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Yiksek Lisans Tezi

OZET

SERRATIA MARCESCENS KITINAZ B VE C GENLERININ
EKSPRESYONU VE GALLERIA MELLONELLA’YA KARSI INSEKTISIDAL
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Arzu OZGEN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2011, 63 Sayfa, Ek 3 Sayfa

Boceklerde kutikula ve bagirsagi ¢evreleyen peritrofik membranin yapisinda dnemli
miktarda kitin bulunmaktadir. Kutikula ve peritrofik membranin yapisinda bulunan kitinin
kitinaz enzimleri tarafindan parcalanmasi, bocegin beslenmesini ve korunmasini
diisiirmekte ve boylece bocegi zayif duruma getirmektedir. Bu nedenle kitinaz enzimleri,
zararl1 boceklere karsi biyolojik miicadele materyali olarak kullanilma potansiyeline sahip
onemli enzimlerdir.

Bu c¢alismada, Xyleborus dispar’dan izole edilmis Serratia marcescens bakterisi
kullanildi. Bu bakteriden kitinaz B ve C enzimlerini kodlayan genler (chiB ve chiC)
dejenerat primerler kullanilarak PCR ile ¢cogaltildi. Cogaltilan genlerin niikleotid dizilimini
belirlemek i¢in PCR iiriinleri dizin analizine gonderildi. Dizin analizi yapilan chiB ve chiC
genlerinin  DNA siralar1 literatiirdeki mevcut kitinaz genlerinin  DNA siralart ile
karsilastirildi.

Analiz sonuglari, bu ¢alismada kullanilan S. marcescens bakterisine ait chiB geninin
literatlirde ki, S. marcescens (BJL200) chiB genine %96 oraninda ve chiC geninin de,
literatlirde ki S. marcescens chiC (AJ630582.1) genine %96 oraninda benzer oldugunu
gosterdi. Dizin analizi yapilan bu kitinaz genleri pHY300PLK shuttle vektoriine klonlandi
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ve elde edilen rekombinant plazmitler ¢esitli B. thuringiensis suslarina ve E. coli DH10B’ya
elektroporasyonla aktarildi.

Rekombinant plazmit igeren B. thuringiensis suslarina ve E. coli DH10p hiicrelerine
plazmit stabilite testi uygulandi. Test sonucuna gore konak hiicrelerin rekombinant plazmiti
muhafaza edemedikleri tespit edildi.

Rekombinant plazmit igeren B. thuringiensis suslarinin  Galleria mellonella
(Lepidoptera) larvalar1 tizerindeki insektisidal aktivitesi arastirildi. Sonu¢ olarak,
rekombinant plazmiti tasiyan B. thuringiensis suslarinin, plazmit tasimayan suglara ve
kitinaz kaynagimiz olan S. marcescens bakterisine gore daha yiiksek bir insektisidal

aktivite gosterdikleri tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, Kitinaz, Serratia marcescens, Insektisidal
aktivite
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Master Thesis
SUMMARY

EXPRESSION OF CHITINASE B AND C GENES OFSERRATIA MARCESCENS AND
DETERMINING THEIR INSECTICIDAL ACTIVITIES AGAINST
GALLERIA MELLONELLA

Arzu OZGEN

KaradenizTechnicalUniversity
The GraduateSchool of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Remziye NALCACIOGLU
2011, 63 Pages, Appendix 3 Pages

There are significant amount of chitin in the structure of peritrophic membrane
which surround cuticle and gut in insects. Degradation of the chitin, found in the structure
of cuticle and peritrophic membrane by the chitinase enzymes, decreases the feeding and
the defence of the insect and thus makes the insect weak. Therefore chitinases are
important enzymes which have potential as being use biological control agent against
harmful insects.

In this study, the genes encoding chitinase B (chiB) and chitinase C (chiC) from
Serratiamarcescensthat isolated fromXyleborusdispar, amplified with dejenerate primers
by PCR.For identifying the nucleotide sequence of the amplified genes, PCR products
were sequenced. Nucleotide sequences of chiB and chiC genes were determined and
compared with other chiB and chiC genes.

Analysis results showed that chiB and chiC genes belong to S. marcescens
have96% homology with S.marcescens(BJL200) chiB gene for chitinaseB and 96%
homology with S. marcescenschiC (AJ630582.1) for chitinaseC. Chitinase genes from S.
marcescenswere cloned into the pHY300PLK shuttle vector and these recombinant
plasmids were introduced into E. coli DH10P and various strains of B? by electroporation.

Plasmid stability test was performed to the B. thuringiensisstrains and E. coli
DH10p cells including recombinant strains. According to the test results it is determined

that host cells could not save the recombinant plasmids.



Insecticidal activity of B. thuringiensisstrains containing recombinant plasmids
were tested on G. mellonellalarvae. As a result Bt strains harboring recombinant plasmids

showed higher insecticidal activity than parental Bt strains and S. marcescens.

KeyWords:Bacillusthuringiensis, Chitinase, Serratiamarcescens, Insecticidalactivity
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Kitin

Kitin N-asetilglukozamin rezidiilerinin B-1-4 baglanmasi sonucu olusan seliilozdan
sonra en yaygin olarak bulunan biyopolimerdir. Kitin yapisinda seliilozdan farkli olarak
hidroksil (-OH) grubu yerine asetamid (NHCOCH;) grubu igerir. Kitin dogada cok
yaygin olarak bulunmaktadir ve yengeg, karides kabuklarinin, boceklerin dis iskeletinin ve
funguslarin hiicre duvarinin en 6nemli bilesenidir (Kurita, 2001). Kitinin yapist Sekil

1.’de goriilmektedir.

C .
. . | N-asetil
Glikozamin C== grubu
: Beta 1-4 }
CHOH s ikozidik bag | N=H S

]

H N—H LHALYH H N—H
| I
O=C .
| Kitin )
CHy 2

Sekil 1. Kitinin molekiiler yapist (URL-1).

Kitin, bdceklerde kutikulanin ve ¢ofu bdcegin bagirsagini koruyan peritrofik
membranin ana bilesenidir. Bagirsag1 enfekte eden patojenlerin oncelikle bu kitince zengin
bariyeri gecmeleri gerekmektedir (Shen ve Jacobs-Lorena, 1997; Sampson ve Gooday, 1998;
Hoell vd., 2005). Kitini disakkaritlere veya daha biiyiik oligosakkaritlere parcalamak kitinaz
enzimi vasitasiyla ekstraselliilar olarak yapilmaktadir (Sitrit vd., 1995).

Kitinin dikkat ¢ekici 6zelliklerinin bir arada toplanmasi onu ¢ok yonlii kullanima uygun
hale getirmistir. Kitin toksik etki gostermeyen, alerjik olmayan, antimikrobiyal ve degrede
olabilen bir polimer olma 6zelligine sahiptir. Giiclii pozitif yiiklerinin bulunmasi, protein gibi

makromolekiillere, deriye ve metal igeren negatif yiiklii yiizeylere baglanmasini saglar. Tablo



1, farkli organizmalardaki kitin oranini1 gostermektedir.

Tablo 1. Farkli organizmalarda bulunan kitin oranlari.

Organizma Oran (%)
Mantar 5-20
Solucan 20-38
Ahtapot 3-20
Oriimcek 38
Hamambdcegi 35
Ipekbocegi 44
Yabani yenge¢ 69
Yenebilen yengec 70
Akrep 30

Su bocegi 37

Son on yil boyunca selilloz ve kitin gibi ¢dziinmeyen polimerlerin enzim ve
degredasyon mekanizmalar1 iizerindeki calismalar biiyiik gelisme gostermistir. Bu yeni bilgi
dogadaki biiyliik miktardaki polimerin doniisiimiiniin nasil oldugunu anlamada yardimci
olmaktadir (Brurberg vd., 2000).

Her yi1l biyosferde 10 gigaton civarinda kitin sentezlenip degrede olmaktadir. Kitin ve
tirlinlerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri de yanma sonucu olusan hastaliklar1 tedavi etmede
kullanilmalaridir. Kitin canli dokularla ¢ok iyi uyum saglamaktadir ve bdylece yaralar
iyilestirme Ozelligi ¢ok fazla gozlenmektedir. Kitosan, kitinin enzimatik deasetilasyonu
tarafindan olusturulan bir polimerdir (da Silva Amorim vd., 2001). Kitosan ¢ok etkili bir
emici oldugu icin kullanim alanlar1 genelde bu amaca yoneliktir. Endiistriyel atik sularda
bulunabilen ve ¢oktiiriilerek uzaklastiriimasi zahmetli olan Cr'® gibi agir metallerin kitosanla
emilerek uzaklastirilmasi miimkiindiir. Ayrica toksik olmamasi ve biyoaktif 6zelliklerinin de
bulunmasindan dolay1 kitosan, ilag sanayi ve medikal uygulamalarda da sikga
kullanilmaktadir (URL-3). Tablo 2’de kitin, kitosan ve tiirevlerinin uygulama alanlar1

gosterilmigtir (Demir ve Seventekin, 2009).



Tablo 2. Kitin, kitosan ve tiirevlerinin uygulama alanlar1 (Demir ve Seventekin, 2009).

Uygulama Alam

Spesifik Kullanimlari

Su aritim

Ziraat

Biyoteknoloji

Gida

Kozmetik

Medikal Alan

Kirlenmis atik sular igin koagiilasyon ve
flokiilasyon

Atik sudaki metal iyonlarinin uzaklastirilmasi ve
geri kazanimi

Bitki katk1 maddesi

Antimikrobiyal madde

Bitki tohumu kaplamasi

Giibre yapimi

Insektisid ve nematositlerde

Kromatografik yontemler

Enzim immobilizasyonu

Dogal kivamlastirici

Hayvan yemlerini de igeren yiyecek katki
maddesi

Yiyecek isleme (6rn. seker igleme)

Filtreleme ve temizleme

Hipokolestrolemik madde

Atik yiyeceklerin tekrar islenmesi

Sag sekillendirici yapimi1

Nemlendirici kremlerde

Antikolestrol ve yag baglayic1 olarak zayiflama
maddesi

Deodorantlarda koku giderici madde

Hayvan ve insanlar i¢in yara bandi yapiminda
Yara ve yanik tedavisinde

Kani pihtilastirici madde

Hidrojel yapimi

Antikoagiilant ve antitrombojenik madde
Hemostatik madde

Kontak lens yapimi

Ilag¢ salimi




1.2. Kitinazlar

Kitinazlar, kitinin hidrolitik degredasyonunu katalizleyen glikozil hidrolazlardir
(Kurita, 2001). Son yillarda kitinazlar, genis bir uygulama alanina sahip olduklarindan dolay1
artan bir 6nem kazanmistirlar. Kitinazlarin pratikteki uygulamalar1 funguslardan protoplast
hazirlanmasinda (Yabuki vd., 1984), bitki patojeni olan funguslara kars1 koruyucu bir ajan
olarak (Sundheim wvd., 1988; Sakuda vd., 1990) ve oligosakkaritlerin iretiminde
kullanilmalarim1 = igerir (Usui vd., 1990). Kitinin enzimatik hidrolizi ile iiretilen
kitooligomerler; antibakteriyel, antifungal, hipokolosterolemik ve antihipertansif aktiviteye
sahiptir (Boller vd., 1986; Gooday vd., 1986; Ordentlich vd., 1988).

Kitin hidrolizlenmesi iki tip enzim tarafindan gerceklesmektedir. Ilki biiyiik enzim
olan kitinazlardir [poly-B-1,4-(2-acetamido-2-deoxy)-D-glucoside glycanohydrolases, EC
3.2.1.14]. Kitinazlarin, N-asetilglukozaminin multimerlerini olusturan endokitinazlar ve
polimerin indirgenmemis ucundan baglayan, diisiik molekiiler agirliga sahip, ¢oziinebilen
dimerlerin siirekli salinmasini katalizleyen ekzokitinazlar olmak {izere iki alt grubu
bulunmaktadir. Ikinci tip enzim ise kitobiozu N-asetilglukozamin monomerine hidrolizleyen
kitobiazlardir (Roberts ve Selitrennikoff, 1988; Botha vd., 1998; Souza vd., 2003; Ruiz-
Sanchez vd., 2005; Suginta vd., 2005).

Kitin igeren tiim organizmalardaki kitinaz enzimi hiicre duvarinin ve dis iskeletin
morfogenezi i¢in gerekmektedir. Kitin igermeyen diger organizmalar ise yiyeceklerdeki
polimerleri degrede ederek kitinaz liretebilmektedirler (Roberts ve Selitrennikoff, 1988).

Bitkiler, kitinaz1 fungal patojenlere kars1 kendilerini korumak i¢in tiretirler (Wen vd.,
2002). Kitinaz, fungal patojenlerin misellerini pargalar. kitinaz geninin bitkilere transferi ile
elde edilen transgenik bitkiler fungisid ve insektisid oOzellikler kazanmakta ve boyle
transgenik bitkiler kendileri i¢in patojen funguslarla ve boceklerle savasabilmektedir. Dogal
olarak genotipinde kitinaz geni bulunduran bazi bitkiler bilinmektedir. Orn; ak¢aagac, siyah,
kirmizi ve beyaz mese agaclarmin saglikli gévde ve kok dokularinda B-1,3-glukanaz ve
kitinaz varlig1 tespit edilmis ve bu enzimlerin bu agac¢larda patojen olan Armillaria mellea’nin
hif ¢eperlerinin erimesine sebep oldugu bildirilmistir (Muzzarelli, 1977). Tablo 3’de farkli

organizmalarin farkli amaglar i¢in kitinaz iirettikleri belirtilmistir.



Tablo 3. Farkli organizmalarin kitinaz iiretme amaglar1 (Bhattacharya vd., 2007).

Organizma Kitinaz iiretme amaci

Bitkiler Patojenik organizmalara kars1 savunmada rol
oynamak i¢in tiretilirler

Artropodlar Metamorfoz sirasinda kutikulanin
doniisiimiinde gorev almaktadir

Mantarlar Organik maddelerin degrede edilmesi ve
tasinmasi igin Uretilirler

Omurgalilar Tam olarak gorevi bilinmemekle beraber
fungal enfeksiyonlara  karst direng
olusturmak i¢in tiretildigi diisliniilmektedir.

Bakteriler Kitini karbon ve enerji kaynagi olarak

kullanma

Farkli organizmalarda bulunan kitinazlarin amino asit benzerliklerine bakildiginda
bes grup kitinaz mevcuttur. Bu gruplar glikozil hidrolizlenmesine gore grup 18 ve grup 19
olmak iizere iki grup altinda toplanirlar. I, IT ve IV grubunda olanlar bitki kdkenlidir ve grup
19a aittirler. Grup III’ de olanlar bitki ve mantar kdkenlidir ve bakteriyal kitinazlar iceren
grup V ile birlikte grup 18’1 olusturmaktadirlar. Grup 18 ise yap1 olarak grup 19 ile baglantili
degildir.
Bakteriler, kitinaz1 besin ihtiyaglarin1 karsilamak ig¢in iiretmektedirler. Biiyiik
ihtimalle, bakteriler, dogadaki kitin ¢esitliligini (Sekil 2) hidrolize etmek i¢in ¢ok ¢esitte
kitinaz tiretirler (Cohen-Kupiec ve Chet, 1998).
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Sekil 2. Grup 18’e ait bakteriyel kitinazlarin birbirleriyle iliskileri. SmarA: Serratia
marcescens 2170 kitinaz, EnteA: Enterobacter sp. G-1 kitinaz, Eagg:
Enterobacter agglomerans kitinaz (Chia-Entag), AcavA: Aeromonas caviae
kitinaz, AlteA: Alteromonas sp. O-7 kitinaz A (Suzuki vd., 1999).

Grup 18’¢ ait endokitinazin aktif bolgesinin 3 boyutlu yapisina bakildiginda, uzun ve
genis bir substrat baglanma bolgesi oldugu goriilmektedir. Diger taraftan, ekzokitinazin aktif
bolgesine bakildiginda, tiinele benzer bir morfolojiye sahiptir (Suginta vd., 2004). Grup 18’in
katalitik domaini TIM-barrel ( (Bog) barrel) katlanmasina sahiptir. TIM barrel de bulunan dort
tane B sarmal karakteristik DXDXE motifini igermektedir. Bu motif, oksijeni glikosidik
baglara tasiyan glutamate rezidiisii igermektedir. Katalitik domaine ek olarak bu enzim, kii¢iik
kitin baglanma domaini de icermektedir (Vaaje-Kolstad vd., 2004).

Kitinin kitinaz tarafindan hidrolizlenmesi, degredasyon siirecinde bakteri tarafindan
yapilan en kritik agsamadir. Buna ragmen, kitinin bakteri tarafindan degrede edilmesi tam

olarak aydinlanamamaistir. Bu siire¢ bir¢ok asamadan olusmaktadir.



1.3. Biyolojik Kontrol ve Kitinazlar

Biyolojik miicadele, zararli boceklerin yapmis oldugu zararlar1 en aza indirmek igin
canli organizmalardan yararlanmak suretiyle yapilan miicadele olarak tanimlanabilir.
Biyolojik miicadele, dogal dengenin tesisine yardimci olmasi, ileriye doniik uzun vadede bile
olsa kesin sonuglarin alinmasi, istenilen hedefe varilmasi bakimindan en ¢ok uygulanmasi
gereken bir miicadele seklidir. Biyolojik kontrolde kullanilan ajanlarin bir¢ogu dogadaki
hastalikli boceklerden izole edilir. Boceklerde hastaliklara neden olan mikroorganizmalar
Ozellesmis dogal diismanlar olarak kabul edilir (Burges, 1971). Bu mikroorganizmalar
bakteri, mantar, viriis, nematod ve protozoa olarak gruplandirilir (Poinar, 1978). Bunlar
arasinda bakteriler (Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus, Bacillus cereus, Bacillus
popillia, Serratia marcescens) (Bobrovski vd., 2002) ve viriisler (Baculovirusler,
Entomopoxvirusler ve Iridoviriisler) en ¢ok istikbal vaat eden biyolojik kontrol ajanlaridir
(Bonning vd.,1996; Demirbag vd., 1998; Feng vd., 2001).

Biyolojik miicadelede kullanilan bakteriler ¢esitli toksin proteinler, kitinazlar,
fosfolipazlar, proteazlar, vejetatif insektisidal proteinler (VIP) ve antifungal bilesikler
olustururlar (Schnepf vd., 1998). Bu bilesiklerin basinda Bt suslarinin iirettigi kristaller
proteinler (cry toksinleri) ve ¢esitli bakterilerin iirettigi kitinazlar gelmektedir. Kitinazin
bocek bagirsagindaki kitin igeren peritrofik membranlarda delik olusumuna sebep oldugu
bilinmektedir. Bdylece Bt. insektisidal toksininin orta bagirsak membranina ulagmasini
artirmasinin yani sira membran lizisine sebep olmakta ve bocegin Sliimiine yol agmaktadir.
Bu calisma kitinazin bocek bagirsagindaki peritrofik membrani yok ederek patojeniteyi
artirmadaki basarisini agikca gostermektedir.

Boceklerde kutikula ve bagirsagi ¢evreleyen peritrofik membranin yapisinda 6nemli
miktarda kitin bulunmaktadir (Shen vd., 1997; Sampson vd., 1998; Hoell vd., 2005). Kutikula
ve peritrofik membranin yapisinda bulunan kitinin kitinaz enzimleri tarafindan par¢alanmasi,
bocegin beslenmesini ve korunmasini diistirmekte ve boylece bocefin zayif duruma
gelmesine neden olmaktadir. Bu nedenle kitinaz enzimleri, zararli boceklere karsi biyolojik
miicadelede etkili bir sekilde kullanilma potansiyeline sahip biyolojik kontrol ajanlaridir.

Bakteriler tarafindan iiretilen kitinazin bakterideki rold, kitini karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanma amacina yoneliktir (Roberts vd., 1988; Leah vd., 1995). Bakteriler arasinda
Streptomyces (0zellikle S. griseus) Serratia, Aeromonas, Chromobacterium, Photobacterium,

Pseudomonas, Vibrio, Bacillus, Clostridium, Arthrobacter, Nocardia, Chitinophaga,



Cytophaga ve Lasobacter tiirleri potansiyel kitinaz iireticileridirler (Thamthiankul vd., 2001;
Okay, 2005; Kuzu, 2008)

Bakteriyal kitinazlar ile ilgili ¢alismalar hizli bir sekilde g¢ogalmaktadir. Bunlar
arasinda biyokimyasal ozellikleri, bunlar1 kodlayan genler, katalitik mekanizmalar1 ve {i¢
boyutlu yapilarinin aydinlatilmasi sayilabilir (Watanabe vd. 1997). Bakterilerden ¢ok sayida
kitinaz genleri klonlanmis ve Escherichia coli’de ekspres edilmistir (Sitrit vd., 1995;
Lonhienne vd., 2001). B. thuringiensis’in bocekler iizerindeki toksisitesi kitinaz kodlayan gen
tarafindan artirildig1 belirlenmistir (Rojas-Avelizapa vd., 1999).

Fungal hiicre duvarmin yapisinda bulunan kitini pargalayabilme 0Ozelligine sahip
kitinazlarin ¢ogu tek bir gen tarafindan kodlanirlar. Bu nedenle bu genleri alip bitki
bliylimesini tesvik eden bakterilere aktarma nispeten avantajli bir islemdir. Bu tiirden yapilmig
bir calismada Serratia’dan kitinaz geni alinip bitkilerle ortak yasam siiren Trichoderma
harzianum ve Rhizobium meliloti hiicrelerine aktarilmistir. Transform olmus bu suslar kitinaz
iireterek antifungal aktivite gostermislerdir (Chet ve Inbar, 1994). Yine bir diger ¢alismada
Pseudomonas fluorescens’e aktarilan kitinaz geni aktif kitinaz sentezleyebilmis ve bitki
patojeni Rhizoctonia Solani yi etkili bir sekilde inhibe edebilmistir (Koby vd., 1994).

Yer fistig1 yaprak kiifiine (Phaeoisariopsis personata) kars1 antifungal ve kitinolitik
ozellikte iki bakteri Bacillus circulans GRS 243 ve Serratia marcescens GPS 5, yer fistig1 ile
assosiye olmus 393 bakteri arasindan seg¢ilmis ve yer fisti1 yaprak kiiftine kars1 biyokontrol
ajan1 olarak yaprak ylizeyine sprey ile uygulanmistir. Kitin ile desteklenmis B. circulans GRS
243 ve S. marcescens GPS 5 uygulamalar1 bu hastaligi biiyiilk oranda kontrol altina
alabilmistir (Krishna, 2005).

Fusarium oxysporum ylizden fazla bitkide patojeniteye sebep olan ¢ok tehlikeli tarim
zararlis1 bir mantardir. 1997 yilinda yapilan bir ¢alismada Enterobacter agglomerans’tan
izole edilen kitinaz geni E. coli’ye aktarilmis ve daha sonra elde edilen rekombinant proteinin

F. oxysporum spor germinasyonunu durdurdugu belirlenmistir (Chernin vd., 1997).

1.4. Serratia marcescens ve Kitinazlar

Gram negatif, fakiiltatif anaerob, hareketli ve yuvarlak sekilde olan Serratia 0,5-0,8 x
1,0-5,0 um boyutlarindadir. Karakteristik olarak kirmizi pigment iiretmekte ve mukusumsu
koloniler olusturmaktadir. Dogal olarak boceklerin  bulundugu toprak ve sularda

bulunmaktadir. Patojenitesi daha ¢ok hastane ile ilgili hastaliklarda goriilmektedir. Ornegin;



solunum ve bosaltim sistemi ile ilgili rahatsizliklarda, endokard iltihabinda, kemik iligi
iltihabinda, septisemia enfeksiyonlarinda, goz enfeksiyonlar1 ve menenjitte goriilebilir.
Bulagmas1 ise direkt olarak temas ile olabilecegi gibi viicut sivilariyla da olabilmektedir.
Tedavisi ¢esitli antibiyotiklerle yapilabilmektedir. Fakat plazmitlerinde bulunan R-faktorler
sayesinde de ¢ogu antibiyotige direnglilik gosterirler (URL-2).

Enterobacteriaceae familyasina ait olan Serratia cinsi 13 tiir icermektedir. Bu tiirler
arasinda en ¢ok calisilan ise S. marcescens’tir. Serratia, yaygin bir sekilde kirmizi pigment
lireten organizma olarak anilmaktadir. Yillarca, S. marcescens, kirmizi pigment iirettiginden
diger enterik bakterilerden ayrilmistir ve bu familyaya ait tek tiir olarak bilinmekteydi. Buna
ragmen bircok Serratia tlirlinliin pigment liretmedigi veya ¢ok cesitli pigmentasyona sahip
oldugu bilinmektedir. Klepsiella ve Enterobacter cinslerine birgok benzerligi bulunmasina
ragmen pek ¢ok Serratia gogu zaman yanlis tanimlanmaktadir. 1972den beri diger gruplar ve
kiiltiirlerle yapilan DNA homolojisi ve farkli biyokimyasal karsilastirma ¢alismalar1 sayesinde
cins diizeyinde birgok tiir elde edilmistir. S. marcescens disinda diger iyi bilinen tiirler ise; S.
odorifera, S. liquifaciens, S. rubidaea, S. ficaria, S. pymuthica ve S. fonticola’dir. Fakat
kitinaz liretimi en ¢ok S. marcescens tarafindan yapilmaktadir.

S. marcescens, asagida belirtilen sebeplerden dolayi ilgili ¢alismalarda kitinaz kaynagi
olarak secilmistir: (i) S. marcescens’den elde edilen kaba kitinaz 6rnekleri ticari amag igin
uygundur, (i) S. marcescens’den elde edilen kitinaz i¢in saflagtirma yontemlerinden biri olan
affinite kromotografisinin ¢ok etkili oldugu rapor edilmistir, (iii) kitinaz tarafindan kodlanan
gen veya genler ve tanimlanan diizenleyici sinyaller sayesinde direkt olarak E. coli’de ekspres
edilebilmektedir, (iv) S. marcescens’den elde edilen kitinaz endolitik bir enzim oldugu i¢in
ekzolitik enzimlere gore kitini daha kolay ¢ozebilmektedir, (v) S. marcescens’den elde edilen
kitinaz “kristal” haldeki kitini bile hidrolize edebilmektedir (Fuchs vd., 1986).

S. marcescens, kitini degrede etmede en etkili bakterilerden biridir (Brurberg vd.,
1994; 1995; 1996; Watanabe vd., 1997; Nawani ve Kpandis, 2001; Suzuki vd., 2001;
Uchiyama vd., 2003; Ruiz-Sanchez vd., 2005; Vaaje-Kolstad vd., 2005). Bu bakteri kitin
varhiginda kiiltire edildigi zaman, ¢esitli kitinolitik enzimler ve kitin baglanma proteini
belirlenebilir. Yapilan ¢alismalarda acik sekilde S. marcescens’in ii¢ cesit kitinaz (Kitinaz A,
Kitinaz B ve Kitinaz C), bir adet kitobiaz ve gorevi tam olarak belirlenemeyen bir kitin
baglanma proteini (CBP21) iirettigi goriilmektedir. Bu bes protein mantiga uygun gelmekte
fakat tam olarak kesinlestirilememis bulunmaktadir. Bu proteinler bir bakterinin komple

kitinolitik mekanizmasini gostermektedir (Tablo 4) (Brurberg vd., 2000; Suzuki vd., 2001).
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Tablo 4. S. marcescens’deki kitinazlar ve kitin baglanma proteini (Brurberg vd., 2000).

SDS-PAGE band Gen (protein) S.marcescens’deki N-terminal sinyal
(kDa) konumu peptid

57-58 kitinaz A (ChiA) Ekstraseliiler Evet

52-54 kitinaz B (ChiB) Periplazma/ekstraseliiler Hayir

48-52 kitinaz C (ChiCl) Ekstraseliiler Hayir

35-36 kitinaz C (ChiC2) Ekstraseliiler Hay1r

95 Kitobiaz Periplazma Evet

21-22 Kitin baglanma Ekstraseliiler Evet

proteini (CBP21)

S.  marcescens’de bulunan kitinaz genlerinin organizasyonlari tam olarak
bilinmemektedir. Hibridizasyon caligmalarina bakildiginda chid ve chiB genlerinin yakin
olarak baglanma yapmadiklar1 goriliir. chiB ve kitin baglanma proteini 21 (CBP21)’i
kodlayan genler yakin baglanti kurabilmektedirler; fakat DNA siralaria bakildiginda bu iki
genin transkripsiyonu ikili bir baglanti kurmamaktadir (Brurberg vd., 2000).

Streptomyces coelicolor’da bulunan sekiz tane kitinaz geni kromozom iizerinde
daginik halde bulunmaktadir (Brurberg vd., 2000). Kitin baglanma proteini 21 (CBP21) kitine
baglanmakta, fakat hidroliz aktivitesi gosterememektedir. Bu protein sadece kitinazin
tiretilebildigi sartlar altinda tiretilebilmektedir (Suzuki vd., 2001).

Bu kitinazlar arasinda dogada en ¢ok bulunani chid’dir. chid diger kitinazlardan
sinyal peptidinin olmasiyla ayrilir. Protein periplazmaya ulasti§i zaman periplazmik sinyal
peptidaz tarafindan saliman N-terminal sinyal peptide sahiptir (Brurberg vd., 2000). En az
rastlanan1 da chiC’dir. chiC ise iki alt gruba ayrilir. Bunlarin arasindaki fark ise chiCl iki

katalitik domain igerirken chiC2’nin bir adet katalitik domain icermesidir.

1.5. Serratia marcescens’in Biyolojik Kontrol Ajam Olarak Kullanilmasi

Kitinazlarin biyoteknolojik kullanimdaki en sik uygulanan alani bitkisel patojenlere
karsidir. S. marcescens kiiltiirlerindeki kitinazlar yaygin olarak biyolojik kontrol ajan1 olarak
kullanilmaktadir (Brurberg vd., 2000). Bu bakteri potansiyel bocek patojeni olarak
kullanilmaktadir. Kitinaz ise bu bakterinin viriilansinda proteaz ve lektinaz ile birlikte ¢ok
onemli rol oynamaktadir (Uchiyama vd., 2003). Someya (2005), S. marcescens B2 susunun
Rhizoctonia solani AG-1 1A patojenine karsi misel biiyiimesini inhibe ettigini gdstermistir.
Inglis ve Lawrence (2001)’mm yaptig1i bir calismada laboratuar ortaminda Heliothis

virescens’in F1 jenerasyonuna karsi S. marcescens etkisine bakilmistir. Bunun sonucunda
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yumurta sayisinda ve yumurtadan ¢ikan larva sayisinda diisiis oldugu gézlemlenmistir. Lysyk
(2002), Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae) erginlerinin S. marcescens ile Sliimlerinin
saglandigini gozlemlemistir. Inglis (2000), dogal sartlar altinda S. marcescens’in giineybati
misir zararlisina karsi patojenik etkilerinin oldugunu tespit etmistir. Yiiksek kitinolitik
aktiviteye sahip olan S. marcescens in vitro sartlarda Botrytis spp.’nin biiylimesini
baskilamaktadir. Sera alaninda yapilan deneylerde ise S. marcescens’in siklamenin patojeni
olan Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani ve Fusarium oxysporum’un kontrollerinde
kullanilabilecegi gosterilmistir. Serratia marcescens’de bulunan chid ve chiB genleri
Pseudomonas fluorescens ve E.coli gibi diger bakteriyal tiirlere aktarilarak biyokontrol ajani

olarak etkilerinin artirilma kabiliyetine bakilmistir (Brurberg vd., 2000).

1.6. Bacillus thuringiensis ve Cry Toksinleri

Bacillus thuringiensis Gram pozitif, spor olusturan ve aerobik bir toprak bakterisidir.
Vejetatif hiicreler 1 pum genisliginde, 5 um uzunlugunda ve kisa flagellalara sahiptirler. B.
thuringiensis tiirleri Bacillus cereus’lardan sporulasyon esnasinda kristal proteinler
iretebilmeleriyle ayirt edilirler (Hofte vd., 1989; Martin, 1994).

B. thuringiensis ilk olarak 20. yiizyilin baslangicinda Ishiwata (1901) tarafindan
Japonya’da ipekboceklerine ait bir bakteriyel hastalia yonelik arastirmasi sirasinda
kesfedilmistir. 1911 yilinda Berliner Almanya’da un giivelerinin larvalarini 6ldiiren benzer bir
basil bulmus ve B. thuringiensis olarak isimlendirdigi bakterinin 6zelliklerini yayimlamistir
(Joung vd., 2000).

B. thuringiensis Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera grubundaki boceklere karsi
insektisidal 6zellige sahip delta-endotoksinler olarak bilinen kristal yapida toksinler iiretir
(Beegle vd., 1992). Son zamanlarda yapilan arastirmalara goére Hymoneptera, Homoptera,
Orthoptera ve Mallophaga bocek gruplari {izerinde ve ayrica nematodlar, keneler ve
protozoonlar lizerinde de aktivitesi tespit edilmistir (Feitelson vd., 1993).

B. thuringiensis tarimda, orman idaresi ve sivrisinek kontroliinde kullanigh ve
alternatif bir pestisittir. Ayrica bitkilere transfer edilen ve bitkilerde bocek direnci saglayan
toksik proteinleri kodlayan genlerin kaynagidir (Hofte vd., 1989).

B. thuringiensis tiirleri kristal proteinlerin disinda alfa-ekzotoksin, beta-ekzotoksin,
hemolizinler, enterotoksinler, kitinazlar ve fosfolipazlar1 igeren cesitli viriilans faktorleri

iretirler (de Maagd vd., 2001).
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B. thuringiensis tiirleri toprak, bocek ve diger cesitli habitatlardan izole edilmistirler.
B. thuringiensis tiirleri arasinda genis bir cesitlilik vardir. Cogu tiir 2 ile 12 cry genini
barindiran dogal multigenik tiirlerdir. Cogu cry genleri yiiksek molekiiler agirliktaki (>30
KDa) ve diisiik kopya sayisinda olan plazmitlerde bulundurulmakla birlikte baz1 cry genleri
ise kromozomlar tizerinde bulundurulurlar (Kaur, 2000).

B. thuringiensis‘de bulunan kristal (cry) genleri insektisidal kristal protein (ICP)’leri
kodlamaktadir. Bu kristal genleri Lepidoptera (cryl), Diptera ve Lepidoptera (cry2),
Coleoptera (cry3), Diptera (cry4) gruplarindaki boceklere karsi etkilidir (Joung vd., 2000).
Tablo 5 B. thuringiensis’lerin kristal protein iceriklerine gore siniflandirilmasini

gostermektedir (Demirbag vd., 2008).

Tablo 5. Bacillus thuringiensis’lerin kristal protein igeriklerine gore smiflandirilmasi
(Demirbag, vd., 2008).

Gen Protein Alttiir (sus) Aktivite Gosterdigi Bocek Gruplar

cryl Cryl kurstaki (HD-1), Lepidoptera
aizawai, sotto

cry2 Cry2 kurstaki (HD-1) Lepidoptera ve Diptera
kurstaki (HD-263) (Sivrisinekler)

cry3A4 Cry3A tenebrionis Coleoptera (Krizomelitler)

cry3B Cry3B japonensis Coleoptera (Skarabitler)

cry4 Cry4 israelensis Diptera (Sivrisinek ve Karasinekler)

B. thuringiensis kristal proteinleri konak segiciligi gosterir. Bu nedenle kristal
proteinlerin her bir tipi bir ya da daha fazla spesifik bocek tiirii i¢in toksik olabilir. Bu spesifik
toksisiteden dolay1 kristal proteinler ¢ogu faydali bocekleri, bitkileri, hayvanlar1 ve insanlari
etkilemezler. Insektisidal kristal proteinlerinin segiciligi etki bicimlerinden kaynaklanir.
(Adang, 1991; Gill vd., 1992).

Kristal proteinler konagin bagirsak duvarimi felce ugratarak bagirsak epitelyum
hiicrelerinin tahrip edilmesine sebep olur ve etkisini bu sekilde gosterir. Kristal proteinler agiz
yoluyla alimmasmin ardindan konak bodcegin bagirsagindaki alkali ortamda ¢6ziinerek
protoksinlere doniisiirler. Ardindan proteolitik bir yolla protoksinler parcalanarak aktif
toksinlere doniisiir. Aktif toksinler bagirsak epitel hiicrelerinin reseptdrlerine tutunarak

hiicreleri tahrip ederler ve gézenekler olustururlar. Boylece bagirsakta bulunan besin artiklari
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bocek viicuduna ve kana karigir. Zehirlenen bocek, toksin aktivitesi sebebiyle hemen
Olebildigi gibi 2-3 giin igerisinde kan zehirlenmesi sonucu da Olebilir (Aronson vd., 1986;
Hofte vd., 1989; Lereclus vd., 1989). Sekil 3’te B. thuringiensis’in sindirimini takiben
hemosole girisi esnasinda konagi ile arasinda olusan interaksiyonlar gdsterilmektedir

(Raymond, vd., 2010).

Hemosit
Bakterilerin,
barsaktan

Bk kifiabitord / hemosele girigi
sitolizinlerin 7

iretimiinin,
hemositierden

Vip. Cry. Cyt. enterctoksinier
we proteszisnn ortabarssk
apitelini pargalamas:

", enhansinerin

| h,

L peritrofik membran
’.. tahrip etmasi
Bairteriyosinierin ve
antimikrobiyal peptidierin,
barsak baiterilerine
hedeflendirilmesi

hemolenfdeii
|serminasyonu we
replikasyonu Pargatayos enzimierin we
'~* - demir aima sistemierinin

- % iimetiminin, konagm
g besinindn almmasn:
aElamas

TRENDS in Mcrahialogy

Sekil 3. B. thuringiensis’in sindirimi takiben hemosole girisi esnasinda
konag1 ile arasinda olusan interaksiyonlar. Bt’nin, tirtilin enine
kesitinde cesitli bolmeler, engeller ve baz1 dogal immiin savunma
elemanlar1 ile karsilagsmasi. Mavi ¢izgi: peritrofik matriks; yesil
cizgi: kutikula; kirmiz1 dikdortgenler: Bt’nin vejetatif formu; sari
oval sekiller: spor formu ve pembe kristaller: Bt’nin kristalleri
(Raymond, vd., 2010).
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1.7. Kitinaz ve Cry Toksinlerinin Bir Biyokontrol Ajan Olarak Birlikte
Kullanilmalar

Larval peritrofik membran bagirsak epitelini liimenden ayiran silindirik bir tabaka
seklinde bi¢imlenmistir. Bu yap1 mekanik darbelere ve mikroorganizmalarin istilasina karsi
fiziksel bir bariyer olarak islev goriir. Coziinmiis cry toksinlerinin orta bagirsak hiicrelerinin
apikal membraninda bulunan reseptorlere baglanmalari i¢in bu bariyeri ge¢meleri gerekir.
Peritrofik membran bir ag seklinde kitin igerir (Pardo-Lopez, 2009). Kutikula ve peritrofik
membranin yapisinda bulunan kitinin kitinaz enzimleri tarafindan parcalanmasi, bocegin
beslenmesini ve korunmasini diisiirmekte ve boylece bocegin zayif duruma gelmesine neden
olmaktadir. Cry toksinlerinin ve kitinazlarin birlikte kullanilmalart durumunda larval orta
bagirsaktaki endokitinaz seviyesinin artmasiyla peritrofik membranda asinmalar meydana
gelir ve delta-endotoksin molekiillerinin spesifik reseptorlerinin  bulundugu epitelyal
membrana girebilme seviyesi artar. Bunun sonucunda larvasidal etki yiikselir (Regev vd.,
1996).

Yapilan bir calismada larval cry toksin pereratlarina kitinazlarin eklenmesiyle
inseksidal etkinin 10 kat arttig1 rapor edilmistir (Ding vd., 2008).

Bu konuda ki bir diger ¢alismada da rekombinant tekniklerle kitinaz ve cry
toksinlerini ekspres edecek sekilde insa edilmis iki farkli Pseudomonas fluorescens susunun
Eldana saccharina (Lepidoptera; Pyralidae) larvalarinin g¢ogalmasini sinergistik olarak
siirladigi bulunmustur (Downing vd., 2000).

Bir baska c¢alismada Serratia marcescens chid geni B. thuringiensis’e aktarilmis ve
kitinaz geninin B. thuringiensis’de orijinal konagindan daha fazla ekspres edildigi ayrica B.
thuringiensis’de ki plazmit kararliligimin test edilen 240 generasyon siiresi boyunca devam

ettigi gdzlemlenmistir (Okay vd., 2008).

1.8. Calismanin Amaci

Bu calismada Xyleborus dispar’dan izole edilen Serratia marcences bakterisinden
izole edilmis chiB ve chiC genlerinin B. thuringiensis tiirlerinde ekspresyonu ve rekombinant
B. thuringiensis tiirlerinin Galleria mellonella’ya kars1 insektisidal etkileri arastirilmistir.
Kitinaz enzimleri, sahip olduklar1 6zgiinliik ve patojenite nedeni ile biyolojik miicadelede
yaygin bir sekilde kullanilan enzimatik materyallerin arasinda bulunmaktadir. Ayrica B.

thuringiensis bakterisine ait kristal genlerinin de belirli bocek familyalarina karsi yiliksek
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insektisidal aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir. S. marcescens susunun sahip oldugu bu
kitinaz genlerinin farkli B. thuringiensis bakterilerindeki farkli kristal genleri ile
birlestirilmeleri durumunda daha yiiksek insektisidal aktiviteye sahip biyolojik miicadele

ajanlariin olusturulmasi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bakteriyal Kiiltiirler ve Biiyiime Sartlar

Bu calismada kitinolitik aktivitesi daha 6nceden Karadeniz Teknik Universitesi
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuarinda belirlenmis ve 16S rRNA sekans analizi
yapilmis olan Xyleborus dispar’dan izole edilmis Serratia marcescens bakterisi kullanildi.
Kulanilan diger bakteri suslar1 ise Escherichia coli DH10B (Karadeniz Teknik Universitesi
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuari), Bacillus thuringiensis subsp kurstaki HD-1
(Daniel R. Zeigler, Bacillus Genetic Stok Center, Columbus, Ohio), Bacillus thuringiensis
subsp israelensis (DSMZ 5724), Bacillus thuringiensis subsp israelensis 4Q7 (Daniel R.
Zeigler, Bacillus Genetic Stok Center, Columbus, Ohio)’dir. Serratia marcescens ve
Bacillus thuringiensis suglar1 Luria Bertani (LB;1 litre LB i¢in; 10 g Triptone, 5 g NaCl, 5
g Maya 6zii) besiyerinde, 30 °C’ de, E. coli ise DH10B LB besiyerinde 37°C’de biiyiitiildii.

2.2. DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin izolasyonu, “Wizard Genomic DNA Purification Kit” (Promega)
kullanilarak yapildi. Calismada kullanilan Serratia marcescens bakterisi, 3 ml LB
besiyerinde 30 °C'de bir gece inkiibe edilerek biiyiitiildi. Elde edilen siv1 kiiltliriin 1,5
ml’si 13,000xg’de 2 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Stipernatant kismi1 dokiilerek
uzaklagtirildi. Pelletin iizerine 600ul Nuclei Lysis Solution eklendi ve pipetle hafifce
kanstirildi. 80°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve oda sicakliginda sogutuldu. Karigimin
tizerine 3 pl RNase Solution eklendi ve tiip 2-5 kez alt-list edildi. Daha sonra karigim
37°C°de 15-60 dakika inkiibe edildi ve oda sicakliginda sogutuldu. Ornegin iizerine 200 ul
Protein Precipitation Solution eklendi ve 20 saniye vortekslendi. Daha sonra 5 dakika
buzda bekletildi ve 14,000xg’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant, i¢cinde 600 pl
izoproponal bulunan yeni bir ependorfa aktarildi ve pellet olusuncaya kadar tiip alt-iist
edildi. 14,000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirild1 ve tiipe 600 pl oda
sicakliginda %70 etanol ilave edildi ve alt-list edilerek 14,000xg’de 3 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve tlip agz1 acik bir sekilde 37°C’de 10-15 dakika
bekletilerek etanoliin buharlagsmasi saglandi. Tiipe 100 ul DNA Rehydration Solution



17

eklendi ve 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Elde edilen genomik DNA 2-8°C’de muhafaza
edildi.

2.3. Primerlerin Dizayn Edilmeleri

Calismada kullandigimiz Xyleborus dispar’dan izole edilmis Serratia marcescens
bakterisine ait kitinaz genlerini, kendi promotorlari, transkript baslangi¢ ve bitis dizileri ile
birlikte shuttle vektore yerlestirmek amaciyla dejenerat primerler hazirland1 (Tablo 6).
Bunun i¢in gen bankasinda mevcut olan ve S. marcescens bakterilerine ait olan B ve C
genlerine ait niikleotid siralar1 toplandi. Bu siralar Clustal W Multiple Sequence Alignment
programi yardimiyla alt alta dizilerek karsilastirildi. Primerler genlerin 5° yukari (promotor

da dahil olacak sekilde) ve 3 asag1 bolgelerini ihtiva edecek sekilde dizayn edildi.

Tablo 6. S. marcescens kitinaz genlerine ait 5’ yukari ve 3° asag1 bolgelerini iceren
dejenerat primer dizileri.

Gen Primer Sira (5°-3)

ChiB KitinazBF 5’-GGGAATTCGTGATTTATTTCGACTTTTRT-3"

ChiB KitinazBR 5’-CCAAGCTTGAGACGAAGGGACGCGAAAATC-3’

ChiC KitinazCF 5’-GGGGATCCCCCTTCCGTCGCCGATATCAC-3’

ChiC KitinazCR 5’-CCAAGCTTGCTGCGGGAGATGCAAGCG-3’

2.3.1. Kitinaz Genlerinin PCR ile Cogaltilmasi

Kitinaz genlerine ait dejenerat primerler kullanilarak PCR reaksiyonlar1 yapildi.
Reaksiyonlar 50 ul’lik son hacimde gergeklestirildi. Her bir tiipe 50 ng genomik DNA, 1,5
ul ImM ileri primeri, 1,5 ul 1mM geri primeri, 1,5 ul 10 mM dNTP, 0,5 pul 50 mM MgCl,,
10ul 5x Phusion HF tamponu ve 1 {iinite Phusion DNA polimeraz (FINNZYMES)
birakilarak steril ddH,0 ile 50 pul’ye tamamlandi.
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PCR sartlar1 98 °C’de 30 saniyelik denatiirasyondan sonra 35 dongii olacak sekilde
98 °C’de 10 saniye, 48 °C’de 20 saniye ve 72 °C’de 40 saniye ve son olarak da 72 °C’de
10 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi. PCR sonucunda
olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1’ lik agaroz jelde

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

2.4. Kitinaz Genlerinin Klonlama Vektoriine Klonlanmalari

PCR reaksiyonu ile c¢ogaltilan chiB ve chiC genleri agaroz jelden kesilerek
Nucleospin Extract DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden
temizlendi. Dogrulama aktivitesi yiiksek olan Phusion DNA Polymerase PCR’da kiit
uclara sahip tirlin olusturmaktadir. PCR’da ¢ogaltilan chiB ve chiC genlerini pGEMT-Easy
plazmidine klonlayabilmek i¢in bu genlerin sarkik uclu olmasi gerekmektedir. Bu yilizden
bu genlere 1 Adenin (A) eklendi ve ayr1 ayr1i pGEMT-Easy plazmidine klonlandilar. 1
Adenin (A) eklemek icin, 6.5 ul DNA, 2 ul 5 X reaksiyon tamponu, 0.6 ul MgCl,, 0.5 pl
10mM dATP ve 0.4 pl Taq polymerase (Promega) karisimi 72°C de 30 dakika inkiibe
edildi. Klonlama i¢in 1pl PGEMT-Easy, 8ul (150 ng) klonlanacak gen, 5 pl 2X reaksiyon
tamponu ve 1 ul T4 DNA ligaz kullanildi. Reaksiyonlar 16°C de 16 saat inkiibe edildi.

e Kitinaz genlerinin elektrokompetent E. coli’ye aktarimi

Petriye ekilmis E. coli DHI0B hiicrelerinden tek bir koloni alimip NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine asilandi ve 37 °C’de gece boyunca iiretildi.
Bu taze kiiltiirden fazla miktarda LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi.
Hiicreler 37 °C’de yogunluklar1 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 olacak sekilde {iretildi.
Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dakika buz {izerinde
bekletildi. Ardindan 4 °C’de 4.000xg hizinda 15 dakika santrifiij edildi. S1vi kisim dokiildii
ve cokelti iki kez soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda santrifiij edildi. Cokelti
%10’luk soguk gliserolde ¢oziildii ve 4.000 rpm’de 4°C ’de 15 dakika santrifiij edildi.
Tekrar tlist kisim dokiildii ve ¢okelti az miktarda %10’luk gliserol icinde siispansiyon
haline getirildi. Elde edilen kompotent hiicreler mikrosantrifiij tliplerine boliindi (50 pl’lik
hacimlerde) ve -80 °C’de sakland.
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Yukaridaki isleme gore hazirlanan elektrokompotent E. coli DH10f hiicrelerinden 2
tiip alinarak buza yerlestirildi. Tiiplerin birine 3 pl ligasyon iriinii birakilirken, digerine
higbir sey eklenmeyerek kontrol olarak kullanildi. Tipler iyice kanstirildi 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 alinarak iclerine 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
aktarillarak 6000xg’de 3 dakika santrifiij yapildi. Ependorfta 100 pl kalacak sekilde
stipernatant dokiildii ve kalan siipernatant icinde pellet ¢oziildiikten sonra 50 pg/ml
ampisilin iceren LB agar petrilerine (iizerine 100mg/ml IPTG ¢o6zeltisinden 40 pl ve 20
mg/ml X-gal c¢ozeltisinden 40 pl siiriilmiis petriler) yayildi. Gece boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda igerisine plazmid alan hiicrelerin beyaz

koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar secildi.

e Rekombinant plazmidlerin izolasyonu ve restriksiyon endoniikleazlar ile
muamelesi

Mavi/beyaz koloni morfolojisine gore ayirim yapilarak secilen beyaz kolonilerden
igerdikleri plazmid DNA’larini izole etmek i¢in 50 ug/ml ampisilin iceren LB besiyerine
ekim yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmit DNA’larinin
izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece kiiltiirleri 14.000xg’de 2 dakika
santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Hiicrelerin {lizerindeki siipernatant geride 50 pl kalacak
sekilde dokiildii ve c¢okelti bunun iginde vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 pl TENS
tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N NaOH, % 0,5 SDS) ilave
edilerek karistirildi. Bunu takiben {izerine 150 pl 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi
ve tekrar 5-6 kez alt iist edilerek karistirildi. 14.000xg’de 3 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant temiz tiipe alindi ve iizerine 900 pl %100’lik etanol ilave edilerek
14.000xg’de 2 dakika santrifiij yapildi. Cokelti %70’lik etanol ile yikandi ve kurumaya
birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 ul ddH,O’da ¢oziildii. izole edilen plazmit DNA’larin DNA
fragmentlerini igerip icermedigini tespit etmek icin bu plazmit DNA’lar1 chiB i¢in EcoRI
restriksiyon enzimi ve chiC i¢in BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile muamele
edildi. chiB i¢in 2 pg DNA, 0,5 pul EcoRI (promega), 2 ul enzime ait 10X reaksiyon
tamponu ve 7,5 pul dH,O ve chiC igin 2 ng DNA, 0,5 pul BamHI (promega), 0,5 pl Hindlll
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(promega), 2 pl enzime ait 10X reaksiyon tamponu ve 7 pul dH,O olacak sekilde 20 pl’lik
hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan %1°lik jelde

elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini i¢ceren klonlar belirlendi.

2.5. Kitinaz Genlerinin Dizi Analizi

Elde edilen klonlardan secilen 3 tanesinin 5 ml ampisilinli LB besiyerine ekimi
yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. 14-16 saatlik biiyiime sonucu elde
edilen kiiltiirler, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra “Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System” (Promega, USA) kiti kullanilarak izole edildi.
Plazmit DNA konsantrasyonlar1 ODjey’da belirlendi. Tiim DNA’lardan 20 pl’lik hacim
i¢inde 200 ng/pl konsantrasyonlarinda hazirlandi1. Uzerleri dikkatli bir sekilde etiketlenerek
Macrogen Firmasmna (Giliney Kore) DNA bazlarinin otomatik analiz edilmesi igin
gonderildi.

Sekans sonucunda elde edilen chiB ve chiC genlerinin baz ve aminoasit dizilimi gen
bankasinda bulunan diger kitinaz genleri ile Clustal W Multiple Sequence Alignment

programi vasitastyla karsilagtirildi ve sonuglar degerlendirildi.

2.6. Kitinaz Genlerinin pHY300PLK Shuttle Vektore Klonlanmasi

pHY300PLK shuttle vektoriinii iceren E. coli DH10p bakterisine ait bir koloniden 50
ng/ml ampisilin i¢ceren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu
blyiitiildii. 14-16 saatlik biiylime sonucu elde edilen kiltir 14.000 rpm’de 2 dakika
boyunca ¢oktiiriildiikten sonra plazmit DNA izolasyonu, “Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System” (Promega, USA) kiti kullanilarak gerceklestirildi.

e pH300PLK shuttle vektdriiniin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

Izole edilen plazmit DNA’sindan chiB ve chiC genlerinin klonlanabilmesi icin iki
farkli kesim reaksiyonu gerceklestirildi. Birinci reaksiyon i¢in; 2 pg plazmit DNA, 1,5 pl
EcoRlI, 4 ul 10X Buffer (EcoRI) ve 19,5 ul steril ddH,O bir araya getirilerek son hacim 40
ul olacak sekilde hazirlands. Ikinci reaksiyon ise 2 pg plazmit DNA, 1,5 ul BamHI ve 1,5 pl
Hindlll, 4 pl 10X TA tamponu ve 19,5 ul steril ddH,O bir araya getirilerek son hacim 40
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pl olacak sekilde hazirlandi. Her iki reaksiyon 37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibe edilen iiriinler %1’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. Restriksiyon
endoniikleazlarla lineer hale getirilmis ve 4870 bp biiyiikliiglindeki iki farkli kesim tirtinii
olan pHY300LK shuttle vektorleri, DNA temizleme (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak

jelden temizlendiler.

¢ Kitinaz genlerinin pPGEMT-Easy klonlama vektoriinden kesilerek ¢ikarilmalari

chiB ve chiC genlerini PGEMT-Easy vektoriine klonlanmis durumda igceren E. coli
DH10p bakterilerine ait birer koloniden 50 pg/ml ampisilin iceren 5 ml LB besiyerine ekim
yapild1 ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyunca biiyiitiildii. Elde edilen kiiltiirler, 14.000
rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra plazmit DNA izolasyonu kiti (Promega)
kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. izole edilen plazmit DNA’sindan iki farkli
kesim reaksiyonu gergeklestirildi. Birinci reaksiyon; chiB genini igeren rekombinant
plazmit DNA’dan 2 pg almarak, 1,5 pl EcoRI, 4 pl 10 X Buffer (EcoRI) ve 19,5 pl steril
ddH,O bir araya getirilerek son hacim 40 pl olacak sekilde hazirlandi. Ikinci reaksiyon i¢in
ise, chiC genini igeren rekombinant plazmit DNA’dan 2 pg alinarak, 1,5 pl BamHI ve 1,5
ul Hindlll, 4 pl 10X TA tamponu ve 18 pl steril ddH,O bir araya getirilerek son hacim 40
pl olacak sekilde hazirlandi. Her iki reaksiyon 37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edildi.
Kesim iiriinleri DNA standardi olarak 1kb DNA Ladder (Promega) ile birlikte %1’lik
agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. pGEMT-Easy vektoriinden EcoRI restriksiyon
enzimi ile kesilerek ayrilmis chiB ile Hindlll ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilerek
ayrilmis chiC genleri, agaroz jelden kesilerek alindilar ve DNA temizleme kiti kullanilarak

temizlendiler.

e chiB ve chiC genlerinin pY300PLK vektoriine aktarimi

Jelden temizlenen kitinaz B ve C genleri ve pHY300PLK shuttle vektoriine
klonlandilar. Buna gore her bir gen i¢in reaksiyon; 7,5 pl 2 X T4 DNA ligaz tamponu
(Promega), 1 ul T4 DNA ligaz enzimi (Promega), 1,5 ul pHY300PLK shuttle vektorii, 7 pl
insert DNA olacak sekilde hazirlandi ve reaksiyon 16 °C’de 16 saat bekletildi.

¢ pY300PLK vektore klonlanan chiB ve chiC genlerinin E.coli DH10p’a aktarimi
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Daha oOnceden hazirlanan ve -80’de saklanan elektrokompotent E. coli DHI10B
hiicrelerinden 2 tiip alinarak buza yerlestirildi. Tiiplere her bir gen i¢in 3 pl ligasyon iiriinii
birakildi. Tiipler iyice karistirildi ve tekrar 1 dakika buzda bekletildi. Tiiplerdeki karisimlar,
elektroporasyon kiivetlerine aktarildi ve elektroporasyon cihazi (BioRad Micro Pulser)’nin
elektriksel tetik kismina yerlestirilerek elektrik uygulandi. Kiivetler cihazdan alinarak
iclerine 1 ml LB besiyeri eklendi ve karistirildi. Daha sonra tiim karisim steril bir cam tiipe
birakilarak 37 °C’de 200 rpm’de 1,5 saat boyunca biiyiimeye birakildi. Inkiibasyondan
sonra biiyliyen kiiltiirler ependorf tiiplere aktarilarak 6000xg’de 3 dakika santriflij yapildi.
Ependorfta 100 pl kalacak sekilde siipernatant dokiildii ve kalan siipernatant i¢cinde pellet
coziildiikten sonra 50 pg/ml ampisilin iceren LB agar petrilerine yayildi. Gece boyunca 37

°C’de inkiibasyona birakildi.

e Rekombinant plazmidlerin se¢ilmesi

chiB ve chiC genlerini iceren rekombinant plazmid DNA’larini izole etmek icin 50
png/ml ampisilin igceren LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu
inkiibe edildi. Plazmit DNA’larinin izolasyonu i¢in hizlt miniprep metodu kullanildi. Gece
kiiltiirleri 14.000xg’de 2 dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Hiicrelerin iizerindeki
siipernatant geride 50 ul kalacak sekilde dokiildii ve ¢okelti bunun i¢inde vortekslenerek
¢oziildii. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10 mM Tris-HC1 pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N
NaOH, % 0,5 SDS) ilave edilerek karistirildi. Bunu takiben tizerine 150 pl 3 M sodyum
asetat (pH 5.2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt iist edilerek karistirildi. 14.000xg’de 3
dakika santriflij edildi. Siipernatant temiz tiipe alind1 ve tizerine 900 pl %100’liik etanol
ilave edilerek 14.000xg’de 2 dakika santrifiij yapildi. Cokelti %70’lik etanol ile yikandi ve
kurumaya birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 pl ddH,O’da ¢oziildii. Izole edilen plazmit
DNA’larin DNA fragmentlerini igerip icermedigini tespit etmek i¢in bu plazmit DNA’lar1
chiB i¢in EcoRlI restriksiyon enzimi ve chiC i¢in BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri
ile muamele edildi. chiB i¢in 10 ul DNA, 0,5 pl EcoRI (promega), 2 ul enzime ait 10x
reaksiyon tamponu ve 7,5 pul ddH,O ve chiC i¢in 10 ul DNA, 0,5 pul BamHI (promega), 0,5
ul Hindlll (promega), 2 pl enzime ait 10 X TA tamponu ve 7 pl ddH»O olacak sekilde 20
ul’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan
%1’lik jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini igeren klonlar belirlendi.
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e Elektrokompetent Bacillus thuringiensis hiicrelerinin hazirlanmasi

Elektrokompetent Bacillus thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis
5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 hiicreleri Bone ve Ellar’a gore modifiye edilerek
hazirlandi (Bone vd., 1989). Petriye ekilmis B. thuringiensis israelensis 4Q7,
B.thuringiensis israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerinden tek bir
koloni alinip ayr1 ayr1t NaCl ihtiva etmeyen 3ml Luria Bertani (LB) Broth besiyerine
astland1 ve 37 °C’de gece boyunca biiyiitiildii. Bu taze kiiltiirden fazla miktarda LB Broth
besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37 °C’de yogunluklar1 600 nm dalga
boyunda 0,5 olacak sekilde biiytitiildii. Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga
ulasinca, hiicreler 30 dakika buz {izerinde bekletildi. Ardindan 4 °C’de 4.000xg hizinda 15
dakika santrifiij edildi. Siv1 kistm dokiildii ve ¢okelti iki kez soguk su ile yikanarak ayni hiz
ve zamanda santrifiij edildi. Cokelti %10’luk soguk gliserolde ¢oziildii ve 5.000xg’de
4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Tekrar st kisim dokiildii ve ¢okelti az miktarda %10’ luk
gliserol i¢inde siispansiyon haline getirildi. Elde edilen kompotent hiicreler mikrosantrifiij

tiiplerine boliindii (50 pl’lik hacimlerde) ve -80 °C’de saklandi.

e chiB ve chiC genlerini iceren pHY300PLK vektoriiniin Bt hiicrelerine aktarimi

Daha onceden hazirlanan ve -80’de saklanan elektrokompotent B. thuringiensis
israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1
hiicrelerinden her bir kitinaz geni i¢in 1 tiip alinarak buza yerlestirildi. Tiiplere her bir gen
icin 5 pl ligasyon fiiriinii birakildi. Tiipler iyice karigtirildi ve tekrar 2 dakika buzda
bekletildi. Tiiplerdeki karisimlar, elektroporasyon kiivetlerine (0,2 cm) aktarildi ve
elektroporasyon cihazi (BioRad Micro Pulser)’nin elektriksel tetik kismina yerlestirilerek
elektrik uygulandi. Kiivetler cihazdan alinarak iclerine 1 ml LB besiyeri eklendi ve
karistirildi. Daha sonra tiim karisim steril bir cam tiipe birakilarak 37 °C’de 200 rpm’de 1,5
saat boyunca bilyiimeye birakildi. Inkiibasyondan sonra biiyiiyen kiiltiirler ependorf tiiplere
aktarillarak 6000 g’de 3 dakika santrifiij yapildi. Ependorfta 100 pl kalacak sekilde
stipernatant dokiildii ve kalan siipernatant icinde pellet ¢oziildiikkten sonra 15ug/ml
tetrasiklin iceren LB agar petrilerine yayildi. Gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona
birakildi.
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e Rekombinant Bacillus thuringiensis hiicrelerinden koloni PCR yapilmasi

Rekombinant plazmit iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis
israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 kolonilerinden kiirdan yardimiyla bir
koloni alinip PCR tiipiiniin i¢ cidarina dokunduruldu ve kiirdan, i¢inde 15 pg/ml tetrasiklin
iceren 3ml LB besiyerine birakildi. Kitinaz genlerine ait primerler kullanilarak PCR
reaksiyonlar1 yapildi. Reaksiyonlar 50 pul’lik son hacimde gergeklestirildi. Her bir tiipe 2,5
tinite Go Taq DNA polimeraz (Promega), 5 ul 5x PCR tamponu (10mM Tris-HCL, pH 8,3),
3 ul 2,5 mM MgCly, 1,5 pul 1mM ileri primeri, 1,5 pl 1mM geri primeri, 1 pl 10 mM
dNTP’den birakilarak steril ddH,0 ile 50 ul’ye tamamlandi.

PCR sartlar1 94 °C’de 3 dakikalik denatiirasyondan sonra 10 dongii olacak sekilde
94 °C’de 1 dakika, 48 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dakika sonra 25 dongii olacak sekilde
94 °C’de 1 dakika, 50 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dakika ve son olarak da 72 °C’de 7
dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi. PCR sonucunda olusan
DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek,

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

e Rekombinant Bacillus thuringiensis hiicrelerinden hiicre PCR yapilmasi

Rekombinant plazmit iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis
israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 ve plazmit atilmayan B. thuringiensis
israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1
hiicreleri 15pg/ml tetrasiklin iceren 3ml LB besiyerinde 37 C’de 200 rpm’de 16 saat
biiyiitiildiikten sonra hiicre PCR yapildi. Kitinaz genlerine ait primerler kullanilarak PCR
reaksiyonlar1 yapildi1 Reaksiyonlar 50 pl’lik son hacimde gergeklestirildi. Her bir tiipe 2,5
tinite Go Tag DNA polimeraz (Promega), 5 pul 5x PCR tamponu (10 mM Tris-HCI, pH
8,3), 3 ul 2,5 mM MgClp, 1,5 pul 1 mM ileri primeri, 1,5 ul 1 mM geri primeri, 1 ul 10 mM
dNTP’den ve 3 pul bakteri kiiltiirii birakilarak steril ddH,0 ile 50 ul’ye tamamlandi.

PCR sartlar1 94 °C’de 3 dakikalik denatiirasyondan sonra 10 dongii olacak sekilde 94
°C’de 1 dakika, 48 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dakika sonra 25 dongii olacak sekilde 94
°C’de 1 dakika, 50 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dakika ve son olarak da 72 °C’de 7

dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi. PCR sonucunda olusan



25

DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek,

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

2.7. Plazmit Stabilite Testi

-80 °C’de muhafaza edilen chiB ve chiC genlerinin klonlandigi rekombinant
plazmitleri igeren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724, B.
thuringiensis kurstaki 4D1 ve E. coli DH10pB bakterileri 15 pg/ml tetrasiklin iceren LB agar
besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekildi ve 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi. Her bir 6rnekten 1
koloni alinip tetrasiklinsiz 3 ml LB besiyerine inokiile edildi ve 37°C’de 200 rpm’de 24 saat
biiyiitiildii. Bu siirenin sonunda her bir kiiltiirden 20’ser ul alinip yeni tetrasiklinsiz 3 ml LB
besiyerine inokiile edildi. 30 giin boyunca bu isleme devam edildi. Bu 30 giin siire i¢inde
belirli giinlerde (haftada 1 kez) 6rneklerden 100 pl almip 10~ oraninda dH,O ile seyreltildi
ve hem 15 pg/ml tetrasiklin iceren LB agar besiyerine hem de tetrasiklinsiz LB agar

besiyerine yayma ekim yapildi. 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi. Ertesi giin koloniler sayildi.

2.8. Rekombinant Bacillus thuringiensis Hiicrelerinin Insektisidal Aktivitesinin
Belirlenmesi

Rekombinant plazmit iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis
israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerimizin insektisidal aktivitesinin
belirlenmesi i¢in laboratuar kiiltiiriimiiz olan Galleria mellonella (Lepidoptera) 3. instar
larvalar1 kullanildi. Biri kontrol digerleri Serratia marcescens, B. thuringiensis israelensis
4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 ve chiB ve chiC
genlerinin klonlandig1 rekombinant plazmitleri iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B.
thuringiensis israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 bakterileri i¢in toplam 11
grup olusturuldu. Her bir grupta 10 tane larva bulunduruldu. Larvalar bioassay kaplarina
konuldu ve bir gece a¢ birakildilar. Es zamanli olarak yukarida belirttigimiz bakterilerden
3ml LB*ye kiiltiir atild1 ve 30 °C’de 16 saat 200 rpm’de yogunluklari 600 nm dalga boyunda
1.89 olacak sekilde biiyiitiildii. Biiyiiyen hiicrelerden Galleria mellonella besinlerine 200 pl
enjekte edildi. Kontrol grubunun besinine ise 200 pl su enjekte edildi. Besinler larvalarin
bulundugu kaplara konuldu. Her bir bakterinin insektisidal etkisi 10 giin boyunca takip
edildi. Insektisidal aktivite testleri 3 tekrarli yapilds.



3. BULGULAR

3.1. Kitinaz Genlerinin PCR ile Belirlenmesi

Serratia marcescens bakterisine ait chiB ve chiC genleri promotor bolgesini igerecek
bicimde dizayn edilen uygun primerler ile PCR’da ¢ogaltildi. PCR f{iriinleri agaroz jelde
elektroforez yapildi. Sonugta chiB ve chiC genlerinin promotor bolgeleri de dahil olmak
lizere genlerin asag1 ve yukar1 bolgelerini igerecek sekilde sirasiyla 1689 ve 1844 bp

biiytikliigiinde bantlar olusturdugu belirlendi. (Sekil 4 ve 5).

Sekil 4. PCR ile ¢ogaltilmis chiB genin agaroz jel goriintlisii. M: 1 kb
DNA ladder (Promega), 1: chiB.
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Sekil 5. PCR ile ¢ogaltilmis chiC geninin agaroz jel goriintiisii.
M: 1 kb DNA ladder (Promega), 1: chiC.

3.2. chiB ve chiC Genlerinin Klonlanmasi ve Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

chiB ve chiC genleri PCR ile ¢ogaltildiktan sonra pGEMT-Easy klonlama vektoriine
aktarildi. Niikleotid sirasinin belirlenmesi i¢in dizin analizi yapildi. Elde edilen sonuglar
degerlendirildi. Dizin analizi islemi genlerin her iki tarafindan gergeklestirildi. Analiz
sonucuna gore, chiB i¢in toplam 1.689 niikleotid uzunlugunda bir sira elde edildi. chiB
geni upstream ve dowstream aski bolgelerini igerecek sekilde 1.689 bp oldugundan dolay1
aradaki eksik olan bdlgenin belirlenmesi i¢in okunmus siralardan yararlanarak yeni bir
primer (ChiB ara bolge Fw; (5’-CCTTCTACAATGCGCTGCGCG-3’) dizayn edildi. Ara
bolgenin DNA diziliminin belirlenmesi i¢in dizin analizine tekrar gonderildi. Boylece ara
bolgenin de sirast belirlenerek DNA dizin analizi tam olarak gerceklestirildi (Ek Sekil 1).
chiC igin ise toplam 1.844 niikleotid uzunlugunda bir sira elde edildi. chiC geni upstream
ve dowstream aski bolgelerini igerecek sekilde 1.844 bp oldugundan dolay1 aradaki eksik
olan bolgenin belirlenmesi i¢in okunmus siralardan yararlanarak yeni bir primer (ChiC ara
bolge Fw; (5’-CCTGGATTATATTAACGCCC-3’) dizayn edildi. Ara bolgenin DNA
diziliminin belirlenmesi i¢in dizin analizine tekrar gonderildi. Boylece ara bolgenin de

siras1 belirlenerek DNA dizin analizi tam olarak gerceklestirildi (Ek Sekil 2).
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DNA dizin analizi gerc¢eklestirilen genlerin aminoasit siralari da belirlendi. Bu siralar

chiB i¢in 499 aa ve chiC i¢in 480 aa olarak tespit edildi.

3.3. Kitinaz Genlerinin Niikleotid Siralarinin Karsilastirilmasi

Elde edilen mevcut niikleotid siralar1 Clustal W Multiple Sequence Alignment
programi kullanilarak gen bankasindaki mevcut kitinaz siralari ile karsilastirmalar1 yapildi.
Karsilagtirma sonucuna gore, izolatimiza ait chiB, gen bankasinda ki S. marcescens
(BJL200) chiB genine %96, S. marcescens chiB genine (X15208.1) %95, S. marcescens
chiB (AB0159997.1) genine %95 ve S. marcescens chiB (GQ855218.1) genine ise %95
oraninda benzerlik gosterdigi tespit edildi. Izolatimiza ait chiC ise, gen bankasinda ki S.
marcescens chiC (AJ630582.1) genine %96, S. marcescens chiC (AB019238.1) genine
%95, S. marcescens chiC (AF454464.1) genine %95 ve S. marcescens chiC (DQ990374.1)

genine %95 oraninda benzerlik gostermektedir.

3.4. Kitinaz Genlerinin pHY300PLK Shuttle Vektoriine Klonlanmasi

Sekans1 elde edilen klonlarin birer tanesinden kit kullanilarak plazmid DNA
izolasyonu yapildi. pGEMT-Easy vektoriine klonlanmis chiB ve chiC genleri pHY300PLK
shuttle vektoriine aktarilmak tlizere chiB igin EcoRI ve chiC i¢in Hindlll ve BamHI
restriksiyon enzimleri ile kesildi ve agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu (Sekil 6, 7).
Ayni sekilde pHY300PLK shuttle vektorii de ayni enzimler ile kesildi. Restriksiyon

enzimleri ile kesilmis vektor ve kitinaz genleri birbirine yapistirildi.

1 M 2 3

<«— 4870bp
3000
1500
1000

1689bp — 5

Sekil 6. EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilen chiB ve pHY300PLK shuttle
vektoriiniin %1°lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii (M: 1 kb DNA
Ladder, 1: chiB’nin EcoRI, 2: kesilmemis pHY300PLK shuttle
vektort, 3: pHY300PLK shuttle vektoriiniin EcoRI kesim sonucu).
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Sekil 7. Hindlll ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilen
pHY300PLK shuttle vektorii ve chiC’nin %]1°lik agaroz jel
elektroforezi goriintisi (M: 1 kb DNA Ladder, 1, 2:
pHY300PLK shuttle vektoriiniin Hindlll ve BamHI ile 3:
chiC’nin HindlIll ve BamHI ile kesim sonucu).

kitinaz genlerini yapistirdigimiz pHY300PLK shuttle vektorii elektrokompotent E.
coli DH10B konak hiicresine aktarildi. Elde edilen kolonilerden plazmid DNA’lar izole
edildi. Bu plazmitlerin kitinaz genlerini igerip icermedigi,chiB i¢in EcoRl, chiC igin ise
BamHI ve Hindlll enzimleri ile kesilerek bakildi. kitinaz genlerini i¢eren plazmitler secildi
ve elektrokompotent B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724 ve

B. thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerine transformasyon yapildi.

e Rekombinant Bacillus thuringiensis hiicrelerinden koloni PCR yapilmasi

chiB ve chiC genlerine ait primerler kullanilarak rekombinant plazmit (pHYB ve
pHYC) iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724 ve B.
thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerine koloni PCR yapildi. PCR firiinleri %1°lik agaroz
jelde elektroforez yapildi. Sonug olarak chiB geni igin 1.689 bp’lik bir bant elde edildi
(Sekil 8, 9, 10).
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bl «— 1689 bp

Sekil 8. pHY300PLK rekombinant plazmitini iceren B. thuringiensis

israelensis 4Q7 hiicresine yapilan koloni PCR ile

cogaltilan chiB geninin agaroz jel goriintiisii. (M:1 kb

DNA ladder (Promega),1: chiB geni).

3000
1500 — <— 1689 bp
1000

Sekil 9. pHY300PLK rekombinant plazmitini igeren B. thuringiensis
kurstaki 4D1 hiicrelerine yapilan koloni PCR ile ¢ogaltilan chiB

geninin agaroz jel goriintiisii. (M: 1 kb DNA ladder (Promega), 1,
2,3,4,5,6 chiB geni).
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Sekil 10. pHY300PLK rekombinant plazmitini iceren B. thuringiensis
israelensis 5724 hicrelerine yapilan koloni PCR ile
cogaltilan chiB geninin agaroz jel gorlintlisi. (M: 1 k
DNA ladder (Promega), 1, 2, 3 chiB geni).

Koloni PCR sonucunda chiC geni icin ise 1.844 bp biiyiikliigiinde bir bant elde edildi
(Sekil 11, 12, 13).

v
3000 __ B

1500 — M T T T T TN . (844 bp

1000 —— [

>
-

Sekil 11. pHY300PLK rekombinant plazmitini i¢eren B. thuringiensis
israelensis 4Q7 hiicrelerine yapilan koloni PCR ile ¢ogaltilan

chiC geninin agaroz jel gorlntiisii. (M: 1kb DNA ladder
(Promega), 1, 2, 3, 4, 5, 6: chiC geni)
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Sekil 12. pHY300PLK rekombinant plazmitini igeren B. thuringiensis
kurstaki 4D1 hiicrelerine yapilan koloni PCR ile ¢ogaltilan chiC
geninin agaroz jel goriintiisii. (M: 1 kbDNA ladder (Promega), 1, 2,
3, 4: chiC geni).

—— 3000
— 1500
— 1000

Sekil 13. pHY300PLK rekombinant plazmitini iceren B. thuringiensis
israelensis 5724 hiicrelerine yapilan koloni PCR ile ¢ogaltilan chiC
geninin agaroz jel goriintiisii. (M: 1 kbDNA ladder (Promega), 1,
2,3: chiC geni).
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e Rekombinant Bacillus thuringiensis hiicrelerinden hiicre PCR yapilmasi

chiB ve chiC genlerine ait primerler kullanilarak rekombinant plazmit (pHYB ve
pHYC) iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724 ve B.
thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerine ve B. thuringiensis tiirlerinin kendi kitinazlarini
kontrol amaciyla rekombinant pazmit igermeyen B. thuringiensis israelensis 4Q7, B.
thuringiensis israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerine hiicre PCR
yapildi. PCR iirlinleri %1°lik agaroz jelde elektroforez yapildi. Sonug olarak chiB geni igin
1.689 bp biiyiikliigiinde bant elde edildi (Sekil 14, 15, 16).

M 1 2

3000 ——
1500 ——

«— 1689 bp
1000 ——

Sekil 14. pHY300PLK rekombinant plazmitini iceren B. thuringiensis
israelensis 4Q7 hiicresine yapilan hiicre PCR ile ¢ogaltilan chiB

geninin agaroz jel goriintiisii. (M: 1 kb DNA ladder (Promega), 1:
Kontrol 2: chiB geni).
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Sekil 15. pHY300PLK rekombinant plazmitini igceren B. thuringiensis
kurstaki 4D1 hiicrelerine yapilan hiicre PCR ile ¢ogaltilan chiB
geninin agaroz jel goriintiisii. (M: 1 kb DNA ladder (Promega),
1: Kontrol, 2, 3, 4, 5: chiB geni).

<+ 1689 bn

Sekil 16. pHY300PLK rekombinant plazmitini iceren B.
thuringiensis israelensis 5724 hiicrelerine yapilan
hiicre PCR ile ¢ogaltilan chiB geninin agaroz jel
gorlintiisi. (M: 1 kb DNA ladder (Promega), 1:
Kontrol, 2, chiB geni).

Kitinaz C geni i¢in 1.844 bp biiylikliigiinde bantlar elde edildi. Rekombinant
plazmit icermeyen B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724 ve

B. thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerinde kitinaz genlerine ait bir bant saptanamadi (Sekil
17, 18, 19).
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Sekil 17. pHY300PLK rekombinant plazmitini i¢ceren B.thuringiensis
israelensis 4Q7 hiicrelerine yapilan hiicre PCR ile
cogaltilan chiC geninin agaroz jel goriintiisi. (M: 1 kb

DNA ladder (Promega), 1, 3, 4, 5, 6: chiC geni, 2:
Kontrol).

M1 2 3 4 5 617

3000
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Sekil 18. pHY300PLK rekombinant plazmitini igeren B. thuringiensis
kurstaki 4D1 hiicrelerine yapilan hiicre PCR ile cogaltilan

chiC geninin agaroz jel goriintiisii. (M: 1 DNA ladder
(Promega) 1: Kontrol 2, 3, 4, 5: chiC geni).
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Sekil 19. pHY300PLK rekombinant plazmitini igeren B. thuringiensis
5724 hiicrelerine yapilan hiicre PCR ile cogaltilan chiC
geninin agaroz jel gorlintisi. (M: 1 kbDNA ladder
(Promega), 1: Kontrol 2, 3, 4: chiC geni).

3.5. Plazmit Stabilite Testi

chiB ve chiC genlerinin klonlandig1 rekombinant plazmitleri iceren B. thuringiensis
israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724, B. thuringiensis kurstaki 4D1 ve E. coli
DH10p bakterilerine uygulanan 30 giinliik plazmit stabilite testi sonucunda yiiksek oranda
bir plazmit kaybi gozlemlenmistir. chiB ve chiC genlerinin klonlandig1 rekombinant
plazmitleri iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7 susu diger rekombinant plazmit igeren

suslara gore daha kisa zamanda plazmit kaybetmistir (Tablo 7)
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Tablo 7. Plazmit stabilite testi.

Bakteri /Koloni 8. giin 15. giin 22, giin 30. giin
Sayisi

BtkB 110 9 7 7

BtkC 205 140 45 7

BtisB 750 200 14 14
BtisC 720 600 10 5
4Q7B 22 0 0 0
4Q7C 200 95 0 0
EpHYB 800 350 55 4
EpHYC 755 400 65 1

Not: Tiim bakteri gruplari 10~ oraninda sulandirilmistir.

3.6. Rekombinant Bacillus thuringiensis Hiicrelerinin Insektisidal Aktivitesinin
Belirlenmesi

Rekombinant plazmit iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis
israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerimizin insektisidal aktivitesinin
belirlenmesi i¢in Galleria mellonella (Lepidoptera) larvalar {lizerinde yapilan bioassay
sonucunda elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.

Sekil 20°de Xd1, 4Q7, Btk ve chi B geninin aktarildigt 4Q7B ve BtkB’nin G.
mellonella larvalar: tizerindeki insektisidal aktiviteleri karsilastirilmis ve 4Q7B’nin
yabanil tiplere gore %10-%30, BtkB’nin ise %20-%40 oraninda daha fazla insektisidal
aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Yabanil sus Btk %10 insektisidal aktivite gdsterirken,

BtkB %45 insektisidal aktivite gdstermistir.
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45+
40+
35+
30+
25+
20 @ Oliim orani
15+
10

K Xd1 4Q7 Btk 4Q7B BtkB

Sekil 20. Kontrol grubu ve bakteri gruplarina ait insektisidal aktivite (K:
Kontrol, Xdl: Serratia marcescens, 4Q7: B. thuringiensis
israelensis 4Q7, Btk: B. thuringiensis kurstaki 4D1, 4Q7B: B.
thuringiensis israelensis 4Q7 ve chiB, BtkB: B. thuringiensis
kurstaki 4D1 ve chiB).
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Sekil 21°de Xd1, 4Q7, Bti ve chiB geninin aktarildig1 4Q7B ve BtiB’nin Galleria
mellonela larvalar: lizerindeki insektisidal aktiviteleri karsilastirilmis ve 4Q7B’nin yabanil
tiplere gore %10-%30, BtiB’nin ise %30-%50 oraninda daha fazla insektisidal aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Yabanil sus Bti %10 insektisidal aktivite gdsterirken, BtiB

%S355 insektisidal aktivite gostermistir.

60

50+

40

30+

@ Oliim Orani

20+

10

K Xd1 4Q7 Bti 4Q7B BtiB

Sekil 21. Kontrol grubu ve bakteri gruplarina ait insektisidal aktivite (K:
Kontrol, Xd1: Serratia marcescens, 4Q7: B. thuringiensis israelensis
4Q7, Bti: B. thuringiensis israelensis 5724, 4Q7B: B. thuringiensis
israelensis 4Q7 ve chiB, BtiB: B. thuringiensis israelensis 5724 ve
chiB).
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Sekil 22°de Xd1, 4Q7, Btk ve chiC geninin aktarildigi 4Q7C ve BtkC’nin Galleria
mellonela larvalar: lizerindeki insektisidal aktiviteleri karsilagtirilmis ve 4Q7C’nin yabanil
tiplere gore %25-%45, BtkC’nin ise %30-%50 oraninda daha fazla insektisidal aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Yabanil sus Btk %10 insektisidal aktivite gosterirken, BtkC

%S355 insektisidal aktivite gostermistir.

60 -

501

40+

301

@ Oliim Orani

20+

101

K Xd1 4Q7 Btk 4Q7C BtkC

Sekil 22. Kontrol grubu ve bakteri gruplarina ait insektisidal aktivite (K: Kontrol,
Xdl1: Serratia marcescens, 4Q7: B. thuringiensis israelensis 4Q7, Btk:
B. thuringiensis kurstaki 4D1, 4Q7C: B. thuringiensis israelensis 4Q7
ve chiC, BtkC: B. thuringiensis kurstaki 4D1 ve chiC).
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Sekil 23°de Xd1, 4Q7, Bti ve chi C geninin aktarildigi 4Q7C ve BtiC’nin Galleria
mellonella larvalar: tizerindeki insektisidal aktiviteleri karsilastirilmis ve 4Q7C’nin
yabanil tiplere gore %25-%45, BtiC’nin ise %30-%50 oraninda daha fazla insektisidal
aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Yabanil sus Bti %10 insektisidal aktivite gdsterirken,

BtiC %55 insektisidal aktivite gostermistir.

60

50-

40-

30+ = Oliim Orani

20+

10

K Xd1 4Q7 Bti 4Q7C BtiC

Sekil 23. Kontrol grubu ve bakteri gruplarina ait insektisidal aktivite (K: Kontrol,
Xd1: Serratia marcescens, 4Q7: B. thuringiensis israelensis 4Q7, Bti:
B. thuringiensis israelensis 5724, 4Q7C: B. thuringiensis israelensis
4Q7 ve chiC, BtiC: B. thuringiensis israelensis 5724 ve chiC).
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Sekil 24°de chiB ve chiC genlerinin aktarildig1 cry geni tasimayan Bti ve cry geni
tastyan Btk suslarinin insektisidal aktiviteleri karsilastirilmis ve chiC geninin aktarildigi
suslarin %5-%20 oraninda daha fazla insektisidal aktivite gosterdikleri belirlenmistir. BtkB
%45 insektisidal aktivite gosterirken, BtkC %55 insektisidal aktivite gostermistir.

@ Oliim Orani

4Q7B 4Q7C BtkB BtkC

Sekil 24. chiB ve chiC geninin klonlandig1 rekombinant plazmiti tagiyan bakteri
gruplariin insektisidal aktivitesi (4Q7B: B. thuringiensis israelensis
4Q7 ve chiB, 4Q7C: B. thuringiensis israelensis 4Q7 ve chiC, BtkB: B.
thuringiensis kurstaki 4D1 ve chiB, BtkC: B. thuringiensis kurstaki
4D1 ve chiC).



43

Sekil 25°de chiB ve chiC genlerinin aktarildig1 cry geni tasimayan Bti ve cry geni
tagtyan Bti suslarinin insektisidal aktiviteleri karsilastirilmis ve chiB ve chiC geninin
aktarildig1 cry geni tagiyan Bti suslarinin %5-%20 oraninda daha fazla insektisidal aktivite

gosterdikleri belirlenmistir.

D Oliim Orani

4Q7B 4Q7C BtiB BtiC

Sekil 25. chiB ve chiC geninin klonlandig1 rekombinant plazmiti tasiyan bakteri
gruplarinin insektisidal aktivitesi (4Q7B: B. thuringiensis israelensis
4Q7 ve chiB, 4Q7C: B. thuringiensis israelensis 4Q7 ve chiC, BtiB: B.
thuringiensis israelensis 5724 ve chiB, BtiC: B. thuringiensis
israelensis 5724 ve chiC).
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Sekil 26. chiB ve chiC geninin klonlandig1 rekombinant plazmiti tasiyan farkli
bakteri gruplarinin insektisidal aktivitesi karsilagtirilmis ve BtiB, BtkC ve BtiC’nin esit
oranda (%55), BtkB’nin ise %45 oraninda insektisidal aktivitesi goOsterdikleri

belirlenmistir.

60+
501

401

301

@ Oliim Orani

20

BtkB BtiB BtkC BtiC

Sekil 26. chiB ve chiC geninin klonlandig1 rekombinant plazmiti tasiyan farkli
bakteri gruplarinin insektisidal aktivitesi (BtkB: B. thuringiensis
kurstaki 4D1 ve chiB, BtiB: B. thuringiensis israelensis 5724 ve chiB,
BtkC: B. thuringiensis kurstaki 4D1 ve chiC ve BtiC: B. thuringiensis
israelensis 5724 ve chiC).



4. TARTISMA

Bakteriler arasinda Streptomyces (0zellikle S. griseus), Serratia, Aeromonas,
Chromobacterium, Photobacterium, Pseudomonas, Vibrio, Bacillus, Clostridium,
Arthrobacter, Nocardia, Chitinophaga, Cytophaga ve Lasobacter tiirleri potansiyel kitinaz
ireticileridirler (Thamthiankul vd., 2001; Okay, 2005; Kuzu, 2008). Bakteriyel kitinazlar en
fazla Serratia cinsi bakterilerle ¢alisiimaktadir. Bu ¢alismada da bir findik zararlis1 olan
Xyleborus dispar’dan izole edilmis Serratia marcescens bakterisi kullanildi.

Entomopatojenik bir bakteri olan S. marcescens bakterisinin i¢erdigi kitinaz genlerinin
tespit edilebilmesi i¢in dejenerat primerler dizayn edilerek PCR ile genler cogaltildi ve
pGEMT easy vektore klonlandi. Elde edilen dogru klonlar DNA dizin analizine gonderilerek
gelen sonuglar degerlendirildi. Bu degerlendirmeler sonucunda S. marcescens izolatimizin
chiB ve chiC genleri genlerine sahip oldugu belirlendi ve genlerin tam siras1 aydinlatildi. Elde
edilen chiB ve chiC gen siralan literatiirde bulunan diger kitinaz genleri ile karsilastirildi.
Karsilastirma sonuglarina gore; chiB, gen bankasinda ki S. marcescens (BJL200) chiB genine
%96, S. marcescens chiB genine (X15208.1) %95, S. marcescens chiB (AB0159997.1) genine
%95 ve S. marcescens chiB (GQ855218.1) genine ise %95 oraninda benzerlik gosterdigi
tespit edildi. chiC nin ise, gen bankasinda ki S. marcescens chiC (AJ630582.1) genine %96,
S. marcescens (chiC) (AB019238.1) genine %95, S. marcescens chiC (AF454464.1) genine
%95 ve S. marcescens chiC (DQ990374.1) genine %95 oraninda benzerlik gdstermektedir.

Kolay calisilabilir olmasi, daha dnce yapilan ¢alismalarda verimli sonuglar alinmasi ve
rahat elde edilebilmesi nedeniyle bu calismada klonlama i¢in ara konak olarak E. coli
kullanildi. Yapilan bu ¢alismada farkli konaklarda replike olabilmesi nedeniyle pHY300PLK
shuttle vektorii kullanildi. S. marcescens bakterisinin chiB ve chiC genleri tam olarak elde
edildikten sonra pHY300PLK shuttle vektoriine klonlandi ve E. coli DH10B’da ¢ogaltild.
Cogaltilan rekombinant plazmit daha sonra B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis
israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerine aktarildi. Konaklar iizerinde
yapilan plazmit stabilite testi sonucunda yiiksek oranda plazmit kaybi1 gozlemlendi.

Okay ve arkadaslar1 (2008) S. marcescens chid genini B. thuringiensis’e aktarmislar ve
kitinaz geninin B. thuringiensis’de orijinal konagindan daha fazla ekspres edildigini
gozlemlemislerdir. Literatiirde yer alan bagka bir calismada Aeromonas hydrophila’ya ve B.
circulans’a ait kitinaz genleri B. thuringiensis’in ¢esitli suslarina aktarilmis ve B. circulans’a

ait kitinaz genlerinin A. hydrophila‘dan aktarilan kitinaz genlerine gore daha stabil oldugu
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belirlenmistir. Yine ayni calismada B. circulans’a ait kitinaz genlerinin aktarildigi B.
thuringiensis aizawai susunun Lymantria dispar (Lepidoptera) larvalarina karst A.
hydrophila‘dan aktarilan kitinaz genlerini igceren ayni sustan ve B. thuringiensis aizawai
susundan daha toksik etki gosterdigini rapor edilmistir (Lertcanawanichakul vd., 2004).

Genlerin delesyonuna Bt suslarinda bulunan modifikasyon ve restriksiyon sisteminin ya
da Bacillus spp.’deki spesifik endoniikleaz bolgelerinin olabilecegi tahmin edilmektedir. B.
subtilis kromozomunun 45. pozisyonu bodyle bir ozellige sahiptir ve bu Bt suglarinda da
olabilir (Ikawa vd., 1981). Gram negatif bakterilerden izole edilen kitinaz genlerinin
stabilitesi ya da ekspresyonu gram pozitif bir bakteri olan Bacillus’larda olumsuz yonde
etkilenebilir (Sudha vd., 1999). Ornegin; B. licheniformis’den izole edilen kitinaz geni
Bt’lerde muhafaza edilirken, 4. hydrophila’dan veya P. maltophilia’dan izole edilen kitinaz
genleri Bt’lerde muhafaza edilememis ve genlerin ekspresyonu diisiik oranda olmustur
(Wiwat vd., 1996).

Literatiirde, bakterilerde heterolog proteinlerin birikiminin konak i¢in toksik etki
gosterebilecegi ve plazmit kaybiyla sonuglanabilecegi belirtilmistir (Mari vd., 1999). Ayrica
rekombinant yapilarin  kararliligi  sicakliktan, besiyerinin pH‘sindan, havalandirma
kosullarindan besiyerinin komposizyonundan ve seyreltme oranlarindan etkilenebilir (Brigidi
vd., 1996).

Bizim ¢aligmamizda Bt tiirlerine ek olarak E. col/i DH10pB susunda da plazmit stabilite
testi gerceklestirilmistir. £. coli DH10pB gram negatif bir bakteri olmasina ragmen kitinaz B ve
C genlerinin klonlandig1 rekombinant plazmit bu konakta da muhafaza edilememisir. Ayrica
Bt‘nin Cry icermeyen susu olan B. thuringiensis israelensis 4Q7 susu Cry igerenlere gore
daha ¢abuk rekombinant plazmiti kaybetmistir.

Genetik miihendisligi uygulamalarinda B. subtilis klonlama i¢in uygun bir konaktir.
Ancak B. subtilis kullaniminin dezavantaji plazmit kararsizliginin  bulunmasidir.
Organizmanin alt kiiltiirlerinin ¢ok sayida nakledilmesi sirasinda plazmit replikasyonunun
stirmesinde zorluklar olabilmektedir. Ayrica yabanct DNA molekiilii Bacillus subtilis iginde
1yl korunmamakta ve bdylece klonlanan DNA siklikla kaybolmaktadir (Madigan-Martinko
2006).

Calismamizda kitinaz genlerinin aktarildigt B. thuringiensis israelensis 5724 ve B.
thuringiensis kurstaki 4D1 suslarinin Galleria mellonella larvalart iizerindeki insektisidal
aktivitesi arastirilmistir. Belirtilen bu suslarin rekombinant plazmit igermeyen Bt suslarina ve

kitinaz kaynagimiz olan S. marcescens’e gore G. mellonella larvalar iizerinde daha yiiksek
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bir 6lim oranmi (%10-%50) gerceklestirdikleri gozlemlenmistir. Bilindigi iizere Cry 4
insektisidal kristal proteinlerini tasiyan B. thuringiensis israelensis Diptera grubu bocekler
tizerinde etkilidir. Ancak ¢alismamizda chiB ve chiC geninin aktarildigr B. thuringiensis
israelensis susunun bir Lepidoptera olan G. mellonella’nin iizerindeki insektisidal aktivitesi
arastirilmis ve chiB ve chiC geninin aktarildig1 B. thuringiensis kurstaki uygulamast ile
hemen hemen esit bir 6liim orani gozlemlenmistir. Ayrica chiC‘yi igeren suglarin B’yi iceren
suglara gore daha etkili oldugu saptanmustir.

Bakteriyal kitinazlarin, Cry proteinleriyle birlikte kullanildiklarinda potansiyel insektisit
olabilecekleri yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Regev vd., 1996; Barboza-Corona vd.,
1999; Barboza-Corona vd., 2003). Kitinolitik enzimler ve mikrobiyal insektisidler arasindaki
sinergistik etki 1970°’li yillardan beri bilinmektedir. Bakteriyal kitinolitik enzimler B.
thuringiensis bakterisinin ve AcMNPV’nin aktivitesini gii¢glendirmek i¢in kullanilmistir
(Kramer, 1997). Choristoneura fumiferana (Lepidoptera) zararlisi, kitinaz-Bt karisimiyla
muamele edildiginde enzimle ya da bakteriyle ayr1 ayrt muamele edilmesinden daha hizli bir
sekilde olmiistiir (Smirnoft, 1974; Lysenko, 1976; Morris, 1976).

S. marcescens bakterisine ait olan chiA ve chiB genleri Pseudomonas fluorescens ve E.
coli gibi diger bakteri tiirlerine aktarilmis ve fungal patojenleri kontrol edebilme kabiliyetleri
artirllmig (Sundheim vd., 1988; Koby vd., 1994; Downing vd., 2000) ve yeni biyolojik ajanlar
olusturulmustur (Shapira vd., 1989; Oppenheim vd., 1992).

Downing’in 2000 yilinda gergeklestirdigi bir calismada rekombinant tekniklerle kitinaz
ve cry toksinlerini ekspres edecek sekilde insa edilmis iki farkli P. fluorescens susunun
Eldana saccharina larvalar ile beslendiginde bu bdcegin ¢ogalmasmin sinergistik olarak
sinirlandig1 bulunmustur. Kitinazin bocek bagirsagindaki kitin igeren peritrofik membranlarda
delik olusumuna sebep oldugu bilinmektedir. Boylece Bt. insektisidal toksininin orta bagirsak
membranlarina ulagmasini artirmasinin yani sira membran lizisine sebep olmakta ve bocegin
6liimiine yol agmaktadir. Bu c¢alisma kitinazin bocek bagirsagindaki peritrofik membrani yok
ederek patojeniteyi artirmadaki basarisini agik¢a gostermektedir.

Bt preperatlarina kitinaz eklenmesiyle ladin tomurcuk bdcegi (Choristoneura
fumiferana) ve lahana yaprak gilivesine (Plutella xylostella) kars1 insektisidal etkilerinin arttig1
rapor edilmistir. Buna ek olarak bocek kontroliinde kitinazlarin, Bt Cry toksinlerinin giiciinii
ve etkisini artirdigt bulunmustur. Bt preperatlarindaki kitinaz enzimi ladin tomurcuk
boceginde septiseminin gelismesini ve O0liim oraninin artmasini hizlandirmistir (Smirnoff,

1974).
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Literatiirdeki bir baska calismadaki bulgular Spodoptera littoralis orta bagirsagindan
izole edilen B. thuringiensis subsp. entomocidus’a ek olarak kitinolitik bakterilerin 2.
instardaki larvalarin 6lim oranin1 %12 ile %100 oraninda artirdigin1 gostermistir (Sneh vd.,
1983).

Sonu¢ olarak kutikula ve peritrofik membranin yapisinda bulunan kitinin kitinaz
enzimleri tarafindan pargalanmasi, bdcegin beslenmesini ve korunmasmi diisiirmekte ve
boylece bocegin zayif duruma gelmesine neden olmaktadir. Cry toksinlerinin ve kitinazlarin
birlikte kullanilmalar1 durumunda larval ortabagirsaktaki endokitinaz seviyesinin artmasiyla
peritrofik membranda asinmalar meydana gelir ve delta-endotoksin molekiillerinin spesifik
reseptdlerinin bulundugu epitelyal membrana girebilme seviyesi artar. Bunun sonucunda

larvasidal etki yiikselir (Regev vd., 1996).



5. SONUCLAR

Bu c¢alisma sonucunda Serratia marcescens bakterisine ait chiB ve chiC genlerinin
Bacillus thuringiensis tiirlerinde ekspresyonu ve rekombinant B. thuringiensis tiirlerinin
zararh boceklere karsi insektisal aktivitelerinin belirlenmesi gerceklestirilmistir.

S. marcescens bakterisine ait chiB ve chiC genleri, dizayn edilen dejenerat primerler
yardimiyla ¢ogaltildi ve pGEMT Easy klonlama vektoriine klonlanarak baz dizilimi
belirlendi. chiB ve chiC genlerinin promotor bolgeleri de dahil olmak iizere genlerin asag1 ve
yukar1 bolgelerini igerecek sekilde sirasiyla 1689 ve 1844 bp biiyiikliigiinde olduklari
belirlendi.

Niikleotid sirasinin mevcut genlerle karsilastirilmas: sonucunda chiB, gen bankasindaki
S. marcescens (BJL200) chiB genine %96, S. marcescens chiB genine (X15208.1) %95
oraninda ve chiC geninin de, gen bankasindaki S. marcescens chiC (AJ630582.1) genine
%96, S. marcescens (chiC) (AB019238.1) genine %95oraninda benzer oldugu tespit edildi.

chiB ve chiC klonlandig1 pHY300PLK shuttle vektoriinden ¢ok sayida elde edebilmek
icin E. coli DH10p hiicresine atildi. Daha sonra ¢ok sayida elde edilen rekombinant plazmit B.
thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki
4D1 hiicrelerine atildi.

Rekombinant plazmit iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis
israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 ve E. coli DH10f hiicrelerine plazmit
stabilite testi uygulandi. Test sonucunda konak hiicrelerimizin rekombinant plazmiti
muhafaza edemedikleri tespit edildi.

Rekombinant plazmit iceren B. thuringiensis israelensis 4Q7, B. thuringiensis
israelensis 5724 ve B. thuringiensis kurstaki 4D1 hiicrelerinin  Galleria mellonela
(Lepidoptera) larvalar1 lizerindeki insektisidal aktivitesi arastirildi. Rekombinant plazmiti
tagiyan Bt suslarinin, tasimayan suslara ve kitinaz kaynagimiz olan S. marcescens bakterisine

gore %10-%50 oraninda daha yiiksek bir insektisidal aktivite gosterdikleri tespit edildi.



6. ONERILER

Ormanlarimizin ve tarim bitkilerimizin saghgini etkileyen cesitli faktorler arasinda
boceklerin en basta geldigi kabul edilmektedir. Sarf edilen tim c¢abalara ragmen orman
agaclarimizin ve tarim bitkilerimizin yaprak, ¢icek, tomurcuk, meyve, govde ve kokleri
stirekli olarak bocekler tarafindan biiytlik zarar gérmektedir.

Zararli  boceklerle miicadelede kimyasal insektisitlere en iyl alternatif
biyoinsektisitlerdir. Bu noktada biyolojik miicadele i¢in en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar
bakterilerdir.

Yillardan beri entomopatojenik bir bakteri olan Serratia marcescens bakterisinin ve bu
bakteride bulunan kitinaz genlerinin ilizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmis ve hala daha
yapilmaktadir. Bunun yani sira kitinolitik enzimlerin ve Cry gibi insektisidal proteinlerin
birlikte kullanildiklarinda potansiyel insektisid olabilecekleri tespit edilmistir. Kitinazlarin ve
Cry proteinlerinin kombine uygulamalarin1 kapsayan arastirmalar da karsilasilan en biiyiik
problemlerden biri, kitinaz genini igeren plazmitlerin Bt tarafindan muhafaza edilememesidir.
Bu nokta da istedigimiz {irlinlin yiiksek diizeyde ekspres edilmesi i¢in replikasyon orijini
konaga ait olan plazmitler olusturulabilir (Lertcanawanichakul vd., 2003) ya da kitinaz geni
konagin genomuna homolog rekombinasyonla entegre edilebilir. Bunun yani sira kitinaz geni
kendi promotoru altinda degilde konagin bir promotoru altinda ekspres edilebilir
(Lertcanawanichakul vd., 2003).

Gerek bocek direngliliginin 6nlenmesi, gerekse konak spektrumunun genisletilmesi
acisindan kitinaz ve Cry proteinlerinin ortak uygulamalar1 iizerine yapilan arastirmalar

mikrobiyal miicadele i¢in 6nemli olacaktir.
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8. EKLER

GGGAATTCGTGATTTATTTCGACTGTTATTTCCGCGAAAAATAAACATTAATGGCAACGGGAAATATTTCC
CCACCGAAAAACATCCACTCTGGAGAAATGCCATGTCCACACGTAAAGCCGTTATTGGGTATTATTTTATT
CCGACCAACCAAATCAATAATTACACCGAGACCGATACGTCTGTCGTGCCGTTCCCGGTTTCCAACATCAC
GCCGGCCAAAGCCAAACAGCTGACGCACATTAACTTCTCGTTCCTGGATATCAACAGCAATCTGGAATGC
GCCTGGGATCCGGCCACCAACGACGCCAAGGCGCGCGATGTGGTCAACCGTCTGACCGCGCTCAAAGCG
CACAACCCCAGCCTGCGCATCATGTTCTCCATCGGCGGCTGGTACTACTCCAACGATCTGGGTGTGTCGCA
CGCCAACTACGTCAACGCGGTGAAAACCCCGGCGTCGCGCGCCAAGTTCGCCCAATCCTGCGTGCGCATC
ATGAAGGATTACGGCTTCGACGGCGTGGACATCGACTGGGAGTACCCGCAAGCCGCGGAAGTGGACGG
TTTCATCGCCGCGCTGCAGGAGATCCGCACCCTGCTGAACCAGCAAACCGTCGCCGACGGCCGCCAGGCG
TTGCCGTACCAGTTGACCATCGCCGGCGCCGGCGGCGCCTTCTTCCTGTCGCGCTATTACAGCAAGCTGGC
GCAGATCGTCGCGCCGCTCGATTACATCAACCTCATGACCTACGATCTGGCCGGCCCCTGGGAGAAAGTA
ACCAACCACCAGGCGGCGCTGTTCGGCGATGCGGCCGGGCCGACCTTCTACAATGCGCTGCGCGAAGCC
AACCTGGGCTGGAGCTGGGAAGAGCTGACCCGCGCCTTCCCCAGCCCGTTCAGCCTGACGGTCGACGCC
GCGGTGCAGCAACACCTGATGATGGAAGGCGTGCCGAGCGCCAAAATCGTGATGGGCGTGCCCTTCTAC
GGCCGCGCCTTCAAGGGCGTCAGCGGCGGCAACGGCGGGCAATACAGCAGCCACAGCACGCCGGGCGA
AGATCCGTACCCGAACACCGATTACTGGCTGGTGGGCTGCGAAGAGTGCGTGCGCGACAAGGATCCGCG
CATCGCCTCCTATCGCCAACTGGAGCAGATGCTGCTGGGCAACTACGGCTATCAGCGGCTGTGGAACGAC
AAGACCAAAACGCCTTACCTGTATCATGCGCAGAAAGGGCTGTTCGTCACCTATGACGATGCCGAGAGCT
TCAAATACAAAGCGAAATACATCAAGCAGCAGCAGTTGGGCGGCGTGATGTTCTGGCATCTGGGGCAAG
ACAACCGCAACGGCGATCTGCTGGCCTCGCTGGATCGCTATTTCAACGCCGCGGACTACGACGACAGCCA
GCTGGATATGGGCACCGGGCTGCGCTACACCGGCGTCGGCCCCGGCAACCTGCCGATCATGACCGCGCC
GGCTTATGTGCCGGGCACCACTTACGCGCAGGGCGCGCTGGTGTCCTATCAGGGTTACGTCTGGCAAACC
AAATGGGGTTACATCACCTCGGCGCCCGGTTCTGACGGCGCCTGGCTGAAGGTGGGCCGCGTGGCGTAA
GCCGTAAAAAAACCCCGTAGCCGAATGCTGCGGGGTTTTCATTGAGTTAACCGTTTGATTTTCGCGTCCCT
TCGTCTC AAGCTTGG

Ek Sekil 1. Serratia marcescens bakterisine ait chiB geninin DNA siras1 (1689 bp).
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GGGGATCCCCCTTCCGTCGCCGATATCACCATCTTCTGATGCGGCCATGGCGGCCGCLLCGGLC
GCCATTATTTCCTTCTCCCTCAGCGTCAGTTTGAATTTAATTCGTTCATGGCCGTAAAAGGTTT
CAGCCTGCCTGCGTTAAAAATCCTCATTATAACGTTACGCCCCGCCAATAGCTGATATTGCCG
GCGAGCGGAAAACCCTTACCCCTAATTAATGAGGCTACCATGAGCACAAATAACACGATTAA
TGCCGTCGCCGCCGATGACGCGGCCATTATGCCGTCTATCGCCAATAAAAAGATCCTGATGG
GTTTCTGGCACAACTGGGCCGCCGGCGCCAGTGACGGCTATCAGCAGGGCCAGTTCACCAAT
ATGAACCTGACCGACATTCCCGCCGAGTACAACGTGGTGGCCGTCGCCTTTATGAAAGGCCA
GGGCATCCCGACCTTCAAGCCTTACAACCTGTCCGATGCCGAGTTCCGCCGCCAGGTGGGCLG
TGCTGAACAGCCAGGGCCGCGCGGTGCTGATCTCCCTCGGCGGCGCAGACGCGCATATCGA
GCTGAAAACCGGCGACGAAGACAAGCTGAAAGACGAGATTATTCGCCTGGTGGAAGTCTAT
GGCTTCGACGGCCTGGATATCGATCTGGAACAGGCGGCGATCGGCGCCGCCAATAATAAAA
CCGTCTTGCCTGCGGCGCTGAAAAAAGTAAAAGACCATTACGCCGCCCAGGGGAAAAACTTT
ATTATCAGCATGGCGCCGGAATTCCCGTATTTACGCACCAACGGCACCTACCTGGATTATATT
AACGCCCTCGAAGGCTATTACGACTTTATCGCGCCGCAATATTATAACCAGGGCGGCGACGG
TATTTGGGTGGATGAACTCAATGCCTGGATCACGCAGAATAACGACGCCATGAAAGAGGACT
TCCTCTACTACCTGACGGAAAGCCTGGTTACCGGCACCCGCGGCTATGCGAAGATCCCAGCG
GCAAAATTCGTCATCGGCCTGCCGAGCAACAACGATGCCGCCGCCACCGGCTACGTGGTCAA
CAAACAGGCGGTGTATAACGCTTTCTCGCGTCTCGACGCCAAAAACCTGTCGATCAAGGGCC
TGATGACCTGGTCAATCAACTGGGATAACGGCAAGAGCAAAGCCGGCGTCGCCTACAATTG
GGAGTTCAAAACCCGCTATGCGCCGCTGATTCAGGGCGGCGTCACCCCGCCGCCGGGAAAG
CCTAATGCGCCGACGGCGCTGACGGTCGCCGAGCTGGGCGCCACCTCGCTGAAACTGAGCT
GGGCCGCCGCCACCGGCGCCTCACCGATCGCCAGCTACACCGTCTACCGCAACGGCAACCCG
ATCGGCCAAACCGCCGGTCTGTCGCTGGCCGACAGCGGTCTGACGCCGGCAACCCAGTACAG
CTACTTCGTTACCGCGACCGACACCCTGGGCAATACCTCCCTGCCGAGCAGCGCGLTGGLGEG
TCAAAACCGCCAATGACGGTACGCCGCCCGATCCGGGCGCGCCCGAGTGGCAGAACAACCA
CAGCTACAAAGCCGGCGACGTCGTGAGTTATAAAGGCAAGAAATACACCTGTATTCAGGCGC
ACACCTCCAATGCCGGCTGGACGCCGGATGCCGCGTTCACCCTCTGGCAGCTCATCGCCTAAT
CGCTAATCGATTGCCGGTCAAACTGGCCGGCAATCCCGCCATCACGCTAAAAATTGCATAATC
GATAATTTTTCACGCCGATAACTGAAAATCCGTTAAAAACCTCAGCTACGCAAACAACTATTTC
TCAGCGCATGGCTAAAACGCTTGCATCTCCCGCAGCAAGCTTGG
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