktiviteler gosterir. Baglanma yerleri i¢in biitiin boceklerde toksin ilgisi ayn1 degildir.

Kristallerin cozinmesi ve  Toksinlerin bagisak epitelindeki

tolcsinlerin alktivasyom reseptorlere baglanmam‘
I Epitel
D —
l / Bagwsak

~ membramndala delilder

Balkterilerin cogalmas:

Sekil 10. Bacillus thuringiensis’in hedef boceklerdeki mekanizmasi (URL-2, 2002).

Cyt toksinler ise protein reseptorlerine baglanmazlar ve dogrudan zar lipitleri ile
etkilesime girerek zardan igeri girer ve por olustururlar.

B. thuringiensis subsp. israelensis ile muamele edilmis sivrisinek larvalar1 genel
olarak muameleden sonraki bir saat i¢inde beslenmeyi durdururlar, iki saate kadar aktivite
azalir ve genel sindirimden sonra alti saat iginde felg olay1 gergeklesir. Diger B.
thuringiensis izolatlarinin ¢ogu B. thuringiensis subsp. israelensis’teki kadar hizli bir
etkiye sahip degildir. Beslenmenin durmasi B. thuringiensis sporlarmin ve toksinlerinin
sindiriminden sonra olusabilir. Bununla birlikte, kinkanatli boceklerde ve tirtillarda 6liim
yalnizca geng larvalar i¢in hizlidir (1-2 giin) ve daha biiyiik larvalar icin bir haftadan daha

uzun zaman alir (Glare ve O’Callaghan, 2000).
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1.5.12. Bocek Populasyonlarimin Bacillus thuringiensis’e Direncliligi

Kimyasal insektisitlerin kullanimindaki artislar, bdcek populasyonlari arasinda
kimyasallara karst direngliligin gelismesine yol a¢cmustir. Bu durum, ilginin kimyasal
insektisitler yerine, B. thuringiensis’e dayali preparat ve biyoformiilasyonlara kaymasini
saglamistir. McGaughey (1985), B. thuringiensis formiilasyonu uygulanmis, tahil
ambarlarindaki Hint unu giivesi populasyonunun, yiiksek oranda LCsy degerleri gosterdigi
rapor edilmistir. B. thuringiensis insektisitlerine daha, Plutella xylostella’nin
populasyonunda tespit edildi. Yakin ge¢miste de Maagd ve arkadaslar1 (1999), B.
thuringiensis toksinlerinin, boceklerin direng gelistirmelerinde bir istisna olmadigini ortaya
koydu. Cryl1A ve CrylAc proteinlerine direng gelistirilmesi, Colorado patates bocegi ve
P. xylostella’da tespit edildi. Kiiresel olarak P. xylostella’nin B. thuringiensis subsp.
kurstaki’ye kars1 direng gelistirmesi Florida, Japonya, Filipinler ve Cin’de rapor edilmistir.
Yakin ge¢misteki laboratuar ¢alismalari, 10. jenerasyonun sonunda Helicoverpa armigera
icin CrylAc delta endotoxin’e karsi direncte 76 kat artis oldugunu agiga cikti. Son
zamanlarda, B. thuringiensis §-endotoksinine gosterilen direngteki bu yiikselme nedeniyle
bilim adamlari, boceklerdeki direng artisi ile ilgili mekanizmay1 anlamak i¢in yapilacak
caligmalar1 iistlenmek zorunda kaldilar. Birgok farkli direngli populasyonlar iizerinde
yapilan calismalar sonucunda, direncin asil sebebinin, firga membran yapist oldugu
gosterilmistir. Bunun tersine, Gould ve arkadaglarinin (1992) yaptig1 arastirmalar, B.
thuringiensis toksinlerine karsi gelistirilen ¢apraz direnci modellemistir. Bu c¢apraz
direncin sebepleri, protoksinlerin proteolizisi veya larvanin bagirsaktaki kristallerin azalan
solubilizasyonu olarak ortaya konulmustur.

Laboratuar kosullarinda farkli bocek tiirlerinde B. thuringiensis’e karsi direnglilik
tespit edilmistir (Schnepf vd., 1998). Direnglilik tespit edilen boécek tiirleri Plodia
interpunctella, Cadra cautella, Leptionatarsa decemlineata, Chrysomela scripta,
Tricholplusia ni, Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Ostrinia
nubilalis ve Culex quinquefasciatus tiirleridir (Schnepf vd., 1998). Direng olusturan B.
thuringiensis suslari, B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp. israelensis,
B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve diger B. thuringiensis alt tiirleridir.

Bir ¢esit giive olan P. xylostella’nin B. thuringiensis subsp. kurstaki ve B.
thuringiensis subsp. aizawai’ya karsi direng gelistirdigi Hawai, Filipinler, Endonezya,

Malezya, Orta Amerika ve bazi Amerika sehirlerinde goriilmiistiir (Schnepf vd., 1998). B.
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thuringiensis de direnglilik ile ilgili yaygin goriis, zararliyr kontrol etmek igin B.

thuringiensis ve B. thuringiensis toksin genlerini kullanma ile basarilabilmistir.

1.5.13. Bacillus thuringiensis Suslarimin Biyoteknolojisi

B. thuringiensis suslari ¢esitli zararlilarin miicadele etmeni olarak giiniimiizde yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. B. thuringiensis {iiriinleri biyopestisit pazarinin % 95’ini
olusturmaktadir. Bu iiriinlerin ¢ogu 33 yil 6nce izole edilen B. thuringiensis subsp. kurstaki
HD-1 izolat orijinlidir. B. thuringiensis’in olusturdugu B-ekzotoksin ve 3-endotoksinler
tarim zararlilarina kars1 kullanilmaktadir. En fazla kullanilan $-endotoksin, Lepidoptera,
Diptera ve Coleoptera takimlarindaki larvalara kars1 etkili olmaktadir. Tarim zararlilarina
kars1 kullanilan B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp. israelensis, B.
thuringiensis subsp. tenebrionis ve diger suslarindan elde edilen iiriinler Tablo 7 - 9°de

goriilmektedir.

Tablo 7. Lepidoptera takimi zararlilarinin biyolojik miicadelesinde kullanilan ticari
B. thuringiensis preparatlari

Ticari Ad1 Firmanin Adi B. thuringiensis suslari
Bactospeine Abbott kurstaki HD-1
Biobit Abbott kurstaki HD-1
Dipel Abbott kurstaki HD-1
Florbac Abbott aizawai

Foray Abbott kurstaki HD-1
XenTari Abbott aizawai
Cordalene Agrichem kurstaki HD-1
BMP 123 Becker kurstaki HD263
Biobest-Bt Biobest kurstaki HD-1
Bacticide Cequisa kurstaki HD-1
Worm Wipper | Cape Fear Chemicals kurstaki HD-1
Collapse Calliope kurstaki HD-1
Baturad Cequisa kurstaki HD-1
Condor Ecogen kurstaki EG2348
Crymax Ecogen kurstaki EG7841
Cutlass Ecogen kurstaki EG2371
Lepinox Ecogen kurstaki EG7826
Raven Ecogen kurstaki EG2424
Ecotech Bio Ecogen/ AgrEvo kurstaki EG2371




Tablo 7’nin devami
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Ticari Ad1 Firmanin Adi B. thuringiensis suslari
Ecotech Pro Ecogen/ AgrEvo kurstaki EG2348
Jackpot Ecogen/ Intrachem kurstaki EG2424
Rapax Ecogen/ Intrachem kurstaki EG2348
Forwarbit Forward International | kurstaki HD-1
Bio-Worm Green Light Co kurstaki HD-1
Killer

Bactospeine Koppert kurstaki HD-1
Koppert

Guardjet Mycogen/ Kubota kurstaki CrylAc
Maatch Mycogen kurstaki CrylAc, aizawai CrylC
M/C Mycogen aizawai CrylC
M-Peril Mycogen kurstaki CrylAc
MVP Mycogen kurstaki CrylAc
Bactec BT 16 Plato Industries kurstaki EG2348
Bactec BT 32 Plato Industries kurstaki HD-1
Insectobiol Samabiol kurstaki HD-1
Bactosid K Sanex kurstaki HD-1
Soilserv BT Soil Serv Inc kurstaki HD-1
Agrobac Tecomag kurstaki HD-1
Able Thermo Trilogy kurstaki M-200
Agree Thermo Trilogy aizawai GC-91
Costar Thermo Trilogy kurstaki SA-12
Delfin Thermo Trilogy kurstaki SA-11
Desing Thermo Trilogy aizawai GC-91
Javelin Thermo Trilogy kurstaki SA-11
Thuricide Thermo Trilogy kurstaki HD-1
Turex Thermo Trilogy aizawai GC-91
Vault Thermo Trilogy kurstaki SA-11
Larvo-Bt Troy Biosciences kurstaki HD-1
Troy-Bt Troy Biosciences kurstaki HD-1
Ringer BT Verdant Inc kurstaki HD-1
Safer BT Verdant Inc kurstaki HD-1
BT 320 Wilbur Ellis Inc kurstaki HD-1

Copping (1998), CPCR (1998), CDMS (1998), CEPA/DPR (1998)




Tablo 8. Diptera takim1 zararlilarinin biyolojik miicadelesinde kullanilan ticari
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B. thuringiensis preparatlari

Ticari Ad1 Firmanin Adi B. thuringiensis susu
Bactimos Abbott B.t. israelensis
Gnatrol Abbott B.t. israelensis
Skeetal Abbott B.t. israelensis
VectoBac Abbott B.t. israelensis
Acrobe American Cyanamide B.t. israelensis
Aquabac Becker Microbiol B.t. israelensis
BMP Becker Microbiol B.t. israelensis
Bactis Caffaro B.t. israelensis
BTI Granules | Clarke Mos. Cont. B.t. israelensis
Prehatch SG Meridian B.t. israelensis
Vectocide Sanex B.t. israelensis
Summit Summit Kimyasallar1 B.t. israelensis
Bactimus

Summit Summit Kimyasallar1 B.t. israelensis
Mosquito Bits

Tekar Thermo Trilogy B.t. israelensis

Copping (1998),

Tablo 9. Coleoptera takimi zararlilarinin biyolojik miicadelesinde kullanilan ticari

CPCR (1998), CDMS (1998), CEPA/DPR (1998)

B. thuringiensis preparatlari

Ticari Adi Firmanmin Adi B. thuringiensis suslari
Ditera Abbott B.t. tenebrionis
Novodor Abbott B.t. tenebrionis

Raven Ecogen B.t. kurstaki (EG2424)
M-Trak Mycogen B.t. tenebrionis/Cry 3A
Trident Thermo Trilogy B.t. tenebrionis

Copping (1998), CPCR (1998), CDMS (1998), CEPA/DPR (1998)

Tarimda biyolojik pestisitlerin kullanimi1 sentetik kimyasal pestisidlerinin yaninda
onemli derecede geri kalmigtir. Buna ragmen, bazi kesimler B. thuringiensis’in gelecekteki
gelisimini favori gormektedir. 6-Endotoksinler, memelilere, kuslara, kara ve suda
yasayanlara ve siirlingenlere patojen degildir. Ancak, bocek ve omurgasiz zararlilarina
kars1 etkili olmaktadir. Cry orjinli pestisitler genellikle diisiik maliyetle elde edilmektedir.
Ornegin, B. thuringiensis subsp. israelensis’ten elde edilen iiriinler sentetik kimyasal
pestisitlerin 1/40 daha ucuzuna mal olmaktadir (Becker ve Margalit, 1993). Ayrica, Cry
proteinlerin mekanizmasi bilinen sentetik kimyasallarin mekanizmasindan tamamen

farklidir.
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B. thuringiensis toksinleri bir araya getirilerek farkli bocek gruplari tizerinde
kullanilmaktadir. Honee ve arkadaglari (1990), CrylAb ve CrylAc proteinlerinin
birlestirilmesi ile her ikisinin de toksik 6zelligine sahip bir hibrid meydana getirmislerdir.
CrylAa, Cry3A ve Cry3B2’nin kristal yapilart incelenmistir (Cody vd., 1992; Li vd.,
1991). Ayrica, kismi fonksiyonlari, biyokimyasal ve genetik 6zelliklerine bakilarak farkli
bolgelere ayrilmislardir (Thompson vd., 1995). Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak
elde edilen ICP’ler sayesinde, B. thuringiensis toksinlerine karsi bocegin direng kazanmasi
engellenmis olmaktadir.

B. thuringiensis’in konak secimi ve patojenitesi hem rekombinant hem de
rekombinant olmayan yollar kullanilarak arttirilmaktadir. Ornegin, bir B. thuringiensis
susunun plazmit yapis1 rekombinant DNA yontemlerini kullanmadan degistirilebilir. ICP
genleri konjugasyon benzeri bir islem ile suslar arasinda transfer edilebilir. Zayif aktiviteli
ICP genlerine sahip ya da ICP genli plazmitleri kaybeden bir varyantin degerini artirmak
i¢cin insektisidal aktivitesi yliksek olan ICP’leri iceren plazmitler kullanilir. Ciinkii, farkli
ICP’ler farkli konaklara kars1 etkilidir. ICP genlerinin kombinasyonu ve manipulasyonu
hem bakterinin virulansin1 hem de konak se¢imini temelinden etkilemektedir.

Genetik yontemler kullanilarak, yeni B. thuringiensis suslarina ICP genlerinin
kombinasyonlar1 yapildi. B. thuringiensis klonlama vektor sistemi, E. coli ya da B.
thuringiensis’te ICP genleri i¢eren rekombinantlarin segimi sayesinde gelistirildi (Carlton,
1996). Bu sistem sadece B. thuringiensis DNA’s1 igeren B. thuringiensis suslarinin
tiretimine miisaade eder. B. thuringiensis transpozon sistemi, yeni ICP kombinasyonlu
suslarin se¢imini ve klonlamay1 kolaylastirir.

Son zamanlarda genetik mithendisligi B. thuringiensis toksinlerine alternatif dagitim
sistemleri saglamak i¢in kullanilmistir. Bécek zararlilarina karsi {iriin koruma igin spreyli
B. thuringiensis’ler tercih edilmektedir. B. thuringiensis’in arazi sartlarinda siirekliligi
zayiftir. Tekrar tekrar araziye uygulamak gerekmektedir. Bu sorunu ¢dzmek i¢in iki yol
kullanilmigtir. Normalde boceklere patojen olmayan Pseudomonas fluorescens susuna ICP
genleri klonlanmistir (Carlton, 1996). Digerinde ise B. subtilis’in spoOA mutant susu,
Coleopteraya kars1 aktif olan cry3A’y1 ekspres etmek icin kullanildi (Lereclus vd., 1995).
SpoOA geni sporulasyonun baglangicinda meydana gelir ve bu genin bozulmasi
sporulasyonu engeller. Sporlar olugsmaz ve insektisidal toksin hiicre iginde kapsiillenir.
Boylece toksin kismen korunmus olur. Bu sayede d—endotoksinler ultraviyole 1siktan ve

zararli yaprak enzimlerinden korunur. Béylece arazi ortaminda devamliligi artirilmis olur.



40

Bu iki yeni formulasyon B. thuringiensis igerikli biyopestisitlerin daha kararli olmasini

saglamaktadir.

1.6. Calismanin Amaci

Glinlimiizde, tarim ve orman zararlilariyla miicadelede kimyasallar yerine, biyolojik
etmenler tercih edilmeye baslanmistir. Biyolojik miicadele amaciyla entomopatojenik
bakterilerin kullanim1 yaygin olarak tercih edilmektedir. Tarim zararlilarina karsi en
yaygin kullanilmakta olan entomopatojenik bakteri Bacillus thuringiensis’tir. B.
turingiensis suslarini 6ne ¢ikaran, zararlilar iizerinde insektisidal etkiye sahip olan cry gen
icerikleridir. Zararlilarla miicadelede ekonomik ve ekolojik olarak biiyiik 6nem ve avantaja
sahip yeni B. thuringiensis izolasyonu, karakterizasyonu ve bunlarin cry gen igeriklerinin
arastirilmast ¢aligmalart giiniimiizde de hizla devam etmektedir. Saglanan basarilar
acisindan yerel izolatlarin zararlilarla miicadelede olduk¢a 6nemli oldugu da bilinmektedir.

Bu ¢alismada, dogal kosullarda olii olarak bulunan Malacosoma neustria’dan izole
edilen Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki bakterisinde tespit edilen cry2Ab geninin
karakterizasyonu, baz ve aminoasit siralarinin belirlenmesi ve E. coli’de ekspres edilmesi
ve elde edilen proteinin Lepidoptera takimindan Malacosoma neustia ve Diptera
takimindan Rhagoletis cerasi larvalar1 tizerindeki insektisidal aktivitesinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu sayede tarim ve ormancilikta zararli boceklere karst kullanilabilecek
insektisidal aktivitesi yiiksek, direnglilik problemi agilmig, bir mikrobiyal miicadele

materyali elde edilmesi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bacillus thuringiensis MnD Bakterisi ve Biiyiime Kosullari

Bu c¢alismada kullanilan Bacillus thuringiensis bakterisi, Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuar: kiiltiir
stogundan temin edilmistir. Bu bakteri daha 6nce Kati1 ve arkadaslar1 (2005) tarafindan
Malacosoma neustria’dan izole edilmis ve Bacillus thuringiensis MnD olarak
adlandirilmistir. B. thuringiensis MnD bakterisi i¢in yapilan tiim biyokimyasal, molekiiler
caligmalar ve Ozellikle H-serotiplendirme sonucu bakterinin B. thuringiensis subsp.
kurstaki oldugu tespit edilmistir (Kat1 vd., 2005).

B. thuringiensis MnD bakterisi Niitrient agar (NA; Merck) ve Luria Bertani
besiyerlerinde (LB;1 litre LB i¢in; 10 g Triptone, 5 g NaCl, 5 g Maya 06zii)) 30°C’de
bilyiitiildii.

2.2. Bacillus thuringiensis MnD’den DNA izolasyonu

B. thuringiensis MnD’den genomik DNA’nin izolasyonu, Sambrook ve arkadaslar
(1989) tarafindan agiklanan yonteme gore yapildi. Calismada kullanilan Bacillus
thuringiensis bakterisi, LB besiyerinde, 30°C'de gece boyu inkiibe edildi. Elde edilen
kiiltiir iki kez oda sicakliginda 13,000xg’de 3-4 dakika santriflij edilerek ¢oktiiriildii.
Stipernatant kismi uzaklastirildi ve pellete 500 pl TE tamponu (10 mM Tris-HCI; 1 mM
EDTA, pH 8) ilave edilerek, pellet ¢6ziildii. Daha sonra her bir tiipe 10 pg lizozim ilave
edilerek vortekslendi ve 37°C'de 1 saat bekletildi. Hiicrelerdeki proteinlerin parcalanmasi
icin 50 pul % 10’luk SDS eklenerek, 37°C'de 30 dakika bekletildi. Sonra tiipe 3 M’lik 0,1
hacim sodyum asetat (pH 5,2) eklendi ve 65°C'de 10-30 dakika alt-iist edilerek hiicrelerin
parcalanmasi saglandi. Karigima 500 pl fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave
edildi, tekrar alt-list edilerek karistirild1 ve 5 dakika 13000xg’de santrifiij edildi. Tiipiin {ist
kismindaki sivi alinip, temiz bir tlipe birakildi. Bu tiipe tekrar 500 pl kloroform eklendi ve
alt-list edilerek 13000xg’de tekrar 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki kez

tekrarlandiktan sonra, tizerlerindeki sivi kisim alindi. Bu s1vi kisma 0,1 hacim 3 M sodyum
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asetat ve 2 hacim % 96’lik etanol ilave edildi ve -20°C'de 30 dakika bekletildi. Daha sonra
13,000xg’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist kistmdaki siv1 uzaklastirildi. Pellete 500 ul %
70°lik etanol ilave edilerek tekrar 13,000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Ust kisimdaki s1vi
uzaklagtirilarak pellet agik havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 100 ul ddH20O’da
¢Oziildii ve -20°C'de muhafaza edildi.

2.3. cry2Ab Geninin Cogaltilmasi

B. thuringiensis MnD bakteri DNA’s1 daha 6nce yapilan ¢alismalarda cry2 genel
primeri ile ¢ogaltildi. Buna gore cry2 geninin B. thuringiensis MnD bakterisinde varligi
tespit edildi (Kat1 vd., 2005).

Literatiirde bulunan B. thuringiensis bakterilerinin farkli cry genlerini igerdigi
bilinmektedir. Ayrica, B. thuringiensis bakterilerinin bu genlerin farkli alt gruplarini ihtiva
ettikleri de literatiirde belirlenmistir. M. neustria zararlisindan izole edilen B. thuringiensis
izolatinin Cry2 geninin hangi alt grubunu ihtiva ettigini belirleyebilmek i¢in bu cry2A
genini ¢ogaltan genel dejenerat primerler dizayn edildi (Tablo 10). Bunun icin gen
bankasinda mevcut olan ve B. thuringiensis bakterilerine ait olan cry2A genlerine ait
niikleotid siralar1 elde edildi ve bu siralar Clustal W Multiple Sequence Alignment
programi yardimiyla alt alta dizilerek karsilastirildi. Genlerin baslangic ve bitis kisimlarini
cagaltacak sekilde dejenerat primerler dizayn edildi. Calismamizda kullandigimiz B.

thuringiensis’in cry2A gen igerigi bu primerler yardimiyla arastirildi.

Tablo 10. cry2A genlerine ileri ve geri ait dejenerat primer dizileri

Primer Sira (5°-3’)
Cry2A Fw U 5’-GGCATATGAATAVTTTGAATARYSGAARAAM-3°
Ndel
Cry2ARv U 5’GGAAGCTTTCATTAATAAAGTGGTGRAAKWTTAGTTGGH-3’
HindIIT

Fw U': ileri Genel Primer, Rv U": Geri Genel Primer

cry2Ab geni yukaridaki primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Reaksiyonlar 50
ul’lik son hacimde gergeklestirildi. Her bir tiipe 2,5 iinite diizeltme aktiviteli DNA
polimeraz (Promega), 5 ul 5x PZR tamponu (10mM Tris-HCI, pH 8,3), 3 ul 2,5 mM
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MgCly, 1,5 pul 1mM ileri primeri, 1,5 ul 1mM geri primeri, 1 pl 10 mM dNTP’den ve 2 pl
genomik DNA birakilarak steril ddH,0 ile 50 pl’ye tamamlandi.

PZR kosullar1 94°C’de 3 dakikalik denatiirasyondan sonra 10 dongii olacak sekilde
94°C’de 1 dakika, 45°C’de 1 dakika ve 72°C’de 3 dakika sonra 25 dongii olacak sekilde
94°C’de 1 dakika, 48°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika ve son olarak da 72°C’de 10
dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi. PZR sonucunda olusan
DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden % 1°lik agaroz jelde yliriitiilerek,

jel goriintiileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi.

2.4. cry2Ab Geninin pGEM-T Easy Vektore Klonlanmasi

PZR reaksiyonu ile ¢ogaltilan Cry2A geni agaroz jelden kesilerek Nucleospin Extract
DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden temizlendi. Jelden temizlenen
DNA fragmentleri, pPGEM-T Easy vektore (Promega) 3 DNA fragmenti 1 vektor oraninda
(0,3 ug DNA fragmenti ve 0,1 pg pGEM-T Easy Vektor) klonlandi. Reaksiyonlar her bir
gen i¢in 1pl pGEM-T Easy vektort, 7,5 pl 2x ligasyon tamponu, 1 ul T4 DNA ligaz ve 5,5
ul DNA fragmenti bir araya getirilerek 15 pl’lik hacim i¢inde gerceklestirildi. Karigim
16°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.5. cry2Ab Geninin Elektrokompotent E. coli DH10p’ya Aktarim

Petriye ekilmis E. coli DH10f hiicrelerinden tek bir koloni alinip, NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) siv1 besiyerine asilandi ve 37°C’de gece boyunca biiyiitiildii.
Bu taze kiiltiirden fazla miktarda LB sivi besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi.
Hiicreler, 37°C’de yogunluklar1 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 olacak sekilde biiytitiildii.
Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dakika buz {izerinde
bekletildi. Ardindan 4°C’de 4.000xrpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim
uzaklastirildi ve pellet iki kez soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda tekrar santrifiij
edildi. Pellet % 10’luk soguk gliserolde ¢oziildii ve 5.000xrpm’de 4°C’de 15 dakika
santrifiij edildi. Tekrar iist kisim uzaklastirildi ve pellet az miktarda % 10’luk gliserol
icinde siispansiyon haline getirildi. Elde edilen kompotent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine

boliindii (50 pl’lik hacimlerde) ve -80°C’de saklandi.
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Yukaridaki isleme goére hazirlanan elektrokompotent E. coli DH10p hiicrelerinden 2
tiip alinarak buza yerlestirildi. Tiiplerin birine 3 pl ligasyon iirlinii birakilirken, digeri
kontrol olarak kullanildi. Tipler iyice karistirildi ve tekrar 1 dakika buzda bekletildi.
Tiiplerdeki karigimlar, elektroporasyon kiivetlerine aktarildi ve elektroporasyon cihazi
(BioRad Micro Pulser)’nin elektriksel tetik kismina yerlestirilerek elektrik uygulandi.
Kiivetler cihazdan aliarak iglerine 1 ml LB besiyeri eklendi ve karistirildi. Daha sonra
tiim karigim steril bir cam tiipe birakilarak 37°C’de 200 rpm’de 1 saat boyunca biiyiimeye
birakildi. Inkiibasyondan sonra biiyiiyen kiiltiirler ependorf tiiplere aktarilarak 6000xg’de 3
dakika santrifiij yapildi. Ependorfta 100 pul kalacak sekilde siipernatant uzaklastirildi ve
pellet kalan silipernatant i¢inde coziildiikten sonra 50 pg/ml ampisilin igeren LB agar
petrilerine (lizerine 100 mg/ml IPTG ¢ozeltisinden 40 pl ve 20 mg/ml X-gal ¢ozeltisinden
40 pl siiriilmiis petriler) yayildi. Gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakild. inkiibasyon
sonucunda igerisine plazmit alan hiicrelerin beyaz koloni olugturmasindan yararlanilarak

klonlar seg¢ildi.

2.6. Rekombinant Plazmitlerin izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleazlar ile
Muamelesi

Mavi/beyaz koloni morfolojisine gore ayirim yapilarak secilen beyaz kolonilerden
plazmit izolasyonu i¢in 50 pg/ml ampisilin iceren LB besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de
200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmit DNA’larinin izolasyonu hizli miniprep
metoduyla gerceklestirildi. Gece kiiltiirleri 14.000xg’de 2 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildi. Siipernatant, geride 50 pl kalacak sekilde uzaklastirildi ve pellet, bunun i¢inde
vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 mM
EDTA, 0,1 N NaOH, % 0,5 SDS) ilave edilerek karistirildi. Karigima 150 pul 3 M sodyum
asetat (pH 5.2) ilave edildi, tekrar 5-6 kez alt {ist edilerek karistirildi ve 14.000xg’de 3
dakika santrifiij edildi. Stipernatant temiz bir tlipe alindi, 900 pl % 100’liik etanol ilave
edildi ve 14.000xg’de 2 dakika santrifiij yapildi. Pellet % 70’lik etanol ile yikandi ve
kurumaya birakildi. Kuruyan pellet 50 pl ddH,O’da ¢oziildii. Izole edilen plazmit
DNA’larinin DNA fragmentlerini igerip igermedigini tespit etmek i¢in, plazmit DNAlar1
Ndel ve HindIII restriksiyon enzimleriyle muamele edildi. cry2Ab igin 10 pul DNA, 0,5 pl
Ndel (promega), 0,5 pl HindIII (promega), 2 pl enzime ait 10x reaksiyon tamponu ve 7 pl
H,O olacak sekilde 20 ul’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37°C’de 2 saat inkiibe
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edildi. Inkiibasyonun sonunda karisim % 1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu.

Klonlanan DNA fragmentlerini igeren klonlar belirlendi.

2.7. Klonlarin Icerdigi cry2Ab Geninin Dizi Analizi

Elde edilen klonlardan secilen 3 tanesi 5 ml ampisilinli LB besiyerine ekildi ve
37°C’de 200 rpm’de 14-16 saat inkiibe edildi. Biiyiiyen kiiltiirler, 14.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi ve “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, USA)
kiti kullanilarak plazmit DNA’lar izole edildi. Plazmit DNA konsantrasyonlart ODssy’da
belirlendi. Tiim DNA’lardan 20 pl’lik hacim i¢inde 200 ng/ul konsantrasyonlarinda
hazirlandi. igerisinde DNA 6rnekleri bulunan mikrosantrifiij tiiplerinin iizerleri dikkatli bir

sekilde etiketlenerek sekans analizleri i¢cin Macrogen Firmasina (Giiney Kore) gonderildi.

2.8. Elde Edilen DNA Baz Siralarimin incelenmesi

Sekans sonucunda elde edilen cry2Ab geninin baz ve aminoasit dizilimi gen
bankasinda bulunan diger cry2Ab genleri ile Clustal W Multiple Sequence Alignment

programi vasitasiyla karsilastirildi ve sonuglar degerlendirildi.

2.9. Belirlenen Cry2Ab Proteinin Literatiirdeki Diger Cry2Ab Proteinleriyle
Karsilastirllmas:1 ve MEGA Program ile Aga¢ Cizimi

Sekans sonucunda genin niikleotid ve aminoasit dizilimi belirlenerek gen
bankasindaki diger cry2Ab proteini ile Clustal W Multiple Sequence Alignment programi
ile karsilastirildi ve benzerlikler ortaya konuldu. Sonra MEGA 4 (Molekiiler Evrimsel
Genetik Analiz) programiyla literatiirdeki cry2Ab proteinleri arasinda Bootstrap Filogeni
testi Neighbour-joining analizi yapilarak literatiirdeki protein dizilerinin birbirine yakinlik

dereceleri belirlendi.
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2.10. cry2Ab geninin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Ekspresyon vektorii olan pET-28a(+)’y1 iceren E. coli BL21 bakterisine ait bir
koloniden 50 pg/ml kanamisin iceren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 200
rpm’de gece boyu 14-16 saat biiyiitiildii. Inkiibasyon sonucu elde edilen kiiltiir 14.000
rpm’de 2 dakika santriflij edildikten sonra plazmit DNA izolasyonu, “Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System” (Promega, USA) kiti kullanilarak gergeklestirildi.

2.10.1. pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriiniin Ndel ve HindIII Restriksiyon
Enzimleri ile Kesilmesi

Izole edilen plazmit DNA’sindan iki tiipe 500’er ng birakilarak Ndel ve HindIII
enzimleriyle kesildi. Reaksiyonlar, 10’ar pl plazmit DNA’s1, 3’er pul 10x TA tamponu, bir
tip i¢in 1,5 pl Ndel, 1,5 ul HindIII, diger tip igin 1,5 pl HindIII, 1,5 ul Ndel ve 14’er pl
steril ddH,O bir araya getirilerek son hacim 30 pl olacak sekilde hazirland1 ve 37°C’de 3
saat inkiibe edildi. Inkiibe edilen iiriin % 1°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. Ndel
ve HindIIl restriksiyon endoniikleazlariyla lineer hale getirilmis olan 5369 bp
biiylikliigiindeki pET-28a(+) vektorleri, DNA temizleme (Macherey-Nagel) kiti

kullanilarak jelden temizlendi.

2.10.2. cry2Ab Geninin pGEM-T Easy Klonlama Vektoriinden Kesilerek
Cikarilmasi

cry2Ab genini tasityan pGEM-T Easy vektorii iceren E. coli DH10p bakterilerine ait
birer koloniden 50 pg/ml ampisilin igeren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 200
rpm’de gece boyunca biiyiitiildii. Elde edilen kiiltiirler, 14.000xrpm’de 2 dakika
coktiiriildiikten sonra plazmit DNA izolasyon kiti (Promega, USA) kullanilarak plazmit
DNA izolasyonu yapildi. izole edilen rekombinant plazmit DNA’dan 200 ng alinarak, 3 pl
10x TA tamponu, 1’er pl Ndel ve HindIIl restriksiyon enzimleri bir araya getirilerek
toplam 30 pl son hacimde reaksiyon hazirlandi ve bu reaksiyon 37°C’de 3 saat boyunca
inkiibe edildi. Kesim tirinleri DNA standardi olarak 1 kb DNA Ladder (Promega) ile
birlikte % 1°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. pPGEM-T Easy vektoriinden Ndel ve
HindIII restriksiyon enzimleri ile kesilerek cry2Ab geni, agaroz jelden kesilerek alindi ve

DNA temizleme (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak temizlendi.
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2.10.3 cry2Ab Geninin pET-28a(+) Vektoriine Aktarimi

Jelden temizlenen cry2Ab geni ve pET-28a(+) vektorii 3:1 oraninda yapistirildi.
Buna gore her bir gen i¢in reaksiyon; 2 ul 10X T4 DNA ligaz tamponu (Promega), 1 pl T4
DNA ligaz enzimi (Promega), 2 pl pET-28a(+) vektori, 6 ul insert DNA ve 9 pl ddH,O
olacak sekilde hazirland1 ve reaksiyon 16°C’de gece boyu bekletildi.

2.11. pET-28a(+)’ya Klonlanan cry2Ab Geninin E. coli BL21(DE3) Hiicresine
Aktarimi

Rekombinant plazmit E. coli BL21(DE3) hiicresine aktarilmadan once E. coli
DHI10B elektrokompotent hiicresine aktarildi. Restriksiyon endoniikleazlar ile kesim
yapilarak genin varhi@i dogrulandi. Daha sonra kullanilacak olan E. coli BL21(DE3)
hiicresine ait bir koloni 3 ml LB besiyerine inkiibe edildi ve 37°C’de 200 rpm’de gece
boyu inkiibasyona birakildi. Bu kiiltiirden, CaCl,’li metoda gore kompotent hale getirilmis
E. coli BL21(DE3) hiicreleri elde edildi. Kompotent hiicrelere DNA aktarimi ig¢in
rekombinant plazmit DNA’sindan 3 pl alindi ve buna 200 pl hiicre eklendi. Karisim 30
dakika buz igerisinde tutulduktan sonra, 2 dakika 45°C’de bekletildi. Daha sonra reaksiyon
karigimi, igerisinde 1 ml LB besiyeri olan cam tiipe birakildi ve 37°C’de 2 saat inkiibe
edildi. Bu siire sonunda ependorf tiipe alinan kiiltiir 6000xg’de 3 dakika santrifiij edildi.
Pellet halindeki hiicrelerin iizerinde 100 pl besiyeri kalacak sekilde fazla besiyeri
uzaklastirildi. Kalan miktar daha sonra 50 pg/ml kanamisin iceren LB agar petrilerine
yayild1 ve gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Ayni yontemle pET-28a(+) vektdriiniin
kendisi de E. coli BL21(DE3) hiicresine aktarildi.

2.12. cry2Ab Proteinin, Ekspresyonu ve izolasyonu

Cry2Ab proteinini ekspres etmek i¢in Cry2Ab genini ihtiva eden rekombinant pET-
28a(+) vektorleri, E. coli BL21(DE3) konak hiicresine aktarildi. Aktarim sonucu olusan
kolonilerden birer tanesi 50 pg/ml kanamisin igeren 3 ml LB besiyerine kiirdan yardimiyla
ekildi. Bu tiip 200 rpm’de 37°C’de gece boyu inkiibe edildi. Elde edilen gece kiiltiirii, 100
ml kanamisinli besiyerine eklendi. ODgpp=0,5-1 oldugunda gen ekspresyonunu indiiklemek

icin besiyerine 100 pl IPTG (Stok konsantrasyonu 240 mg/ml) ilave edilerek tekrar
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bliylimeye birakildi. Yaklasik 4 saat sonra kiiltiir alinarak 50 ml’lik propilen (Nalgene,
Sigma-Aldrich) tliplere aktarildi ve 4°C’de, 5000 rpm’de, 5 dakika santrifiij edildikten
sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellet 12 ml 20 mM Tris-Cl pH 7,5°da ¢oziildi ve tekrar
ayni sekilde santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak pellete 5 ml 20 mM Tris-CI pH
7,5 tamponu eklenerek hiicreler karigtirildi. Sonra karigima 50 pl lizozim (10mg/ml) ilave
edilerek 30°C’de, 15 dakika inkiibe edildi ve sonra hiicreler 1 dakika sonikatorde
parcalandi. Son olarak, 4°C’de, 14.000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklagtirildi. Pellet 2 ml 20 mM Tris-Cl pH=7,5 tamponunda ¢6ziildii ve -80°C’de
muhafaza edildi. E. coli BL21(DE3)’e aktarilan pET-28a(+) ve E. coli BL21(DE3)

hiicresinin de ayn1 yontemle protein izolasyonu ger¢eklestirildi.

2.13. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarinin tayini Bradford un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore yapildi.
Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi.
Kalibrasyon egrisi i¢in 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ng BSA iceren ¢ozeltiler ddH,O ile
250 pl’ye tamamlandi. Ardindan iizerine 250’ser ul hazir boya ¢ozeltisinden (Protein
Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi. Hazirlanan standart ve drnekler 96 gozli
mikroplate aktarildi ve UV-visible Spektroscopy System cihazi (Bio-rad) kullanilarak 595

nm’de Ol¢limler yapildi.

2.14. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein ekspresyonunun gozlenmesi amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi.
Poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile her bir 6rnek i¢in 80 pg protein alindi ve iizerine
muamele tamponu (60mM Tris-HCl (pH 6,8), % 25 Gliserol, % 2 SDS, % 5 pB-
merkaptoetanol, % 0,1 bromofenol blue) ilave edildi. Karisim kaynamakta olan su
icerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra % 10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 30 mA
akim uygulanarak ayrilma islemi gerceklestirildi. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel
Coomassie Brillant Blue (% 0,125 Coomassie Brillant Blue R-250, % 50 metanol, % 10

asetik asit) boyasi ile 1 saat boyandi ve hemen ardindan yikama ¢ozeltisinde (% 36
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Metanol, % 9 Asetik Asit) 1-2 saat yikandi. Jel goriintiisii tarayici ile bilgisayar ortamina

aktarildi.

2.15. insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Cry2Ab proteininin insektisidal aktivitelerini test etmek i¢in Lepidoptera takimina ait
Malacosoma neustria (Lasiocampidae, yiiziik kelebegi) larvalar1 ve Diptera takimina ait
Rhagoletis cerasi (Tephritidae, Kiraz sinegi) larvalar1 iizerinde biyoassay caligmalari
yapildi. Insektisidal aktivite ¢alismalarinda B. thuringiensis MnD bakterisine ait spor-
kristal karigimi, E. coli BL21(DE3) bakterisinde ekspreslenen cry2Ab proteini, pET-28a(+)
vektoriini ihtiva eden E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden izole edilmis protein ve E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinden izole edilmis proteinler kullanildi. Spor-kristal karigimi 10°
spor-kristal/ml olacak sekilde hazirlandi. Test edilecek proteinler 100 pg/ml olacak sekilde
hazirlandi. Her numune igin 10 tane larva test kaplarina yerlestirildi. Malacosoma neustria
larvalar1 i¢in besin olarak berberis yapraklari, Rhagoletis cerasi larvalari i¢in besin olarak
ise kiraz kullanildi. Test edilecek numuneler, bu yiyeceklerin iizerine bulastirildi.
Uygulamadan &nce 4 saat a¢ birakilmis larvalar besinlerin iizerine birakildi. Insektisidal
aktivite testleri 25°C’de gerceklestirildi. Meydana gelen oliimler kaydedildi. Deneyler ii¢
tekrarli yapildi. Insektisidal aktivite test sonuclar1 Abbott formiiliine gdre hesapland:

(Abbott, 1925).



3. BULGULAR

3.1. cry2Ab Genin PZR Yontemiyle Belirlenmesi

Kati1 ve arkadaslar1 (2005) tarafindan B. thuringiensis MnD bakterisinde genel
primerler yardimiyla cry2 geni varligi tespit edildi. Boylece, B. thuringiensis MnD
baktesinde varlig1 tespit edilen cry2 geninin alt gruplarinin belirlenebilmesi i¢in literatiirde
bulunan cry2A genlerinin korunmus bolgelerine gore, ileri ve geri dejenerat primerler
olusturuldu (Tablo 10). cry2Ab geni, bu dejenerat primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi.
PZR iiriinleri % 1°lik agaroz jelde elektroforez yapildi. Bu islem sonucunda, 1 kb’lik DNA
marker (Promega) ile karsilastirildiginda cry2Ab geninin 1902 bp biiyiikliigiinde oldugu
belirlendi (Sekil 11).

M 1 2 3

10000 bp

5000 bo
3000 bp

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

1902 bp

250 bp

Sekil 11. cry2Ab geninin PZR yontemiyle ¢ogaltilmasi. M: 1 kb DNA ladder
(Promega), 1, 2, 3: cry2Ab geni
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3.2. cry2Ab Geninin Klonlanmasi ve Baz Sirasinin Belirlenmesi

cry2Ab geni PZR ile cogaltildiktan sonra pGEM-T Easy klonlama vektoriine
aktarildi. Ndel ve HindIII enzim kesim bdolgeler ihtiva eden cry2A genini pPGEM-T Easy
vektor icerisine klonlandigini belirlemek amaciyla restriksiyon endontikleazlar ile
muamele edildi. Sekil 12°de kesimi yapilan cry2Ab geninin 1902 bp biiylikliiglinde
oldugu, lineer hale gelen klonlama vektoriiniin ise 3015 bp biyiikliigiinde oldugu

belirlendi.

1000 bp
5000 bp
3000 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp
700 bp

500 bp

3015bp — ™

1902bp — 4

250 bp

Sekil 12. pGEM-T/cry2Ab klonunun restriksiyon analizi. 1, 2: pGEM-T
Easy vektore klonlanan cry2Ab geninin Ndel ve HindIII
restriksiyon enzimleri ile kesimi, 3: pGEM-T/cry2Ab kesilmemis
plazmit, M: 1kb DNA ladder

Klonlama vektorii igerisinde varligi tespit edilen Cry2Ab geninin niikleotid sirasinin
belirlenmesi i¢in dizin analizi yapildi. Dizin analizi iglemi genin her iki tarafindan
gerceklestirildi. Analiz sonucuna gore, Ccry2Ab geni i¢in toplam 1692 niikleotid
uzunlugunda bir sira elde edildi. Genin tamami 1902 bp oldugundan dolay: aradaki eksik
olan bolgenin belirlenmesi i¢in okunmus siralardan yararlanarak yeni bir primer (Cry2Ab
ara bolge Fw; 5’-GCGACCGGATTCTAGAGATTG-3" ve cry2Ab ara bolge Rv 5°-
GGAACAACAAGGACCGAACGTTGG-3 ) dizayn edildi. Ara bolgenin DNA diziliminin

belirlenmesi i¢in dizin analizine tekrar gonderildi. Boylece, ara bdlgenin de sirasi
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belirlenerek DNA dizin analizi tam olarak gerceklestirildi. Elde edilen cry2Ab geninin
DNA siras1 1902 bp olarak belirlendi (Sekil 13). Baz dizilimi belirlenen cry2Ab geni ATG
baslangi¢ kodonu ile TAA stop kodonu arasinda kalan ORF bdlgesi ¢ogaltildi.

ATG AAT ACT GTA TTG AAT AGT CGA AGA ACT ACT ATT TGT GAT GCG
TAT AAT GTA GCG GCT CAT GAT CCA TTT AGT TTT CAA CAC AAATCA TTA
GAT ACC GTA CAA AAG GAA TGG ACG GAG TGG AAA AAA AAT AAT CAT
AGT TTA TAC CTA GAT CCT ATT GTT GGA ACT GTG GCT AGT TTT CTG TTA
AAG AAA GTG GGG AGT CTT GTT GGA AAA AGG ATA CTA AGT GAG TTA
CGG AAT TTA ATA TTT CCT AGT GGT AGT ACA AAT CTA ATG CAA GAT
ATT TTA AGA GAG ACA GAA AAA TTC CTG AAT CAA AGA CTT AAT ACA
GAC ACT CTT GCC CGT GTA AAT GCG GAA TTG ACA GGG CTG CAA GCA
AAT GTA GAA GAG TTT AAT CGA CAA GTA GAT AAT TTT TTG AAC CCT
AAC CGA AAC GCT GTT CCT TTA TCA ATA ACT TCT TCA GTT AAT ACA ATG
CAA CAA TTA TTT CTA AAT AGA TTA CCC CAG TTC CAG ATG CAA GGA
TAC CAA CTG TTA TTA TTA CCT TTA TTT GCA CAG GCA GCC AAT TTA CAT
CTT TCT TTT ATT AGA GAT GTT ATT CTA AAT GCA GAT GAA TGG GGA ATT
TCA GCA GCA ACA TTA CGT ACG TAT CGA GAT TAC TTG AAA AAT TAT
ACA AGA GAT TAC TCT AAC TAT TGT ATA AAT ACG TAT CAN AGT GCG
TTT AAA GGT TTA AAC ACT CGT TTA CAC GAT ATG TTA GAA TTT AGA
ACA TAT ATG TTT TTA AAT GTA TTT GAG TAT GTA TCT ATC TGG TCG TTG
TTT AAA TAT CAA AGT CTT CTA GTA TCT TCC GGT GCT AAT TTA TAT GCA
AGT GGT AGT GGA CCA CAG CAG ACC CAA TCA TTT ACT TCA CAA GAC
TGG CCA TTT TTA TAT TCT CTT TTC CAA GTT AAT TCA AAT TAT GTG TTA
AAT GGA TTT AGT GGT GCT AGG CTT TCT AAT ACC TTC CCT AAT ATA GTT
GGT TTA CCT GGT TCT ACT ACA ACT CAC GCA TTG CTT GCT GCA AGG GTT
AAT TAC AGT GGA GGA ATT TCG TCT GGT GAT ATA GGT GCA TCT CCG TTT
AAT CAA AAT TTT AAT TGT AGC ACA TTT CTC CCC CCA TTG TTA ACG CCA
TTT GTT AGG AGT TGG CTA GAT TCA GGT TCA GAT CGG GAG GGC GTT
GCC ACC GTT ACA AAT TGG CAA ACA GAA TCC TTT GAG ACA ACT TTA
GGG TTA AGG AGT GGT GCT TTT ACA GCT CGC GGT AAT TCA AAC TAT
TTC CCA GAT TAT TTT ATT CGT AAT ATT TCT GGA GTT CCT TTA GTT GTT
AGA AAT GAA GAT TTA AGA AGA CCG TTA CAC TAT AAT GAA ATA AGA
AAT ATA GCA AGT CCT TCA GGA ACA CCT GGT GGA GCA CGA GCT TAT
ATG GTA TCT GTG CAT AAC AGA AAA AAT AAT ATC CAT GCT GTT CAT
GAA AAT GGT TCT ATG ATT CAT TTA GCG CCA AAT GAC TAT ACA GGA
TTT ACT ATT TCG CCG ATA CAT GCA ACT CAA GTG AAT AAT CAA ACA
CGA ACA TTT ATT TCT GAA AAA TTT GGA AAT CAA GGT GAT TCT TTA
AGG TTT GAA CAA AAC AAC ACG ACA GCT CGT TAT ACG CTT AGA GGG
AAT GGA AAT AGT TAC AAT CTT TAT TTA AGA GTT TCT TCA ATA GGA
AAT TCC ACT ATT CGA GTT ACT ATA AAC GGT AGG GTA TAT ACT GCT
ACA AAT GTT AAT ACT ACT ACA AAT AAC GAT GGA GTT AAT GAT AAT
GGA GCT CGT TTT TCA GAT ATT AAT ATC GGT AAT GTA GTA GCA AGT
AGT AAT TCT GAT GTA CCA TTA GAT ATA AAT GTA ACA TTA AAC TCC
GGT ACT CAA TTT GAT CTT ATG AAT ATT ATG CTT GTA CCA ACT AAA ATT
CCA CCA CTT TAT TAA

Sekil 13. cry2Ab geninin DNA siras1 (1902bp)
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NCBI web adresindeki BLAST Orf programi kullanilarak DNA siras1 belirlenen
genin aminoasit dizilimi de c¢ikarildi. Bdylece, cry2Ab proteinin 633 aminoasite sahip
oldugu belirlendi. Schnepf ve arkadaslari (1998) literatiirde bulunan cry2A proteinleri
arasinda aminoasit dizisi bloklart korundugunu belirlemislerdir. Cry2A igin belirlenen
korunmus bloklara bakildiginda, proteinlerde 168. aminoasit ile 198. aminoasitleri arasinda
kalan “YQLLLLPLFAQAANMHLSFIRDVILNADEW?” 30 aminoasitlik bolge korundugu
gozlemlenmektedir. Sadece bu 30 aminoasitlik korunmus blogun 15. aminoasidi olan “N”
aminoasidi iken cry2Ab proteininde “L” aminoasidine doniismiis olarak goziikmektedir.
Yiiksek oranda korunmus bu blogun bazi aminoasitlerinde farklilik olabilecegi Schnepf ve
arkadaglar1 (1998) tarafindan belirtilmistir. Ayrica, cry2A proteinlerinde 540. aminoasit ile
551. aminoasitler arasinda kalan “NSYNLYLRVSS” 10 aminoasitlik olas1 varyantlar
bulundugu Schnepf ve arkadaslari (1998) tarafindan belirlenmistir. Cry2Ab protein
dizisinde ise bu bolge blokta oldugu gibi degismeksizin korunmustur (Sekil 14).

MNTVLNSRRTTICDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP
IVGTVASFLLKKVGSLVGKRILSELRNLIFPSGSTNLMQDILRETEKFLNQRLNT
DTLARVNAELTGLQANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLSITSSVNTMQQLFLNR
LPQFOQMQGYOQLLLLPLFAQAANLHLSFIRDVILNADEWGISAATLRTYRDYL
KNYTRDYSNYCINTYXSAFKGLNTRLHDMLEFRTYMFLNVFEY VSIWSLFKYQ
SLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLFQVNSNYVLNGFSGARLSN
TFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNY SGGISSGDIGASPFNQNFNCSTFLPPLLTPFV
RSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPDYFIRNISG
VPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNIASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNNIHAVHENG
SMIHLAPNDYTGFTISPIHATQVNNQTRTFISEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTL
RGNGNSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD
INIGNVVASSNSDVPLDINVTLNSGTQFDLMNIMLVPTKIPPL

Sekil 14. cry2Ab geninin aminoasit sirasi (633aa)

Cry2Ab geninin korunmus bdlgelerini belirlemek amaciyla BLAST programi
kullanilarak 633 aminoasite sahip genin korunmus bolgeleri arastirildi ve genin
“endotoksin N” ve “mid” siiper familyalarindan oldugu belirlendi. Cry2Ab proteinin 47.
aminoasit ile 266 aminoasitleri arasinda kalan bolge endotoksin N, d-endotoksin, N-
terminal bolgesi olarak belirlendi. Ayrica, cry2Ab proteinin 267. aminoasidinden 472.
aminoasidine kadar olan bolge ise endotoksin mid, B. thuringiensis 6-endotoksin, orta

bolgesi olarak NCBI BLAST programiyla belirlendi (Sekil 15).
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1 1 20 k1] 1] &l [ L

[ Endotoxin N superfanily | Endotoxin_mid superfamily |

Sekil 15. cry2Ab geninin korunmus bolgeleri

NCBI web adresindeki BLAST programi ve DNA Star programi kullanilarak
proteinin molekiiler agirligt 70877.66 Dalton, izoeketrik noktasi 8.953, pH 7’de proteinin
yiikii 7.842 olarak belirlendi. Ayrica, 633 aminoasite sahip olan cry2Ab proteinin hangi
gruptan ka¢ adet aminoasit igerdigi belirlendi. Bu verilere gore cry2Ab proteininde
hidrofobik ve polar aminoasit grubunda yogunluk gosterdigi goriilmektedir. Ozellikle
cry2Ab proteinin korunmus bdlgelerinde bulunan aminoasitlerin polar ve hidrofobik

aminoasit grubundan oldugu belirlenmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Cry2Ab proteininin aminoasit i¢erikleri

Aminoasit Grubu | Aminoasitler Icerdigi aminoasit adeti
Giglii Bazik (+) K,R 51

Giiglii Asidik(-) D,E 45

Hidrofobik AJLLF WV | 214

Polar N,CQ,S, T,Y [234

3.3. cry2Ab Geninin Niikleotid Siralarinin Literatiir ile Karsilastirilmasi

Elde edilen niikleotid siralart NCBI web adresindeki BLAST programi kullanilarak
gen bankasindaki mevcut cry2Ab gen siralartyla karsilastirildi. Karsilastirma sonucuna
gore, elimizdeki izolatin cry2Ab geni, gen bankasindaki B. thuringiensis cry2Ab genine %
99, B. thuringiensis ly30 cry2Ab (cry2Ab) genine % 99, B. thuringiensis 14-1 susunun -
endotoksin (Cry2Ab) genine % 99 ve B. thuringiensis cry2Abll geni, CMBL-BT1
isolatina % 99 benzerlik gostermektedir (Tablo 12).
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Tablo 12. cry2Ab geninin niikleotid siralarinin literatiirdeki cry2Ab gen siralariyla

karsilastirilmasi

Accession Numarasi Adi Biiyiikliigii | Benzerlik

DQ361266 B. thuringiensis cry2Ab geni 1897 bp % 99

EU623976 B. thuringiensis LSZ9408 1895 bp % 99
susunun Cry2Ab geni

AF441855 B. thuringiensis ly30 cry2Ab 1895 bp % 99
(cry2Ab) geni

DQ119823.1 B. thuringiensis 14-1 susunun 1889 bp % 99
delta endotoksin (Cry2Ab) geni

EU909454 B. thuringiensis Ywc5-4 susunun | 1889 bp % 99
pestisidal kristal proteini,
(cry2Ab) geni

AM691748 B. thuringiensis cry2Abl1 geni, 1888 bp % 99
CMBL-BT1 isolat

DNA star programi kullanilarak mevcut cry2Ab geninin protein dizisi belirlendi.
Belirlenen protein sirasinin NCBI web adresindeki BLAST programi kullanilarak gen
bankasindaki mevcut kristal proteinler ile karsilastirmasi yapildi. Cry2Ab proteinin
literatiirde bulunan diger 14 cry2Ab proteiniyle karsilastirilmis olup benzerlik yiizdeleri
belirlenmistir. Karsilastirma sonucuna gore gen bankasinda mevcut cry2Ab2, cry2Ab3
cry2Ab4, cry2Ab6, cry2Ab9 kristal proteinleri ile % 99 benzerlik gosterdigi belirlendi
(Tablo 13).

Tablo 13. Cry2Ab proteinin literatiirdeki diger cry2 Ab proteinleriyle benzerligi

Swan | aq | POKEE [ g p | yg | BAVIKIE | Benserlig
1 Cry2Ab 633 2 Cry2Abl 633 99
1 Cry2Ab 633 3 Cry2Ab2 633 99
1 Cry2Ab 633 4 Cry2Ab3 633 99
1 Cry2Ab 633 5 Cry2Ab4 633 98
1 Cry2Ab 633 6 Cry2Ab5 633 99
1 Cry2Ab 633 7 Cry2Ab6 633 98
1 Cry2Ab 633 8 Cry2Ab7 633 98
1 Cry2Ab 633 9 Cry2Ab8 633 99
1 Cry2Ab 633 10 Cry2Ab9 633 98
1 Cry2Ab 633 11 Cry2Ab10 633 94
1 Cry2Ab 633 12 Cry2Abl1 633 98
1 Cry2Ab 633 13 Cry2Abl2 633 94
1 Cry2Ab 633 14 Cry2Abl3 633 98
1 Cry2Ab 633 15 Cry2Abl4 633 97
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Cry2Ab proteininin literatiirdeki diger cry2Ab proteinleriyle yapilan BLAST
karsilastirma sonucuna gore diger cry2Ab proteinlerinden hangi aminoasitlerin farkl
oldugu belirlenmistir. Cry2Ab proteininde Sekil 16’te isaretli olan 8§, 228, 628.
aminoasitlerin literatlirdeki proteinlerin aminoasitlerinden farkli oldugu belirlenmistir

(Sekil 16).

Cry2Ab9 MNNVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASF 60
Cry2Abl11l MNTVLNNGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASF 60
Cry2Ab MNTVLNSRRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASE 60
Cry2Abs MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASF 60
Cry2Ab4 MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASE 60
Cry2Ab7 MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASF 60
Cry2Abl13 MNSVLN IGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASE 60
Cry2Abl14 MNSVLNTGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASF 60
Cry2Abl MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASE 60
Cry2Ab5 MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASF 60
Cry2Ab2 MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASE 60
Cry2Ab6 MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASF 60
Cry2Ab3 MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASE 60
Cry1Ab10 MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASF 60
Cry2Ab12 MNSVLNSGRTT I CDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKNNHSLYLDP IVGTVASE 60
* Kk KAk KA AAAAAAANK * Kk *k
Cry2Ab9 LLKKVGSLVGKRILSELRNI IFPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTVARVNAELTGL 120
Cry2Abl11l LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTVARVNAELTGL 120
Cry2Ab LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry2Abs LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry2Ab4 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTVARVNAELTGL 120
Cry2Ab7 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTVARVNAELTGL 120
Cry2Abl13 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry2Ab14 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry2Abl LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry2Ab5 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTEL 120
Cry2Ab2 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry2Ab6 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry2Ab3 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry1Ab10 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry2Ab12 LLKKVGSLVGKRILSELRNL I FPSGSTNLMQD I LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120
Cry2Ab9 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Abl11l QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Ab QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Abs QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Ab4 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Ab7 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Abl13 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Ab14 QADVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Abl QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Ab5 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Ab2 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Ab6 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Ab3 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry1Ab10 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2Ab12 QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLS I TSSVNTMQQLFLNRLPQFQMQGYQLLLLPLFAQA 180
AE - A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAIA AR IKAhddk

Sekil 16. Cry2Ab proteinin literatiirde bulunan diger cry2Ab proteinler ile BLAST sonucu
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Sekil 16’nin devami

Cry2Ab9
Cry2Ab11
Cry2Ab
Cry2Ab8
Cry2Ab4
Cry2Ab7
Cry2Ab13
Cry2Ab14
Cry2Abl
Cry2Ab5
Cry2Ab2
Cry2Ab6
Cry2Ab3
Cry1Ab10
Cry2Ab12

Cry2Ab9
Cry2Abl11
Cry2Ab
Cry2Ab8
Cry2Ab4
Cry2Ab7
Cry2Ab13
Cry2Abl14
Cry2Abl
Cry2Ab5
Cry2Ab2
Cry2Ab6
Cry2Ab3
Cry1Ab10
Cry2Ab12

Cry2Ab9
Cry2Ab11
Cry2Ab
Cry2Ab8
Cry2Ab4
Cry2Ab7
Cry2Ab13
Cry2Ab14
Cry2Abl
Cry2Ab5
Cry2Ab2
Cry2Ab6
Cry2Ab3
Cry1Ab10
Cry2Ab12

Cry2Ab9
Cry2Abl11
Cry2Ab
Cry2Ab8
Cry2Ab4
Cry2Ab7
Cry2Ab13
Cry2Ab14
Cry2Abl
Cry2Ab5
Cry2Ab2
Cry2Ab6
Cry2Ab3
Cry1Ab10
Cry2Ab12

ANLHLSFIRDVILNADEWGISAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWG ISAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWG I SAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYXSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWG ISAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWG I SAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWGISAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWG I SAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWGISAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWG I SAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWGISAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWG I SAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWGISAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWG I SAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWGISAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD
ANLHLSFIRDVILNADEWG I SAATLRTYRDYLKNYTRDYSNYCINTYQSAFKGLNTRLHD

B R S L * kK

MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANSYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVS IWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLYASGSGPQQTQSFTSQDWPFLYSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSFWSVFKYQSLLVSSGANLNARGRGPQQAQSFTSPGWAFLNSLF
MLEFRTYMFLNVFEYVSFWSVFKYQSLLVSSGANLNARGRGPQQAQSFTSPGWAFLNSLF
B R ek e o - ** - R o e * X *kkk - *Khkkx _ * _ **x Kk%k
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGG I SSGD 1GASPFNQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGGISSGD IGASPENQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGG I SSGD 1GASPFNQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGGISSGD IGASPENQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGG I SSGD 1GASPFNQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGGISSGD IGASPENQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGG I SSGD 1GASPFNQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGGISSGD IGASPENQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGGISSGD IGASPFENQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGG I SSGD 1GASPFNQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGGISSGD IGASPFENQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGG I SSGD 1GASPFNQNF
QVNSNYVLNGFSGARLSNTFPNIVGLPGSTTTHALLAARVNYSGGISSGD IGASPFENQNF
QVNSNYVFNGFRGARLFNSFPN I IGLPGFTTTHPLLAAKVNYKGR ISSGD 1GASPVNQNF
QVNSNYVFNGFRGARLFNSFPN I 1GLPGFTTTHPLLAAKVNYKGRISSGD IGASPVNQNF

- k*k*k * - =-*k*k*x *

NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGISNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGISNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTVRGNSNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGISNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGISNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYQSD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWRTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYYSD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPD
NCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPD
NCSKFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPD
NCSKFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTNWQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPD

FEE KEAXAXEXAXAEAAXAXAXAAXAAAXAXAXAAXAAXAXAKX = kXA AXAAAXAAAXAAAdxhdx *k **k*% *

240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240

300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300

360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360

420
420
420
420
420
420
420
420
420
420
420
420
420
420
420




58

Sekil 16°’nin devami

Cry2Ab9
Cry2Ab11
Cry2Ab
Cry2Ab8
Cry2Ab4
Cry2Ab7
Cry2Ab13
Cry2Ab14
Cry2Abl
Cry2Ab5
Cry2Ab2
Cry2Ab6
Cry2Ab3
Cry1Ab10
Cry2Ab12

Cry2Ab9
Cry2Abl11
Cry2Ab
Cry2Ab8
Cry2Ab4
Cry2Ab7
Cry2Ab13
Cry2Abl14
Cry2Abl
Cry2Ab5
Cry2Ab2
Cry2Ab6
Cry2Ab3
Cry1Ab10
Cry2Ab12

Cry2Ab9
Cry2Ab11
Cry2Ab
Cry2Ab8
Cry2Ab4
Cry2Ab7
Cry2Ab13
Cry2Ab14
Cry2Abl
Cry2Ab5
Cry2Ab2
Cry2Ab6
Cry2Ab3
Cry1Ab10
Cry2Ab12

Cry2Ab9
Cry2Abl11
Cry2Ab
Cry2Ab8
Cry2Ab4
Cry2Ab7
Cry2Ab13
Cry2Ab14
Cry2Abl
Cry2Ab5
Cry2Ab2
Cry2Ab6
Cry2Ab3
Cry1Ab10
Cry2Ab12

YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNE IRNITASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNITASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNE IRNITASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNIASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNIASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNIASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNNTHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNIASPSGTPGGARAYLVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNIASPSGTPGGARAYLVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNITASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNITASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNIASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNGIRNIASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNIASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNITASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
YFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNEIRNIASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNN IHAVHEN
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSLIHLAPNDYTGFTISPIHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSLIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ILP IHATQVNNQTRTF I SGKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
GSMIHLAPNDYTGFT ISP IHATQVNNQTRTF I SEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNG
**:************* AEXEAXAXAKAAXAAIAXAAXAA XEAIAAAXAAAXAAXAAAXAAAXAAAAAAAhAdX
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATTVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATTVNTTTNNDGVNDNGARFSNINIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSDINIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVASSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVARSN
NSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVYTATNVNTTTNNDGVNDNGARFSD INIGNVVARSN
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SDVPLDINVTLNSGTQFDLMNIMLVPTNISPLY 633
SDVPLDINVTLNSGTQFDLMNIMLVPTNISPLY 633
SDVPLDINVTLNSGTQFDLMNIMLVPTNISPLY 633
SDVPLDINVTLNSGTQFDLMNIMLVPTNISPLY 633
SDVPLDINVTLNSGTQFDLMNIMLVPTNISPLY 633
SDVSLDINVSLNSRTLIDLMNIMLVPTNISPLY 633
SDVSLDINVSLNSRTLIDLMNIMLVPTNISPLY 633
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3.4. Cry2Ab Proteinin Literatiirdeki Diger Cry2Ab Proteinleri ile Akrabalik
Derecelerinin Belirlenmesi icin MEGA Programi ile Aga¢ Cizimi

Aminoasit dizisi belirlenen cry2Ab proteininin literatiirde bulunan diger cry2Ab
proteinleriyle akrabalik derecelerini belirleyebilmek icin MEGA4 programinda bulunan
Neighbour Joining analizi kullanildi (Tamura vd., 2007). Aminoasit dizilimine gére NCBI
BLAST programinda cry2Ab proteinin; cry2Ab2, cry2Ab3 cry2Ab4, cry2Ab6, cry2 Ab9
kristal proteinleri ile % 99 benzerlik gosterdigi belirlenmisti. Diger kristal proteinler ile %
98 ve % 94 benzerlik gosterdi. MEGA 4 programu ile yapilan Neigbour Joining Analizinde
Sekil 17°de ¢izimi gosterilen molekiiler genetik analizi yapilan proteinlerin evrimsel
uzaklig1 belirlenmistir. Analizde, 500 kez takrarli ¢izimi yapilan cry2Ab proteinin daha
cok cry2Ab8’den dallanan ve cry2Ab9 ile cry2Abl1 proteinler ile birarada bulunmaktadir.

7 Cry2AbS
37 Cry2Ab11
45 1-4cry2Ab
72 Cry2AbS8
Cry2Abd
el cy2ab7
— Cry2Ab13
9 09 Cry2Ab14
25— Cry2Ab5
" Cry2AbS
Cry2AG3
Cry2Ab1
Cry2Ab2
| Cry1AD10
100 | Cry2Ap12
0.005

Sekil 17. Cry2Ab proteinin Evrimsel Analizi (Neighbour Joning Analizi)
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3.5. cry2Ab Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

pGEM-T Easy vektoriine klonlanmis cry2Ab geni, ekspresyon vektoriine klonlamak
icin Ndel ve HindIII restriksiyon enzimleri ile kesildi ve agaroz jel elektroforezine tabi
tutuldu (Sekil 18). Ayn1 zamanda pET-28a(+) ekspresyon vektorii de ayni restriksiyon
enzimler ile kesildi. Klonlama vektorii olan pGEM-T Easy vektor i¢inde olan cry2Ab geni
Ndel ve HindIIl enzimleriyle kesildiginde 3015 bp biyiikligiinde lineer halde pGEM-T
Easy vektor ve 1902 bp biiyiikliigiinde yapiskan uglu cry2Ab geni meydana geldi. Ayni
enzim kesim bolgesine sahip olan ekspresyon vektoriiniin biiyiikligi 5369 bp olarak

belirlendi.

M 1 2 3

10000 bp
5000 bp
3000 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp —

5369 bp
3015 bp
1902 bp

700bp ~

250bp ™

Sekil 18. pET-28a(+) ve cry2Ab’nin restriksiyon analizi. M: 1kb DNA Ladder, 1:
cry2Ab’nin Ndel ve HindIIl ile kesimi 2: pET-28a(+)’min Ndel ve
HindIII kesim sonucu, 3: pET-28a(+)’nin HindIII ve Ndel kesim sonucu

E.coli DH10B konak hiicresine aktarildi. Elde edilen kolonilerden plazmit DNA’lar
izole edildi. Bu plazmitlerin cry2Ab genini igerip icermedigini dogrulayabilmek i¢in Ndel
ve HindIIl enzimleri ile kesim yapildi (Sekil 19). Kesimi yapilan ekspresyon vektoriiniin
5369 bp biyiikliginde oldugu gozlemlendi. Ayrica, vektor igerisinde 1902 bp
bliytikliiglinde cry2Ab geni tasindigi bu kesim sonucunda belirlendi. cry2Ab genini igeren

plazmitler se¢ildi ve sonraki protein ekspresyon ¢alismalarda kullanildi.
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.q

5000 bp $3696p
2000 bp

1000 bp 1902 bp

Sekil 19. Ndel ve HindIII restriksiyon enzimleri ile kesilen pET-28a(+) ve
cry2Ab’nin % 1’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: 1kb DNA
Ladder, 1: pET-28a(+)’nin Ndel ve HindIII kesim sonucu, 2: cry2Ab-
pet28a rekombinant vektoriinlin dogrulama kesimi

3.6. Protein Ekspresyonu ve SDS-PAGE Analizi

Protein ekspresyonu i¢in Cry2Ab geninin klonlandigi pET-28a(+) vektorii, E. coli
BL21(DE3) konak hiicresine aktarildi. Ayrica, kontrol amaciyla cry2Ab genini icermeyen
pET-28a(+) vektorii de ayni hiicrelere aktarildi. cry2Ab geninin klonlandig1 pET-28a(+)
vektoriiniin transform edildigi E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden, sadece pET-28a(+)’nin
transfer edildigi E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden ve igerisinde plazmit bulunmayan E.
coli BL21(DE3) hiicrelerinden proteinler ekspreslenerek SDS-PAGE’te yiiriitiilmek {izere
izole edildi. SDS-PAGE analizi sonucunda, E. coli BL21 (DE3) hiicresinde ekspreslenmis
cry2Ab ig¢in 70 kDa’luk protein bantlar1 tespit edildi. 70 kDa civarinda belirlenen bant
hizasinda bos plazmitte ve hiicrenin proteinlerinde bant gozlemlenmedi. E. coli BL21
(DE3) hiicresine transfer edilen bos pET-28a(+) vektoriiniin protein bantlar1 ile cry2Ab
genini iceren pET-28a(+) vektoriiniin protein bantlar1 karsilagtirildigida 35 kDa civarinda

E. coli BL21 (DE3) ile ayni biiyiikliikte protein bandina sahip oldugu gézlendi (Sekil 20).
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—>75kD

70 kDa bl e

e 50 kT)a

—» 35kDa

—25kDa

Sekil 20. E. coli BL21(DE3)’de iiretilen cry2Ab proteinine ait SDS-PAGE analizi.
1: E. coli BL21(DE3) hiicre proteinleri, 2: E. coli BL21(DE3)’de IPTG ile
indiikklenmis pET-28a(+), 3: E. coli BL21(DE3)’de IPTG ile indiiklenmis
pET-28a(+)- cry2Ab, M: Protein Markiri

3.7. Cry2Ab Proteinin Malacosoma neustria ve Rhagoletis cerasi Larvalar
Uzerinde insektisidal Aktivitesi

Lepidoptera takimina ait M. neustria larvalart ve Diptera takimina ait R. cerasi
larvalar1 bu ¢alismada biyotest organizmalari olarak kullanildi.

Yiz pg E. coli BL21(DE3)/pET-28a(+)-Cry2Ab proteini M. neustria larvalarina
besin yolu ile verildi ve larvalarda % 73’liikk 6liim oranmi1 gozlendi. Ayn1 zamanda, Spor-
Kristal karisiminin ise % 76 oraninda 6liim etkisine sahip oldugu belirlendi. M. neustria
larvalar ile yapilan biyotest sonucunda ekspreslenmis cry2Ab proteini ve bakteriye ait
spor-kristal karistminin yliksek oranda 6ldiiriicii aktiviteye sahip oldugu gozlendi (Sekil
21). Ayrica E. coli BL21(DE3)’de ekspreslenen cry2Ab protein’nin larvalar iizerinde
gosterdigi % 73’°liikk 6liim orani ile, % 76’lik 6liim oranina sahip olan B. thuringiensis MnD
bakterisine ait spor-kristal karisimindan daha diistik bir etkiye sahip oldugu goézlendi. E.
coli BL21 (DE3) hiicrelerinin besin yoluyla verilmesinde ise larvalarda % 7,8’lik 6lim
orani ve bos plazmit iceren hiicrelerin verilmesinde de % 6,8 oraninda larvalarda 6liim

meydana geldi.
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Sekil 21. Cry2Ab proteinin (100 pg) M. neustria larvalari iizerindeki insektisidal
etkisi. 1: E. coli BL21(DE3)/pET28a(+)-Cry2Ab (100 png), 2: E. coli
BL21(DE3)/pET28a(+) (100 pg), 3: E. coli BL21(DE3), 4: MnD (10° Spor-
Kristal/ml), 5: Negatif Kontrol

Diptera takimindan R. cerasi larvalari ile yapilan biyotest sonucunda ekspreslenmis
olan cry2Ab proteini ve bakteriye ait spor-kristal karistminin yiliksek oranda o6ldiiriicti
aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Sekil 22°de goriildiigi gibi ekspreslenmis cry2Ab
proteini, % 73’liik 6liim oranina sahip iken bakteriye ait spor kristal karisiminin larvalar
tizerinde % 76’lik 6lim oranina sahip oldugu tespit edildi. Ayrica, BL21 hiicrelerinin
larvalara verilmesiyle % 25’lik 6liim meydana gelirken, bos plazmidi igeren hiicrelerde ise
% 12,5 oraninda 6liim gergeklesti. Bu sonuglara gore, E. coli BL21(DE3)’de ekspreslenen
cry2Ab’nin, R. cerasi larvalar iizerinde B. thuringiensis MnD bakterisine ait spor-kristal
karisimindan daha diisiik bir etkiye sahip oldugu tespit edildi. Kiraz sinegi ile ¢alisma
hassas oldugu icin deney calismalarinda kontrol grubu larvalarinda % 20 oraninda 6lim
ortaya ¢ikti. M. neustria larvalarinda oldugu gibi kiraz sineginde de spor kristal karigimi
proteine gore daha fazla larvalarda 6liime neden oldu. Bunun sebebi ise parasporal kristal

proteinler igerisinde farkli cry proteinlerinin var olmasidir.
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Sekil 22. Cry2Ab proteinin (100 pg) R. cerasi larvalar tizerindeki insektisidal etkisi.
1: E. coli BL21(DE3)/pET-28a(+)-Cry2Ab (100 png), 2: E. coli
BL21(DE3)/pET-28a(+) (100 pg), 3: E. coli BL21(DE3), 4: MnD (10’ Spor-
Kristal/ml), 5: Negatif Kontrol



4. TARTISMA

Mikroorganizmalar tarafindan iretilen insektisitler hedef bocek tiirii i¢in oldukca
spesifik olmalari, bakteriler sayesinde ayristirilabilir olmalar1 ve zararli bdceklerde bu
bilesiklere karsi direng gelisiminin yavas olmasi bakimindan oldukca avantajlidir. Fakat,
diisiik tesirli olmalar1 ve yiiksek iiretim maliyetleri nedeniyle bunlarin kullanimlari
kisitlanmaktadir. Bunun iistesinden gelmek icin rekombinant DNA teknolojisi
kullanilmaktadir. Ozellikle B. thuringiensis bakterisi kullanilarak olusturulan insektisitler
etkili, glivenli ve spesifiktir.

Mikrobiyal insektisitlerin satislart son yillarda biiyiik artis gdstermistir. Ancak, bu
miktar toplam {iriin koruma satiglarinin % 1-1,5’lik kismin1 teskil etmektedir. Bu miktarin
¢ok biiyiik bir kismini (% 95) B. thuringiensis kokenli insektisitler olusturmaktadir Birgok
ticari firma B. thuringiensis kokenli iirtinleri piyasaya stirmiislerdir ve bu iriinler, sentetik
kimyasal pestisitlere gore daha diisiik maliyetle elde edilmektedir. Ornegin, B.
thuringiensis subsp. israilensis’den elde edilen insektisidal riinler, sentetik kimyasal
pestisitlerin 1/40 daha ucuzuna mal olmaktadir (Becker ve Margalit, 1993).

Ticari B. thuringiensis’ler yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, arazi
uygulamalarinda bazi dezavantajlara sahiptir (Kaur, 2000). Bu pestisidlerin konaklarinin
siirlt olmasi hedef olmayan organizmalar ve ¢evre bakimindan faydali olurken, her farkli
grup zararli bocek icin farkli bir pestisit kullanma zorunlulugunu ortaya koymaktadir. Bu
nedenle, amaca uygun farkli boceklerde etkili olabilen rekombinant bakteriler gelistirmek
arzu edilmektedir (Kumar ve Udayasuriyan, 2004). Ayrica, bu bakterilere ait toksinler
saflagtirllip kullanildiklarinda bu yapilar dogada giines 15181, yagmur, nem, yaprak
proteazlari, 1s1, yaprak terlemesi ve pH inaktivasyonundan etkilenmektedir. Bu problemin
tistesinden gelebilmek i¢in Ccry genleri tabiatta daha uzun siire kalabilen ve bitkilerle
birlikte yasayan bakterilere klonlanmakta veya uygun formiilasyonlarla korunmaktadir
(Murphy ve Stevens, 1992). Bir baska dezavantaj ise bu pestisitlere kars1 zararli boceklerin
direnglilik gelistirmesidir. Bu ise ayni anda farkli toksinlerin bocek tarafindan alinmasiyla
Onlenebilmektedir. Bu problemin iistesinden gelebilmek icin farkli kristal proteinlerine
sahip rekombinant bakteriler olusturup zirai miicadelede kullanilmasidir (Kumar ve

Udayasuriyan, 2004).
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B. thuringiensis’in kristal protein geni (cry)’nin klonlanmasi ilk kez Schnepf ve
Whiteley (1981) tarafindan rapor edilmistir. O zamandan beri 120°den daha fazla cry geni
klonlanmis, karakterize edilmis ve proteinlerin aminoasit sekans benzerliklerine bakilarak
siniflandirilmalart yapilmistir (Crickmore vd., 1998). cry genleri, onlar1 tanimlamak,
insektisidal aktivitelerini belirlemek ve yiiksek seviyede ifade etmek icin mekik vektorler
araciligiyla cry geni igermeyen B. thuringiensis veya E. coli’ye klonlanarak ifade
edilmektedir (Bone ve Ellar, 1989).

Klonlanan cry genleri farkli bakteriyal sistemlerde ekspres edildi. Su ana kadar, E.
coli (Kumar ve Udasuriyan, 2004), B. thuringiensis (Lereclus vd., 1995), Pseudomonas
cerea (Stock vd., 1990), Cyanobacteria (Murphy ve Stevens,1992), Rhizobium (Stock vd.,
1990), B. subtilis ve B. licheniformis (Theoduloz vd., 2003) gibi ¢esitli konaklar
klonlanmis ve ekspresyonlar1 yapilmistir (Tablo 3). Kumar ve Udasuriyan (2004)
tarafindan B. thuringiensis 4Q7 acrystalliferous susunda hem cry2Ab hem de cry2Aa
genleri ekspres edildi ve Helicoverpa armigera (Pamuk kurdu) zararlisina karsi insektisidal
aktivite calismalar gerceklestirildi.

Bacillus thuringiensis MnD bakterisi, tarim ve orman zararlisi olan Malacosoma
neustria’dan izole edilmis ve cry2 genel primerleri ile Bacillus thuringiensis MnD bakteri
DNA’sindan cry2 geni ¢ogaltildi (Kat1 vd., 2005). Entomopatojenik bir bakteri olan B.
thuringiensis MnD bakterisinin igerdigi Cry2 geninin alt grubunun tespit edilebilmesi igin
dejenerat primer dizayn edildi. PZR yontemi ile cogaltilan gen, pGEM-T Easy vektore
klonlandi. Elde edilen dogru klonlar DNA dizin analizine gonderilerek gelen sonuglar
degerlendirildi. Bu degerlendirmeler sonucunda, genin niikleotid ve aminoasit sirasi
belirlendi. cry2Ab geni 1902 bp biiyiikligiinde olup, 633 aminoasit igerdigi tespit edildi.
Aminoasit siras1 belirlenen genin BLAST programi yardimiyla cry2Ab grubuna ait oldugu
tespit edildi (Sekil 16). Karsilastirma sonucunda cry2Ab proteininin literatiirdeki Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki’nin sahip oldugu cry2Abl, cry2Ab2 cry2Ab3, cry2AbS,
cry2Ab8 kristal genleriyle % 99 benzerlik gosterdigi ortaya ¢ikti. Bacillus thuringiensis
MnD bakterisi i¢in yapilan tiim biyokimyasal, molekiiler ¢aligmalar ve o6zellikle H-
serotiplendirme sonucu bakterinin Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki oldugu tespit
edildi(Kat1 vd., 2005).

cry2A genleri yaklasik olarak 65 kDa biiyiikliiglinde proteinleri kodlamaktadir.
Literatiirde cry2Aa, cry2Ab ve cry2Ac olmak lizere 3 gen rapor edilmistir. Cry2Aa
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proteinleri Lepidoptera ve Diptera takimlarina karsi1 toksik iken cry2Ab ve cryAc
proteinleri sadece Lepidoptera takimina kars1 toksiktir.

Kolay calisilabilir olmasi ve rahat elde edilebilmesi nedeniyle bu calismada da
klonlama ve ekspresyon i¢in konak olarak E. coli kullanildi. Gergeklestirilen bu ¢alismada,
B. thuringiensis MnD bakterisinin Cry2Ab geni tam olarak elde edildikten sonra genin
ekspresyonu i¢in indiiklenebilir T7 RNA polimeraz promotoru igeren pET-28a(+)’ya
klonlanarak E. coli BL21(DE3) konak hiicresinde ekspres edildi. Ekspres edilen proteinin
blyiikligl yaklasik 70 kDa civarinda oldugu SDS-PAGE analiziyle belirlendi. Proteinin
agirligt DNAstar programi araciligiyla 70877 Da olarak hesaplanmigtir. Bu sonug, SDS-
PAGE analiziyle desteklendi.

Lin ve arkadaslar1 (2008) cry2Abl10 krsital proteinin klonlanmasi, ekspresyonu ve
insektisidal aktivitesinin belirlenmesine yonelik cesitli calisma yapildi. Bu arastiricilar
cry2Abl10 proteinini E. coli BL21(DE3) hiicrelerinde ekspres ettiler ve cry2Ab10 geninin
1902 bp DNA fragmentine ve 633 aminoaside sahip olup oldugunu belirlediler. SDS-
PAGE analiz sonuclar1 ekspreslenen {iriinlin molekiiler agirhigimi 60 kDa olarak
gosterirken, molekiiler agirligini 71 kDa olarak hesapladilar. Bunun en 6nemli nedenini ise
cry2Ab10 proteinin sadece 3 tane sistein icermesinden dolayi, ekspreslenen proteinlerin E.
coli proteazlari tarafindan kolay bir sekilde parcalanmasi olarak agikladilar. Bu tez
kapsaminda da calisilan cry2Ab geninin 1902 bp biiyiikliigiinde oldugu ve 633 aminoaside
sahip oldugu belirlendi. SDS PAGE analizi ve DNA star programi araciligi ile proteinin
molekiiler agirlig1 70 kDa olarak ortaya konuldu.

Misra ve arkadaslar1 (2002) B. thuringiensis subsp. kenyae’den 1900 kb
biiyiikliigiinde bir insektisidal kristal proteininin klonlanmasimi ve karakterizasyonunu
gergeklestirdiler. Klonlanan gen sekans edildiginde 1937 nukleotid uzunlugunda oldugu
belirlendi. Fakat, PCGENE software analiziyle 1902 bp nukleotidinin agik okuma zincir
(ORF) bolgesi oldugunu ortaya konuldu. Genin 1902 bp uzunlugunda olup 633 aminoasiti
kodladig1 ve 71 kDa agirliginda oldugunu belirlendi.

Kumar ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yerel izolatlardan klonlanan genlerin
kodladig1 Cry2A proteinlerinin analizlerini gerceklestirdikleri bir ¢alismada, cry2Aa ve
cry2Ab genlerini igeren yerel izolatlardan, T7 promotoru kontroliinde ekspreslenen cry2Aa
ve cry2Ab proteinlerinin Helicoverpa armigera iizerindeki insektisidal aktivitelerini
belirlediler. Biotestler sonucunda, tire’de solubilize olan cry2Aa proteinleri H. armigera’ya
kars1 % 100 aktivite gosterirken, ayni kosullarda solubilize olan cry2Ab proteinlerinin H.

armigera’ya karsi insektisidal aktivite gostermedigi tespit edildi.
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B. thuringiensis Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarindaki birgok bdcege
kars1 yiiksek insektisidal etkiye sahip bakteridir. Calismada kullanilan yerel B.
thuringiensis’den elde edilen cry2Ab geni, E. coli BL21(DE3) bakterisinde ekspres edilmis
olup izole edildigi zararli tlizerindeki insektisidal aktivite sonuglari belirlendi. Cry2
proteinleri hem Lepidoptera hem de Diptera takiminda yer alan bircok zarali bocegin
biyolojik miicadelesinde kullanilmaktadir. Fakat cry protenin alt gruplar farkli takimlar
tizerinde etkilidir. Boylece, literatiirde cry2Aa proteinleri Lepidoptera ve Diptera
takimlarindaki zararlilara karsi toksik etki gosterirken cry2Ab proteini ise Lepidoptera
takimindaki zararlhilara karst toksik etki gosterdigi belirtilmigtir. Bu tez c¢alismasi
kapsaminda ise ekspreslenmis olan cry2Ab proteinin insektisidal aktivitesini belirlemek
amaciyla Lepidoptera takimina ait M. neustria ve Diptera takimina ait R. cerasi larvalar
tizerinde insektisidal aktivite ¢calismalart gergeklestirildi. Bunun i¢in ekspreslenmis cry2Ab
proteininin yani1 sira sadece pET-28a(+)’y1 igeren E. coli BL21(DE3), E. coli
BL21(DE3)’in kendi proteinleri ve B. thuringiensis MnD bakterisine ait spor-kristal
karistmi da kullanildi. Lepidoptera takimina ait M. neustria larvalari {izerinde 100 pg
konsantrasyondaki cry2Ab proteini % 73 oraninda Oldiriicii etki gosterdi. Ayni
konsantrasyonda E. coli BL21(DE3)/pET-28a(+) % 6,7, E. coli BL21(DE3) % 7,8 ve
sporkristal karigimi da % 76’lik bir etki gosterdi. M. neustria larvalari {izerinde E. coli
BL21(DE3) hiicresinde ekspreslenen Cry2Ab’nin B. thuringiensis MnD bakterisine ait
spor-kristal karigimina goére daha diisiik bir insektisidal aktivite gosterdigi belirlendi.
Bunun disiisiin sebebi, larvalar tarafindan yenen B. thuringiensis spor-kristal karigiminin
bakterinin  yogunluguna, tipine, Cry toksinlerinin konsantrasyonuna, farkl
kombinasyonlarina ve tiiriine bagli olarak biiylik oranda degistigidir. Ayrica, bocek
tiirlerine ve bocegin bagirsaginda bulunan diger mikroorganizmalara bagl olabilir (Hansen
vd., 1998).

Kiraz, Tiirkiye’nin 6nemli meyve iiriinlerinden biridir. Bu kadar 6nemli bir iiriin
olmasina ragmen iilkemizde ve Avrupa’da kiraz’in bir¢ok zararlis vardir. Bu zararlilardan
en onemlisi kiraz sinegi (Rhagoletis cerasi)’dir. Kiraz sinegi larvalari ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Su ana kadar kiraz sine§ine kars1i en ¢ok denen biyolojik miicadele
yontemleri mekaniksel miicadele yontemlerinden feromon tuzaklari esasli olmasina
ragmen, heniiz daha verimli kullanilabilecek bir biyolojik miicadele sistemi
gelistirilememistir (Katsoyannos vd., 2000). Kleespies ve arkadaslar1 (2008) tarafindan
yapilan kapsamli bir ¢caligmada, Almanya’da kiraz sineginde fungus, nematod ve bakteri

entomopatojenlerinin varliginin belirtilmesi konusunda bilgiler olmasina ragmen bu
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patojenlerin tanimlanmalar1 ve biyolojik miicadele potansiyelleri konusunda su ana kadar
kayda deger bir calisma yaymlanmamustir. Koppler ve arkadaslari (2004) yiirittiikleri bir
calismayla kiraz sineginin entomopatojenik nematodlarla kontrol edilebileceklerini
gdstermisler. Ayrica, Daniel ve Wyss (2008) Isvicre’de Beauveria bassiana
entomopatojenik fungusunu uygulayarak meyvelerde hasarin % 69 oraninda azaldigi
gostermistir.

Kiraz sinegine kars1 biyolojik miicadele etmenlerinden fungus ve nematod uygulama
caligmalar1 mevcut iken, entomopatojenik bakteri ile biyolojik miicadele caligmalar
literatiirde heniiz mevcut degildir. R. cerasi iizerine yapilan bu ¢alismalarin etkili bir sonug
vermedigi, bu nedenle bu ¢alismayla kiraz iiretiminde ¢ok 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan R. cerasi zararlisiyla miicadelede B. thuringiensis cry2 proteinin etkinligi
belirlendi. Kiraz sinegi lizerinde 100 pg konsantrasyondaki cry2Ab % 75 oraninda
oldiriicti etki gosterdi. Aynmi konsantrasyonda E. coli BL21(DE3)/pET-28a(+) % 12,5,
E.coli BL21(DE3) % 25 ve sporkristal karisimi da % 87,5’lik bir etki gosterdi. Oliim
oranlar1 Abott formiiliine gore hesaplanmis olup, Rhagoletis cerasi larvalar: tizerinde E.
coli BL21(DE3) hiicrelerinde ekspreslenen cry2Ab proteinin, B. thuringiensis MnD
bakterisine ait spor-kristal karisimina gore daha diisiik bir insektisidal aktivite gosterdigi
belirlendi. Sonug olarak, B. thuringiensis MnD bakterisine ait spor-kristal karigiminin E.
coli’de ekspreslenmis olan Cry2Ab proteinine gore daha etkili olmasinin sebebi kristal ve
spor igermesidir. Ayrica, literatiirde B. thuringiensis subsp. kurstaki bakterisinin 2 tane
cry2, 3 tane de cryl geni icerdigi belirtilmistir. Bu nedenler spor-kristal karigiminin
oldiirme etkisine katki sagladig: diisiintilmektedir.

Ulkemizde tarim ve orman alanlarinda énemli zarar olusturan ve ekonomik kayiplara
neden olan Malacosoma neustria zararlisinda izole edilen Bacillus thuringiensis
bakterisine ait Cry2Ab geninin ekspresyonu ve insektisidal aktivite ¢alismalart yapildi. Bu
tez kapsaminda ¢alisilan cry2Ab geninin 1902 bp uzunlugunda oldugu, 633 aminoasit
icerdigi ve literatiirdeki B. thuringiensis cry2Ab genine % 99 benzer homoloji gosterdigi
tespit edildi. Kolay calisabilir olmasi nedeniyle segilen E. coli bakteriyal konakta
ekspresyonu gerceklestirldi. SDS page analiz sonucunda 70 kDa civarinda protein bandi
elde edildi. Ekspreslenen iiriinler M. neustria zararlisi {izerinde % 73 insektisidal aktivite
gosterirken, R. cerasi lizerinde % 75 insektisidal etki gosterdigi belirlendi. Bu sayede
ekonomik degeri yiiksek olan iiriin kayiplarimi 6nlemek amaciyla biyolojik miicadele

etmeni gelistirme yoOniinde bu tez calismasi ile ¢ok Onemli bir adim atilmis oldu.



5. SONUCLAR

Bu ¢alisma sonucunda Malacosoma neustria’dan izole edilen Bacillus thuringiensis
bakterisine ait Cry2Ab geninin klonlanmasi, karakterizasyonu, ekspresyonu ve
Malacosoma neustria ve Rhagoletis cerasi larvalari iizerinde insektisidal aktivite testleri
yapildi. Bu tez kapsaminda;

1. Malacosoma neustria orjinli Bacillus thuringiensis’e ait cry2Ab geni 1902 nt’lik

bir ORF’ye sahiptir.

2. Elde edilen cry2Ab geni 633 aminoasitten olusan 70 kDa’lik bir protein
kodlamaktadir.

3. Cry2Ab proteini literatiirdeki Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki’in sahip
oldugu cry2Abl, cry2Ab2 cry2Ab3, cry2AbS ve cry2Ab8 proteinleri ile % 99
yliksek oranda benzer homolojiye sahiptir.

4. Cry2Ab proteinin Malacosoma neustria larvalarma karst % 73 ve Rhagoletis

cerasi larvalarina kars1 % 75°1ik bir insektisidal aktiviteye sahiptir.



6. ONERILER

Zararli boceklerle miicadelede kimyasal insektisitlere en iyi alternatif
biyoinsektisitlerdir. Bu anlamda biyolojik miicadele i¢in en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalar entomopatojenik bakterilerdir.

Yillardan beri entomopatojenik bir bakteri olan Bacillus thuringiensis tizerinde ¢ok
sayida arastirma yapilmis ve bir o kadar ¢calisma da hala daha devam etmektedir. Boylece,
tarim alanlarinda ve ormanlarda zarara yol agan bocekler etkisiz hale getirilebilmektedir.
B. thuringiensis’e ait ¢ok sayida ftriin piyasada bulunmaktadir. Bu anlamda B.
thuringiensis bakterisinin ve bakteride bulunan kristal yapida toksin iireten cry genlerinin
molekiiler diizeyde aydinlatilmasi bilyiik 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismada, molekiiler 6zellikleri belirlenen cry2Ab geninin, bocekler tizerindeki
etkilerini artirmak amaciyla yine bocekler lizerinde etkili olan farkli genlerle (Diger cry
genleri, cyt genleri ve kitinaz gibi) bir araya getirilerek flizyon protein olusturulabilir.

Daha 6nce bu bakteride genel primerler ile varlig1 belirlenen cryl geni E. coli’de ayr
ayr1 ekspres edilerek zararlilar iizerinde insektisidal aktiviteleri belirlenmis olup bdceklerin
direngliligi ortadan kaldirilabilir.

Bacillus thuringiensis bakterisi bir toprak grubu bakterisi oldugu igin toparak
grubuna ornek olan Pseudomonas cinsi bakterilere klonlanip insektisidal aktivite sonuglari
degerlendirilebilir.

Cry2Ab proteininin saflagtirilarak laboratuar kosullarinda insektisdal etkisinin
belirlenmesi ve saf proteinin sera kosullarindaki insektisidal aktivitesi belirlenebilir.
Ayrica, sera kosullarinda insektisidal aktiviteyi etkileyen faktorlerde belirnebilir.

Elde edilen Cry2Ab proteininin insektisidal aktivitesini tam olarak belirleyebilmek
icin farkli bocek tiirleri ilizerinde de insektisidal aktivite ¢alismalar1 yapilmasit uygun

olacaktir.
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8. EKLER

Ek Tablo 1. Yeni siniflandirma sistemine gore Cry toksinlerinin listesi
(URL-2, 2009)

Isim Acc No. Yazarlar Yil Kaynak sus
CrylAal AAA22353 Schnepf et al 1985 | Bt kurstaki HD1
CrylAa2 AAA22552 Shibano et al 1985 | Bt sotto
CrylAa3 BAA00257 Shimizu et al 1988 | Bt aizawai IPL7
CrylAa4 CAA31886 Masson et al 1989 | Bt entomocidus
CrylAad BAA04468 Udayasuriyan et al 1994 | Bt Fu-2-7
CrylAab AAAB6265 Masson et al 1994 | Bt kurstaki NRD-12
CrylAa7 AAD46139 Osman et al 1999 | Bt Cl12
CrylAa8 126149 Liu 1996
CrylAa9 BAA77213 Nagamatsu et al 1999 | Bt dendrolimus T84A1
CrylAalQ AAD55382 Hou and Chen 1999 | Bt kurstaki HD-1-02
CrylAall CAA70856 Tounsi et al 1999 | Bt kurstaki
CrylAal2 AAP80146 Yao et al 2001 | Bt Ly30
CrylAal3 AAM44305 | Zhong et al 2002 | Bt sotto
CrylAal4 AAP40639 Ren et al 2002 | unpublished
CrylAal5 AAY 66993 Sauka et al 2005 | Bt INTA Mol-12
CrylAbl AAA22330 Wabiko et al 1986 | Bt berliner 1715
CrylAb2 AAA22613 Thorne et al 1986 | Bt kurstaki
CrylAb3 AAA22561 Geiser et al 1986 | Bt kurstaki HD1
CrylAb4 BAAO00071 Kondo et al 1987 | Bt kurstaki HD1
CrylAb5 CAA28405 Hofte et al 1986 | Bt berliner 1715
CrylAb6 AAA22420 Hefford et al 1987 | Bt kurstaki NRD-12
CrylAb7 CAA31620 Haider & Ellar 1988 | Bt aizawai IC1
Cryl Ab8 AAA22551 Oeda et al 1987 | Bt aizawai IPL7
CrylAb9 CAA38701 Chak & Jen 1993 | Bt aizawai HD133
CrylAblQ A29125 Fischhoff et al 1987 | Bt kurstaki HD1
CrylAbll 112419 Ely & Tippett 1995 | Bt A20
CrylAbl2 AAC64003 Silva-Werneck et al 1998 | Bt kurstaki S93
CrylAbl3 AAN76494 Tan et al 2002 | Bt c005
CrylAbl4 AAG16877 Meza-Basso & Theoduloz | 2000 | Native Chilean Bt
CrylAbl5 AAO13302 Liet al 2001 | Bt B-Hm-16
CrylAblé6 AAKS55546 Yu et al 2002 | Bt AC-11
CrylAbl7 AAT46415 Huang et al 2004 | Bt WB9
CrylAbl8 AAQB88259 Stobdan et al 2004 | Bt
CrylAbl9 AAW31761 | Zhong et al 2005 | Bt X-2
CrylAb20 ABB72460 Liu et al 2006 | BtC008
CrylAb21 ABS18384 Swiecicka et al 2007 | BtIS5056
CrylAb22 ABWS87320 | Wu and Feng 2008 | BtS2491Ab
CrylAb-like | AAK14336 | Nagarathinam et al 2001 | Bt kunthala RX24
CrylAb-like | AAK14337 | Nagarathinam et al 2001 | Bt kunthala RX28
CrylAb-like | AAK14338 Nagarathinam et al 2001 | Bt kunthala RX27
CrylAb-like | ABG88858 Linet al 2006 | Btly4a3
CrylAcl AAA22331 Adang et al 1985 | Bt kurstaki HD73
CrylAc2 AAA22338 | Von Tersch et al 1991 | Bt kenyae
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CrylAc3 CAA38098 Dardenne et al 1990 | Bt BTS89A
CrylAc4 AAA7T3077 Feitelson 1991 | Bt kurstaki PS85A1
CrylAcS AAA22339 Feitelson 1992 | Bt kurstaki PS81GG
CrylAc6 AAAB6266 Masson et al 1994 | Bt kurstaki NRD-12
CrylAc7 AAB46989 Herrera et al 1994 | Bt kurstaki HD73
CrylAc8 AAC44841 Omolo et al 1997 | Bt kurstaki HD73
CrylAc9 AAB49768 Gleave et al 1992 | Bt DSIR732
CrylAclO CAAO05505 Sun 1997 | Bt kurstaki YBT-1520
CrylAcll CAA10270 Makhdoom & Riazuddin 1998

CrylAcl2 112418 Ely & Tippett 1995 | Bt A20

CrylAcl3 AAD38701 Qiao et al 1999 | Bt kurstaki HD1
CrylAcl4 AAQ06607 Yao et al 2002 | Bt Ly30

CrylAclS AANOQ7788 | Tzeng et al 2001 | Bt from Taiwan
CrylAcl6 AAU87037 Zhao et al 2005 | Bt H3

CrylAcl? AAX18704 Hire et al 2005 | Bt kenyae HD549
CrylAcl8 AAY88347 Kaur & Allam 2005 | Bt SK-729
CrylAcl9 ABD37053 Gao et al 2005 | Bt C-33

CrylAc20 ABB89046 Tan et al 2005

CrylAc21 AAY 66992 Sauka et al 2005 | INTA Mol-12
CrylAc22 ABZ01836 Zhang & Fang 2008 | Bt W015-1
CrylAc23 CAQ30431 Kashyap et al 2008 | Bt

CrylAc24 ABLO01535 Arango et al 2008 | Bt 146-158-01
CrylAc25 FJ513324 Guan Peng et al 2008 | Bt Tm37-6
CrylAc26 FJ617446 Guan Peng et al 2009 | Bt Tm41-4
CrylAc27 FJ617447 Guan Peng et al 2009 | Bt Tm44-1B
CrylAdl AAA22340 Feitelson 1993 | Bt aizawai PS811
CrylAd2 CAAO01880 | Anonymous 1995 | Bt PS§1RRI1
CrylAel AAA22410 Lee & Aronson 1991 | Bt alesti

CrylAfl AABR2749 Kang et al 1997 | Bt NT0423

CrylAgl AAD46137 Mustafa 1999

CrylAhl AAQI14326 Tan et al 2000

CrylAh2 ABB76664 Qi et al 2005 | Bt alesti

CrylAil AA039719 | Wang et al 2002

CrylA-like AAK14339 | Nagarathinam et al 2001 | Bt kunthala nags3
CrylBal CAA29898 Brizzard & Whiteley 1988 | Bt thuringiensis HD2
CrylBa2 CAA65003 Soetaert 1996 | Bt entomocidus HD110
CrylBa3 AAKG63251 Zhang et al 2001

CrylBa4 AAKS51084 Nathan et al 2001 | Bt entomocidus HD9
Cry1Ba5 ABO20894 Song et al 2007 | Bt sfw-12

CrylBa6 ABL60921 Martins et al 2006 | Bt S601

Cry1Bbl AAA22344 Donovan et al 1994 | Bt EG5847

CrylBcl CAA86568 Bishop et al 1994 | Bt morrisoni
CrylBdl AAD10292 Kuo et al 2000 | Bt wuhanensis HD525
CrylBd2 AAMO93496 | Isakova et al 2002 | Bt 834

CrylBel AAC32850 Payne et al 1998 | Bt PS158C2
CrylBe2 AAQ52387 Baum et al 2003

Cry1Be3 FJ716102 Xiaodong Sun et al 2009 | Bt

Cryl1Bfl CAC50778 Arnaut et al 2001

CrylBf2 AAQ52380 Baum et al 2003
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CrylBgl AAO39720 Wang et al 2002

CrylCal CAA30396 Honee et al 1988 | Bt entomocidus 60.5
CrylCa2 CAA31951 Sanchis et al 1989 | Bt aizawai 7.29
CrylCa3 AAA22343 Feitelson 1993 | Bt aizawai PS811
CrylCa4 CAA01886 Van Mellaert et al 1990 | Bt entomocidus HD110
CrylCa5 CAA65457 Strizhov 1996 | Bt aizawai 7.29
CrylCab [1] | AAF37224 Yu et al 2000 | Bt AF-2

CrylCa7? AAG50438 Aixing et al 2000 | BtJ8

CrylCa8 AAMO00264 | Chenetal 2001 | Bt c002

CrylCa9 AAL79362 Kao et al 2003 | Bt G10-01A
CrylCal0 AAN16462 Lin et al 2003 | Bt E05-20a
CrylCall AAXS53094 Cai et al 2005 | Bt C-33

CrylCbl M97880 Kalman et al 1993 | Bt galleriac HD29
CrylCb2 AAG35409 Song et al 2000 | Bt c001

Cryl1Cb3 ACD50894 Huang et al 2008 | Bt 087

CrylCb-like | AAX63901 Thammasittirong et al 2005 | Bt TA476-1
CrylDal CAA38099 Hofte et al 1990 | Bt aizawai HD68
CrylDa2 176415 Payne & Sick 1997

CrylDbl CAA80234 Lambert 1993 | Bt BTS00349A
CrylDb2 AAK48937 Lietal 2001 | Bt B-Pr-88
Cryl1Dcl ABK35074 | Lertwiriyawong et al 2006 | Bt JC291

CrylEal CAA37933 Visser et al 1990 | Bt kenyae 4F1
CrylEa2 CAA39609 Bosse et al 1990 | Bt kenyae

CrylEa3 AAA22345 Feitelson 1991 | Bt kenyae PS81F
CrylEa4 AAD04732 Barboza-Corona et al 1998 | Bt kenyae LBIT-147
CrylEa5 A15535 Botterman et al 1994

CrylEa6 AAL50330 Sun et al 1999 | Bt YBT-032
CrylEa7 AAW72936 | Huehne et al 2005 | BtJC190

CrylEa8 ABX11258 Huang et al 2007 | Bt HZM2

CrylEbl AAA22346 Feitelson 1993 | Bt aizawai PS81A2
CrylFal AAA22348 Chambers et al 1991 | Bt aizawai EG6346
CrylFa2 AAA22347 Feitelson 1993 | Bt aizawai PS811
CrylFbl CAA80235 Lambert 1993 | Bt BTS00349A
CrylFb2 BAA25298 Masuda & Asano 1998 | Bt morrisoni INA67
CrylFb3 AAF21767 Song et al 1998 | Bt morrisoni
Cryl1Fb4 AAC10641 Payne et al 1997

Cry1Fb5 AAO13295 Lietal 2001 | Bt B-Pr-88
CrylFb6 ACD50892 Huang et al 2008 | Bt 012

CrylFb7 ACD50893 Huang et al 2008 | Bt 087

CrylGal CAAR80233 Lambert 1993 | Bt BTS0349A
CrylGa2 CAA70506 Shevelev et al 1997 | Bt wuhanensis
CrylGbl AADI10291 Kuo & Chak 1999 | Bt wuhanensis HD525
CrylGb2 AAO13756 Lietal 2000 | Bt B-Pr-88

CrylGe AAQS52381 Baum et al 2003

CrylHal CAAR80236 Lambert 1993 | Bt BTS02069AA
CrylHbl AAA79694 Koo et al 1995 | Bt morrisoni BF190
Cry1H-like AAF01213 Srifah et al 1999 | BtJC291

Cryllal CAA44633 Tailor et al 1992 | Bt kurstaki

Crylla2 AAA22354 Gleave et al 1993 | Bt kurstaki
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Crylla3 AAC36999 Shin et al 1995 | Bt kurstaki HD1
Crylla4 AAB00958 Kostichka et al 1996 | Bt AB&S
Crylla5 CAA70124 | Selvapandiyan 1996 | Bt 61

Cryllab6 AAC26910 Zhong et al 1998 | Bt kurstaki S101
Crylla7 AAM73516 | Porcar et al 2000 | Bt

Crylla8 AAK66742 Song et al 2001

Crylla9 AAQO08616 Yao et al 2002 | Bt Ly30
Cryllal0 AAP86782 Espindola et al 2003 | Bt thuringiensis
Cryllall CAC85964 Tounsi et al 2003 | Bt kurstaki BNS3
Cryllal2 AAV53390 Grossi de Sa et al 2005 | Bt

Cryllal3 ABF83202 Martins et al 2006 | Bt

Cryllal4 ACG63871 Liu & Guo 2008 | Btl1

Cryllal5 FJ617445 Guan Peng et al 2009 | Bt E-1B
Cryllal6 FJ617448 Guan Peng et al 2009 | Bt E-1A
Cryllbl AAAS82114 Shin et al 1995 | Bt entomocidus BP465
CrylIb2 ABWS88019 | Guan et al 2007 | Bt PP61
CrylIb3 ACD75515 Liu & Guo 2008 | Bt GS8

Cryllcl AAC62933 Osman et al 1998 | Bt C18

Cryllc2 AAE71691 Osman et al 2001

Crylldl AAD44366 | Choi 2000

Cryllel AAG43526 | Song et al 2000 | Bt BTC007
CrylIfl AAQ52382 Baum et al 2003

Cryll-like AAC31094 Payne et al 1998

Cryll-like ABGR88859 Lin & Fang 2006 | Btly4a3
CrylJal AAA22341 Donovan 1994 | Bt EG5847
Cryllbl AAA98959 Von Tersch & Gonzalez 1994 | Bt EG5092
CrylJcl AAC31092 Payne et al 1998

Cryllc2 AAQ52372 Baum et al 2003

CrylJdl CAC50779 Arnaut et al 2001 | Bt

CrylKal AAB00376 Koo et al 1995 | Bt morrisoni BF190
CrylLal AAS60191 Je et al 2004 | Bt kurstaki K1
Cryl-like AAC31091 Payne et al 1998

Cry2Aal AAA22335 Donovan et al 1989 | Bt kurstaki
Cry2Aa2 AAA83516 Widner & Whiteley 1989 | Bt kurstaki HD1
Cry2Aa3 D86064 Sasaki et al 1997 | Bt sotto
Cry2Aa4 AAC04867 | Misra et al 1998 | Bt kenyae HD549
Cry2Aa5 CAA10671 Yu & Pang 1999 | Bt SL39
Cry2Aab CAA10672 Yu & Pang 1999 | Bt YZ71
Cry2Aa7 CAA10670 Yu & Pang 1999 | Bt CY29
Cry2Aa8 AAO13734 Wei et al 2000 | Bt Dongbei 66
Cry2Aa9 AAQOI13750 | Zhang et al 2000

Cry2Aal0 AAQ04263 Yao et al 2001

Cry2Aall AAQ52384 Baum et al 2003

Cry2Aal2 ABI83671 Tan et al 2006 | Bt Rpp39
Cry2Aal3 ABLO01536 Arango et al 2008 | Bt 146-158-01
Cry2Aal4 ACF04939 Hire et al 2008 | Bt HD-550
Cry2Abl AAA22342 Widner & Whiteley 1989 | Bt kurstaki HD1
Cry2Ab2 CAA39075 Dankocsik et al 1990 | Bt kurstaki HD1
Cry2Ab3 AAG36762 Chen et al 1999 | Bt BTC002
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Cry2Ab4 AAO13296 Lietal 2001 | Bt B-Pr-88
Cry2Ab5 AAQ04609 Yao et al 2001 | Btly30
Cry2Ab6 AAP59457 Wang et al 2003 | Bt WZ-7
Cry2Ab7 AAZ66347 Udayasuriyan et al 2005 | Bt 14-1
Cry2Ab8 ABC95996 Huang et al 2006 | Bt WB2
Cry2Ab9 ABC74968 Zhang et al 2005 | Bt LLB6
Cry2Abl0 EF157306 Linet al 2006 | BtLyD
Cry2Abl1 CAMS84575 Saleem et al 2007 | Bt CMBL-BT1
Cry2Abl2 ABM21764 | Linetal 2007 | Bt LyD
Cry2Abl3 ACG76120 Zhu et al 2008 | Bt ywc5-4
Cry2Abl4 ACG76121 Zhu et al 2008 | Bt Bts
Cry2Acl CAA40536 | Aronson 1991 | Bt shanghai S1
Cry2Ac2 AAG35410 | Song et al 2000

Cry2Ac3 AAQ52385 Baum et al 2003

Cry2Ac4 ABC95997 Huang et al 2006 | Bt WB9
Cry2Ac5S ABC74969 Zhang et al 2005

Cry2Ac6 ABC74793 Xia et al 2006 | Bt wuhanensis
Cry2Ac7 CAL18690 Saleem et al 2008 | Bt SBSBT-1
Cry2Ac8 CAMO09325 | Saleem et al 2007 | Bt CMBL-BT1
Cry2Ac9 CAMO09326 | Saleem et al 2007 | Bt CMBL-BT2
Cry2Acl0 ABN15104 Bai et al 2007 | Bt QCL-1
Cry2Acll CAMS83895 Saleem et al 2007 | Bt HD29
Cry2Acl2 CAMS83896 | Saleem et al 2007 | Bt CMBL-BT3
Cry2Adl AAF09583 Choi et al 1999 | Bt BR30
Cry2Ad2 ABC86927 Huang et al 2006 | Bt WB10
Cry2Ad3 CAK29504 Saleem et al 2006 | Bt5 2AcT(1)
Cry2Ad4 CAM32331 Saleem et al 2007 | Bt CMBL-BT2
Cry2AdS5 CAO78739 Saleem et al 2007 | Bt HD29
Cry2Ael AAQS52362 Baum et al 2003

Cry2Afl ABO30519 Beard et al 2007 | Bt C81
Cry2Ag ACH91610 Zhu et al 2008 | Bt JF19-2
Cry2Ah EU939453 Zhang et al 2008 | Bt

Cry2Ah2 ACL80665 Zhang et al 2009 | Bt BRC-ZQL3
Cry2Ai FJ788388 Udayasuriyan et al 2009 | Bt

Cry3Aal AAA22336 | Herrnstadt et al 1987 | Bt san diego
Cry3Aa2 AAA22541 Sekar et al 1987 | Bt tenebrionis
Cry3Aa3 CAA68482 Hofte et al 1987

Cry3Aa4 AAA22542 McPherson et al 1988 | Bt tenebrionis
Cry3Aas AAA50255 Donovan et al 1988 | Bt morrisoni EG2158
Cry3Aa6 AAC43266 Adams et al 1994 | Bt tenebrionis
Cry3Aa7 CAB41411 Zhang et al 1999 | Bt 22

Cry3Aa8 AAS79487 Gao and Cai 2004 | Bt YM-03
Cry3Aa9 AAWO05659 | Bulla and Candas 2004 | Bt UTD-001
Cry3Aal0 AAU29411 Chen et al 2004 | Bt 886
Cry3Aall AAWR2872 | Kurt et al 2005 | Bt tenebrionis Mm?2
Cry3Aal?2 ABY49136 Sezen et al 2008 | Bt tenebrionis
Cry3Bal CAA34983 Sick et al 1990 | Bt tolworthi 43F
Cry3Ba2 CAA00645 Peferoen et al 1990 | Bt PGSI208
Cry3Bbl AAA22334 Donovan et al 1992 | Bt EG4961
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Cry3Bb2 AAA74198 Donovan et al 1995 | Bt EG5144

Cry3Bb3 115475 Peferoen et al 1995

Cry3Cal CAA42469 Lambert et al 1992 | Bt kurstaki BtI109P
Cry4Aal CAA68485 Ward & Ellar 1987 | Bt israelensis
Cry4Aa2 BAA00179 Sen et al 1988 | Bt israelensis HD522
Cry4Aa3 CAD30148 Berry et al 2002 | Bt israelensis
Cry4A-like AAY96321 Mahalakshmi et al 2005 | Bt LDC-9

Cry4Bal CAA30312 Chungjatpornchai et al 1988 | Bt israelensis 4Q2-72
Cry4Ba2 CAA30114 | Tungpradubkul et al 1988 | Bt israelensis
Cry4Ba3 AAA22337 Yamamoto et al 1988 | Bt israelensis
Cry4Ba4 BAAO00178 Sen et al 1988 | Bt israelensis HD522
Cry4Ba5 CAD30095 Berry et al 2002 | Bt israelensis
Cry4Ba-like | ABC47686 Mahalakshmi et al 2005 | Bt LDC-9

Cry4Cal EU646202 Shu et al 2008

Cry4Cbl FJ403208 Jun & Furong 2008 | Bt HS18-1

Cry4Cb2 FJ597622 Jun & Furong 2008 | Bt Ywc2-8

Cry4Ccl FJ403207 Jun & Furong 2008 | Bt MC28

Cry5Aal AAA67694 Narva et al 1994 | Bt darmstadiensis PS17
Cry5Abl AAA67693 Narva et al 1991 | Bt darmstadiensis PS17
Cry5Acl 134543 Payne et al 1997

Cry5Adl ABQS82087 Lenane et al 2007 | Bt L366

Cry5Bal AAA68598 Foncerrada & Narva 1997 | Bt PS86Q3

Cry5Ba2 ABWS88932 | Guo et al 2008 | YBT 1518

Cry6Aal AAA22357 Narva et al 1993 | Bt PS52A1

Cry6Aa2 AAM46849 | Bai et al 2001 | YBT 1518

Cry6Aa3 ABHO03377 Jia et al 2006 | Bt 96418

Cry6Bal AAA22358 Narva et al 1991 | Bt PS69D1

Cry7Aal AAA22351 Lambert et al 1992 | Bt galleriae PGSI245
Cry7Abl AAA21120 Narva & Fu 1994 | Bt dakota HD511
Cry7Ab2 AAA21121 Narva & Fu 1994 | Bt kumamotoensis 867
Cry7Ab3 ABX24522 Song et al 2008 | Bt WZ-9

Cry7Ab4 EU380678 Shu et al 2008 | Bt

Cry7ADb5 ABX79555 Aguirre-Arzola et al 2008 | Bt monterrey GM-33
Cry7Abé6 ACI44005 Deng et al 2008 | Bt HQ122

Cry7Ab7 FJ940776 Wang et al 2009

Cry7Bal ABB70817 Zhang et al 2006 | Bt huazhongensis
Cry7Cal ABR67863 Gao et al 2007 | Bt BTH-13

Cry7Dal ACQ99547 Yi et al 2009 | Bt LH-2

Cry8Aal AAA21117 Narva & Fu 1992 | Bt kumamotoensis
Cry8Abl EU044830 Cheng et al 2007 | Bt B-1JX

Cry8Bal AAA21118 Narva & Fu 1993 | Bt kumamotoensis
Cry8Bbl CAD57542 Abad et al 2002

Cry8Bcl CAD57543 Abad et al 2002

Cry8Cal AAA21119 | Sato et al. 1995 | Bt japonensis Buibui
Cry8Ca2 AAR98783 Shu et al 2004 | Bt HBF-1

Cry8Ca3 EU625349 Du et al 2008 | Bt FTL-23

Cry8Dal BAC07226 Asano et al 2002 | Bt galleriae
Cry8Da2 BD133574 Asano et al 2002 | Bt

Cry8Da3 BD133575 Asano et al 2002 | Bt
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Cry8Dbl1 BAF93483 Yamaguchi et al 2007 | Bt BBT2-5
Cry8Eal AAQ73470 | Fupingetal 2003 | Bt 185

Cry8Ea2 EU047597 Liu et al 2007 | Bt B-DLL
Cry8Fal AAT48690 Shu et al 2004 | Bt 185

Cry8Gal AAT46073 Shu et al 2004 | Bt HBF-18
Cry8Ga2 ABC42043 Yan et al 2008 | Bt 145

Cry8Ga3 FJ198072 Xiaodong et al 2008 | Bt FCD114
Cry8Hal EF465532 Fuping et al 2006 | Bt 185

Cry8lal EU381044 Yan et al 2008 | Bt su4

Cry8Jal EU625348 Du et al 2008 | Bt FPT-2

Cry8Kal FJ422558 Quezado et al 2008

Cry8Ka2 ACN87262 Noguera & Ibarra 2009 | Bt kenyae
Cry8-like FJ770571 Noguera & Ibarra 2009 | Bt canadensis
Cry8-like ABS53003 Mangena et al 2007 | Bt

Cry9Aal CAA41122 Shevelev et al 1991 | Bt galleriae
Cry9Aa2 CAA41425 Gleave et al 1992 | Bt DSIR517
Cry9Aa3 GQ249293 Su et al 2009 | Bt SC5(D2)
Cry9Aa4 GQ249294 Su et al 2009 | Bt T0O3C001
Cry9Aa like AAQ52376 Baum et al 2003

Cry9Bal CAAS52927 Shevelev et al 1993 | Bt galleriae
Cry9Bbl AAV28716 Silva-Werneck et al 2004 | Bt japonensis
Cry9Cal CAAB5764 Lambert et al 1996 | Bt tolworthi
Cry9Ca2 AAQS52375 Baum et al 2003

Cry9Dal BAA19948 Asano 1997 | Bt japonensis N141
Cry9Da2 AAB97923 Wasano & Ohba 1998 | Bt japonensis
Cry9Da3 GQ249295 Su et al 2009 | Bt TO3B001
Cry9Da4 GQ249297 Su et al 2009 | Bt TO3B001
Cry9Dbl1 AAX78439 | Flannagan & Abad 2005 | Bt kurstaki DP1019
Cry9Eal BAA34908 Midoh & Oyama 1998 | Bt aizawai SSK-10
Cry9Ea2 AAOI12908 | Lietal 2001 | Bt B-Hm-16
Cry9Ea3 ABM21765 | Linetal 2006 | BtlyA

Cry9Ea4 ACE88267 Zhu et al 2008 | Bt ywc5-4
Cry9Ea$ ACF04743 Zhu et al 2008 | Bts

Cry9Ea6 ACG63872 | Liu & Guo 2008 | Bt 11

Cry9Ea7 FJ380927 Sun et al 2008

Cry9Ea8 GQ249292 Su et al 2009 | GQ249292
Cry9Ebl CAC50780 Arnaut et al 2001

Cry9Eb2 GQ249298 Su et al 2009 | Bt T03B001
Cry9Ecl AAC63366 Wasano et al 2003 | Bt galleriae
Cry9Ed1 AAX78440 | Flannagan & Abad 2005 | Bt kurstaki DP1019
Cry9Eel (GQ249296 Su et al 2009 | Bt TO3B001
Cry9-like AAC63366 Wasano et al 1998 | Bt galleriae
Cryl0Aal AAA22614 Thorne et al 1986 | Bt israelensis
Cryl0Aa2 E00614 Aran & Toomasu 1996 | Bt israelensis ONR-60A
Cryl0Aa3 CAD30098 Berry et al 2002 | Bt israelensis
Cryl10A-like | DQ167578 Mahalakshmi et al 2006 | Bt LDC-9
CryllAal AAA22352 | Donovan et al 1988 | Bt israelensis
CryllAa2 AAA22611 Adams et al 1989 | Bt israelensis
Cryl1Aa3 CAD30081 Berry et al 2002 | Bt israelensis
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CryllAa-like | DQ166531 Mahalakshmi et al 2007 | Bt LDC-9
CryliBal CAA60504 | Delecluse et al 1995 | Bt jegathesan 367
Cryl1Bbl AAC97162 Orduz et al 1998 | Bt medellin
Cryl2Aal AAA22355 | Narvaetal 1991 | Bt PS33F2
Cryl3Aal AAA22356 | Narva et al 1992 | Bt PS63B
Cryl4Aal AAA21516 Narva et al 1994 | Bt sotto PS80JJ1
Cryl5Aal AAA22333 | Brown & Whiteley 1992 | Bt thompsoni
Cryl6Aal CAA63860 | Barloy et al 1996 | Cb malaysia CH18
Cryl7Aal CAA67841 Barloy et al 1998 | Cb malaysia CH18
Cryl8Aal CAA67506 | Zhang et al 1997 | Paenibacillus popilliae
Cryl8Bal AAF89667 Patel et al 1999 | Paenibacillus popilliae
Cryl8Cal AAF89668 Patel et al 1999 | Paenibacillus popilliae
Cryl9Aal CAA68875 Rosso & Delecluse 1996 | Bt jegathesan 367
Cryl19Bal BAA32397 Hwang et al 1998 | Bt higo

Cry20Aal AAB93476 | Lee & Gill 1997 | Bt fukuokaensis
Cry20Bal ACS93601 Noguera & Ibarra 2009 | Bt higo LBIT-976
Cry20-like GQ144333 Yietal 2009 | BtY-5

Cry21Aal 132932 Payne et al 1996

Cry21Aa2 166477 Feitelson 1997

Cry21Bal BAC06484 Sato & Asano 2002 | Bt roskildiensis
Cry22Aal 134547 Payne et al 1997

Cry22Aa?2 CADA43579 Isaac et al 2002 | Bt

Cry22Aa3 ACD93211 Du et al 2008 | Bt FZ-4

Cry22Abl AAKS50456 | Baum et al 2000 | Bt EG4140
Cry22Ab2 CADA43577 Isaac et al 2002 | Bt

Cry22Bal CAD43578 Isaac et al 2002 | Bt

Cry23Aal AAF76375 Donovan et al 2000 | Bt

Cry24Aal AAC61891 Kawalek and Gill 1998 | Bt jegathesan
Cry24Bal BAD32657 | Ohgushi et al 2004 | Bt sotto

Cry24Cal CAJ43600 Beron & Salerno 2005 | Bt FCC-41
Cry25Aal AAC61892 Kawalek and Gill 1998 | Bt jegathesan
Cry26Aal AAD25075 Wojciechowska et al 1999 | Bt finitimus B-1166
Cry27Aal BAA82796 Saitoh 1999 | Bt higo

Cry28Aal AAD24189 Wojciechowska et al 1999 | Bt finitimus B-1161
Cry28Aa?2 AAGO00235 Moore and Debro 2000 | Bt finitimus
Cry29Aal CACB80985 Delecluse et al 2000 | Bt medellin
Cry30Aal CAC80986 Delecluse et al 2000 | Bt medellin
Cry30Bal BADO00052 Ito et al 2003 | Bt entomocidus
Cry30Cal BAD67157 Ohgushi et al 2004 | Bt sotto

Cry30Ca2 ACU24781 Sun and Park 2009 | Bt jegathesan 367
Cry30Dal EF095955 Shu et al 2006 | Bt Y41

Cry30Dbl BAES80088 Kishida et al 2006 | Bt aizawai BUN1-14
Cry30Eal ACC95445 Fang et al 2007 | Bt S2160-1
Cry30Ea2 FJ499389 Jun et al 2008 | Bt Ywc2-8
Cry30Fal ACI22625 Tan et al 2008 | Bt MC28
Cry30Gal ACG60020 | Zhu et al 2008 | Bt HS18-1
Cry31Aal BAB11757 Saitoh & Mizuki 2000 | Bt 84-HS-1-11
Cry31Aa2 AAL87458 Jung and Cote 2000 | Bt M15

Cry31Aa3 BAE79808 Uemori et al 2006 | Bt BO195
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Cry31Aa4 BAF32571 Yasutake et al 2006 | Bt 79-25

Cry31Aa5 BAF32572 Yasutake et al 2006 | Bt 92-10

Cry31Abl BAE79809 Uemori et al 2006 | Bt B0195

Cry31Ab2 BAF32570 Yasutake et al 2006 | Bt31-5

Cry31Acl BAF34368 Yasutake et al 2006 | Bt 87-29

Cry32Aal AAG36711 Balasubramanian et al 2001 | Bt yunnanensis
Cry32Bal BAB78601 Takebe et al 2001 | Bt

Cry32Cal BAB78602 Takebe et al 2001 | Bt

Cry32Dal BAB78603 Takebe et al 2001 | Bt

Cry33Aal AAL26871 Kim et al 2001 | Bt dakota

Cry34Aal AAG50341 Ellis et al 2001 | Bt PS80JJ1
Cry34Aa2 AAK64560 Rupar et al 2001 | Bt EG5899
Cry34Aa3 AAT29032 Schnepf et al 2004 | Bt PS69Q
Cry34Aa4 AAT29030 Schnepf et al 2004 | Bt PS185GG
Cry34Abl AAG41671 Moellenbeck et al 2001 | Bt PS149B1
Cry34Acl AAG50118 Ellis et al 2001 | Bt PS167H2
Cry34Ac2 AAK64562 Rupar et al 2001 | Bt EG9444
Cry34Ac3 AAT29029 Schnepf et al 2004 | Bt KR1369
Cry34Bal AAK64565 Rupar et al 2001 | Bt EG4851
Cry34Ba2 AAT29033 Schnepf et al 2004 | Bt PS201L3
Cry34Ba3 AAT29031 Schnepf et al 2004 | Bt PS201HH2
Cry35Aal AAG50342 Ellis et al 2001 | Bt PS80JJ1
Cry35Aa2 AAK64561 Rupar et al 2001 | Bt EG5899
Cry35Aa3 AAT29028 Schnepf et al 2004 | Bt PS69Q
Cry35Aa4 AAT29025 Schnepf et al 2004 | Bt PS185GG
Cry35Abl AAG41672 Moellenbeck et al 2001 | Bt PS149B1
Cry35Ab2 AAK64563 Rupar et al 2001 | Bt EG9444
Cry35Ab3 AY536891 AAT29024 2004 | Bt KR1369
Cry35Acl AAG50117 Ellis et al 2001 | Bt PS167H2
Cry35Bal AAK64566 | Rupar et al 2001 | Bt EG4851
Cry35Ba2 AAT29027 Schnepf et al 2004 | Bt PS201L3
Cry35Ba3 AAT29026 Schnepf et al 2004 | Bt PS201HH2
Cry36Aal AAK64558 Rupar et al 2001 | Bt

Cry37Aal AAF76376 Donovan et al 2000 | Bt

Cry38Aal AAK64559 Rupar et al 2000 | Bt

Cry39Aal BAB72016 Ito et al 2001 | Bt aizawai
Cry40Aal BAB72018 Ito et al 2001 | Bt aizawai
Cry40Bal BAC77648 Ito et al 2003 | Bunl-14

Cry40Cal EU381045 Shu et al 2008 | Bt Y41

Cry40Dal ACF15199 Zhang et al 2008 | Bt S2096-2
Cry41Aal BAD35157 Yamashita et al 2003 | Bt A1462

Cry41Abl BAD35163 Yamashita et al 2003 | Bt A1462

Cry42Aal BAD35166 Yamashita et al 2003 | Bt A1462

Cry43Aal BAD15301 Yokoyama and Tanaka 2003 | P. lentimorbus semadara
Cry43Aa2 BAD95474 | Nozawa 2004 | P. popilliae popilliae
Cry43Bal BADI15303 | Yokoyama and Tanaka 2003 | P. lentimorbus semadara
Cry43-like BADI15305 Yokoyama and Tanaka 2003 | P. lentimorbus semadara
Cry44Aa BADO08532 Ito et al 2004 | Bt entomocidus INA288
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Cry45Aa BAD22577 Okumura et al 2004 | Bt 89-T-34-22
Cry46Aa BAC79010 Ito et al 2004 | Bt dakota
Cry46Aa?2 BAG68906 Ishikawa et al 2008 | Bt A1470
Cry46Ab BAD35170 | Yamagiwa et al 2004 | Bt

Cry47Aa AAY?24695 Kongsuwan et al 2005 | Bt CAA890
Cry48Aa CAJ18351 Jones and Berry 2005 | BsIAB59
Cry48Aa2 CAJ86545 Jones and Berry 2006 | Bs 47-6B
Cry48Aa3 CAJ86546 Jones and Berry 2006 | Bs NHA15b
Cry48Ab CAJ86548 Jones and Berry 2006 | Bs LP1G
Cry48Ab2 CAJB6549 Jones and Berry 2006 | Bs 2173
Cry49Aa CAHS56541 Jones and Berry 2005 | BsIAB59
Cry49Aa2 CAJ86541 Jones and Berry 2006 | Bs 47-6B
Cry49Aa3 CAJ86543 Jones and Berry 2006 | BsNHA15b
Cry49Aa4 CAJ86544 Jones and Berry 2006 | Bs 2173
Cry49Abl CAJB6542 Jones and Berry 2006 | Bs LP1G
Cry50Aal BAE&6999 Ohgushi et al 2006 | Bt sotto
Cry51Aal ABI14444 Meng et al 2006 | Bt F14-1
Cry52Aal EF613489 Song et al 2007 | Bt Y41
Cry52Bal FJ361760 Jun et al 2008 | Bt BM59-2
Cry53Aal EF633476 Song et al 2007 | Bt Y41
Cry53Abl FJ361759 Jun et al 2008 | Bt MC28
Cry54Aal ACAS52194 Tan et al 2009 | Bt MC28
Cry55Aal ABWS88931 | Guoetal 2008 | YBT 1518
Cry55Aa2 AAE33526 Bradfisch et al 2000 | BT Y41
Cry56Aal FJ597621 Jun & Furong 2008 | Bt Ywc2-8
Cry56Aa2 GQ483512 Guan Peng et al 2009 | Bt G7-1
Cry57Aal ANCS87261 Noguera & Ibarra 2009 | Bt kim
Cry58Aal ANCE87260 Noguera & Ibarra 2009 | Bt entomocidus
Cry59Aal ACR43758 Noguera & Ibarra 2009 | Bt kim LBIT-980
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