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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

BAZI ENTOMOPATOJENIK BAKTERILERIN VEJETATIF INSEKTISIDAL
PROTEIN (vip) GEN ICERIKLERININ VE INSEKTISIDAL ETKILERININ
BELIRLENMESI

Aysun ADIGUZEL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Kazim SEZEN
2017, 108 sayfa

Bu ¢alisma ile daha onceki ¢alismalarda izole ve karakterize edilmis lokal Bacillus
thuringiensis kurstaki (BnBt, MnD) ve Bacillus thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2)
izolatlarinda vip (vipl, vip2 ve vip3) genlerinin PCR ile taranmasi, izolatlara ait bazi vip
genlerinin klonlanmasi, karakterizasyonu gergeklestirildi. BnBt ve MnD izolatlarmmdan
kismi olarak saflastirilan Vip3 proteinlerinin  Spodoptera littoralis larvalarina karsi
insektisidal aktivitesi belirlendi. Yapilan PCR taramasi ve klonlama sonucunda MnD ve
BnBt suslarinda vip3 geninin, Xd3 ve Mm2 suslarinda ise vipl ve vip2 geninin varligi
tespit edildi. BnBt ve MnD izolatlarma ait Vip3 proteinleri, kiiltiir siipernatantlarmdan iyon
degisim kromagrafisiyle elde edilerek SDS-PAGE analizi yapildi ve proteinlere ait 90
kDa’luk bant belirlendi. Elde edilen proteinler S. littoralis larvalarina kars1 kullanildi ve
biyotest sonucunda BnBt’ye ait Vip3 proteininin % 40, MnD’ye ait Vip3 proteininin % 31
oraninda Sldiriicii etkiye sahip oldugu gozlendi. Tezin ikinci kisminda BnBt ve MnD
izolatlarina ait tam uzunluktaki vip3A genleri klonland: ve baz dizilimleri belirlendi. vip3A
geninin, 2.370 bp uzunlugunda olup 790 aminoaside sahip oldugu belirlendi. Daha sonra
pPGEX-2T ekspresyon vektoriine klonlanarak E. coli BL21(DE3)’de ifade edildi ve kismi
olarak saflastirildi. SDS-PAGE analizi sonucunda ~90 kDa’luk Vip3A proteinine eklenmis
26 kDa’luk GST kuyrugu ile ~116 kDa’luk bir bant gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, Mikrobiyal miicadele, Spodoptera littoralis,
Vejetatif insektisidal protein (Vip)
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Master Thesis
SUMMARY

DETERMINATION OF VEGETATIVE INSECTICIDAL PROTEIN (vip) GENE
CONTAINS AND INSECTICIDAL ACTIVITIES OF SOME ENTOMOPATHOGENIC
BACTERIA

Aysun ADIGUZEL

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Kazim SEZEN
2017, 108 Pages,

In this study, the screening by PCR, the cloning and the characterization of vip genes
of local Bacillus thuringiensis kurstaki (BnBt, MnD) and Bacillus thuringiensis tenebrionis
(Xd3, Mm2) isolates which isolated and characterized in previous studies were performed.
The insecticidal activity of partly purificated Vip3 proteins of BnBt and MnD isolates
against the Spodoptera littoralis larvae was determined. As a result of the PCR analysis
and the cloning, vip3 gene in MnD and BnBt isolates, vipl and vip2 genes in Xd3 and
Mm?2 isolates were determined. Vip3 proteins of BnBt and MnD isolates by obtained from
culture supernatants by ion exchange chromatography were subjected to SDS-PAGE
analysis and a 90 kDa band of proteins were determined. The obtained proteins were used
against the larvae of S. littoralis and according to results, the insecticidal effects of the
Vip3 proteins of BnBt and MnD were observed as 40% and 31%, respectively. In the
second part of the thesis, the full-length vip3A genes of BnBt and MnD isolates were
cloned and the base sequences were determined. vip3A gene was 2,370 bp in length and
had 790 amino acids. Then Vip3A proteins were expressed in E. coli BL21(DE3) by
cloning into pGEX-2T expression vector and purified. SDS-PAGE analysis showed a band
of totally 116 kDa for the Vip3A protein (~90 kDa) with the 26 kDa GST tag attached.

Key Words: Bacillus thuringiensis, Microbial control, Spodoptera littoralis, Vegetative
insecticidal protein (Vip)
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Insanoglu varolusundan giiniimiize kadar boceklerin sebep oldugu sorunlarla
ugragmak zorunda kalmustir. Bazi hastaliklar1 yaymalar1 ve tarim alanlarina verdigi zararlar
yiiziinden boceklerle miicadele etmek kagmilmaz olmustur. Tarimsal {iriinlerin veriminin
arttiritlmas1 ve korunmasi igin boceklerle yapilan kimyasal ve biyolojik miicadele sirasinda
dogal habitatlarin korunmasi esastir. Ciinkii ekolojik 6zellikler dikkate alinmadan yapilan
miicadele yontemleri biyolojik ¢esitliligin azalmasina, bagka zararlilarin ortaya ¢ikmasina
ve uzun vadede verim disiisiine neden olmaktadir. Mevcut tarim alanlarnin yanlis
kullanilmas1 hem c¢evreyi, hem de besin ihtiyac1 hizla artmakta olan insan topluluklarini
olumsuz etkilemektedir. Bu durum diinya genelindeki niifus artist1 ve besin sikimntisi
diistiniildiigiinde tarimmn 6nemini daha da artirmaktadir (Miller, 1998; Ayvaz, 2001;
Yilmaz, 2010).

Bocekler ile miicadele yontemleri, dogal yontemler ile baslayip sentetik
kimyasallarin kullanimiyla devam etmistir. Fakat daha sonra kimyasallarin hem gevreye
hem de hedef olmayan canlilara vermis oldugu zararlar nedeniyle ¢evre dostu yontemlerin
gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Giiniimiizde kullanilan kimyasallar ge¢miste
kullanilanlarla kiyaslandiginda (DDT gibi) daha giivenli ve yarillanma émrii az olmasina
ragmen Yine de bir takim sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir. Ornegin, sentetik insektisitlere
uzun siire maruz kalindiginda kanser, karaciger hastaliklari, immunotoksisite, dogum
anormallikleri, insan ve diger hayvanlarda goriilen kisirlik problemleri gibi bir¢ok problem
ortaya c¢ikmaktadir (Kegley ve Wise, 1998). Ayrica kullanilan Kimyasal insektisitler,
hayatimizin en 6nemli pargalarini olusturan su, hava ve topragin oOlgiilebilir diizeyde
kirlenmesine neden olmaktadir (Newsom, 1996). Tarim ilaci kalintilarinin suda eser
miktarda bulunmasi1 bile sucul ekosistemlerdeki besin zincirlerinin bozulmasma ve
buradaki canli tiirlerinin hizla yok olmasina neden olmaktadir (Aguilar vd., 1997).

Ticari olarak satilan kimyasal insektisitlerin bircogu 6zgiilliik gostermedigi igin
arilar, kuslar, baliklar, mikroorganizmalar ve omurgasizlar gibi hedef olmayan

organizmalarda oliimlere neden olmaktadir. Ayrica kus, balik ve diger organizmalarda



iireme potansiyelinin azalmasi, hedef olmayan organizmalarda direnglilik olusmas1 sonucu
insanlara hastalik tasityan bocek ve parazitlerin kontrolden ¢ikmasi, ekosistemin yapisinin
Ve tiir sayismin degismesi gibi bir¢cok yan etkileri belirlenmistir (Yticel, 2007).

Kullanilan kimyasallarin dogal diigmanlarin 6limiine neden olmasindan dolay1
zararlilar tekrar cogalarak ekosistemdeki yerini alir ve zarar vermeye devam eder. Bununla
birlikte eger dogal diisman ortamdaki baska zararlilar1 kontrol ediyorsa, yeni bir zararh
popiilasyonu ortaya ¢ikarilmig olur. Kimyasallarla zararlinin biri ortadan kaldirilirken
digeri istemeden de olsa ¢ogalmaya baslar ve yeni bir problem ortaya ¢ikar (Yiicel, 2007).

Tiim diinyada ve tilkemizde tarim alanlarinda biiyiik ekonomik kayiplara neden olan
zararl bocekler ile miicadelede kullanilan kimyasal insektisitler hem boceklerin bu ilaglara
kars1 diren¢ kazanmalarma neden olmakta hem de cevredeki faydali bocekleri, arilari,
kuslari, baliklar1 ve insanlar1 olumsuz yonde etkileyerek c¢evresel dengeyi bozmaktadir
(Ecevit, 1988; Ayvaz, 2001). Bu nedenlerden dolay:1 alternatif miicadele yodntemleri
gelistirilmekte ve bu yontemler arasinda biyolojik miicadele 6nemli bir yer tutmaktadir.

Biyolojik miicadele, istenmeyen zararl bir organizmanin faydal baska bir organizma
tarafindan popiilasyonunun zarar seviyesinin altinda tutulmasi olarak tanimlanabilir.
Biyolojik miicadele Klasik biyokontrol, kitlesel saliverme, entomopatojen organizmalarin
kullanim1 ve koruyucu yontemler seklinde uygulanmaktadir (Yilmaz, 2010). Biyolojik
miicadelede rol oynayan ajanlar genel olarak viriisler, bakteriler, funguslar, protozoonlar
ve nematodlardir.

2013 yili verilerine gore diinya da biyopestisitlerin payr 1,5 milyar dolar iken,
yetkililerin beklentisine gore, 2020 yilinda 6-7 milyar dolar, 2050 yilinda ise, toplam
pazardan % 40 pazar payina ulasmasi beklenmektedir. Temiz ve giivenli gida bilinciyle
biyopestisitler, her yil pazar paymi % 16 arttirarak dikkatleri tizerine ¢ekmektedir (URL-1,
2016).

Biyolojik miicadelede kullanilan en etkili entomopatojen Bacillus thuringiensis
(Bt)y’dir.  B. thuringiensis Bacillaceae familyas: igerisinde yer alan, gram-olumlu ve
aerobik bir toprak bakterisidir (Sekil 1). Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera grubundaki
boceklere karsi insektisidal 6zellige sahip kristal yapida bir toksin protein iireten ve spor

olusturan bir bakteridir (Beegle ve Yamamoto, 1992).



Sekil 1. Bacillus thuringiensis INTATA24-6’nin elektron mikroskop goriintiisii a) Spor
olusturan bir hiicrenin TEM goriintiisii, bir spor (S) ve bir bipiramidal kristal (C).
Bar: 0.2 um; b) Sporlarin (S) ve kristallerin (C) SEM goriintiisii. Bar: 5 pm
(Sauka vd., 2010).

Bt’nin ticari biyopestisit olarak kullanimi ilk olarak 1938’de baslamistir. 1950’1li
yillarda bazi gelismis tilkelerde kullanim1 yayginlasmistir. Bitkilere piiskiirtiilerek yapilan
uygulama en etkili yontemlerden birisidir. Toksinlerin dogada uzun siire etkisini
koruyamamasi nedeniyle zararlinin biyolojik yapisina bagh olarak, uygulamanin belirli
araliklarla tekrarlanmasi gerekir (Van Frankenhuyzen vd., 1993). Kimyasal insektisitlerin
boceklerde direnglilige neden olmasiyla birlikte etkisiz hale gelmeye baslamasi ve ¢evresel
sebeplerden dolay1 kullanimmin smirlandirilmas: 1980°’li yillarda Bt tiriinlerine olan ilgiyi
iyice artirmustir.

Bt toksinlerinin, kimyasal insektisitlerin ulasamadigi kisimlarda zarar veren
boceklere karsi bitkide ifade edilmesi tarim driinlerindeki verim bakimindan oldukea
faydalidir. Bunlara en iyi 6rnek musir zararhis1 olan Ostrinia nubilalis’tir. O. nubilalis
larvalar1 kogan ve govde kisimlarini zarara ugrattiklar: i¢in kimyasal insektisitlerden zarar
gormezler ve bitkinin yapisal bitiinliginii bozarlar. Fakat toksinlerin bitkide ifade
ettirilmesi O. nubilalis larvalarinin dogrudan toksine maruz kalmasina neden olur (Ely vd.,
1993). Transgenik pamuk, musir ve patates gibi bitkilerin iriinleri Kanada, Japonya,
Meksika, Arjantin ve Avustralya gibi tilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Frutos vd.,
1999). Bt iiriinleri diinyada gesitli formiilasyonlar halinde kullanilmakla beraber transgenik
bitki seklinde kullanimi da giin gectikte yaygmlagmaktadir (Liu ve Tabashnik, 1997). Bt
tirtinleri ekolojik dengeyi tehdit etmedigi gibi sekonder zararhilarin ortaya ¢ikmasina da
neden olmaz. Bu yiizden Bt iiriinleri tarim zararhilarma karsi olduk¢a 6nemli bir miicadele
etmenidir (Walker vd., 2003).



B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
takimlarindaki hassas boceklere karsi kristal protein (cry) genlerinin olusturdugu aktif
insektisidal kristal proteinler (ICP) sayesindedir. Bu proteinlerin boceklerde oldiiriici
etkisini gosterebilmesi icin bocekler tarafindan sindirilmesi gerekir (Visser vd., 1993).

ICP’ler normal kosullar altinda ¢6ziinmeden kalabilirler. Bu nedenle insanlar ve
diger yiiksek organizma gruplari i¢in bir risk olusturmazlar. Buna karsilik pH 9,5’de
¢cozlinebilir 6zellik tasimalari, Kristal proteinlerine yogun bir insektisit ozelligi
kazandirmaktadir. 5-endotoksinler bagirsakta ¢oziinerek protoksine donisiirler. Daha sonra
bagirsak enzimleri tarafindan protoksinler parcalanarak aktif toksinler elde edilir. Aktif
toksinler bagirsak epitel hiicrelerinin reseptorlerine tutunarak bocegin bagirsak duvarmni
felce ugratir ve sonra buray: tahrip ederek gozenekler olustururlar. Boylece, bagirsakta
bulunan besin artiklar1 bocek viicuduna ve kana karisir (Sekil 2). Zehirlenen bocek, toksin
aktivitesi sebebiyle hemen 6lebilecegi gibi, 2-3 giin igerisinde kan zehirlenmesi sonucu da
olebilir. B. thuringiensis’in larvalar iizerinde sebep oldugu belirtiler; yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, sivi halde digk: ¢ikarma, kusma ve viicut igeriklerinin kahverengiden
siyaha doniismesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994).

Kristaller ¢ozunur ve Toksinler bagirsak

Kristal toksinler aktiflesir reseptorlerine baglanur
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Sekil 2. Bacillus thuringiensis’in bocekler tizerindeki etki mekanizmasi (URL-2,
2017).



ICP’lerin 6zgiin reseptorlere baglanmasinin insektisidal etki spektrumuyla ilgili
oldugu tespit edilmistir (Denolf vd., 1997). Van Rie ve arkadaslar1 (1989), ICP’lerin tiitiin
kurdu (Heliothis virescens) ve domates kurdunun (Manduca sexta) firca seklindeki
membran vezikiillerine baglandiklarin1 gdstermistir. Fakat baglanma yerlerinin sayisi
farkhidir ve degisik biyolojik aktiviteler gosterir. Baglanma yerleri igin biitiin boceklerde
toksin ilgisi ayn1 degildir.

Tiirkiye’de kimyasal insektisitlerin zararlilarla miicadelede yaygin olarak kullanildigi
gozoniine alindiginda, uzun vadede {irtin veriminde azalma, ekosistemin dengesinin
bozulmasi, saglik problemlerinin artmas: ve tiim bunlara bagh olarak ciddi ekonomik
kayiplarm ortaya ¢ikmasi kaginilmazdir. Bu nedenle Bt iiriinlerinin zararlilarla miicadelede
kullanilmasi, yaygmlastirilmasi, farkli zararlhilara karsi yeni Bt izolatlarinin taranmast,
laboratuvar ortamimda toksik etkilerinin belirlenmesi, farkli formiilasyonlar ve uygulama
yontemleri gelistirilerek ticari kullaniminin saglanmasi faydali olacaktir (Y1lmaz, 2010).

Bu saydigimiz avantajlarmin yaninda bocek zararhilarinm  B. thuringiensis

toksinlerine kars1 da direng gelistirdikleri de bilinmektedir.

1.2. Bocek Populasyonlarimin Bacillus thuringiensis Toksinlerine Kars1
Direngliligi

Kimyasal insektisitlerin kullanimindaki artiglar, bocek popiilasyonlar1 arasinda
kimyasallara kars1 direngliligin gelismesine yol agmustir. Bu durum, ilginin kimyasal
insektisitler yerine, B. thuringiensis’e dayali preparat ve biyoformiilasyonlara kaymasini
saglamistir (Erylizlii, 2010). Zararhilarin B. thuringiensis toksinlerine kars: direng
gelistirmelerinin olduk¢a zor oldugu diistiniilmiis, fakat 1980’li yillarda hem laboratuvar
hem de dogal ortamdan elde edilen bir¢ok bocek tiiriiniin B. thuringiensis toksinlerine kars1
farkli seviyede direng gelistirdigi goriilmiistiir (Tabashnik, 1994; Ferre, vd., 1995).

McGaughey (1985), B. thuringiensis formiilasyonu uygulanmis tahil ambarlarindaki
Hint unu giivesi popiilasyonunun yiiksek oranda LCsq degerleri gosterdigini rapor etmistir.
Ayrica, bir gesit giive olan Plutella xylostella popiilasyonunda da B. thuringiensis
insektisitlerine kars1 direnglilik tespit edilmistir (Schnepf vd., 1998). Maagd ve arkadaslari
(1999) B. thuringiensis toksinlerinin, boceklerin direng gelistirmelerinde bir istisna
olmadigin1 ortaya koymustur. CryllA ve CrylAc proteinlerine karsi direnglilik,

Leptinotarsa decemlineata ve P. xylostella’da tespit edilmistir. Kiiresel olarak P.



xylostella’nin B. thuringiensis subsp. kurstaki’ye karsi direng gelistirmesi Florida, Japonya,
Filipinler ve Cin’de rapor edilmistir (Schnepf vd., 1998).

Yakin gegmisteki laboratuvar caligmalari, 10. jenerasyonun sonunda Helicoverpa
armigera i¢in CrylAc delta endotoksin’e karsi direngte 76 kat artis oldugunu ortaya
cikarmustir. Son zamanlarda B. thuringiensis 6-endotoksinine karsi gosterilen direngteki bu
artis nedeniyle, bilim adamlar1 boceklerdeki direng artisi ile ilgili mekanizmay1 anlamak
igin yapilacak ¢aligmalari tistlenmek zorunda kaldilar. Birgok direngli popiilasyon tizerinde
yapilan ¢aligmalar, direncin asil sebebinin firga membran yapisi oldugunu gostermistir.
Bunun aksine, Gould ve arkadaslarinin (1992) yaptigi arastrmalar sonucunda B.
thuringiensis toksinlerine kars1 gelistirilen ¢apraz direng modellenmistir. Direncin sebebi
olarak protoksinlerin proteolizisi veya kristallerin bagirsaktaki azalan solubilizasyonu
gosterilmistir. Van Rie ve arkadaslar1 (1990), CrylAb proteinlerinin hedef bdocek
reseptorlerine baglanmada @oOstermis oldugu 50 kat azalma sebebi ile direng
gelistirdiklerini belirtmiglerdir.

Bocek kontroliinde Cry proteinlerinin genis basarisina ragmen, musir fidesine hasar
veren Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae) ve Diabrotica spp. (Coleoptera:
Chrysomelidae) gibi bazi 6nemli zararlilarm Cry proteinlerine karsi ¢ok toleransh
olduklar1 bulunmustur (Warren, 1997).

Ayrica yapilan calismalarla laboratuvar kosullarinda farkli bocek tiirlerinde B.
thuringiensis toksinlerine kars1 direnglilik tespit edilmistir (Schnepf vd., 1998). Direnglilik
tespit edilen bocek tirleri: Plodia interpunctella, Cadra cautella, Leptinotarsa
decemlineata, Chrysomela scripta, Tricholplusia ni, Spodoptera littoralis, Spodoptera
exigua, Heliothis virescens, Ostrinia nubilalis ve Culex quinquefasciatus’tur (Schnepf vd.,
1998). Diren¢ gozlenen B. thuringiensis suslari, B. thuringiensis subsp. kurstaki, B.
thuringiensis subsp. israelensis, B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve diger B.
thuringiensis alt tiirleridir.

Basta Lepidoptera olmak tizere Diptera ve Coleoptera takimlarindaki zararlilara karsi
kullanilan B. thuringiensis preparatlarinin, mevcut preparatlara direng gelistirilmesi ve
bunlarin ¢evre kosullarma uyum saglayamamasi Yyeni preparatlar gelistirilmesi
calismalarmi zorunlu kilmaktadir. Bu sebeple tiim diinyada tarim ve ormancilikta zararli
boceklere karsi kullanilabilecek, insektisidal aktivitesi yiiksek, direnglilik problemlerini

asabilen yeni bir mikrobiyal miicadele materyali elde edilmesi hedeflenmistir.



Bu problemin asilmasi igin 6nemli yol haritalarindan biri Bacillus izolatlarmin
slipernatantlarinda yeni bocek oldiiriicti aktif bilesenlerin varliginin arastirilmasi olmustur
(Chakroun, 2015). Giiniimiize kadar Cry proteinlerine ek olarak sporulasyon asamasinda
tiretilen Cyt (sitolotik), vejetatif safhada iiretilen ve ortama salgilanabilen Vip (vejetatif
insektisidal proteinler) ve Sip (salgilanmis insektisidal proteinler) toksinleri belirlenmistir
(Estruch vd., 1996; Warren vd., 1998; Donovan vd., 2006; Crickmore, vd., 2014).

1.3. Vip Toksinleri

Bacillus izolatlarmin Kkiiltlir siipernatantlarindaki bocek oldiriicti aktif maddeleri
degerlendirmeye Yyonelik yapilan c¢alismalar ile Bacillus cereus AB78'de Diabrotica
virgifera virgifera ve Diabrotica longicornis barberi'ye kars1 % 100 insektisidal aktivite
gosteren bir bilesen bulundu. Siipernatanttaki bu aktif maddenin proteinimsi yapida oldugu
belirlendi. Anyon degisim kromatografisini takiben yapilan SDS-PAGE, insektisidal
aktivitenin sirasiyla ViplAa ve Vip2Aa olarak adlandirilan, 80 ve 45 kDa biiyiikligiindeki
iki farkli proteinden kaynaklandigini gosterdi (Warren, 1997).

Test edilen 463 B. thuringiensis susunun yaklasik % 12'sinin ilgili vip1Aa ve vip2Aa
genlerine yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlendi. Ayni ¢alismada, B. thuringiensis
AB88 susunun vejetatif kiiltiir siipernatantinda A. ipsilon ve diger lepidopteranlar igin
olduke¢a toksik olan ve Vip3Aa olarak adlandirilan 88.5 kDa biiyiikliigiinde bir protein
tespit edildi (Estruch vd., 1996). 2010 yilinda, Vip4Aa olarak adlandirilan yeni bir protein
daha bildirildi (NCBI erisim numarasi: AEB52299) ve yapilan siliko analizinde yaklasik
olarak 108 kDa biiytikligiinde bir molekiil kiitleye sahip oldugu 6ngériildii (URL-3, 2017).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda 15 adet Vipl, 20 adet Vip2, 106 adet Vip3 ve 1
adet Vip4 proteini tespit edildi (Crickmore vd., 2017). Vip proteinlerinin aminoasit

derecelerine gore hiyerarsisi Sekil 3’de dendrogram ile gosterilmektedir.
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Sekil 3. Vip proteinlerinin amino asit derecelerine dayali dendrogramlari.
Amino asit sekanslar1 Clustal X arayiizii kullanilarak hizalandi1 ve
MEGA 5 programu kullanilarak agag ¢izildi (Chakroun vd., 2016).

Simdiye kadar Vipl ve Vip2 ile ilgili yapilan ¢calismalarda, Coleoptera takimina ait
8 tiire (Warren, 1997; Boets vd., 2011; Shingote vd., 2013; Palma vd., 2014; Bi vd., 2015)
ve Homoptera takimina ait Aphis gossypii’e (Sattar ve Maiti, 2011; Yu vd., 2011) kars1
toksisite gozlendi. Vip3A proteini ise Lepidopteran boceklerin genis bir kismi igin toksik
etki gostermektedir (Estruch vd., 1996; Yu vd., 1997; Donovan vd., 2001; Selvapandiyan
vd., 2001; Doss vd., 2002; Lee vd., 2003; Franco-Rivera vd., 2004; Abdelkefi-Mesrati vd.,
2005; Bhalla vd., 2005; Fang vd., 2007; Sena vd., 2009; Palma vd., 2013; Figueiredo vd.,
2013; Baranek vd., 2015; Boukedi vd., 2015). Bu proteinlerin Cry proteinlerine toleransh

oldugu bilinen Agrotis cinsi bocek tiirlerine ve ayn1 zamanda Cry proteinlerine nispeten



daha az duyarli Spodoptera cinsi bdcek tiirlerine karst son derece etkin oldugu
belirtilmistir (Van Frankenhuyzen ve Nystrom, 2009). Vip4 olarak adlandirilan ailenin
yeni tiyesi igin heniiz hicbir hedef bocek bulunamamustir.

Cry protein ailesinin aksine, Vipl, Vip2 ve Vip3 proteinleri arasinda hemen hemen
hi¢ dizi homolojisi bulunmamaktadir. Vip proteinleri arasindaki en yiiksek benzerlik ise %
34’lik oranla Vipl ve Vip4 proteinleri arasindadir (Chakroun, 2015). Buna ek olarak Vip
proteinleri, B. thuringiensis tarafindan ge¢ biiyime fazinda iretilen Cry ve Cyt -
endotoksinlerinden yapisal olarak farklidir ve bunlar ile higbir dizi homolojisi
paylagsmamaktadir. Ayrica yapilan ¢aligmalar ile baglanma bdlgeleri igin aralarinda rekabet
olmadig1 goriilmiistiir (Lee vd., 2003, 2006; Abdelkefi-Mesrati vd., 2009; Sena vd., 2009;
Liu vd., 2011; Gouffon vd., 2011; Ben Hamadou-Carfi vd., 2013; Caccia vd., 2014; Ruiz
de Escudero vd., 2014). Bu nedenle Vip proteinleri Cry proteinleri ile birlikte ya da
dontisiimli kullanilarak hedef zararlilarda gelisen direncin iistesinden gelebilmek igin gok

umut verici olmaktadir (Caccia vd., 2014).

1.3.1. ikili Vip1/Vip2 Toksini

vipl ve vip2 genleri, B. cereus ve B. thuringiensis’e ek olarak, Lysinibacillus
sphaericus (eski adiyla Bacillus sphaericus) ve Brevibacillus laterosporus gibi diger
bakteri tiirlerinde de bulunmustur (Schnepf vd., 2005; Ruiu, 2013). vipl ve vip2 genlerinin
dagilimi tizerine yapilan ¢alismalar ile B. thuringiensis suslarmin yaklasik % 10'unda
bulundugu tespit edilmistir (Hernandez Rodriguez vd., 2009; Yu vd., 2011a; Shingote vd.,
2013). Bu iki gen ayn1 operon ve 4 - 16 bp'lik bir arabolge ile birbirinden ayrilan iki farkl
acik okuma zinciri (ORF) tarafindan hem 4 - 5 kb’lik bir genomik dizide (Warren, 1997,
Shi vd., 2007; Bi vd., 2015) ve hem de B. thuringiensis 1S5056 susundaki Dbir
megaplazmitte (Yaklasik 328 kb uzunlugunda) (Murawska vd., 2013) tasinir.

Su ana kadar Bt Toksin Adlandirma veri tabanin listeledigi vipl ve vip2 genleri: 3
viplAa, 1 viplAb, 1 viplAc, 1 viplAd, 2 viplBa, 3 vip1Bb, 1 vip1Bc, 2 viplCa ve 1 viplDa
ve 3 Vip2Aa, 1 vip2Ab, 2 vip2Ac, 1 vip2Ad, 3 vip2Ae, 2 Vip2Af, 2 vip2Ag, 2 vip2Ba ve 4
vip2Bb (Crickmore vd., 2017).

Vipl ve Vip2 proteinleri eszamanli olarak ifade edilir ve ayni transkriptten
translasyonu her iki proteinin de yiiksek seviyede olmasini saglamak igin gereklidir. Vipl

ve Vip2 proteinleri B. thurigiensis'in vejetatif biliylime evresi sirasinda iiretilirler ve
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sporiilasyon asamasmim sonuna kadar seviyeleri yiiksek kalir. Gen transkriptleri,
logaritmik fazin baslangicinda bile bulunur, duragan fazda maksimum ifade meydana gelir
ve sporiilasyon agamasinda yliksek seviyelerde kalir (Estruch vd., 1996; Shi vd., 2004; Shi
vd., 2007; Bi vd., 2015).

1.3.1.1. Vip1/Vip2 Toksininin Protein Yapis1 ve Fonksiyonu

Kolera toksini gibi klasik bakteriyal A-B toksinleri bir veya birkag polipeptit ihtiva
eden bir kompleks olarak hiicrelerle etkilesim halindedir. Alternatif olarak, Clostridium ve
Bacillus cinsinden gram pozitif basiller, iki proteinin hiicre yiizeyine baglanmadan 6nce bir
kiime olusturmayan, ikili etki mekanizmasma sahip proteinler iretmektedir (A + B
toksinleri) (Barth vd., 2004). Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Clostridium
perfringens, Clostridium spiriforme ve Bacillus anthracis'e ait Vip1/Vip2 toksini memeli
toksinleri ile iligkili olan A+B toksininin bir 6rnegidir. Memeli toksinleri ile dizi
homolojisi, bireysel proteinlerin toksisitesinin eksikligi ve vipl geninin translasyonel
cerceve kayma mutasyonu deneyleri ve duyarli boceklere karsi yapilan toksisite deneyleri
bu proteinlerin ikili etkilesim tarzin1 dogrulamistir (Warren, 1997).

ViplAa ve Vip2Aa proteinlerinin dizi analizi, sirasiyla, yaklasik 30 ve 50
aminoasitlik bir N-terminal sinyal peptidinin varhigmi ortaya koymustur (Warren vd.,
1998; Shi vd., 2004, 2007). Sinyal peptidinin salgilama sirasinda ayrildigi gosterilmis,
yaklasik 82 kDa (ViplAa) ve 45 kDa (Vip2Aa) biiyiikliigiinde olgun proteinler elde
edilmistir (Warren, 1997; Bi vd., 2015). Dizi hizalanmasi, Vipl'in N-terminal bolimiiniin
olduk¢a korunmus (% 75-91) oldugunu ortaya c¢ikarmustir. Aksine, Vipl’in C-terminal
kismi daha az (% 23-35) korunmustur (Warren, 1997; Shi vd., 2004, 2007).

Vipl, C. botulinum’in C2 toksininin C2-1l baglanma bileseni ile % 29, C.
perfringens'in iota toksininin Ib'si ile % 31, C. spiroforme toksini ile % 33, B. anthracis
koruyucu antijeni ile % 38 ve C. difficile B toksininin 142-569 arasindaki aminoasitler ile
onemli sekans benzerligine sahiptir (Shi vd., 2004, 2007; Leuber vd., 2006). Vip2,
klostridial Rho-ADP-ribozilasyonlu ekzotoksin C3 ile % 30'dan fazla sekans benzerligi
gostermektedir (Han vd., 1999). Bu homolojiler Vipl proteininin "B" olarak adlandirilan
bilesen ve Vip2 proteininin ikili toksinin "A" bileseni oldugunu ileri siirmektedir (Barth

vd., 2004). Vipl baglanma ve translokasyon bileseni (kanal olusturma proteini) olarak
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hareket ederken, Vip2 hiicreye girerek toksik etkisini gosterir (Blaustein vd., 1989;
Schmid vd., 1994; Knapp vd., 2002).

Vip2, NAD'ye bagh bir aktin-ADP-ribozilasyon toksini olup, iki 6zgiin domaine
sahiptir: 60'dan 265'e kadar olan aminoasitler N-terminal domaini ve 266'dan 461'e kadar
olan aminoasitler C-terminal domainidir (Han vd., 1999). Birbirleri ile smirh dizi
benzerligine ragmen, Vip2 N- ve C-terminal domainlerinin kristalografik yap: analizi
kendi yapilarinda homoloji gostermistir. Her bir domain gekirdegi temelde tig iplikli bir
antiparalel pB-tabaka ve bir bes iplikli karisik B-tabakasmin dikey paketlenmesi ile
olusturulmustur (Han vd., 1999). Her bir domainin genel katlanmasi klasik A-B

toksinlerinin katalitik alanlarina benzemektedir (Sekil 4).

a b c

Sekil 4. Aktive edilmis Vip2Aa'nin ii¢ boyutlu yapisi. a) 2 domainin genel katlanmasi.
Mavi: N-domaini; Turuncu: C-domaini. b) Domainler ve ikincil yap1 terminoloji
arasindaki homolojiyi gosteren sematik katlama diizeni. ¢) Vip2'nin agik
durumunun (yesil) ve kapali durumun (kirmizi) Gst dste yerlesimi. Kapali
durumda NAD baglayict yarik kapatilir (Han vd., 1999).

1.3.1.2. Vip1/Vip2 Toksininin Insektisidal Aktivitesi

Vipl ve Vip2'nin toksisitesi, Coleoptera (11 tiir), Lepidoptera (12 tiir), Diptera (2
tiir), Homoptera (1 tiir) ve Nematoda (2 tiir) takimlarma ait ¢esitli bocek tiirlerine karsi test

edilmistir (Tablo 1). Su ana kadar, 8 Coleopteran tiiriine ve Homopteran Aphis gossypii'ye
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kars1 toksisite tespit edilmistir (Warren, 1997; Boets vd., 2011; Sattar ve Maiti, 2011; Yu
vd., 2011b; Shingote vd., 2013b; Bi vd., 2015) .

Tablo 1. Vipl ve Vip2 protoksinlerinin bireysel wve ikili toksinler olarak
kombinasyonlarmin insektisidal spektrumu (Chakroun, 2016).

Protein Takim Tiir Aktivite Referans
ViplAa Coleoptera Diabrotica virgifera - Warren, 1997
ViplAc Coleoptera Holotrichia oblita - Yuwvd., 2011
Tenebrio molitor - Shi vd., 2004
Lepidoptera Chilo suppressalis - Yuwvd., 2011
Spodoptera litura - Yuwvd., 2011
Helicoverpa armigera - Yu vd., 2004
Spodoptera exigua - Shi vd., 2011
Diptera Culex quinquefasciatus - Shi vd., 2004
Homoptera Aphis gossypii - Yuwvd., 2011
ViplAd Coleoptera Anomala corpulenta - Bi vd., 2015
Holotrichia oblita - Bi vd., 2015
Holotrichia parallela - Bi vd., 2015
ViplAe Homoptera Aphis gossypii - Sattar ve Maiti, 2011
ViplDa Coleoptera Diabrotica virgifera - Boets vd., 2011
Vip2Aa Coleoptera Diabrotica virgifera - Warren, 1997
Vip2Ac Coleoptera Tenebrio molitor - Shi vd., 2004
Lepidoptera Helicoverpa armigera - Shi vd., 2004
Spodoptera exigua - Shi vd., 2004
Spodoptera litura - Shi vd., 2004
Vip2Ad Coleoptera Diabrotica virgifera - Boets vd., 2011
Vip2Ae Coleoptera Holotrichia oblita - Yuvd., 2011
Tenebrio molitor - Yuvd., 2011
Lepidoptera Chilo suppressalis - Yuvd., 2011
Helicoverpa armigera - Yuvd., 2011
Spodoptera exigua - Yuvd., 2011
Diptera Culex quinquefasciatus - Yuvd., 2011

Homoptera

Aphis gossypii

Sattar ve Maiti, 2011



https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiU4Ori6IbUAhUFIlAKHZcgBjIQFggtMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHelicoverpa_armigera&usg=AFQjCNFvRHGTlY43X_VAuCBfJz3FNaUXPg&sig2=j4pzsdfg2I_8--x-bvy10g
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Vip2Ag Coleoptera

ViplAa+Vip2Aa  Coleoptera

Lepidoptera

Diptera
ViplAa+Vip2Ab  Coleoptera

ViplAb+Vip2Aa  Coleoptera
ViplAb+Vip2Ab  Coleoptera

ViplAc+Vip2Ac  Coleoptera

Lepidoptera

ViplAc+Vip2Ae Coleoptera

Lepidoptera

Diptera

Homoptera

ViplAd+Vip2Ag  Coleoptera

ViplAe+Vip2Ae Homoptera

Anomala corpulenta
Holotrichia oblita
Holotrichia parallela
Diabrotica longicornis
Diabrotica undecimpunctata
Diabrotica virgifera
Leptinotarsa decemlineata
Tenebrio molitor

Agrotis ipsilon

Heliothis virescens
Helicoverpa zea, Manduca sexta
Ostrinia nubilalis
Spodoptera exigua

Culex pipiens

Diabrotica virgifera
Diabrotica virgifera
Diabrotica virgifera

Tenebrio molitor
Helicoverpa armigera
Spodoptera exigua
Spodoptera litura
Holotrichia oblita
Tenebrio molitor
Chilo suppressalis
Helicoverpa armigera
Spodoptera exigua
Culex quinquefasciatus
Aphis gossypii
Anomala corpulenta
Holotrichia oblita
Holotrichia parallela

Aphis gossypii

Bi vd., 2015

Bi vd., 2015

Bi vd., 2015

Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997
Warren, 1997

Warren, 1997
Warren, 1997

Shi vd., 2004
Shi vd., 2004
Shi vd., 2004
Shi vd., 2004
Yuvd., 2011
Yuvd., 2011
Yuvd., 2011
Yuvd., 2011
Yuvd., 2011
Yuvd., 2011
Yuvd., 2011
Bi vd., 2015
Bi vd., 2015
Bi vd., 2015

Sattar ve Maiti, 2011
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ViplCat+Vip2Aa

ViplDa+Vip2Ad

ViplAc-benzeri/
Vip2Ac-benzeri

Vipl/Vip2

ViplBal-
Vip2Bal

ViplAa2-
Vip2Aa2

Vip1Bbi-
Vip2Bb1l

Coleoptera

Lepidoptera

Diptera

Coleoptera

Lepidoptera

Coleoptera

Nematoda

Coleoptera

Coleoptera

Lepidoptera

Coleoptera

Lepidoptera

Tenebrio molitor
Helicoverpa armigera
Spodoptera exigua
Spodoptera litura

Culex quinquefaciatus
Anthonomus grandis
Diabrotica barberi
Diabrotica undecimpunctata
Diabrotica virgifera
Leptinotarsa decemlineata
Heliothis virescens
Helicoverpa zea, Manduca sexta
Ostrinia nubilalis
Spodoptera frugiperda
Spodoptera littoralis

Sesamia nonagrioides
Sitophilus zeamais

Pristionchus pacificus

Caenorhabditis elegans

Diabrotica virgifera

Diabrotica virgifera

Heliothis virescens, Helicoverpa
zea

Diabrotica virgifera

Heliothis virescens, Helicoverpa
zea

Shi vd., 2007
Shi vd., 2007
Shi vd., 2007
Shi vd., 2007
Shi vd., 2007
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011
Boets vd., 2011

Shingote vd., 2013

latsenko vd., 2014
latsenko vd., 2014

Schnepf vd., 2003

Feitelson vd.,2003

Feitelson vd.,2003

Feitelson vd.,2003

Feitelson vd.,2003

Yapilan bir ¢cok ¢alisma ile Vipl ve Vip2’nin ikili bir toksin olarak hareket ettigi in vivo
olarak gosterilmistir (Warren, 1997; Boets vd., 2011; Sattar ve Maiti, 2011; Yu vd., 2011b;
Shingote vd., 2013b; Bi vd., 2015).
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Her iki protein kombinasyon halinde kullanildiklarinda etkili olurken tek basimna ifade
edildiginde ¢ok az veya hig¢ aktivite gostermemislerdir (Warren, 1997; Boets vd., 2011;
Sattar ve Maiti, 2011; Yu vd., 2011b; Bi vd., 2015). Bu toksinlerin bir diger ilging 6zelligi
ise farkli protein giftlerinin birlestirilmesiyle yapilan deneylerden de etkili sonuglar
alinmasidir. ViplAa/Vip2Aa cifti Diabrotica'ya karsi aktif iken Vip1Ab/Vip2Ab ciftinin
aktif olmadig1 goriilmiistiir. Ilging olarak, ViplAa/Vip2Ab ¢ifti aktif iken,
ViplAb/Vip2Aa cifti aktif degildir. Bu da ViplAb/Vip2Ab ciftinin D. virgifera'ya
toksisitesinin  eksikliginin ViplAb bileseninden kaynaklandigini diistiindiirmektedir
(Warren, 1997).

1.3.1.3. Vip1/Vip2 Toksininin Etki Sekli

Vipl/Vip2 toksininin insektisidal aktivitesinin molekiiler mekanizmasi tamamen
anlagilamamistir. Toksinin larva tarafindan tiiketilmesiyle baslar, muhtemelen tripsin
benzeri proteazlar ile orta bagirsagin proteolitik aktivasyonu izlemektedir (Chakroun,
2015).

ViplAc'nin aktive edilmis 66 kDa monomerinin, yedi tane Vipl molekiilii iceren
oligomeri olusturdugu gosterilmistir (Leuber vd., 2006). Bu oligomerler, orta bagirsak
firca kenar membranindaki spesifik reseptorleri tanir ve daha sonra membrana ilistirir.
Vipl bileseninin reseptér tammasina dair kanit, kismen, Diabrotica virgifera igin
toksisitesini  kaybetmeden ViplAa'nin ViplAb ile degistirilememesi gercegi ile
saglanmustir (Warren, 1997).

ViplAa ve ViplAb, N-terminal domaininde % 97 ve C-terminalinde sadece % 31
homoloji paylasmaktadir. Bu da proteinlerin C-terminal domaininin bocek 6zgiilliigiinde
rol aldigin1 diistindiirmektedir. Ligand blot deneyleri ile bir Vipl proteini igin tarif edilen
ilk reseptor, A. gossypii'de tanimlanan yaklasik 50 kDa biiyiikligiinde bir proteindir ve
duyarli olmayan boceklerin BBMV ((Brush border membrane vesicle (firga kenarli zar
vezikiilleri))'sine baglanma gozlenmemistir (Sattar ve Maiti, 2011).

In vitro deneyler ile, yapay lipit ¢ift katmaninda Vipl'in zar gozenekleri olusturdugu
gosterilmistir (Leuber vd., 2006). Gozenekler iki farkli iletkenlik durumuna sahiptir, bu da
iki farkli kanalin ayn1 anda olustugunu diisiindiirmektedir. ViplAc kanallarinin asimetrik
ve orta derecede anyonlu oldugu bulunmustur. Vipl'in varsayilan kanal olusum alani,

kanalin segiciligine katkida bulunduklar1 6ne siiriilen iki negatif yiiklii (E340 ve E345) ve
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iki pozitif yiiklii aminoasit (K351 ve H363) igerir (Leuber vd., 2006). Cry ve Vip3
proteinleri tarafindan olusturulan gozeneklerin aksine, Vip2 bileseni yoklugunda Vipl
tarafindan olusturulan gozeneklerin duyarli bocekler icin toksik etkisi yoktur (Leuber vd.,
2006).

Vipl goézenekleri, Vip2'nin hiicre icine girmesiyle aktinin polimerizasyonu
onlenecek ve boylece mikrofilament agi olusumunu engellenerek dengesiz hale
getirilmesiyle toksik etkisini gosterecegi bir kanal saglayacaktir (Han vd., 1999). Katalitik
Vip2 domaini, ADP-riboz grubunun NAD'den aktin polimerizasyonunu onleyecek biiyiik
sitoskeleton olusturma proteinine (aktin) transferini katalize etmektedir (Han vd., 1999;
Jucovic vd., 2008).

1.3.1.4. Vip1/Vip2 Toksininin Bitkilerde ifadesi

Bir musir zararlis1 olan D. virgifera'ya karsi Vipl ve Vip2'nin etkili toksinler olarak
ekonomik neme sahip olmasima ragmen, bitkilerde ikili toksinin ifadesi, Vip2 proteininin
sitolitik aktivitesi bilinmediginden miimkiin degildir (Chakroun, 2015). Oysa, mayadaki
Vip2 ifadesi, ciddi gelisimsel patoloji ve fenotipik degisiklikle sonug¢lanmistir (Jucovic vd.,
2008). Bu sorunun tistesinden gelebilmek i¢in Jucovic ve arkadaslar1 (2008), "ProVip2"
ad1 verilen bir zimojenik Vip2 formunun sentezlenmesinden olusan yeni bir zimojen
stratejisini tasarlamistir. Vip2 proenzimi, proteinin C-terminal kismmin, enzimatik
aktiviteyi maskeleyecek sekilde uzatilmasiyla elde edilmistir. C-terminali eklenmis olan
peptid, D. virgifera orta bagirsak enzimlerinin proteolitik etkisi ile etkili bir sekilde yok
edildigi gosterilmistir ve ProVip2 transgenik musir ve Vipl ihtiva eden bir diyet ile

bocekler tamamen Sldiiriilmiistir.

1.3.2.  Vip3 Proteini

B. thurigiensis'in vejetatif biiylime evresinde Vipl ve Vip2 proteinlerine benzer
sekilde Vip3 proteinleri de iretilir ve asilamadan 15 saat sonra sporiilasyonun &tesine
gecerek yiiksek stabilitesini gosterir ve kiiltiir siipernatantlarinda tespit edilebilir (Estruch
vd., 1996; Mesrati vd., 2005).

vip3Aal6 geni tlizerinde yapilan bir aragtirma ile transkripsiyon baslangi¢ noktasinin

baslangi¢ kodonunun 101 bp iistiinde bulundugu ve promotor -35 ve -10 bdélgelerinin B.
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subtilis promotoru o ile B. thuringiensis promototu ¢

e ¢ok benzedigi ve bu da vip3Aal6
geninin bir holoenzim Ec™ ile kopyalandig: rapor edilmistir (Mesrati vd., 2005).

Vip3 proteinlerini kodlayan genler B. thuringiensis suslar1 arasinda yaygin olarak
bulunur. Yapilan baz1 calismalar ile test edilen suslarin % 50 ile % 87'sinde, cryl ile cry2
genleri tasiyan suslarin % 90'inda bile bu genler bulunmustur (Espinasse vd., 2003;
Mesrati vd., 2005a; Beard vd., 2008; Hernandez-Rodriguez vd., 2009, Yu vd., 2011a).

vip3 genleri yaklasik 2,4 kb uzunlugundadir ve normal olarak biiyiik plazmidlerde
tasmirlar  (Wu vd., 2004; Mesrati vd., 2005a), ancak bazi durumlarda bakteri
kromozomunda bulunduklar1 6ngériilmistiir (Franco Rivera vd., 2004).

Bugiine kadar 64 tane vip3Aa, 2 tane vip3Ab, 1 tane vip3Ac, 6 tane vip3Ad, 1 tane
vip3Ae, 4 tane vip3Af, 15 tane vip3Ag, 1 tane vip3Ah, 1 tane vip3Ai, 2 tane vip3Aj, 2 tane
vip3Ba, 3 tane vip3Bb ve 4 tane vip3Ca geni bildirilmistir (Crickmore vd., 2017).

Vip3 proteinleri iizerine yapilan en ¢ok c¢alisma, Vip3Aa proteinleri ile
gergeklestirilmistir. Vip3B, Vip3C ve daha az yaygin olan diger Vip3A (Vip3Ab, Vip3Ac,
gibi) proteinleri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur.

1.3.2.1. Vip3 Proteininin Yapis1 ve Fonksiyonu

Vip3 proteinlerindeki aminoasitlerin sayis1 787 civarindadir ve ortalama molekiiler
kiitlesi 89 kDa’dur. Vip3 proteinlerinin N-terminal’inin yaris1 olduk¢a korunmusken, C-
terminal bolgesi oldukga degiskendir (Rang vd., 2005; Wu vd., 2007; Ruiz de Escudero
vd., 2014). Bu nedenle C-terminalinin hedef 6zgilligi ile iliskili oldugu 6ne siirtilmiistiir
(Wu vd., 2007).

Vip3A proteinleri ti¢ sistein kalintis1 icerir. Deneysel olarak disiilfit baglarinin
varhigmi saptamak i¢in bu ti¢ kalintidan her birinde nokta mutasyonlari yapilmistir.
Aktivitenin kayb1, bir distilfit bagmin pargalanmasindan ziyade tripsin duyarlilig ile iliskili
oldugu distiniilmiistiir (Dong vd., 2012).

Vip3 proteinlerinin N-ucu, proteinin hiicre zar1 boyunca periplazmik bosluga
translokasyonundan sorumlu olan bir sinyal peptidi icermektedir. Birkag pozitif yiikli
aminoasitten meydana gelir, bunu takiben B. thuringiensis'den salgilamadan sonra
¢ikartilmayan bir hidrofobik bolge olusur (Estruch vd., 1996; Doss vd., 2002; Chen vd.,
2003). Sinyal peptidi uzunlugu protein sekansina ve tahmin i¢in kullanilan programa bagli

olarak degisir ve 11 ila 28 aminoasit arasindadir (Estruch vd., 1996; Doss vd., 2002; Chen
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vd., 2003). Proteinlerin salgilanmasi yaygm olarak sinyal peptidinin eksizyonunu
gerektirdiginden, Vip3 proteinlerinin salgi mekanizmasi halen belirsizdir.

Vip3A proteinlerinin N-terminal bolgesinin olduk¢a korunmus aminoasit dizisi, bu
bolgenin protein katlanmasinda veya membran reseptorlerine dogrudan baglanmada
onemli bir rol oynamasi gerektiginin bir gostergesidir (Chakroun, 2015). Bununla birlikte
mutant Vip3A proteinlerinin insektisidal aktivitesini N-terminal ucundaki delesyonlarla
test eden deneylerde ¢eliskili sonuglar elde edilmistir.

Ik 198 aminoasitin silinmesi, Helicoverpa armigera ve Spodoptera exigua’ya kars1
toksisiteyi ortadan kaldirmstir (Li vd., 2007). Bu silinen kisim, Estruch ve digerleri (2001)
tarafindan tanimlanan 20 kDa proteolitik fragmente karsilik gelmektedir. Vip3Aa'dan
gelen 27 N-terminal aminoasitinin silinmesi, toplam ¢6ziiniirlik kaybina bagli olarak pasif
bir protein olusturmustur (Chen vd., 2003).

Vip3Aa'dan 39 N-terminal aminoasitinin silinmesi, bu proteinin iki duyarli bocek
tiriine (Spodoptera littura ve Chillo partellus) kars1 toksikligini farkli sekilde etkilemistir
(Selvapandiyan vd., 2001). Yukaridaki sonuglarin tersine, Gayen ve arkadaslar1 (2012),
200 N-terminal aminoasitin silinmesinin, H. armigera, A. ipsilon, S. littoralis ve
Scirpophaga incertulas’a kars1 ¢ekirdek aktif toksininin insektisidal potansiyelinini
yaklasik 2-3 misli arttirdigini bulmustur. Benzer sekilde, baska bir ¢alismada, Vip3Aa N-
terminalinden 33 aminoasitin yok edilmesiyle, S. littura, Plutella xylostella ve Earias
vitella' ya kars1 toksisite kaybina neden olmamistir (Bhalla vd., 2005).

Bazi C-terminal degisikliklerinin fonksiyonu da incelenmistir ancak genel bir sonuca
vartlamamistir. Genellikle ayni1 degisikligin etkisi farkli bocek tiirleri arasinda degisir ve
baz1 bolgelerin katkisi veya toksisitesi i¢cin Vip3A proteinlerinin pozisyonlarinin katkisi
konusunda bir fikir birligi saglanamamistir (Selvapandiyan vd., 2001; Chen vd., 2003;
Bhalla vd., 2005; Li vd., 2007; Gayen vd., 2012).

C-terminalinin son aminoasitlerinin Vip3 proteinlerinin aktivitesi ve kararliligi
agisindan kritik oldugu konusunda genel bir mutabakat vardir. Ciinkii bunlarin silinmesi,
koruyucu olmayan kalintilarla yer degistirme veya proteinin sonuna aminoasitler
eklenmesi protein aktivitesini ve proteazlara karsi kararliligi tamamen ortadan kaldirmistir
(Estruch vd., 2001; Selvapandiyan vd., 2001; Li vd., 2007; Gayen vd., 2012).

Vip3Aal'in C-ucundaki tiglii mutasyonu A. ipsilon larvalarinin orta bagirsak sivisi
tarafindan tamamen hidrolize edilen ancak Sf9 hiicrelerine karsi toksikligini koruyan

kararsiz bir protein ile sonuglanmistir (Estruch vd., 2001).
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Vip3Aal ile hem Vip3B hem de Vip3C proteinleri arasinda bazi farkliliklar vardir.
Bu farkliliklar, Vip3A proteinlerinde oldugu gibi, C-terminalinde maksimum uyusmazlik
bulunmasina ragmen, protein dizisi boyunca dagilmistir. Vip3B ve Vip3C'nin varsayilan
sinyal dizisinin N-ucu neredeyse tiim Vip3A toksinlerininki ile aynidir. Proteolitik isleme
bolgeleri, ii¢ Vip3 proteini arasinda daha az korunmustur, ancak protein sekansmin
ortasinda 6nemli farkliliklar bulunur. Vip3C igin birinci isleme bdlgesinin asagisina 5
aminoasit ilavesi ve Vip3B igin ikinci isleme bolgesinin asagisina dogru 17 aminoasit
eklenmesi 66 kDa ila 69 kDa "aktif form" toksinin beklenen boyutunda bir degisiklige
neden olabilir. Vip3B eklenmis sekans, yiiksek miktarda negatif yiiklii aminoasitler (D ve
E) ve sistein kalintilar1 ile karakterize edilen DCCEE motifinin ii¢ tekrarindan olusur.
Vip3B proteinlerinde bulunan toplam 11 sistein kalintisindan sekizi (% 78) bu eklenen
sekansta bulunur (Rang vd., 2005; Palma vd., 2012; Chakroun, 2015). Bu tekrarli motifin
eklenmesinin, bu proteinlerin sinirl insektisidal aktivitesine katkida bulunup bulunmadigi
bilinmemektedir.

Vip3 proteinlerinin konformasyonel yapisi agiklia kavusmamustir. Ikincil yap1
tahmini, N-terminal pargasinin esas olarak a-heliks yapilarindan olustugunu, buna karsilik
C-terminal parcasinin temel bileseninin bocek o6zgiilliigiinde 6ngorilen rohi ile tutarh
olacak sekilde B-heliks yapilar1 ve bobinler oldugunu ileri siirmektedir (Rang vd., 2005;
Wu vd., 2007).

Vip3 proteinlerinin grup disindaki herhangi bir proteine homoloji géstermemesi, yap1
homolojisine dayali silico modellemeyi 6nler (Chakroun, 2015). Vip3 proteininin son 200
aminoasite karsilik gelen kismen tigiinciil yapisi, Cry proteinlerinin 11 domainine homoloji
ile modellenmistir (Wu vd., 2007).

1.3.2.2. Vip3 Proteinlerinin Insektisidal Aktivitesi

Vip3 proteinlerinin insektisidal aktivitesiyle ilgili bilgiler genellikle Vip3Aa alt
smifinin proteinleri ile elde edilmistir ve Vip3B, Vip3C ve Vip3Aa alt smifindan farkli

olan diger Vip3A'larinin toksikligi hakkinda ¢ok az veri mevcuttur.
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1.3.2.2.1. Vip3 Proteinlerinin Insektisidal Spektrumlar

Vip3A proteinleri ¢ok sayida lepidopteran bocekler icin toksiktir. Vip3A
proteinlerinin, Cry proteinlerine karsi toleransli olduklar1 bilinen Agrotis cinsi bocek
tiirlerine ve Cry proteinlerine nispeten daha az duyarli olan Spodoptera cinsinden tiirlere
kars1 ¢ok aktif olduklar1 sdylenebilir (Van Frankenhuyzen ve Nystrom, 2009). Bu
baglamda B. thuringiensis HD-1 susundan vip3A geninin silinmesinin A. ipsilon ve S.
exigua'ya kars: toksikligini dnemli 6lgiide azalttig gdsterilmistir (Donovan vd., 2001). Ote
yandan, Ostrinia nubilalis, Culex quinquefasciatus ve Chironomus tepperi gibi Cry
proteinlerine duyarh diger tiirlerin, test edilen herhangi bir Vip3A proteinine karsi ¢ok az
duyarli oldugu veya duyarli olmadigi goriilmiistiir (Estruch vd., 1996; Yu vd., 1997; Doss
vd., 2002; Yu vd., 2012).

Dikkate alman bocek tiirlerine bagli olarak Vip3 proteinleri ile mortaliteye bu
proteinin yiiksek bir konsantrasyonunda ulasilirken, diisiik konsantrasyonlarda gii¢lii bir
biiyiime inhibisyonu (ya da tam bir biiyiime durmasi) gézlenmistir (Jamoussi vd., 2009;
Abdelkefi-Mesrati vd., 2011a; Palma vd., 2012; Ben Hamadou-Charfi vd., 2013; Ruiz de
Escudero vd., 2014). Bu nedenle, "fonksiyonel mortalite” (Olii bocekler ve L1'de kalanlar),
bu durumlarda Vip3 proteininin etkinligini daha iyi temsil eder (Ali ve Lutrell, 2011,
Chakroun vd., 2012; Ruiz de Escudero vd., 2014).

Tablo 2, Vip3Aa proteinlerinin insektisidal etkinligi hakkinda rapor edilen sonuglari
Ozetlemektedir (Chakroun, 2015). Sadece protoksin formunun degerleri verildiginden,
protoksin ile aktive edilmis form arasindaki insektisidal aktivite farkliliklar1 gosteren
raporlar olmadig: i¢in (Ruiz de Escudero vd., 2014) yalnizca S. exigua'ya kars1 Vip3Aal6
ve Spodoptera frugiperda’ya kars1 Vip3Afl degerleri verilmistir (Chakroun vd., 2012;
Hernandez-Martinez vd., 2013).

Vip3Aa sekanslari arasindaki ¢ok kiigiik farkliliklar olmasina ragmen, bazi proteinler
ayni bocek tiirlerine karst toksisite bakimindan o6nemli farkliliklar gosterebilir
(Selvapandiyan vd., 2001; Palma vd., 2013; Ruiz de Escudero vd., 2014). Ornegin test
edilen tim Vip3Aa proteinleri arasinda sadece Vip3Aal ve Vip3Aal4, H. armigera'ya
kars1 diisiik veya aktif olmayan olarak tanimlanmustir (Tablo 2). Bununla birlikte, Tablo
2'deki verilerin ¢ogunun farkli laboratuvarlarda elde edildigi g6z oniine ahndiginda,
insektisidal farkliliklarin, protein hazirlamada kullanilan protokol, numunenin safligi,

miktar tayini yontemi, biyotest kosullar1 ya da bocek popiilasyonlar: arasinda degiskenlik
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gibi protein dizilimindeki hafif farkliliklar disindaki faktorlerden kaynaklanma olasiligi
yiiksektir (Chakroun, 2015).

Hernandez-Martinez ve arkadaslar1  (2013), metal-selat kromatografisiyle
saflastirildiktan sonra Vip3A proteinlerinin toksisitesindeki azalmayr kanitlamustir.
Saflastirma yonteminin etkisi ikili (tandem) protein hedef tiirlerine baglidir. Bu etki ayn1
zamanda Cry proteinleri igin de tarif edilmistir (Hernandez-Rodriguez vd., 2012).

Ali ve Lutrell (2011), Helicoverpa zea ve Heliothis virescens'in Vip3Aa'ya karsi
gosterdigi insektisidal tepkisinin ayni proteinin farkli gruplar1 arasinda biiyiik o6lgiide
degistigini bulmustur. Ayrica, birka¢ alan ve laboratuvar popiilasyonu arasinda ve bes
ardistk mevsimde olduk¢a degiskenlik bildirilmistir. Tablo 3, Vip3Aa disindaki Vip3A
proteinleri tizerindeki biyotest verilerini 6zetlemektedir. Tablo 4 ise, Vip3A disindaki Vip3

proteinlerinin tablosudur.

Tablo 2. Vip3Aa alt ailelerine ait proteinlerinin aktivite ve toksisite spektrumu (Chakroun,

2016).
Protein Tiir Aktivite  Referans
Vip3A Agrotis ipsilon + Yu vd., 1997; Lee vd., 2003; Gayen vd.,2012;
2015
Ostrinia nubilalis - Yu vd., 1997; Lee vd., 2003
Spodoptera frugiperda + Yu vd., 1997; Lee vd., 2003
Helicoverpa armigera + Liao vd., 2002; Gayen vd.,2012; 2015
Helicoverpa punctigera + Liao vd., 2002
Heliothis virescens + Liao vd., 2002
Helicoverpa zea + Liao vd., 2002; Lee vd., 2003
Danaus plexippus - Lee vd., 2003
Manduca sexta + Lee vd., 2003
Spodoptera littoralis + Gayen vd.,2012; 2015
S. incertulas + Gayen vd.,2012; 2015
Vip3Aal Agrotis ipsilon + Estruch vd.,1996; Hernandez-Martinez vd., 2013
Heliothis virescens + Estruch vd.,1996
Helicoverpa zea + Estruch vd.,1996; Fang vd., 2007
Ostrinia nubilalis + Estruch vd.,1996
Spodoptera exigua + Estruch vd.,1996
Bombyx mori + Fang vd., 2007
Spodoptera frugiperda + Estruch vd.,1996; Fang vd., 2007; Sena vd., 2009;

Hernandez-Martinez vd., 2013
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Tablo 2’nin devami

Vip3Aa7

Vip3Aa9

Vip3Aal0

Vip3Aall

Vip3Aal3

Vip3Aald

Vip3Aalé

Helicoverpa armigera
Lobesia botrana
Mamestra brassicae

Spodoptera littoralis

Helicoverpa armigera
Plutella xylostella
Spodoptera exigua
Agrotis ipsilon

Chilo partellus
Phthorimea operculella
Plutella xylostella
Spodoptera litura
Agrotis ipsilon
Bombyx mori

Culex quinquefasciatus
Helicoverpa armigera
Plutella xylostella

Spodoptera litura

Helicoverpa armigera
Ostrinia furnacalis
Plutella xylostella

Spodoptera exigua

Helicoverpa armigera
Spodoptera exigua

Spodoptera litura

Earias vitella
Helicoverpa armigera
Pieris brassicae
Plutella xylostella
Spodoptera litura

Plutella xylostella

Prays oleae
Spodoptera littoralis
Ephestia kuehniella

Spodoptera exigua

Ruiz de Escudero vd., 2014
Ruiz de Escudero vd., 2014
Ruiz de Escudero vd., 2014
Ruiz de Escudero vd., 2014

Song vd., 2008
Song vd., 2008; Dong vd., 20123, b
Song vd., 2008

Selvapandiyan vd., 2001
Selvapandiyan vd., 2001
Selvapandiyan vd., 2001
Selvapandiyan vd., 2001
Selvapandiyan vd., 2001

Doss vd., 2002
Doss vd., 2002
Doss vd., 2002
Doss vd., 2002
Doss vd., 2002
Doss vd., 2002

Liu vd., 2007
Liu vd., 2007
Liu vd., 2007
Liu vd., 2007

Chen vd., 2003
Chen vd., 2003
Chen vd., 2003

Bhalla vd., 2005

Bhalla vd., 2005; Saraswathy vd., 2008
Bhalla vd., 2005

Bhalla vd., 2005

Bhalla vd., 2005; Saraswathy vd., 2008
Saraswathy vd., 2008

Abdelkefi-Mesrati vd., 2009
Abdelkefi-Mesrati vd., 2011a
Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b
Chakroun vd., 2012
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Spodoptera frugiperda
Agrotis segetum
Tuta absoluta

Ectomyelois ceratoniae

Vip3Aal9 Helicoverpa armigera
Ostrinia furnacalis
Plutella xylostella
Spodoptera exigua
Heliothis virescens

Helicoverpa zea

Vip3Aa29 Culex quinquefasciatus
Chilo suppressalis
Chironomus tepperi
Helicoverpa armigera

Spodoptera exigua

Vip3Aa43  Spodoptera albula
Spodoptera cosmioides
Spodoptera eridania

Spodoptera frugiperda
Vip3Aa45  Chrysodeixis chalcites

Lobesia botrana
Mamestra brassicae
Spodoptera exigua

Spodoptera littoralis

Vip3Aa50 Anticarsia gemmatalis

Spodoptera frugiperda
Vip3Aa58  Spodoptera exigua

Cydia pomonella

Dendrolimus pini

Vip3Aa59 Spodoptera exigua
Cydia pomonella

Dendrolimus pini

Chakroun vd., 2012
Ben Hamadou vd., 2013
Sellami vd., 2015
Boukedi vd., 2015

Liu vd., 2007
Liu vd., 2007

Liu vd., 2007; Gulzar vd., 2015

Liu vd., 2007
Gulzar vd., 2015
Welch vd., 2015

Yu vd., 2012
Yu vd., 2012
Yu vd., 2012
Yu vd., 2012
Yu vd., 2012

Bergamasco vd., 2013
Bergamasco vd., 2013
Bergamasco vd., 2013
Bergamasco vd., 2013

Palma vd., 2013
Palma vd., 2013
Palma vd., 2013
Palma vd., 2013
Palma vd., 2013

Figueiredo vd., 2013
Figueiredo vd., 2013

Baranek vd., 2015
Baranek vd., 2015
Baranek vd., 2015

Baranek vd., 2015
Baranek vd., 2015
Baranek vd., 2015



https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjC4ru8mInUAhXGBiwKHViCB_UQFggsMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSpodoptera_albula&usg=AFQjCNHi_gCs26FE3QzlK2E6qFsguhsAeA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjC4ru8mInUAhXGBiwKHViCB_UQFggsMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSpodoptera_albula&usg=AFQjCNHi_gCs26FE3QzlK2E6qFsguhsAeA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjC4ru8mInUAhXGBiwKHViCB_UQFggsMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSpodoptera_albula&usg=AFQjCNHi_gCs26FE3QzlK2E6qFsguhsAeA
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(Chakroun, 2016).
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Protein Tiir Aktivite  Referans
Vip3Abl Agrotis ipsilon + Ruiz de Escudero vd., 2014
Spodoptera exigua + Ruiz de Escudero vd., 2014
Spodoptera frugiperda + Ruiz de Escudero vd., 2014
Spodoptera littoralis + Ruiz de Escudero vd., 2014
Vip3Acl Anopheles gambiae - Fang vd., 2007
Bombyx mori + Fang vd., 2007
Helicoverpa zea + Fang vd., 2007
Diabrotica virgifera - Fang vd., 2007
Ostrinia nubilalis - Fang vd., 2007
Spodoptera frugiperda + Fang vd., 2007
Vip3Ad2 Agrotis ipsilon + Hernandez Martinez vd., 2013
Spodoptera frugiperda + Hernandez Martinez vd., 2013
Vip3Ael Agrotis ipsilon + Hernandez Martinez vd., 2013
Spodoptera frugiperda + Hernandez Martinez vd., 2013
Spodoptera exigua + Caccia vd., 2014
Spodoptera frugiperda + Caccia vd., 2014
Helicoverpa armigera + Ruiz de Escudero vd., 2014
Lobesia botrana + Ruiz de Escudero vd., 2014
Mamestra brassicae + Ruiz de Escudero vd., 2014
Spodoptera littoralis + Ruiz de Escudero vd., 2014
Vip3Afl Spodoptera frugiperda + Sena vd., 2009; Hernandez Martinez vd., 2013
Agrotis ipsilon + Hernandez Martinez vd., 2013
Helicoverpa armigera + Ruiz de Escudero vd., 2014
Lobesia botrana + Ruiz de Escudero vd., 2014
Mamestra brassicae + Ruiz de Escudero vd., 2014
Spodoptera littoralis + Ruiz de Escudero vd., 2014
Vip3Ag4 Chrysodeixis chalcites + Palma vd., 2013
Lobesia botrana + Palma vd., 2013
Mamestra brassicae + Palma vd., 2013
Spodoptera exigua + Palma vd., 2013
Spodoptera littoralis + Palma vd., 2013
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Tablo 4. Vip3B ve Vip3C protein ailelerinin aktivite ve toksisite spektrumu (Chakroun,

2016).
Protein Tiir Aktivite Referans
Vip3Bal Ostrinia nubilalis - Rang vd., 2005
Plutella xylostella - Rang vd., 2005
Vip3Bb2 Aphis gossypii - Beard vd., 2008
Chironomus tepperi - Beard vd., 2008
Helicoverpa armigera + Beard vd., 2008
Helicoverpa puntigera + Beard vd., 2008
Tribolium castaneum - Beard vd., 2008
Vip3Ca3 Agrotis ipsilon + Palma vd., 2012
Chrysodeixis chalcites + Palma vd., 2012
Helicoverpa armigera + Palma vd., 2012
Lobesia botrana + Palma vd., 2012
Mamestra brassicae + Palma vd., 2012
Ostrinia nubilalis + Palma vd., 2012
Spodoptera exigua + Palma vd., 2012
Spodoptera frugiperda + Palma vd., 2012
Spodoptera littoralis + Palma vd., 2012
Trichoplusia ni + Palma vd., 2012

1.3.2.2.2. Vip3 Proteinlerinin Diger insektisidal Proteinlerle Etkilesimleri

Vip3Aa ve Cyt2Aa proteinlerinin E. coli‘'de birlikte ifade edildikten sonra Chilo
suppressalis ve S. exigua'ya karsi bu proteinler arasinda sinerjizm gozlenmistir. Buna
karsilik, bu protein kombinasyonu C. quinquefasciatus iizerinde biraz antagonizme neden
olmustur (Yu vd., 2012). Bergamasco ve arkadaslar1 (2013) yaptiklar1 ¢alismada, ii¢
Spodoptera tiiriiniin (S. frugiperda, S. albula ve S. cosmioides) Vip3A ve Crylla
arasmdaki sinerjizmi ve Spodoptera eridania’daki hafif antagonizmi bildirmislerdir.

Vip3A, CrylA ve CrylCa proteinleri arasindaki antagonizm H. virescens'de

tanimlanmistir (Lemes vd., 2014). Antagonizm CrylCa'nin ya Vip3Aa, Vip3Ae ya da
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Vip3Af ile ve Vip3Afnin ya CrylAa ya da CrylAc kombinasyonlarinda bulunmustur.
Ayn1 c¢aligmada, Vip3Aa ve CrylCa, S. frugiperda'da antagonistik, Diatraea
saccharalis'de sinerjik etki gostermistir.

Sinerjizm ve antagonizmin altinda yatan mekanizma hala bilinmemektedir. Vip3A ve
Cryl1C proteinleri arasindaki antagonizma igin Lemes ve arkadaslar1 (2014), iki proteinin
fiziksel olarak etkilesiminin, bag epitoplarinin zar reseptoriine erigsmesini zayiflattiklarini
one siirmiislerdir. Tersine, sinerjizm, daha 6nce CrylAc ve CrylAa icin onerildigi iizere,
zar ekleme veya gozenek olusumunu daha iyi olan hetero-oligomer olusumu ile iliskili
olabilir (Lee vd.,1996).

1.3.2.2.3. Genetik Olarak Tasarlanms vip3A Genleri

Genetik mithendisligi, farkli proteinlerin pargalarini kodlayan ve yeni veya gelismis
ozelliklere sahip yeni genleri elde etmek igin kimerik genlerin olusturulmasina izin verir.
Bir proteinin etki alanlarmin bilgisi, kimerik proteinlerin tasariminda ¢ok yardimci olur
(Chakroun, 2015).

Vip3A proteinlerinin tigiinciil yapis1 hakkindaki bilgi eksikligine ragmen, iki Kimera,
vip3Aa ve vip3Ac genleri arasinda dizinin takas edilmesi ile konagin 6zgiilligiinii artirmak
amaciyla olusturulmustur (Fang vd., 2007). Vip3Aa ve Vip3Ac arasindaki kimeralar, bir
proteinin N-terminal boélgesinin yaklasik 600 aminoasidi ile diger proteinin C-terminal
bdlgesinin yaklasik 180 aminoasidi birlestirilerek olusturulmustur (Tablo 5). Iki kimerik
protein yeni toksisite 6zelliklerine sahiptir: Vip3AcAa (Vip3Ac'nin N-terminal bolgesi ile
birlikte), test edilen tiim boceklere karsi iki orijinal proteinden daha toksik oldugu ve
Vip3A’a toleranshi olan O. nubilalis'e kars1 bile biiyiime inhibisyonuna neden oldugu tespit
edilmistir. Fakat Vip3AaAc’nin, esdegerinden ve orijinal proteinlerden daha az toksik
oldugu ve hatta Bombyx mori'ye kars1 aktiviteyi tamamen kaybettigi belirlenmistir (Fang
vd., 2007) (Tablo 5). Li ve arkadaslar1 (2007), kimerik Vip3AcAa proteininin son iKi
amino asitinin degistirilmesiyle S. exigua'ya kars1 toksisitede 18 kat artis elde etmistir.

vip ve cry genlerini birlestiren benzer ¢alismalar yapilmistir. vip3Aa geninin crylA
ile birlesmesi, CrylAc'nin toksikligini muhafaza eden, ancak muhtemelen hatali Vip3A
katlanmasindan dolayr Vip3Aa'yr kismen kaybeden bir fiizyon proteini olusturmustur
(Saraswathy vd., 2008). Bir baska c¢alismada, vip3Aa geni cry9Ca'nin N-ucu ile

birlestirilmis ve ortaya ¢ikan kimerik protein, muhtemelen Vip3Aa'nin Cry9Ca proteininin
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¢ozinlirliglini arttirmas1 nedeniyle, bireysel proteinlere ve bunlarin karisimina gore daha
toksik olarak sonug vermistir (Dong vd., 2012).

Vip3Aa’nin verimini gelistirmeye yonelik bir baska ¢aligmada, mutant bir vip3Aa
geni (Sinyal peptidi silinmig), CrylC'nin promotoru ve C-terminalinin yaris1 ile
kaynastirilmis ve inkliizyon cisimciklerinde yogunlastirilan rekombinant proteininin
ekspresyonunda 9 kat artis saglanmistir. Ne yazik ki, bu protein, muhtemelen diisiik
¢oziiniirliik veya proteinin yanhs katlanmasi1 nedeniyle, test edilen boceklere karsi orijinal
Vip3Aa proteininden daha diisiik insektisidal aktivite gostermistir (Song vd., 2008) (Tablo
5).

Bir bagka yaklasim tiirii, farkli cry genlerini ifade eden B. thuringiensis suslarinda
vip3A genlerinin tanitilmas1 ve ifadesi, insektisidal formiilasyonlarda daha genis etki
spektrumu ile birlikte kullanilacak yeni B. thuringiensis suslarinin yaratilmasi olmustur.

B. thuringiensis suslarmin ticari formiilasyonlari, az miktarda Vip proteini
icermektedir. Ciuinkii bu proteinler, formiilasyonun islenmesi sirasinda atilan biiyiime
ortamina sahnirlar (Taborsky, 1992). Bu problem, vip3A geninin ifadesinin sporiilasyona
bagimli promotorlar ve farkli cry genlerinden spesifik transkripsiyon dizileri kullanarak
sporiilasyon asamasina yonlendirmek suretiyle onlenebilir (Arora vd., 2003; Zhu vd.,
2005; Thamthiankul Chankhamhaengdecha vd., 2008; Sellami vd., 2011).

Biitiin bu durumlarda tasarlanmis suslar, gelismis VIp3A proteinlerinin iiretilmesini
ve test edilen boceklere karsi daha yiiksek toksisite gostermistir. Pseudomonas
fluorescens'de vip3Aa geninin klonlanmas1 ve ifadesi, Vip3A proteinine dayali
puskiirtiilebilir insektisitlerin iiretilmesi amaci ile ya Cry proteinleri ile kombine edilmis ya

da edilmemis olarak gergeklestirilmistir (Hernandez-Rodriguez vd., 2013).
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Tablo 5. Genetik olarak tasarlanmis Vip3A proteinleri ve bocek toksisitesi tizerine etkileri
(Chakroun, 2016).

Protein Modifikasyon
tiirii
. Domain degis-
Vip3AcAa tokusu
Vip3AaAc Domain degis-
tokusu
. Protein
Vip3Aal4 fiizJSER
Gen promotor
Vip3Aa7 degisimi ve
protein flizyon
: Protein
Vip3Aa7 Pl

Pozisyonu

Vip3Ac N-terminalinin
(600 aa) ve Vip3Aa C-
terminalinin (189 aa)
birlesimi

Vip3Aal N-terminalinin
(610 aa) ve Vip3Ac C-
terminalinin (179 aa)
birlesimi

Vip3Aal4 ve
CrylAc’nin
birlestirilmesi

Kesilmis Vip3Aa7 (N-
terminalinde 39 aa
silinmis) ve CrylC C-
terminali ile CrylC
promotorunun birlesimi

Vip3Aa7 ve Cry9Ca N-
terminalinin birlesimi

Modifikasyonun etkisi

O. nubilalis'e kars1 toksisite
kazanct; S. frugiperda, H.
zea ve B. mori'ye karst
aktivitenin arttirilmasi

S. frugiperda ve H. zea'ya
kars1 aktivitenin azalmasi; B.
mori'ye kars1 aktivitenin
kaybi

H. armigera ve P.
xylostella'ya kars1 Cryl Ac
kadar etkilidir ancak S.
litura'ya kars1 Vip3Aa'ya
kiyasla aktivitenin azalmasi

P. xylostella, H. armigera ve
S. exigua'ya kars1 aktivitenin
azalmasi

P. xylostella'ya kars1
aktivitenin arttirilmasi

Referans

Fang vd., 2007

Fang vd., 2007

Saraswathy vd.,
2008

Song vd., 2008

Dong vd., 2012b

1.3.2.3. Vip3 Proteinlerinin Etki Sekli

Vip3 proteinlerinin etki sekli ile ilgili caligmalar, Estruch ve arkadaslar1 tarafindan

1996'da kesfedilmesinin hemen ardindan baslamistir. Vip3 proteinleri Cry proteinlerinden

yapisal olarak her ne kadar farkli olsalar da, her iki toksin ¢esidi de, goriiniiste ayni olay

dizisiyle toksik eylemlerini uygulamaktadirlar; orta bagirsak proteazlariyla aktivasyon,

peritrofik membrandan geg¢me, epitelyal orta bagirsak hiicrelerinin apikal zarmndaki

spesifik proteinlere baglanma ve gézenek olusumu (Lee vd., 2003).

1.3.2.3.1. Davramssal ve Histopatolojik Etkiler

Vip3A'nin yenilmesi sonrasinda duyarli boceklerde goriilen davranigsal belirtiler,

Cry zehirlenmesi sonrasi gozlenen davranis belirtilerini andirmaktadir; beslenmenin
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kesilmesi, bagirsakta kasilma hareketlerinin kaybi1 ve boceklerin genel olarak felce
ugramasi (Yu vd., 1997).

Vip3Aa proteini alimmdan sonra, duyarli boceklerin bagirsak kesitlerinin analizi,
orta bagirsakta bozuk, sismis ve/veya parcalanmis epitel hiicreleri ve hiicresel materyalin
limene sizmntist ile genis hasar goriilmiistiir (Yu vd., 1997; Doss, 2002; Abdelkefi-Mesrati
vd., 2011a; Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b; Ben Hamadou-Charfi vd., 2013; Boukedi vd.,
2015; Sellami vd., 2015). On bagrsakta veya arka bagmsakta ya da hassas olmayan
boceklerin orta bagirsagida hasar goriilmemistir (Yu vd., 1997).

1.3.2.3.2. Proteolitik Islemler

Bocekteki orta bagirsak sivist kullanilarak tam uzunluktaki Vip3A'nin in vitro
proteolizi, bu proteinlerin genelde yaklasik olarak 62-66, 45, 33 ve 22 kDa gibi birkag
biiyiik proteolitik tiriine islendigini gostermistir (Yu vd., 1997, Abdelkefi-Mesrati vd.,
2011a; Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b; Ben Hamadou-Charfi vd., 2013; Sellami vd.,
2015). 22 kDa’luk parga, proteinin N-terminal kismina (1 ila 198 arasindaki aminoasitler),
66 kDa’luk parga ise proteinin geri kalanina karsilik gelir (199'dan sonraki aminoasitler) ve
45 ile 33 kDa fragmentlerinin 66 kDa boliimiinden tiiretildigi disiiniilmektedir (Estruch ve
Yu, 2001).

Yapilan c¢aligmalar ile proteinin minimal zehirli pargast da incelenmistir. Bir
caligmada, proteolizden sonra insektisidal aktivitesini koruyan minimal fragmanin 33 kDa’
luk fragment oldugu iddia edilmesine ragmen (Estruch ve Yu, 2001), sonraki ¢alismalar
62-66 kDa’luk fragmentin Vip3A toksik ¢ekirdegi oldugu yoniindeydi (Lee vd., 2003; Lee
vd., 2006; Li vd., 2007; Liu vd., 2011; Abdelkefi-Mesrati vd., 2011a; 2011b; Chakroun
vd., 2012; Gayen vd., 2012; Hernandez-Martinez vd., 2013; Ben Hamadou-Charfi vd.,
2013; Caccia vd., 2014; Sellami vd., 2015).

Vip3A proteinlerinin birincil yapisinda tanimlanan iki biiyiik proteolitik isleme yeri
vardrr. Isleme bélgeleri, lizin kalintilarinda zenginlestirilmis bir kag aminoasit bdlgeleridir.
Ik bolge, Vip3Aal'deki lizin K198'de bulunur ve iki parcayr saldigi diisiiniilmektedir:
Protoksinin N-ucuna karsilik gelen 22 kDa'lik bir parca ve toksin aktif formu oldugu kabul
edilen, 200. aminoasitten sonuna kadar uzanan 66 kDa’lik diger bir parcadir (Chakroun,
2015).
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Ikinci proteolitik bélge 455 pozisyonunda bulunur ve 200 ila 455 aminoasit kadar
uzanan yaklasik 33 kDa'luk bir parga salmaktadir (Estruch ve Yu, 2001; Rang vd., 2005).
Estruch ve Yu (2001), 33 kDa fragmentini Vip3A proteininin minimal toksik cekirdegi
oldugunu ileri siirmiiglerdir.

Cry proteinlerinin aksine Vip3A proteinlerinin proteaza direngli bir ¢cekirdegi yoktur.
Vip3Aa veya Vip3Ae'nin farkli zamanlarda ve ticari serin-proteazlar veya bocek orta
bagirsak sivisi konsantrasyonlarinda inkiibe edilmesi, tiim protoksin islenmeden daha énce
parcalanmaya baglayan 62 kDa fragmanmin dengesizligini gostermistir (Yu vd., 1997,
Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b; Ben Hamadou-Charfi vd., 2013; Caccia vd., 2014; Sellami
vd., 2015).

S. frugiperda orta bagirsak sivisindan peptidaz aktivitelerinin kismi saflastiriimast,
katyonik tripsin benzeri ve anyonik kimotripsin benzeri peptidazlar, Vip3A 62 kDa
fragmaninin olusumunda rol oynadigini gostermisken katyonik kromozin benzeri
peptidazlarin daha sonraki islemlere katildigin1 gdstermistir (Caccia vd., 2014). Ilging
olarak, Vip3Aa protoksininin proteolitik islenmesiyle iiretilen 20 kDa fragmenti genellikle
62 kDa fragmentiyle birlikte saflastirilir ve tam uzunluktaki proteinin aktivasyonundan
sonra iki par¢anin bir arada kalmasimi saglamaktadir (Chakroun ve Ferré, 2014).

Tam uzunluktaki protein ve tripsin ile aktive edilmis Vip3A protein formunun
kullanildig1 biyotestler sonucunda, genel olarak, in vitro proteolitik aktivasyonun bocek
toksisitesi ve spesifitesi agisindan biiyiik bir fark olusturmadigi gosterilmistir (Chakroun
vd., 2012; Ruiz de Escudero vd., 2014). Vip3A proteini in vitro olarak duyarli boceklere
verildiginde tamamen toksik olan 65 kDa'lik bir par¢anin duyarli olmayan béceklerin (O.
nubilalis) orta bagirsak sivisinda da bulundugu gézlenmistir (Yu vd., 1997). Bununla
birlikte, baz1 durumlarda, tam uzunluktaki belirli bir Vip3A proteininin islenme oraninin,
farkli bocek tiirlerine karsi toksisitesindeki farkliliklarin temelini olusturdugu ileri
strtilmistiir (Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b; Chakroun vd., 2012; Caccia vd., 2014). Baz1
arastirmalar, tam uzunluktaki protein yerine tripsinle aktive edilmis protein kullanildiginda
mortalitedeki farkliliklarin kayboldugunu gostermistir (Chackroun vd., 2012, Hernandez-
Martinez vd., 2013).
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1.3.2.3.3. Larval Orta Bagirsak Epitelyumuna Baglanma

In vivo imminolokalizasyon c¢alismalari, Vip3A'nin orta bagirsak epitel
hiicrelerinden gelen apikal mikrovilluslara baglandigint gdstermistir [Firga kenar
membrani vezikiillerine (BBMV) spesifik baglanma] (Yu vd., 1997; Chakroun ve Ferré,
2014).

Iiging bir sekilde, Vip3Aa, duyarli olmayan O. nubilalis'in BBMV'sine de spesifik
olarak baglandigin1 (Lee vd., 2003); bu, baglanmanm gerekli oldugu, ancak toksisite
iiretmek icin yeterli olmadigini gostermistir. Nicel baglanma parametreleri, *?°I-etiketli
protein kullanilarak elde edilmistir (Chakroun ve Ferré, 2014). *°I-Vip3Aa'nin S.
frugiperda BBMV'ye spesifik baglanmasi, doymus, ¢ogunlukla geri doniisiimsiiz ve iKi
degerlikli katyonlarin varhigindan farkli olarak etkilendigi bulunmustur. Vip3A
proteinlerinin CrylA ve Cry2A proteinlerine kiyasla daha az afinite gosterdigi, ancak daha
fazla baglanma sahasi oldugu bulunmustur. Ilginctir, benzer rekabet, tripsin ile
aktiflestirilmis '?°1-Vip3Aa'nin hem 62 kDa hem de 20 kDa fragmentlerinin BBMV'ye
baglandigimi ve her ikisinin de etiketlenmemis Vip3Aa eklenmesiyle yaristiklarini
gostermistir. Buna karsilik, Lui ve arkadaslar1 (2011), biyotin etiketli Vip3Aa kullanarak
sadece 62 kDa'nin H. armigeranin BBMV'sine baglanabildigini ve 20 kDa'nin sadece
baglanma reaksiyonunun siipernatantinda oldugunu kesfetmistir.

Rekabet baglanma deneyleri Vip3Aa ile CrylAc, CrylAb, CrylFa, Cry2Ae ve
Cry2Ab arasinda, gesitli bocek tiirlerinde ve S. frugiperda'daki CrylAb ve CrylF arasinda,
Vip3Af ile ikisi arasinda paylasilan baglanma mevKilerinin bulunmadigini gostermistir
(Lee vd., 2006; Sena vd., 2009; Liu vd., 2011; Gouffon vd., 2011; Ben Hamadou-Charfi
vd., 2013; Chakroun ve Ferré, 2014).

Tek istisna, S. eridania BBMV'deki Vip3Aa baglama alanlar1 igin Crylla proteinin
kismi rekabetini bildiren Bergamasco ve arkadaslar1 (2013) tarafindan tarif edilmis, ancak
S. frugiperda, S. albula ve S. cosmioides BBMV'lerinde mevcut degildir. Bununla birlikte,
Vip3Aa ve onun kovaryant (esdegisken) Vip3Ae, Vip3Af ve hatta aktif olmayan Vip3Ad,
baglanma parametreleri arasinda 6nemli bir farklilik gostermeyen S. frugiperda'daki ayni
baglanma yerlerini paylasmaktadir (Chakroun ve Ferré, 2014).

Vip3Aa'nin duyarli boceklerin BBMV'siyle etkilesimi CrylA proteinleri tarafindan
taninanlardan farkli spesifik baglanma molekiillerini igerir. Ligand blot analizleri,
Vip3A'nin Manduca sexta'da 80 ve 110 kDa proteinlerine, CrylAb ise 120 ve 210 kDa
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proteinlerine baglandigmi ortaya koymustur (Lee vd., 2003). Ayni ¢alisma, Vip3A'nin, Cry
proteinlerine baglandig1 bilinen her ikisi membran proteini olan M. sexta'dan saflastirilmis
APN'ye ve kaderin ektodomain RTB'ye baglanamadigini gostermistir (Lee vd., 2003).

Prays oleae ve Agrotis segetum’da Vip3Aa, 65 kDa proteine baglanirken, CrylAc,
P. oleae'de 210 kDa bandina ve A. segetum'da 120 kDa bandina baglanmaktadir
(Abdelkefi-Mesrati vd., 2009; Ben Hamadou-Charfi vd., 2013).

S. littoralis'te, Vip3Aa (Abdelkefi-Mesrati vd., 2011a), 55 ve 100 kDa'luk ve
Ephestia kuehniella, S. frugiperda, S. albula, S. cosmioides ve S. eridania'da 65 kDa'luk
bir proteine (Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b; Bergamasco vd., 2013) ve Crylla'nin da dort
Spodoptera tiiriinde bagl oldugu bir proteine baglanmaktadir (Bergamasco vd., 2013).

Yapilan ¢ok az sayida calismada bocek orta bagirsagindaki Vip3A baglama
molekiillerinin kimligini ele almistir. Su ana kadar iki tane Vip3Aa baglanma molekiilii
maya iki hibrid sistemini kullanarak tanimlanmustir. ilki, A. ipsilon'dan 48 kDa'lik bir
protein olup, tenascins olarak adlandirilan, hiicre dis1 glikoproteinlerin bir ailesiyle
homolog olup, apoptotik siireclerle iliskili olabilir (Estruch ve Yu, 2001). Ikincisi S.
lituramin S2 ribozomal proteinidir (Singh vd., 2010). Sf21 hiicrelerinde etkilesen ortaga
aracilik eden bir Vip3A toksisitesi olarak tanimlanmistir. S2 geninin susturulmasi, hem
Sf21 hiicrelerinde hem de besinci instar S. litura larvalarinda Vip3A'nin toksikligini
azaltmustir. Hem S2 hem de Vip3Aa, pull down deneylerinde birlikte ¢okeltilmis ve Sf21
hiicrelerinin yiizeyinde Ve sitoplazmasinda birlikte lokalize edilmistir (Singh vd., 2010).
Bu S2-Vip3A protein etkilesiminin, hiicrelerin lizisini nasil tetikleyebildigi
aciklanamamustir. H. armigera'da, Vip3Aa'ya baglanan molekiillerin lipit yiginlariyla
hafifce iliskili oldugu bulunmustur (Liu vd., 2011).

Orta bagirsak hiicrelerinin, Vip3 proteinlerinden zehirlenmesine nasil tepki verdigini
anlamaya yonelik bir ¢alismada, subletal bir Vip3Aa dozu ile muamele edilen S. exigua
larvalarmin gen ifade profilleri, 29.000'den fazla geni iceren bir genom ¢apinda mikrodizi
kullanilarak elde edilmistir (Bel vd., 2013). Yukarida agiklanan iki Vip3A baglama
proteininin (S2 ve tenascin X-toksin benzeri protein) ifade seviyelerinde herhangi bir
degisiklik bulunmamustir. Cry proteinlerinin etki sekli ile ilgili genler de analiz edilmis ve
sadece ifade de kiiciik farklar bulunmustur. Yazarlar, muhtemelen, transkripsiyonda
onemli degisiklikler olmamasini, analiz edilen genlerin ya Vip3 etki modunda yer

almadigindan ya da Vip3A toksinlerine karsi savunma mekanizmalarinin, etki modunda
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yer alan iiyelerin diizenlenisine dayanmamasmdan kaynaklandigi sonucuna varmislardir
(Chakroun, 2015).

1.3.2.3.4. Gozenek Olusumu

Vip3 proteinlerinde herhangi bir gozenek olusturan domain sekansmin yokluguna
ragmen, tripsinize edilmis veya orta bagirsakta aktiflestirilmis proteinin gézenek olusturma
aktivitesi, M. sexta'nin disekte edilen orta bagirsaklariyla voltaj sikistirma deneyleriyle
(voltage clamping assays) ve ayni zamanda diizlemsel lipit ¢ift tabakalarinda, onlari
olusturamayan tam uzunlukta Vip3A proteinine karsit olarak kanitlanmistir (Lee vd.,
2003). Bu iyon kanallar1 transmembran potansiyelini yok edebilir, voltajdan bagimsiz ve
katyon segicidirler (Lee vd., 2003). Aktive edilmis Vip3A'nin gézenek olusturma yetenegi,
H. armigera BMV'yi kullanarak floresan sondiirme ile de gésterilmistir (Liu vd., 2011).
Ayrica, Vip3A iyon kanallar1 duyarli boceklerle smirhidir ve M. sexta'daki CrylAb'den
farkli biyofiziksel 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur (Lee vd., 2003).

1.3.2.4. Diren¢ ve Capraz Direng

Vip3 proteinlerine kars1 direng tlizerine ¢ok az vaka bildirilmistir. H. virescens
kolonisinin laboratuvar se¢cimi Vip-Unsel popiilasyonuna kiyasla Vip3A'ya 2.040 kat
dirence neden olmustur (Pickett, 2009). Alan popiilasyonlarinda Vip3Aa direngli allellerin
varligi, Avustralya'daki Helicoverpa armigera ve H. punctigera'da F2 taramasi
kullanilarak incelenmistir (Mahon vd., 2012). Sonuglar, her iki bocek tiiriinde, normal
olarak karsilasilan mutasyon oranlarmin tizerinde, nispeten yiiksek bir frekanstaki
(swrastyla, 0.027 ve 0.008) dogal polimorfizmler gibi direngli allellerin var oldugunu
gostermistir (Mahon vd., 2012). Ilgingtir ki, her bir tiir icinde, iki farkli F2 ailesinin
direnci, ayn1 lokustaki alellerden kaynaklanmigtir ve direng esasen resesifdir (muhtemelen
tek bir gen tarafindan verilir) ve CrylAc veya Cry2Ab'ye ¢apraz direng saglamamistir
(Mahon vd., 2012). H. punctigera'ya direngli sus hakkinda daha fazla yapilan arastirma ile,
Vip3A ve Cry2Ab direng lokuslar1 arasinda higbir baglanti olmadigini dogrulanmistir
(Walsh vd., 2014).

Bt bitkilerinde Vip3 toksinlerinin artan kullanimi, hem zararl kontrolii hem de direng

yonetimini iyilestirmek igin, Cry ve VIip3A proteinleri arasindaki c¢apraz direnci
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degerlendirmeye ilgi uyandirmistir (Kurtz, 2010). Su ana kadar, proteinlerin bu iki smifi
arasinda onemli bir ¢apraz direng tespit edilmemistir. Vip3Aa'nin hem CrylAc, CrylAa,
CrylAb, CrylF ve Cry2Aa2'ye direngli, duyarli ve ii¢ Cry direngli H. virescens susu
YHD2, CrylAc, CrylF'ye direngli ve Cry2A'ya hafifce capraz direngli ve CXC ve
KCBhyb' e esit derecede toksik oldugu bulunmustur (Jackson vd., 2007).

H. zeanin (AR) CrylAc’ye direncli susu CrylAb'ye capraz direng gosterirken
Vip3A, Cry2Aa2 veya Cry2Ab2'ye capraz direng gdstermemistir (Anilkumar vd., 2008).
Cin'deki CrylAc-pamuk ekim bdlgelerinden iki H. armigera popiilasyonu iizerine yapilan
bir arastirmada, Vip3Aa ve CrylAc'ye verilen cevaplar arasinda anlamli bir iliski
belirlenememis ve bu iki toksin arasinda ¢apraz direncin ¢ok az veya hi¢ olmadigmi
diisiindiirmistiir (An vd., 2010).

Aynm1 zamanda Vip3A'ya capraz direng, CrylF direngli iki S. frugiperda
popiilasyonda calisilmistir. Biri Porto Riko'daki, digeri giineydogu ABD'deki Bt-misir
tarlalarindan toplanmistir. Her iki popiilasyonunda Vip3Aa'ya karsi ¢ok duyarli oldugu
belirlenmis, bu da Vip3Aa ve CrylF proteinleri arasinda c¢apraz diren¢ olmadigini
gostermistir (Vélez vd., 2013; Huang vd., 2014). Farkli bir Vip3A proteini (Vip3Ac)
kullanarak yapilan bir ¢alisma, duyarli ve CrylAc'ye direngli bir Trichoplusia ni
(Lepidoptera: Noctuidae) susu i¢in ayni derecede toksik oldugunu gostermistir (Fang et
al., 2007). Bununla birlikte, bu durumda direngli susun, Vip3Aa'ya (direng oran1 2.1) ve
iki Vip3A kimerik proteine (diren¢ oranlar1 1.8 ve 3.2) kars1 biraz daha az duyarh
oldugunu géstermistir (Fang vd., 2007).

1.3.2.5. Vip3 Proteininin Bitkilerde ifadesi

vip3Aa geni, pamukta ve misirda basariyla kullanilmaya baslanmis ve sonra daha
yiiksek koruma ve bocek direncini geciktirmek igin diger cry genleri ile kombine edilmistir
(URL-4, 2017). VipCotTM ve Agrisure VipteraTM, sirasiyla 2008 ve 2009'da ABD'de
tescil edilmistir. Bunlardan birincisi, Vip3Aa20 proteini tireten misir MIR162 iken (URL-
5, 2017) digeri Vip3Aal9 proteinini iireten pamuk COT102'dir (URL 6 ve 7, 2017).
Her iki olay da crylAb (VipCotTM Vip3Aa+mCrylAb ve Agrisure VipteraTM
Vip3Aa+CrylAb) ve daha sonra crylFa (VipCotTM Vip3Aa+CrylAc+CrylFa ve
Agrisure VipteraTM Vip3Aa+CrylAb+CrylFa) ile piramidinlestirilerek Lepidoptera'ya
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kars1 daha genis ve daha saglam bir koruma saglanmistir (Kurtz vd., 2007; Adamczyk vd.,
2008; Burkness, vd., 2010).

Ayrica MIR162 misira aktarilan Vip3Aa20, bu iki bocek takimina karsi koruma
saglamak icin Coleoptera (Cry3A ve Cry3.1Ab)'ya kars1 aktif proteinler ifade eden diger
cry genleriyle birlestirilmistir (Carriére vd., 2015).

Sadece Vip3Aa proteinini ifade eden VipCot'un saha performansi iizerine yapilan
ti¢ yillik bir ¢aligma, bitkilerin sezonun baslarinda H. armigera'ya karsi oldukga etkili
oldugunu ve sezonun ilerlemesiyle etkinligin azaldigini gdstermistir; ancak BollgardTM
veya IngardTM pamuktaki CrylAc kadar siddetli olmadigi belirlenmistir (Llewellyn vd.,
2007). 2015 yilinda gelistirilmis toksisiteye sahip ilk modifiye Vip3A, H. armigera, A.
ipsilon ve S. littoralis'e kars1 neredeyse tamamen koruma saglayan tiitiin kullanimina

girmistir (Gayen vd., 2015).

1.4. Cahismanin Amaci

Kimyasal insektisitlerin  kullanimindaki artislar, bdcek popiilasyonlarinda
kimyasallara kars1 direngliligin gelismesine neden olmustur. Kimyasallarin, ¢evreye ve
insanlara verdigi zararlarin yaninda bunlara karsi gelisen direnglilik durumu, ilginin
Bacillus thuringiensis’e dayali preparat ve biyoformiilasyonlara kaymasimni saglamistir.
Biyolojik miicadele amaciyla yaygin olarak B. thuringiensis suslarinin sporiilasyon
asamasinda tiretilen cry genleri kullanilmaktadir. Zararlilarin B. thuringiensis toksinlerine
kars1 direng gelistirmelerinin oldukga zor oldugu diisiiniilmiis, fakat ilerleyen yillarda hem
laboratuvar hem de dogal ortamdan elde edilen birgok bocek tiiriiniin B. thuringiensis
toksinlerine karsi direnglilik gelistirdigi gozlenmistir. Bu sebeple tiim diinyada tarim ve
ormancilikta zararli boceklere karsi kullanilabilecek insektisidal aktivitesi yiiksek,
direnglilik problemlerini asabilen yeni bir mikrobiyal miicadele materyali elde edilmesi
hedeflenmistir. Bu problemin {istesinden gelebilmek i¢in Bacillus izolatlarmin
stipernatantlarinda yeni bocek oldiiriicii aktif bilesenlerin varligmin arastirilmasi ile ilgili
calismalar yapilmigtir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Bacillus izolatlarinin kiiltiir
sipernatantlarinda vejetatif safhada dretilen, insektisidal etkisi yiiksek ve Vejetatif
Insektisidal Protein (Vip) olarak adlandirilan proteinler bulunmustur. Vip proteinlerinin
Cry proteinleri ile dizi benzerliginin bulunmamasi ve boceklerin orta bagirsaklarinda farkli

baglanma bolgelerine sahip olmasindan dolayr 6nemli bir miicadele etmeni olarak



36

goriilmektedir. Bu proteinler zararlilarin kontrolii amaciyla Cry proteinleri ile birlikte de
kullanilarak toksisite spektrumunu genisletmek ve caprak direng riskini en aza indirmek
icin uygulanabilir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar ile daha 6nce izole ve karakterize edilmis ve
laboratuvarimizda mevcut olan lokal B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B.
thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2) suslarinda ilk kez vip genlerinin varliginin
belirlenerek klonlanmasi ve dizi analizi yapilmasi, insektisidal aktivitesi yiiksek olan vip3A
geninin tam uzunlukta gen dizilimi yapilarak ifade edilmesi, saflagtiriimasi ve insektisidal
etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda tespit edilen Vip proteinleri,
tarim ve ormancilikta zararli boceklere karsi kullanilabilecek insektisidal aktivitesi yiiksek,
direnglilik problemi asabilen yeni bir mikrobiyal miicadele etmenleri olarak literatiire katki

saglayabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Lokal izolatlara Ait vip Genlerinin Taranmasi, Klonlanmasi ve Baz
Dizilimlerinin Belirlenmesi

2.1.1. Bacillus thuringiensis izolatlar ve Biiyiime Sartlan

Bu caligmada kullanilan lokal Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B.
thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2) suslar1 (Tablo 6) ve kontrol susu olarak kullanilan
olan Bacillus thuringiensis kurstaki HD-1 susu (Bacillus Genetic Stock Center) K.T.U. Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltiir stoklarindan temin edildi.

B. thuringiensis izolatlar1 Niitrient agar (NA; Merck) ve Luria Bertani besiyerlerinde
(1 litre LB igin; 10 g Triptone, 5 g NaCl, 5 g Maya 6zii) 30 °C’de biiyitiildii.

Tablo 6. Calismada kullanilan lokal Bacillus thuringiensis izolatlar

Kod  Bakteri Konak Referans

) . A, . . Sezen vd., 1999;
BnBt: Bacillus thuringiensis kurstaki Balanicus nucum Kat1 vd., 2007a
MnD: Bacillus thuringiensis kurstaki Malacosoma neustria Kat1 vd., 2005
Xd3:  Bacillus thuringiensis tenebrionis ~ Xyleborus dispar Sezen vd., 2008

Sezen vd., 2007;

Mm2: Bacillus thuringiensis tenebrionis  Melolontha melolontha Kat1 vd., 2007b

2.1.2. Bacillus thuringiensis izolatlarindan Genomik DNA Izolasyonu

B. thuringiensis izolatlarindan genomik DNA’nin izolasyonu, Sambrook ve
arkadaslar1 (1989) tarafindan aciklanan yonteme gore yapildi. Calismada kullanilan
Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B. thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2)
suslari, LB besiyerinde, 30 °C'de gece boyu inkiibe edildi. Elde edilen kiiltiir iki kez oda
sicakliginda 13,000 g’de 3-4 dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Siipernatant kismi
uzaklastirild: ve pellete 500 pl TE tamponu (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8) ilave

edilerek, pellet ¢oziildii. Daha sonra her bir tiipe 10 pg lizozim ilave edilerek vortekslendi



38

ve 37 °C'de 1 saat bekletildi. Hiicrelerdeki proteinlerin pargalanmasi i¢in 50 ul % 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 pargalanmasi
saglandi. Karisima 500 pl fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edilip, tekrar alt-
uist edilerek karistirildi ve 5 dakika 13,000 g’de santrifiij edildi. Tiipiin iist kismindaki sivi
alinarak, temiz bir tlipe birakildi. Bu tiipe tekrar 500 pl kloroform eklendi ve alt-iist
edilerek 13,000 g’de tekrar 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra,
iizerlerindeki sivi kisim alindi. Bu sivi kisma 0,1 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim %
96’lik etanol ilave edildi ve -20 °C'de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 13,000 g’de 15
dakika santrifiij edilip, tist kistmdaki sivi uzaklastirildi. Pellete 500 pl % 70°lik etanol ilave
edilerek tekrar 13,000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Ust kisimdaki siv1 uzaklastirilarak
pellet acik havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 100 ul ddH,O’da ¢oziiliip, -20
°C'de muhafaza edildi.

2.1.3. vip Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Cogaltilmasi

vip genlerinin PCR ile c¢ogaltilmas: i¢in daha once Hernandez-Rodriguez ve
arkadaglar1 (2009) tarafindan vip gen ailelerinin korunmus bélgelerinden dizayn edilmis
olan primerler kullanildi (Tablo 7).

Reaksiyonlar 50 ul’lik son hacimde gerceklestirildi. Her bir tiipte 1,25 {inite Taq
DNA polimeraz (New England BioLabs), 5 ul 10 x PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH
8,3; 500 mM KC1), 3 ul 1,5 mM MgCl,, 1 pl 10 mM ileri primeri, 1 pl 10 mM geri
primeri, 1 ul 10 mM dNTP’den ve 3 ul genomik DNA birakilarak steril ddH,O ile 50 ul’ye
tamamlanda.

PCR sartlar1 95 °C’de 5 dakikalik denatiirasyondan sonra 35 dongii olacak sekilde 95
°C’de 1 dakika, 45 °C’de 1 dakika ve 72 °C’de 2 dakika ve son olarak da 72 °C’de 10
dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi (Hernandez-Rodriguez
vd., 2009). PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva
eden % 1°’lik agaroz jelde yiritiilerek, jel goriintiileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile

goriintiilendi.
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Tablo 7. vip genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi igin kullanilacak olan primerler (Hernandez-
Rodriguez vd., 2009).

Gen Primer Sira (5'-3")

vipl-sc.fw S'TTATTAGATAAACAACAACAAGAATATCAATCTATTMGNT GGATHGG 3'

vipl
vipl-sc.rev 5'GATCTATATCTCTAGCTGCTTTTTCATAATCTSARTANGGRTC 3’
vip2-sc.fw 5' GATAAAGAAAAAGCAAAAGAATGGGRNAARRA 3

vip2
vip2-sc.rev 5'CCACACCATCTATATACAGTAATATTTTCTGGDATNGG 3'
vip3-sc.fw S'TGCCACTGGTATCAARGA 3’

vip3

vip3-sc.rev S'TCCTCCTGTATGATCTACATATGCATTYTTRTTRTT 3’

2.1.4. vip Genlerinin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

PCR reaksiyonu ile gogaltilan vip genleri agaroz jelden kesilerek NucleoSpin Extract
DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden temizlendi. Jelden temizlenen
DNA fragmentleri, pGEM-T Easy Vector System (Promega)’i kullanilarak pGEM-T
vektoriine klonlandi. Reaksiyon, 5 pl 2 x Rapid Ligation Buffer, 3 ul Insert DNA, 1 ul
pGEM-T Easy Vector ve 1 ul T4 DNA Ligaz olacak sekilde olusturuldu ve 16 °C’de en az
16 saat bekletildi.

2.1.5. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Daha oOnceden Niitrient Agar (NA) besiyerine ekilmis Escherichia coli JM101
susundan 3 ml Luria Bertani (LB) besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 16 saat bilyiimeye
birakildi. Hiicrelerin yogunlugu 600 nm dalga boyunda 0,1 olacak sekilde 30 ml LB
besiyerine asilandi. Hiicreler, 37 °C’de en az 1 saat, 600 nm dalga boyunda 0,45-0,55
arasinda olana kadar sallamali inkiibatorde bekletildi. Istenilen yogunluk elde edildikten

sonra slispansiyonun tamamu steril falkon tiipe bosaltildi. Sogutmali santrifiijde 4 °C’de
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4,500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellet 10 ml
100 mM’lik soguk CaCl, ile ¢ozdiiriiliip, 30 dakika buzda bekletildi. Daha sonra tekrar 4
°C’de 4,500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip, stipernatant uzaklastirildi ve pellet 2 ml 100
mM’lik soguk CaCl; ile ¢ozdiiriildii. Hazirlanan kompotent hiicre 4 °C’de en az 2 saat

bekledikten sonra 2 giin siiresince kullanildi.

2.1.6. vip Gen Bolgesinin Kompotent E. coli JM101°e Aktarinm

Steril ependorfa 200 pl kompotent hiicre ile 3-4 ul ligasyon iiriinlinden koyuldu ve
30 dakika buzda bekletildi. 45 °C’de 2 dakika 1siyla muamele edildikten sonra 1 ml LB siv1
besiyeri ilave edilip, 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 6,000
g’de 3 dakika santrifiij edildi. Yaklasik 50 ul kalacak sekilde siipernatant uzaklastirilip,
pellet dikkatlice ¢ozdiiriildi. Amfisilinli LB agar besiyerine 40 pl X-Gal (40 mg/ml), 40 ul
IPTG (24 mg/ml) ve transform olmus hiicre yayma ekim yapildi. 37 °C’de 16 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra igerisine plazmit alan hiicrelerin beyaz koloni

olusturmasindan yararlanilarak klonlar se¢ildi.

2.1.7. Rekombinant Plazmitlerin izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleaz
(EcoRl) ile Muamelesi

Transformasyon sonucunda petri tizerinde olusan beyaz ve mavi renkteki
kolonilerden beyaz koloniler segilerek, i¢erdikleri plazmit DNA’larin1 izole etmek igin
Amfisilinli LB siv1 besiyerine ekim yapildi. 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi.
Plazmit DNA’larmin izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece kiiltiirlerinden
1,5 pl ependorfa alinip 14,000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Hiicrelerin
iizerindeki slipernatant ependorfta 50 pl kalacak sekilde uzaklastirilip, pellet ¢oziinlinceye
kadar vortekslendi. Uzerine 300 pl TENS tamponu (10 mM Tris pH 8; 1 mM EDTA pH 8;
0,1 N NaOH; % 0,5 SDS) ilave edildi. 4-5 kez alt iist edilen tiipe 150 ul 3M sodyum asetat
pH 5,2 koyuldu. Tekrar alt st edilen tiip 10-15 dakika buzda bekletildi. Ardindan 14,000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Bu asamada siipernatant bos tiipe alinarak tizerine 900 pl
% 96°lik etanol ilave edilip, 14.000 rpm’de 3 dakika santriftij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra % 70’lik etanol ilave edildi ve 14,000 rpm’de 2 dakika santrifiij

edilip siipernatant uzaklastirildi. Etanoliin iyice ugmasi igin agik havada bekletildi. Son
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olarak pellet 30 ul TE tamponunda ¢oziildli ve yiiritme isleminde goriintiiniin daha net
goriinmesini saglamak i¢in 3 pl RNaz ilave edildi. Elde edilen plazmitlerin 5 ul’si 0,5
png/ml etidyum bromiir ihtiva eden % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek, jel goriintiileme
sistemi (Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi.

Izole edilen plazmit DNA’larmin vip gen bdlgesini icerip icermedigini tespit etmek
icin plazmit DNA’lar1 EcoRI restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 1 pg DNA, 0,5 ul
EcoRI (Promega), 2 ul enzime ait 10x reaksiyon tamponu ve son hacim 20 pl olacak
sekilde ddH,O ile tamamland1 ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 2-5
ul yiiriitme boyast ilave edilip, 65 °C’de 10 dakika enzimin inaktive olmasi i¢in bekletildi.
Ardindan % 1°lik jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini igeren klonlar
belirlendi.

2.1.8. Klonlarn I¢erdigi DNA Parcalarimin Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

Klonlanan DNA fragmentlerini igeren klonlar 5 ml Amfisilinli LB siv1 besiyerine
ekim yapilarak, 37 °C’de 200 rpm’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra elde
edilen kiiltiirler 14,000 rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra plazmit izolasyon
kiti (Fermantas-GeneJET Plasmid Miniprep Kit) kullanilarak izole edildi. Plazmit DNA
konsantrasyonlart ODysp’da belirledi. Tiim DNA’lardan 20 pl’lik hacim i¢inde 20 ng/pl
konsantrasyonlarinda hazirlanip, tiipler etiketlendikten sonra Macrogen firmasina
(Hollanda) DNA bazlarinin analiz edilmesi i¢in gonderildi. Gelen sekans sonuglari
Genbank verileri ile BLAST yapilarak biyoinformatik olarak degerlendirilip sonuca
bakild1.

2.2. Vip3 Proteinlerinin Eldesi ve Kismen Saflastirilmasi

2.2.1. Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) Izolatlarmmn Biiyiime
Egrisinin ve Vejetatif Safhasinin Belirlenmesi

Bt izolatlarmin bakteriyal biiylime evresinin ve vejetatif safthasmnin belirlenmesi
amaci ile Teriffic (% 12 tripton; % 2,4 maya ekstrakti; % 0,04 gliserol; 0,17 M KH,POy,;
0,72 M K;HPO,) siv1 besiyerinde bir gecelik kiiltiirden 600 nm’de OD 0,1 olacak sekilde
yeniden asilama yapildi ve 30 °C’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyona tabi tutuldu. 36
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saat boyunca belirli zaman araliklarinda alinan 6rnekler ile ODggo nm’de 6lgtimler alindi ve

veriler grafik lizerinde ¢izilerek vejetatif satha belirlendi.

2.2.2. Kiiltiir Siipernatantlarindan Vip3 Proteinlerinin izolasyonu

24 saat boyunca biiyiitiilen bakteri kiiltiirleri 4 °C’de 12,000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi ve Vip3 proteinlerini igeren siipernatantlar alind1 (Sattar vd., 2008).

2.2.2.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat [(NH4),SO4] ¢oktiirmesi, kabaca ¢6zeltinin tuz konsantrasyonunu
artirarak proteinin ¢oziiniirliigliniin degismesi ve bunun sonucunda denatiire olmadan
¢okmesine dayanan bir ¢oktiirme yontemidir. Bu metot hem etkili bir saflastirma hem de
ornegi konsantre etme metodudur.

Bu ¢alismada oncelikle bakteri siipernatantina % 60 doygunlukta olacak sekilde kati
amonyum siilfat eklendi (Sattar vd., 2008). Manyetik karistirici tizerinde karistirilmak
suretiyle 4 °C’de yavasga stipernatant tizerine hesaplanan amonyum siilfat miktar1 eklendi.
Amonyum siilfatin tamaminin eklenmesinin ardindan manyetik karistiricida 4 °C’de 1 saat
boyunca bekletildi. Coktiirme isleminin ardindan 10,000 rpm’de 10 dakika 4 °C’de
santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi, dibe ¢6ken pelletler 1 ml 100 mM pH 7,5 Tris-HCI
tamponu kullanilarak ¢6ziildii.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda oOzellikle tuzun ve kiiciik molekiillerin
uzaklastirilmas: amaciyla 20 mM pH 7,5 Tris-HCI1 tamponuna karsi gece boyu diyaliz
islemine tabi tutuldu. Diyalizin ardindan ornekler en yiliksek hizda 10 dakika santriifiij

yapilarak bozunan proteinlerin atilmasi sagland.

2.2.2.2. iyon Degisimi Kromatografisi

Iyon degisimi kromatografisi i¢in 50 cm uzunlugundaki ve 1,5 cm gapindaki bir
kolon kullanildi. Bu ¢aligmada kolon malzemesi olarak anyonik iyon degistirici olan Q-
Sepharose (Anyon degistirici) kullanildi. Hareketli faz olarak 20 mM pH 8 Tris-HCI
tamponu kullanildi. Kolon malzemesinin ve deneyde kullanilan tiim tamponlarin gazi bir

vakum pompasinda alind1 ve sonrasinda bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir
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sekilde dolduruldu. Doldurma islemi bittikten sonra kolon 500 ml 20 mM pH 8 Tris-HCI
tamponu ile dengeye getirildi. Oziit kolondan gegirilerek icerisinde bulunan proteinlerin
kolon dolgu malzemesine baglanmalar1 saglandi. Sonrasinda kolondan 50 ml daha tampon
gecirilerek kolona tutunmayan proteinler uzaklastirildi. Daha sonra kolonun tuz (NaCl)
icerigi 0 molardan 0,6 molara kadar ¢ikarildi. Bunun igin 200 ml’lik NaCl gradient
kopriisii kullanildi. Tamponun akis hizi 1 ml/dk olarak ayarlandi ve kolondan ¢ikan
fraksiyonlar cam tiipler igerinde 3,5 ml olacak sekilde toplandi. Elde edilen fraksiyonlar %
12°lik SDS-PAGE’de yiiriitiildii. Protein Oziitii ig¢erdigi belirlenen tiipler segilerek
birlestirildi ve SDS-PAGE’de safligi kontrol edildi. SDS-PAGE’lerde yapilan yiiriitme
islemleri tamamlandiktan sonra jeller hizli giimiis boyama teknigi ile boyandi (Temizkan,

2004). Jel goriintiisii tarayici ile bilgisayar ortamia aktarilda.

2.2.2.3. Hizh Giimiis Boyama

Glimtis, proteinlerdeki stilfidril ve karboksil gruplarina baglanarak boyama yapar.
Diger yontemlerle boyanamayan bazi proteinleri de boyayabilen duyarl bir tekniktir. Bu
boyama teknigi az miktardaki 6rneklerle ve kisa slirede ¢alismaya olanak verir; ancak
kii¢iik proteinlere duyarlilig1 azdir.

Tim ¢ozeltiler deiyonize saf su ile hazirlandi.

A) Formaldehit fiksatif ¢ozeltisi

Metanol ..........cooooveiiiiii.... 400 ml
% 37 Formaldehit ................ 0,5 ml
HoO oo, 1 litreye tamamlanir

C) % 0,1 Giimiis Nitrat
Isiga duyarl oldugu i¢in koyu renk sisede, oda sicakliginda saklanir.

HoO oo 1 litreye tamamlanur.

D) Tiyosiilfath gorintii olugturma (developing) ¢ozeltisi
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HaO oo, 1 litreye tamamlanir.

*Kullanilacagi zaman her 100 ml’sine 50 pl % 37°lik formaldehit eklenir.
E) 2,3 M Sitrik asit

Sitrik asit .......oooviiiiiii, 22,1 ¢

Jel alkole ve aside dayanikli plastik veya bir cam kapta, 200 ml formaldehit fiksatif
¢ozeltisi (A) i¢inde 20 dakika ¢alkalanir. Fiksatif dokiilerek iki kez 10’ar dakika saf su ile
hafif calkalanarak yikanir. Son yikama suyu uzaklastirildiktan sonra 200 ml B ¢6zeltisinde
1-2 dakika calkalanir. B ¢6zeltisi dokiilerek iki kez 40’ar saniye saf su ile yikanir. Son
yikamadan sonra 200 ml C ¢ozeltisinde, 20 dakika diisiik hizda ¢alkalanarak bekletilir. C
¢ozeltisi uzaklastirilir ve jel saf su ile yikanir. 200 ml taze hazirlanmis D ¢6zeltisinde
kahverengi bantlar olusana dek (yaklasik 3-5 dakika) hafif ¢alkalanir. Bantlarm goriiniir
hale gelmesi bir sonraki basamakta da devam edeceginden bu ¢ozeltide fazla
bekletilmemelidir. Jelin boyandig1 kaba 10 ml E ¢ozeltisi eklenerek pH nétrallestirilir ve
reaksiyon durdurulur.

Bu sirada pH’m notr olup olmadigr pH kagidi ile kontrol edilmelidir. Yiiksek pH
reaksiyonun devam etmesine, diisiik pH ise jelin pargalanmasina yol acar. Bant olusumu
tamamlandiktan sonra (genellikle 8 saat) kaptaki ¢ozelti dokiiliir ve jel saf su ile iyice

yikanir. Bant olusumu yeterli oldugunda jelin fotografi ¢ekilir.

2.2.2.4. Protein Miktarimin Belirlenmesi

Protein miktarmin tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore
gerceklestirildi. Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak sigir serum albumini
(BSA) kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 12,5, 25, 50, 75, 100, 125 pg BSA iceren
¢ozeltiler ddH,O ile 200 pl’ye tamamlandi. Ardindan iizerine 200°ser ul hazir boya
¢ozeltisinden (Protein Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi. Hazirlanan standart ve
ornekler 96 gozlii mikroplate lizerine aktarildi ve UV-visible Spektroscopy System cihazi
(Bio-rad) kullanilarak 595 nm’de 6lgiimler yapildi.



45

2.3. vip3A Geninin Belirlenmesi, Klonlanmas ve ifade Edilmesi
2.3.1. Primer Sentezi

2,37 kb'lik tam uzunlukta bir vip3A gen dizinine (GenBank erisim numarasi
AY743436.1) dayanilarak, bir primer cifti (vip3exF ve vip3exR) tasarlandi. Bu primerler
Vip3A geninin igerisinde kesim bolgesi olmayan ve ayrica pGEX-2T ekspresyon
vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesinde kesim bolgesi bulunan restriksiyon enzimlerinin
calisabildigi 6zel ekspresyon primerleri (EcoRI ve BamHI restriksiyon endoniikleaz kesim

bolgeleri icerecek sekilde) olarak dizayn edildi (Tablo 8).

Tablo 8. EcoRI ve BamHI restriksiyon endoniikleaz kesim bdlgeleri iceren primerler

Primer Sira (5'-3")

vip3exF 5" GGATCCATGAACAAGAATAATACTAAATTAAGC 3°
BamHI

vip3exR 5 GAATTCTTACTTAATAGAGACATCGTAAAAATG ¥
EcoRI

2.3.2. Vip3A Genlerinin PCR Aracihgiyla Cogaltilmasi

Tam uzunlukta vip3A genlerini (~2,3 kb) belirlemek ic¢in diyazn edilen primerler
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 yapildi. Reaksiyonlar 50 pl’lik son hacimde
gerceklestirildi. Her bir tiipe 3 pl genomik DNA, 1,5 pl 10 mM ileri primeri, 1,5 pl 10 mM
geri primeri, 1 ul 10 mM dNTP, 10 ul 5 x Phusion HF tamponu ve 1 {inite Phusion DNA
polimeraz (NEB) birakilarak steril ddH,O ile 50 ul’ye tamamlandi. PCR sartlar1 98 °C’de
30 saniyelik denatiirasyondan sonra 35 dongili olacak sekilde 98 °C’de 10 saniye, 45-55
°C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dakika ve son olarak da 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde
son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. PCR 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.
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2.3.3. vip3A Genlerinin pJET1.2/blunt Klonlama Vektoriine Klonlanmalari

PCR reaksiyonu ile cogaltilan vip3A genleri agaroz jelden kesilerek Nucleospin
Extract DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden temizlendi.
Dogrulama aktivitesi yiiksek olan Phusion DNA Polymerase PCR’da kiit uglara sahip iiriin
olusturmaktadir. Bu nedenle dogrudan klonlama yapabilmek i¢in pJET1.2/blunt (CloneJET
PCR Clonning Kit, Thermo Scientific) vektorii kullanildi. Jelden temizlenen DNA
fragmentleri, pJET1.2/blunt vektére 3 DNA fragmenti 1 vektér oraninda (0,3 pg DNA
fragmenti ve 0,1 ug pJET1.2/blunt Vektor) klonlandi. Reaksiyonlar her bir gen i¢in 1 pl
pJET1.2/blunt vektori, 7,5 pl 2 x ligasyon tamponu, 1 ul T4 DNA ligaz ve 5 ul DNA
fragmenti bir araya getirilerek steril ddH,O ile 15 pl hacme tamamlanarak gerceklestirildi.
Karisim 4 °C’de 3-4 saat inkiibasyona birakildi.

2.3.4. vip3A Genlerinin Kompotent E.coli DH10p’ya Aktarim

Daha onceden petriye ekilmis Escherichia coli DH10B hiicrelerinden tek bir koloni
almip, 3 ml Luria Bertani (LB) besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 16 saat biiylimeye
brrakildi. Hiicrelerin yogunlugu 600 nm dalga boyunda 0,1 olacak sekilde 30 ml LB
besiyerine asilandi. Hiicreler, 37 °C’de en az 1 saat, 600 nm dalga boyunda 0,45-0,55
arasinda olana kadar sallamal1 inkiibatorde bekletildi. Istenilen yogunluk elde edildikten
sonra siispansiyonun tamamu steril falkon tiipe bosaltildi. Sogutmali santrifiijde 4 °C’de
4,500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellet 10 ml
100 mM’lik soguk CaCl, ile ¢ozdiiriiliip, 30 dakika buzda bekletildi. Daha sonra tekrar 4
°C’de 4,500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirildi ve pellet 2 ml 100
mM’lik soguk CaCl, ile ¢ozdiiriildii. Hazirlanan kompotent hiicre 4 °C’de en az 2 saat
bekledikten sonra 2 giin siiresince kullanildi.

Hazirlanan kompotent E. coli DH10p hiicrelerinden alinarak steril ependorfa 200 ul
koyularak buza yerlestirildi. Uzerine 3-4 pl ligasyon iiriiniinden koyuldu ve 30 dakika
buzda bekletildi. 45 °C’de 2 dakika 1s1yla muamele edildikten sonra 1 ml LB siv1 besiyeri
ilave edilip, 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 6,000 g’de 3
dakika santrifiij edildi. Yaklasik 50 pl kalacak sekilde siipernatant uzaklastirilip, pellet

dikkatlice ¢ozdiiriildii. Amfisilinli LB agar besiyerine transform olmus hiicre yayma ekim
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yapild1. 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyondan sonra igerisine plazmit alan

hiicrelerin koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar segildi.

2.3.5. Rekombinant Plazmitlerin izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleazlar ile
Muamelesi

Transformasyon sonrasi petrilerde gozlenen beyaz kolonilerden rastgele klonlar
secilerek icerdikleri plazmit DNA’larimi izole etmek i¢in 50 pg/ml amfisilin iceren LB
besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmit
DNA’larmin izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece kiiltiirleri 14,000 g’de
2 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildi. Hiicrelerin {izerindeki siipernatant geride 50 pl
kalacak sekilde dokiildii ve ¢okelti bunun icinde 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 iizerine 150 pl 3 M sodyum asetat (pH 5,2) ilave edildi
ve tekrar 5-6 kez alt st edilerek karistirildi. 14,000 g’de 3 dakika santriftij edildi.
Stipernatant temiz tiipe alindi ve {lizerine 900 pl % 100’lik etanol ilave edilerek 14,000
g’de 2 dakika santrifiij yapildi. Cokelti % 70’lik etanol ile yikandi ve kurumaya birakildi.
Kuruyan c¢okelti 50 pl ddH,O’da ¢oziildii. izole edilen plazmit DNA’larm DNA
fragmentlerini igerip igermedigini tespit etmek i¢in bu plazmit DNAlar1 Bglll restriksiyon
enzimi ile muamele edildi. vip3A i¢in 10 pul DNA, 0,5 ul Bglll, 3 ul enzime ait 10X
reaksiyon tamponu ve 16,5 ul H,O olacak sekilde 30 ul’lik hacimlerde reaksiyonlar
hazirland1 ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan % 1’lik jelde elektroforez yapildi.

Klonlanan DNA fragmentlerini iceren klonlar belirlendi.

2.3.6. Klonlarn Icerdigi vip3A Geninin Dizi Analizi

Elde edilen klonlardan segilen 3 tanesi 5 ml amfisilinli LB besiyerine ekildi ve 37
°C’de 200 rpm’de 14-16 saat inkiibe edildi. Biiyiliyen kiiltiirler, 14,000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi ve “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, USA)
kiti kullanilarak plazmit DNA’lar1 izole edildi. Plazmit DNA konsantrasyonlar1 ODygo’da
belirlendi. Tiim DNA’lardan 20 pl’lik hacim i¢inde 200 ng/pl konsantrasyonlarinda
hazirland1. Igerisinde DNA &rnekleri bulunan mikrosantrifiij tiiplerinin {izerleri dikkatli bir

sekilde etiketlenerek sekans analizleri i¢in Macrogen Firmasina (Hollanda) génderildi.
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2.3.7. Elde Edilen DNA Baz Dizilimlerinin incelenmesi

Sekans sonucunda elde edilen vip3A genlerinin baz ve aminoasit dizilimi gen
bankasinda bulunan diger vip3A genleri ile Clustal W Multiple Sequence Alignment

programi vasitasiyla karsilastirildi ve sonuglar degerlendirildi.

2.3.8. Belirlenen Vip3A Proteinlerinin  Literatiirdeki Diger Vip3A
Proteinleriyle Karsilastirilmasi ve MEGA Programi ile Aga¢ Cizimi

Sekans sonucunda genlerin niikleotid ve aminoasit dizilimi belirlenerek gen
bankasindaki diger Vip3 proteini ile Clustal W Multiple Sequence Alignment programi ile
karsilastirildi ve benzerlikler ortaya konuldu. Sonra MEGA 4 (Molekiiler Evrimsel Genetik
Analiz) programiyla literatiirdeki Vip3 proteinleri arasinda Bootstrap Filogeni testi
Neighbour-joining analizi yapilarak literatiirdeki protein dizilerinin birbirine yakinlik

dereceleri belirlendi.

2.3.9. vip3A Genlerinin pGEX-2T Ekspresyon Vektoriine Klonlanmalar

2.3.9.1. pGEX-2T Ekspresyon Vektoriiniin EcoRl ve BamHI Restriksiyon
Enzimleri ile Kesilmesi

PGEX-2T ekspresyon vektorleri klonlanacak genlerin enzim kesim bdlgelerine
uygun restriksiyon enzimleri (EcoRI ve BamHI) ile kesildi. Reaksiyonlar, 5 ul plazmit
DNA’s1, 1,5 pl 10X Tango Buffer (Promega), 1,5 ul 10X NE Buffer 3.1, 1 ul EcoRl
(NEB), 1 ul BamHI (NEB) ve 20 ul steril ddH,O bir araya getirilerek son hacim 30 ul
olacak sekilde hazirland1 ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibe edilen iiriinler % 1°lik
agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. EcoRIl ve BamHI restriksiyon endoniikleazlariyla
lineer hale getirilmis olan 4.948 bp biyiikligiindeki pGEX-2T vektorleri DNA temizleme
(Macherey-Nagel) Kiti kullanilarak jelden temizlendi.
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2.3.9.2. Vip3A Genlerinin pJET1.2/blunt Klonlama Vektoriinden Kesilerek
Cikarilmalan

Vip3A genini tasiyan pJET1.2/blunt vektori iceren E. coli DH10p bakterilerine ait
birer koloniden 50 pg/ml amfisilin igeren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200
rpm’de gece boyunca biyiitildi. Elde edilen kiltiirler, 14,000 rpm’de 3 dakika
coktirtildiikten sonra plazmit DNA izolasyon kiti (Promega, USA) kullanilarak plazmit
DNA izolasyonu yapildi. izole edilen rekombinant plazmit DNA’dan 10 pl alinarak, 1,5 pl
10X Tango Buffer (Promega), 1,5 ul 10X NE Buffer 3.1, 1’er ul EcoRI (NEB) ve BamHI
(NEB) restriksiyon enzimleri bir araya getirilerek toplam 30 ul son hacimde reaksiyon
hazirland1 ve bu reaksiyon 37 °C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi. Kesim triinleri DNA
standard1 olarak 1 kb DNA Ladder (Vivantis) ile birlikte % 1°lik agaroz jel elektroforezine
tabi tutuldu. pJET1.2/blunt vektériinden EcoRI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile
kesilerek ayrilmis vip3A genleri, agaroz jelden kesilerek alindi ve DNA temizleme

(Macherey-Nagel) kiti kullanilarak temizlendi.

2.3.9.3. vip3A Genlerinin pGEX-2T Ekspresyon Vektoriine Aktarimi

Jelden temizlenen vip3A genleri, pGEX-2T vektoriine 1 vektér ve 3 DNA olacak
sekilde birbirlerine yapistirildilar. Buna gore pGEX-2T vektoriine klonlanacak her bir gen
icin reaksiyonlar; 2 ul 10X T4 DNA ligaz tamponu (Promega), 1 ul T4 DNA ligaz enzimi
(Promega), 3,5 ul pGEX-2T vektorii, 2,5 pl insert DNA, 1 ul 10 mM ATP ve 10 pl ddH,O
olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyonlar 4 °C’de gece boyu bekletildi.

2.3.10. pGEX-2T Vektoriine Klonlanan vip3A Genlerinin E. coli BL21(DE3)
Hiicresine Aktarimi

Rekombinant plazmitler E. coli BL21(DE3) hiicresine aktarilmadan once E. coli
DHI10p hiicresine aktarildi. Restriksiyon endoniikleazlar ile kesim yapilarak genin varligi
dogrulandi. Daha sonra kullanilacak olan E. coli BL21(DE3) hiicresine ait bir koloni 3 ml
LB besiyerine asiland1 ve elde edilen kiiltiir 37 °C’de 200 rpm’de gece boyunca inkiibe
edildi. Bu kiiltiirden, CaCl,’lii metoda gore kompotent hale getirilmis E. coli BL21 (DE3)
hiicreleri elde edildi. Kompotent hiicrelere DNA aktarimi i¢in rekombinant plazmit
DNA’sindan 3 pl alindi ve 200 pl hiicre eklendi. Karigim 30 dakika buz icerisinde
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bekletildikten sonra 2 dakika 45 °C’de bekletildi. Daha sonra reaksiyon karisimi, igerisinde
1 ml LB besiyeri olan cam tiipe birakildi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda
ependorf tiipe alinan kiiltiir 6,000 g’de 3 dakika santrifiij edildi. Pellet halindeki hiicrelerin
tizerinde 100 ul besiyeri kalacak sekilde fazla besiyeri dokiildii. Daha sonra E. coli
BL21(DE3)’e aktarilan rekombinat pGEX-2T vektorleri 50 pg/ml amfisilin iceren LB agar
petrilerine yayildi ve gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Ayni yontemle pGEX-2T
vektorlerinin kendisi de E. coli BL21(DE3) hiicresine aktarildu.

2.3.11. Vip3A Proteinleri, Ekspresyonu ve izolasyonu

Ilgili proteini ifade etmek igin Vip3A genlerini ihtiva eden rekombinant pGEX-2T
vektorleri, E. coli BL21 (DE3) konak hiicresine aktarildi. pPGEX-2T vektdriine aktarimi ile
olusan kolonilerden 1’er tanesi de 50 pg/ml ampisilin iceren 3 ml LB besiyerine kiirdan
yardimiyla inokiile edildi. Tiipler 200 rpm’de 37 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi.
Elde edilen gece kiiltiirleri, 100 ml amfisilinli besiyerlerine eklendi. ODggo=0,5-1
oldugunda gen ifadesini indiiklemek i¢in 100 ul IPTG (Stok konsantrasyonu 240 mg/ml)
besiyerine ilave edilerek 37 °C’de biiyiimeye birakildi. Yaklasik 4 saat sonra kiiltiir
alinarak 50 ml’lik propilen (Nalgene, Sigma-Aldrich) tiiplere aktarildi. 4 °C’de 5,000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi ve pelletler 1X PBS
pH 7,2°de ¢oziildi. Daha sonra hiicreler 3 (1+1+1) dakika boyunca sonikatorde pargalandi.
100 pl PBS iginde TritonX-100 eklenerek oda sicakliginda 30 dakika alt tist edilerek
inkiibe edildi. Son olarak, 4 °C’de 13,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar
ayr1 bir yere alind1 ve -80 °C’de muhafaza edildi. E. coli BL21(DE3)’¢ aktarilan pGEX-2T
ve E. coli BL21(DE3)’in kendisinden de ayni1 yontemle protein izolasyonu gergeklestirildi.

2.3.12. Protein Miktarmin Belirlenmesi

Protein miktarmin tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore
gerceklestirildi. Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak sigir serum albumini
(BSA) kullanildi. Kalibrasyon egrisi icin; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 png BSA igeren
¢ozeltiler ddH,O ile 250 pl’ye tamamlandi. Ardindan iizerine 250’ser pl hazir boya

¢ozeltisinden (Protein Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi. Hazirlanan standart ve
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ornekler 96 gozlii mikroplate tizerine aktarildi ve UV-visible Spektroscopy System cihazi
(Bio-rad) kullanilarak 595 nm’de 6l¢timler yapildi.

2.3.13. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein ekspresyonunun gozlenmesi amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi. SDS
poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile her bir ornekten 80 pg protein kullanilarak
yiriitiildi. Her bir 6rnek iizerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCI pH 6,8, % 25
Gliserol, % 2 SDS, % 5 B-merkaptoetanol, % 0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra
numuneler kaynayan su igerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra % 12’lik SDS-PAGE’e
yiiklendi. Jele 80 V akim uygulanarak ayrilma islemi gergeklestirildi. SDS-PAGE’lerde
yapilan yiiriitme islemleri tamamlandiktan sonra jeller hizli giimiis boyama teknigi ile
boyandi. Jel goriintiisii tarayict ile bilgisayar ortamima aktarildi. Ayni zamanda ayni
ornekler ile yapilan SDS-PAGE’ler western blotlama yapilarak goriintiilendi ve tarayici ile

bilgisayar ortamia aktarildu.

2.3.14. Western Blot Hibridizasyonu

PGEX-2T vektoriine klonlanan BnBt ve MnD izolatlarina ait vip3A genlerinin E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinde ifade edildiklerini teyit etmek i¢in western blot hibridizasyonu
yapildi. Bunun i¢in pGEX-2T vektoriinde GST kuyrugu ile fiizyon olusturacak sekilde
ifade edilen proteinleri belirlemek i¢in bu kuyruga 6zgt antikorlar kullanildi.

Yari-kuru elektroforetik cihaz (BioRad) kullanilarak poliakrilamid jeldeki proteinler
immobilon membrana aktarildi. Bunun i¢in immobilon-P (PVDF) membran1 ve Whatman
kagitlar1 poliakrilamid jel biiyiikliigiinde kesildi. Oncelikle PVDF membran metanol
icerisinde 1 dakika aktive etmek amaciyla bekletildi. Daha sonra transfer tamponunda (48
mM Tris, 39 mM Glisin, % 0,0375 w/v SDS) sslatildiktan sonra cihaza 3 Whatman kagidu,
1 immobilon-P (PVDF) membrani, poliakrilamid jel ve 3 Whatman kagidi olacak sekilde
sirastyla yerlestirildi. Cihaz 40 mA’'de 1 saat galistirildi. Transfer islemi tamamlandiktan
sonra membran bloklama soliisyonuyla (50 ml 1X TBS, 2,5 g siit tozu, 25 pl Tween 20) bir
saat oda sicakliginda disiik hizla sallayarak bloklamaya birakilmistir. Bloklamanin
ardindan membran 3 kere 10’ar dakika 1X TBS i¢inde yikandi. Daha sonra gece boyunca
pGEX-2T i¢in Anti-GST Antibody (GE Healthcare, 1:1000 sulandirma) igeren yikama
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soliisyonu (1X TBS’de hazirlanmis % 0,5’lik siit tozu ve % 0,05 Tween 20) i¢inde +4
°C’de hafifce ¢alkalanarak inkiibe edildi. Membran tekrar 3 kere 10’ar dakika 1X TBS
icinde yikandi. Ardindan 1 saat Anti-Goat 1gG Alkaline Phosphatase antikoru (Merck
Millipore, 1:5000 sulandirma) igeren yikama soliisyonu iginde +4 °C’de hafifce
calkalanarak inkiibe edilmesi saglandi. Membran 3 kere 10’ar dakika 1X TBS iginde
yikandiktan sonra 2 kere 10’ar dakika AP tamponda (0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl; 50 mM
MgCl,+6H,0) yikandi. Son olarak 100 pl NBT (nitroblue tetrazolium) ve BCIP
(bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stok solusyonu, Roche, 11681451001) igeren 10
ml AP tampon i¢inde boyandi. Reaksiyon, protein bantlarinin belirlenmesinin ardindan
membranimn bolca dH;O ile yikanmasi ile durduruldu. Membran kurutuldu ve taranarak

bilgisayara aktarildi.

2.3.15. Uretilen Proteinlerin Saflastiriimasi

pGEX-2T vektoriinden gelen GST kuyruk ile birlikte ifade edilen proteinleri
saflagtirmak i¢in Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) kullanildi. 150 pl glutathione
sepharose 4B (rezin) iyice ¢alkalandiktan sonra bio-spin kromotografi kolonuna (BioRad)
konuldu. Rezin ihtiva ettigi EtOH akitildiktan sonra 7 ml pH 7,4 PBS ile yikandi.
Yikamadan sonra kalan yaklasik 120 ul rezin 120 pl PBS i¢inde ¢oziildii. Boylece 240 pl
olan rezinin iistiine karistirilan protein lizatlar1 ilave edildi. Kromotografi kolonlarinin
kapaklar1 kapatilarak +4 °C’de 30 dakika rezin ve protein 6rnekleri yavasca karistirilarak
inkiibe edildi. Kolondan akan kisim kontrol i¢in bir tiipte toplandi. Daha sonra kolonlar 15
ml PBS ile yikandi. Yikamalarda kolon her seferinde PBS ile ¢alkalandi ve daha sonra
PBS akitildi. Kolona en son 100 pl toplama tamponu (1 ml son hacim i¢inde 3,0733 mg
glutatione reduced (Sigma, G4251) ve 50 pl 1M Tris HCI pHS) ilave edildi. 5-10 dakika
inkiibe edildikten sonra kolondan akitildi. Proteinlerin miktarlar1 belirlendi ve drnekler %
12°1ik SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve GST antikoru ile western blot hibridizasyon analizine
tabi tutuldu. Western sonucunda bantlarin olustugu membranlar kurutuldu ve taranarak
bilgisayara aktarildi. Protein miktarinin tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu

metoda gore Olglimler yapildi.
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2.4. Elde Edilen Vip3 Proteinlerinin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarmin siipernatantlarindan iyon
degisimi kromatografisi yOontemiyle kismi olarak saflastirilan Vip3 proteinlerinin
aktivitelerini test etmek icin Lepidoptera takimina ait Spodoptera littoralis larvalari
iizerinde biyotest caligmasi yapildi. Miktarlar1 belirlenen Vip3 protein gruplarindan 25
ug/ml konsantrasyonunda ornekler hazirlandi. Denemelerde negatif kontrol olarak su ve
NaCl kullanildi. B. thuringiensis MnD ve B. thuringiensis BnBt bakterilerine ait Vip3
proteinlerini i¢eren Ornekler S. littoralis i¢cin marul yapragi iizerine 10 pl numune
bulastirildi. Uygulamadan 6nce 4 saat a¢ birakilmig larvalar besinlerin iizerine birakildi.
Her bir bakteriye ait Vip3 proteini i¢cin 30 adet larva test kaplarina yerlestirildi ve
biyotestler 3 tekrarl yapildi. Biyotestler 25 °C’de gergeklestirildi. Meydana gelen 6liimler
kaydedildi.



3. BULGULAR

3.1. Lokal Izolatlara Ait vip Genlerinin Taranmasi, Klonlanmasi ve Baz
Dizilimlerinin Belirlenmesi

3.1.1. vip Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Yontemiyle Belirlenmesi

vip genleri, dizayn edilen uygun primerler ile PCR’da ¢ogaltildi. PCR iiriinleri % 1°lik
agaroz jelde elektroforez yapildi. Sonugta vipl geninin 585 bp, vip2 geninin 845 bp, vip3
geninin ise 1621 bp biiyiikliigiinde bantlar olusturdugu belirlendi (Sekil 5, 6, 7). Kontrol
olarak kullanilan HD-1 izolatinda da vipl, vip2 ve vip3 genlerinin varligi gézlendi. Lokal
izolatlardan Bacillus thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt suslarinda vip3 geni tespit
edilirken B. thuringiensis tenebrionis Xd3 ve Mm2 suslarinda ise vipl ve vip2 genlerinin

varligi belirlendi.

HD1 BnBt MnD XD3 Mm2
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Sekil 5. PCR ile ¢ogaltilmis vipl genlerinin agaroz jel goriintiisii M: 1 kb DNA
Markir
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Sekil 6. PCR ile ¢ogaltilmis vip2 genlerinin agaroz jel goriintiisti M: 1 kb
DNA Markir
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BnBt
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Sekil 7. PCR ile ¢ogaltilmis vip3 genlerinin agaroz jel goriintiisii M: 1 kb DNA
Markir

3.1.2. vip Genlerinin Klonlanmasi ve Baz Siralarinin Belirlenmesi

vip genleri PCR ile gogaltildiktan sonra pGEM-T Easy klonlama vektoriine aktarildi.
vip genlerinin pGEM-T Easy vektor igerisine klonlandigini belirlemek amaciyla vektor
EcoRI restriksiyon endoniikleaz ile muamele edildi. Sekil 8 ve sekil 9’da kesimi yapilan

vipl geninin 585 bp ve vip2 geninin 845 bp biyiikligiinde oldugu, lineer hale gelen
klonlama vektoriiniin ise 3015 bp biiyiikligiinde oldugu belirlendi.

3000 ——>

1500 —4m8 >

1000 —>
750 —>

500 — >

250 —m>

Sekil 8. vipl genlerini igeren pGEM-T Easy klonlama vektoriiniin ECORI
ile kesimi M: 1 kb DNA Markir
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3000 ——> 3015

1500 ———>

1000 ———
750——> 845
500 ———>

250 —>

Sekil 9. vip2 genlerini igeren pGEM-T Easy klonlama vektoriiniin ECORI
ile kesimi M: 1 kb DNA Markir

Klonlama vektori igerisinde varlig1 tespit edilen vipl ve vip2 genlerinin niikleotid
sirasinin  belirlenmesi igin dizin analizi yapildi. 1621 bp biyiikligiindeki vip3 geninin
PGEM-T Easy vektoriine klonlama caligmalar1 yapildi fakat sadece kontrol sus HD-1’e ait
vip3 geninin klonlanmasi yapilabildi. BnBt ve MnD izolatlarinda PCR ile belirlenen vip3

genine ait olan bantlar jelden temizlenerek sekansa gonderildi.

3.1.3. vip Genlerinin Niikleotid Siralarimin Literatiir ile Karsilastirilmasi

Elde edilen niikleotid siralart NCBI web adresindeki BLAST programi kullanilarak
gen bankasindaki mevcut vip gen siralariyla karsilastirildi (Sekil 10, 11, 12, 13, 14, 15).
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i+ Alignments o
. Max Total Que E .
Description Query Ident = Accession
score score | cover value
[ Brevibacillus laterosporus gene for Isp1b protein 359 359 99% 5e-95 T78% AJ872073.1
() Bacillus thuringiensis isolate DGAS vip1 protein (vip1) gene, partial cds 294 294  99% 2e-75 T6% JNO08308.1
() Bacillus thuringiensis vip operon, complete sequence 294 294 99% 2e-75 T6% EF442245.1
Sekil 10. Mm2 izolatima ait vipl geninin niikleotid siralarmin literatiirdeki vipl gen
siralartyla kargilastirilmast
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
it Alignments )
Description e Joia (Queni] uE Ident  Accession
score score ' cover value
(J Bacillus thuringiensis serovar morrisoni strain BGSC 4AA1 plasmid pBMB51, complete sequence 1511 1511 99% 0.0 99% CP010582.1
() Brevibacillus laterosporus gene for Isp2b protein 699 699 99% 0.0 82% AJ872074.1
(J Bacillus thuringiensis strain S1/4 plasmid vip2S-vip1S operon, complete sequence 682 682 99% 0.0 81% KU726868.1
(J Bacillus thuringiensis serovar tolworthi strain Na205-3 vegetative insecticidal protein (vip2Bb3) gene 682 682 99% 0.0 81% KJ868170.1
(J Bacillus thuringiensis serovar thuringiensis str. 1S5056 plasmid plS56-328, complete sequence 682 682 99% 0.0 81% CP004137.1
Sekil 11. Mm2 izolatma ait vip2 geninin niikleotid siralarmm literatiirdeki vip2 gen
stralariyla karsilastiriimasi
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments o
- Max ' Total Que ,
Description D |dent  Accession
score score cover value
() Bacillus thuringiensis isolate DGA9 vip1 protein (vip1) gene. partial cds 268 268 93% 9e-68 76% JN008908.1
(J Bacillus thuringiensis vip operon. complete sequence 268 268 93% 9e-68 76% EF442245.1

Sekil 12. Xd3 izolatina ait vipl geninin niikleotid siralarinin literatiirdeki vipl gen

stralariyla karsilastiriimasi
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Select: Al None Selected0

it Algnments %
» Max Total Quey E .
Destription ! Ident ~ Accession
sore score cover value
() Brevibacillus laterosporus aene for Isp2b protein 877 817 100% 00 83% AJ8T2074.1
() Bacillus thuringiensis serovar tolworthi strain Na205-3 veqetative insecticidal protein (vip2Bb3) gene. complete cds 868 868 100% 00 83% KJ868170.1
() Bacillus thurinaiensis vip operon. complete sequence 569 569 99% de-158 75% EF442245.1
|| Bacillus thurinqiensis strain 376 vegetative insecticidal protein (vip2) gene, complete ¢ds 567 567 99% 1fe-157 T5% HM439097.1
(J Bacillus thuringiensis Vip2A¢ (vip2Ac) and Vip1Ac (vip1Ac) genes. complete cds 563 553 99% 3e-153 T75% AY245547.1
(J Bacillus thuringiensis strain HBF-18 Vip2 (vip2) aene, partial cds 549 549 99% de-152 75% JQB55506.1
() Bacillus thurinaiensis strain HD525(140) veqetative insecticidal protein gene, complete cds b47 547 99% te-151 TH% EU9403721
() Bacillus cereus strain 84 veqetative insecticidal protein (vip2) gene, complete ¢ds 544 544 99% 2e-150 75% HM439099.1
() Bacillus thuringiensis strain HO8 veqetative insecticidal protein (vip2A) gene. complete ¢ds 5% 53% 99% 8e-148 T5% EU909204.1
() Bacillus thurinaiensis strain DGA 20 Vip2 (vip2) gene. complete cds 44 44 99% 1e-120 T1% JNO35904.1
Sekil 13. Xd3 izolatina ait Vvip2 geninin niikleotid siralarinin literatiirdeki vip2 gen
siralariyla karsilastiriimasi
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
it Alignments o}
. Max ' Total Que ,
Description et Ident Accession
score score cover value
[ Bacillus thuringiensis vip3A gene for vegetative insecicidal protein 560 770 35% 3e-155 96% AJ971413.1
[ Bacillus thuringiensis strain HTS-S-4 Vip3Aa (vip3Aa) gene, complete cds 555 759 35% 1e-153 95% KFE60474.1
0 759 35% 1e-153 95% KI792883.1
() Bacillus thuringiensis strain BTEG1 vegetative insecticidal protein VIP3a (vip3a) gene. partialcds 555 764 35% 1e-153 95% KT985383.1
(J Bacllus thuringiensis strain FJAT14 vegetative insecticidal protein 3Aa gene, complete cds 555 764 35% 1e-153 95% KR340473.1
(J Bacllus thuringiensis strain NBIC-380 Vip3A-380 (vip3Aa) gene. partial cds 555 764 35% 1e-153 95% KT307982.1
Sekil 14. BnBt izolatina ait vip3 geninin niikleotid siralarinmn literatiirdeki vip3 gen

stralariyla karsilastiriimasi



59

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i+ Alignments o}

Max ' Total Query E
score score cover = value

Description Ident  Accession

Bacillus thuringiensis strain HTS-S-4 Vip3Aa (vip3Aa) gene. complete cds 610 838 32% 3e-170 99% KF560474.1

Bacillus thuringiensis strain Is2 vegetative insecticidal protein (vip3) gene. vip3-Aa allele. partial c« 610 838 32% 3e-170 99% KT792883.1
Bacillus thuringiensis strain BTEG1 vegetative insecticidal protein VIP3a (vip3a) gene. partialcds 610 844 32% 3e-170 99% KT985383.1

Bacillus thuringiensis strain FJAT14 vegetative insecticidal protein 3Aa gene. complete cds 610 844 32% 3e-170 99% KR340473.1

Bacillus thuringiensis strain NBIC-380 Vip3A-380 (vip3Aa) gene, partial cds 610 844 32% 3e-170 99% KT307982.1

Bacillus thuringiensis strain 1131 vegetative insecticidal protein Vip3A (vip3A) gene. complete cds 610 838  32% 3e-170 99% JQ946639.1

Bacillus thuringiensis strain QBL-27 Vip3Aa gene. complete cds 610 844 32% 3e-170 99% KF938679.1

Bacillus thuringiensis serovar kurstaki strain HD1 vegetative insecticidal protein (vip3Aa) gene.co 610 844  32% 3e-170 99% HQ594534.1

Sekil 15. MnD izolatina ait vip3 geninin niikleotid siralarmin literatiirdeki vip3 gen
siralariyla karsilastirilmasi

DNA dizin analizi sonucunda yapilan degerlendirmelere gore; B. thuringiensis tenebrionis
(Xd3, Mm2) izolatlarinin vipl ve vip2 genlerini, B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt)
izolatlarinin ise vip3 genini ve kontrol sus olarak kullanilan HD-1 susunun ti¢ vip genini de

icerdigi tespit edildi (Tablo 9).

Tablo 9. Lokal izolatlarda tespit edilen vip genleri

Kod Bakteri vipl vip2 vip3
HD1 Bacillus thuringiensis kurstaki + + +
BnBt Bacillus thuringiensis kurstaki - - +
MnD Bacillus thuringiensis kurstaki - - +
XD3 Bacillus thuringiensis kurstaki + + -

Mm?2 Bacillus thuringiensis kurstaki + + -
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3.2. Vip3 Proteinlerinin Eldesi ve Kismen Saflastirilmasi

3.2.1. Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarinin Biiyiime Egrisinin

ve Vejetatif Safhasimin Belirlenmesi

B. thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt izolatlarinda tespit edilen Vip3 proteinlerinin,
kiiltiir stipernatantindan elde edilebilmesi i¢in Oncelikle izolatlarin vejetatif sathasinin
saptanmas1 amaciyla biiylime egrisi belirlendi. Belirli zaman araliklar1 ile ODggo’de yapilan

Olciimler sonucunda, vejetatif sathanin maksimum oldugu zaman dilimin 24. saat oldugu

belirlendi (Sekil 16).

20
18
16
14
12
10

OD (600 nm)

o N B OO

0123456 7 8 9101112141618 2430 36
Zaman (saat)

—BnBt

==MnD

Sekil 16. Bacillus thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD izolatlarinin biiytime egrisi

3.2.2. Kiiltiir Siipernatantlarindan Vip3 Proteinlerinin izolasyonu

Vejetatif safhasi belirlenen BnBt ve MnD izolatlar1 Terrific (% 12 tripton; % 2,4 maya
ekstrakti; % 0,04 gliserol; 0,17 M KH,PO,; 0,72 M K;HPQO,) siv1 besiyerinde 24 saat

boyunca biyiitiilti ve elde edilen kiiltiirler santrifiijlendikten sonra silipernatantlar

saflagtirma isleminde kullanilmak {izere alindi.
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3.2.2.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Vip3 proteinlerinin saflastirilmasi i¢in ilk olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
Sattar ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan calismada, farkli konsantrasyonlardaki
amonyum siilfat ile ¢oktiiriilen Ornekler lepidoptera zararlilarina karsi uygulanmig ve
biyotestlerin sonucuna gore % 60’lik fraksiyonun en yiliksek etkiyi gosterdigi tespit
edilmistir. Bu c¢alismaya gore BnBt ve MnD izolatlarina ait siipernatantlar % 60’lik
konsantrasyonunda amonyum siilfat ¢Oktiirmesine tabi tutuldu. Coktiirme sonrasinda
ornekler sanrifiijlenerek pelletler 100 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponunda ¢oziildii. Coktiirme
islemini takiben ortamdaki tuzun uzaklastirilmas: amaciyla elde edilen 6rnekler ile gece
boyu diyaliz islemi gergeklestirildi. Diyalizin ardindan bozunan proteinlerin atilmasi i¢in

ornekler santrifiij edildi.

3.2.2.2. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi ve SDS-PAGE Analizi

Vip3 proteinlerinin saflastirilmasi igin, elde edilen hiicre 6ziitli iyon degisimi kolon
kromatografisinden gecirildikten sonra, elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE’de yiiriitiildii.
Protein Oziitii igerdigi belirlenen fraksiyonlar diyaliz islemine tabi tutularak fazla tuzdan
arindirildi. Proteinler, % 12’lik SDS-PAGE kullanilarak 80 V’lik akim altinda yiiriitiildi.
Vip3 proteinlerinin molekiiler agirligi, molekiiler agirligi belli olan bir protein markiri ile
ilgili proteinlerin SDS poliakrilamid jel elektroforezinde birlikte yiiriitiilmesi ile belirlendi.
SDS-PAGE analizi sonucunda iyon degisim kromatografisi ile kismi olarak saflagtirilan

Vip3 proteinleri i¢in ~ 90 kDa’luk bir bant tespit edildi (Sekil 17).
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Sekil 17. Bacillus thuringiensis izolatlarmdan kismen saflastirilmis  Vip3
proteinlerinin SDS-PAGE analizi 1,4,7- HD-1, BnBt ve MnD suslarinin
kaba ekstrakti. 2,5,8- HD-1, BnBt ve MnD siipernatantlarinin %6011k
amonyum siilfat ¢oktiiriilmesi. 3,6,9- Iyon degisimi kolon
kromatografisi.
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3.3. vip3A Geninin Belirlenmesi, Klonlanmasi ve ifade Edilmesi
3.3.1. vip3A Genlerinin PCR Aracihgiyla Cogaltilmasi

Bacillus thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD bakterilerinde, dizayn edilen primerler
yardimiyla tam uzunluktaki vip3A geni belirlendi. PCR diriinleri % 1°lik agaroz jelde

elektroforez tabi tutuldu ve 1 kb’lik DNA marker (Vivantis) ile karsilastirildiginda 2.370 bp
biiyiikliigiindeki vip3A belirlendi (Sekil 18).
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1500—>

1000———>
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Sekil 18. PCR ile ¢ogaltilmis vip3A genlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintiisii M: 1 kb DNA Markir (Vivantis)

3.3.2. vip3A Genlerinin pJET1.2/blunt Klonlama Vektoriine Klonlanmalar, Baz
dizilimlerinin Belirlenmesi ve Filogenetik Analizi

Bacillus thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD bakterilerine ait vip3A genleri PCR ile
cogaltildiktan sonra pJET1.2/blunt klonlama vektoriine aktarildi.  vip3A geninin
pJETL1.2/blunt vektorii icerisine klonlandigini belirlemek amaciyla Bglll restriksiyon
endoniikleaz ile muamele edildi. Kesimi yapilan Vip3A geninin 2.370 bp biiyiikliigiinde
oldugu, lineer hale gelen klonlama vektoriiniin ise 2.974 bp biiyiikliigiinde oldugu belirlendi
(Sekil 19).
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Sekil 19. vip3A genlerini igeren pJET1.2/blunt vektoriiniin Bglll ile
kesimi M: 1 kb DNA Markir 1) Kesilmemis plazmit. 2)
BnBt izolatindaki  Vip3A’y1r igeren  pJETL1.2/blunt
vektortiniin Bglll ile kesimi. 3) MnD izolatindaki vip3A’y1
iceren pJET1.2/blunt vektoriiniin Bglll ile kesimi.

Klonlama vektoriine klonlanan ve varligi tespit edilen vip3A genlerinin dizin analizi
yapildi ve sonuglar degerlendirildi. Dizin analizi islemi genin her iki tarafindan
gerceklestirildi. Analiz sonucuna gére toplam BnBt izolatmna ait Vip3A igin 2.110 bp, MnD
izolatna ait Vip3A i¢in 2.063 bp uzunlugunda bir sira elde edildi. Genin tamami 2.370 bp
oldugundan dolay1 aradaki eksik olan bolgelerin belirlenmesi i¢in okunmus siralardan
yararlanarak yeni bir primer (vip3araPr; 5’- GAGTAAACATCCTCCCTACAC-3’) dizayn
edildi. Ara bolgenin DNA diziliminin belirlenmesi igin tekrar dizin analizine génderildi. Ara
bolgenin de sirasi belirlendikten DNA dizin analizi tam olarak gergeklestirildi (Sekil 20).

DNA dizin analizi ger¢eklestirilen genin aminoasit sirast da belirlendi (Sekil 21).
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ATG AAC AAG AAT AAT ACT AAA TTA AGC ACA AGA GCC TTA CCA AGT TTT ATT
GAT TAT TTT AAT GGC ATT TAT GGA TTT GCC ACT GGT ATC AAA GAC ATT ATG
AAC ATG ATT TTT AAA ACG GAT ACA GGT GGT GAT CTA ACC CTA GAC GAA ATT
TTA AAG AAT CAG CAG TTA CTA AAT GAT ATT TCT GGT AAA TTG GAT GGG GTG
AAT GGA AGC TTA AAT GAT CTT ATC GCA CAG GGA AAC TTA AAT ACA GAA TTA
TCT AAG GAA ATA TTA AAA ATT GCA AAT GAA CAA AAT CAA GTT TTA AAT GAT
GTT AAT AAC AAA CTC GAT GCG ATA AAT ACG ATG CTT CGG GTA TAT CTA CCT
AAA ATT ACC TCT ATG TTG AGT GAT GTA ATG AAA CAA AAT TAT GCG CTA AGT
CTG CAA ATA GAA TAC TTA AGT AAA CAA TTG CAA GAG ATT TCT GAT AAG TTG
GAT ATT ATT AAT GTAAAT GTACTT ATT AACTCT ACACTT ACT GAA ATT ACACCT
GCG TAT CAA AGG ATT AAA TAT GTG AAC GAA AAA TTT GAG GAA TTAACT TTT
GCT ACA GAA ACT AGT TCA AAA GTA AAA AAG GAT GGC TCT CCT GCA GAT ATT
CTT GAT GAG TTA ACT GAG TTA ACT GAA CTA GCG AAA AGT GTA ACA AAA AAT
GAT GTG GAT GGT TTT GAA TTT TAC CTT AAT ACA TTC CAC GAT GTA ATG GTA
GGA AAT AAT TTA TTC GGG CGT TCA GCT TTA AAA ACT GCA TCG GAA TTA ATT
ACT AAA GAA AAT GTG AAA ACA AGT GGC AGT GAG GTC GGA AAT GTT TAT AAC
TTCTTAATT GTATTAACAGCT CTG CAAGCAAAAGCT TTTCTT ACT TTA ACA ACA
TGC CGA AAA TTA TTA GGC TTA GCA GAT ATT GAT TAT ACT TCT ATT ATG AAT
GAA CAT TTA AAT AAG GAA AAA GAG GAA TTT AGA GTA AAC ATC CTC CCT ACA
CTT TCT AAT ACT TTT TCT AAT CCT AAT TAT GCA AAA GTT AAA GGA AGT GAT
GAA GAT GCA AAG ATG ATT GTG GAA GCT AAA CCA GGA CAT GCATTG ATT GGG
TTT GAA ATT AGT AAT GAT TCA ATT ACA GTA TTA AAA GTA TAT GAG GCT AAG
CTA AAA CAA AAT TAT CAA GTC GAT AAG GAT TCC TTA TCG GAA GTT ATT TAT
GGT GAT ATG GAT AAATTA TTG TGC CCA GAT CAA TCT GAA CAA ATC TAT TAT
ACA AAT AAC ATA GTA TTT CCA AAT GAA TAT GTA ATT ACT AAA ATT GAT TTC
ACT AAA AAA ATG AAA ACT TTA AGA TAT GAG GTA ACA GCG AAT TTT TAT GAT
TCT TCT ACA GGA GAA ATT GAC TTA AAT AAG AAA AAA GTA GAA TCA AGT GAA
GCG GAG TAT AGA ACG TTA AGT GCT AAT GAT GAT GGG GTG TAT ATG CCG TTA
GGT GTC ATC AGT GAA ACA TTT TTG ACT CCG ATT AAT GGG TTT GGC CTC CAA
GCT GAT GAA AAT TCA AGA TTA ATT ACT TTA ACA TGT AAA TCA TAT TTA AGA
GAA CTA CTG CTA GCA ACA GAC TTA AGC AAT AAA GAA ACT AAATTG ATC GTC
CCG CCA AGT GGT TTT ATT AGC AAT ATT GTA GAG AAC GGG TCC ATA GAA GAG
GAC AAT TTA GAG CCG TGG AAA GCA AAT AAT AAG AAT GCG TAT GTA GAT CAT
ACA GGC GGA GTG AAT GGA ACT AAA GCT TTA TAT GTT CAT AAG GAC GGA GGA
ATT TCA CAATTT ATT GGA GAT AAG TTA AAA CCG AAA ACT GAG TAT GTA ATC
CAA TAT ACT GTT AAA GGA AAA CCT TCT ATT CAT TTA AAA GAT GAA AAT ACT
GGA TAT ATT CAT TAT GAA GAT ACA AAT AAT AAT TTA GAA GAT TAT CAA ACT
ATT AAT AAA CGT TTT ACT ACA GGA ACT GAT TTA AAG GGA GTG TAT TTA ATT
TTA AAA AGT CAA AAT GGA GAT GAA GCT TGG GGA GAT AAC TTT ATT ATT TTG
GAA ATT AGT CCT TCT GAA AAG TTA TTA AGT CCA GAA TTA ATT AAT ACA AAT
AAT TGG ACG AGT ACG GGA TCA ACT AAT ATT AGC GGT AAT ACA CTC ACT CTT
TAT CAG GGA GGA CGA GGG ATT CTA AAA CAA AAC CTT CAA TTA GAT AGT TTT
TCA ACT TAT AGA GTG TAT TTT TCT GTG TCC GGA GAT GCT AAT GTA AGG ATT
AGA AAT TCT AGG GAA GTG TTA TTT GAA AAA AGA TAT ATG AGC GGT GCT AAA
GAT GTT TCT GAA ATG TTC ACT ACA AAA TTT GAG AAA GAT AAC TTT TAT ATA
GAG CTT TCT CAA GGG AAT AAT TTATAT GGT GGT CCT ATT GTACAT TTT TAC GAT
GTCTCT ATT AAG TAA

Sekil 20. BnBt ve MnD izolatlarina ait Vip3A geninin DNA siras1 (2370 bp)




66

MNKNNTKLSTRALPSFIDYFNGIYGFATGIKDIMNMIFKTDTGGDLTLDEILKNQ
QLLNDISGKLDGVNGSLNDLIAQGNLNTELSKEILKIANEQNQVLNDVNNKLDA
INTMLRVYLPKITSMLSDVMKQNYALSLQIEYLSKQLQEISDKLDIINVNVLINST
LTEITPAYQRIKYVNEKFEELTFATETSSKVKKDGSPADILDELTELTELAKSVTK
NDVDGFEFYLNTFHDVMVGNNLFGRSALKTASELITKENVKTSGSEVGNVYNF
LIVLTALQAKAFLTLTTCRKLLGLADIDYTSIMNEHLNKEKEEFRVNILPTLSNTF
SNPNYAKVKGSDEDAKMIVEAKPGHALIGFEISNDSITVLKVYEAKLKQNYQVD
KDSLSEVIYGDMDKLLCPDQSEQIYYTNNIVFPNEYVITKIDFTKKMKTLRYEVT
ANFYDSSTGEIDLNKKKVESSEAEYRTLSANDDGVYMPLGVISETFLTPINGFGL
QADENSRLITLTCKSYLRELLLATDLSNKETKLIVPPSGFiISNIVENGSIEEDNLEP
WKANNKNAYVDHTGGVNGTKALYVHKDGGISQFIGDKLKPKTEYVIQYTVKG
KPSIHLKDENTGYIHYEDTNNNLEDYQTINKRFTTGTDLKGVYLILKSQNGDEA
WGDNFIILEISPSEKLLSPELINTNNWTSTGSTNISGNTLTLYQGGRGILKQNLQL
DSFSTYRVYFSVSGDANVRIRNSREVLFEKRYMSGAKDVSEMFTTKFEKDNFYT
ELSQGNNLYGGPIVHFYDVSIK*

Sekil 21. BnBt ve MnD izolatlarina ait Vip3A geninin aminoasit siras1 (790 aa)

Elde edilen protein sirasinin NCBI web adresindeki BLAST programi kullanilarak gen
bankasindaki mevcut Vip3A genleri ile karsilastirmasi yapildi (Sekil 22).

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0
i Alignments o

Max | Total Query E

Ident ~ Accession
score score cover value

Description

Bacillus thuringiensis serovar kurstaki strain HD 1 plasmid unnamed2, complete sequence 4381 4381 99% 0.0 100% CP009999.1

Bacillus thuringiensis serovar kurstaki strain HD1 vegetative insecticidal protein (vip3Aa) gene. cor 4381 4381 99% 0.0 100% HQS594534.1

Bacillus thuringiensis vegetative insecticidal protein Vip3A gene. complete cds 4377 4377 99% 0.0 100% AY295778.1
Bacillus thuringiensis strain C9 vegetative insecticidal protein (vip3A) gene, complete cds 4375 4375 99% 0.0 100% AY489126.1

Bacillus thuringiensis strain BTEG1 vegetative insecticidal protein VIP3a (vip3a) gene, partial cds 4372 4372 99% 0.0 100% KT985383.1

Bacillus thuringiensis strain HTS-S-38 Vip3Aa gene. complete cds 4372 4372 99% 0.0 99% KF938680.1

Bacillus thuringiensis strain QBL-27 Vip3Aa gene. complete cds 4372 4372 99% 0.0 99% KF938679.1

Bacillus thuringiensis strain Zad.3 vegetative insecticidal protein Vip3Aad5 gene, completecds 4372 4372 99% 0.0 99% JF710269.1

Bacillus thuringiensis serovar thuringiensis strain 1S5056 \Vip3A (vip3A) gene. complete cds 4372 4372 99% 0.0 99% HM536939.1

Bacillus thuringiensis serovar entomocidus strain HD-110 vegetative insecticidal protein (vip3Aa) g 4372 4372 99% 0.0 99% HM132041.1

Sekil 22. BnBt ve MnD izolatlarina ait vip3A geninin literatiirdeki diger Vip3A gen
stralariyla karsilastiriimasi
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Aminoasit dizisi belirlenen Vip3A proteininin literatiirde bulunan diger Vip3A proteinleriyle
akrabalik derecelerini belirleyebilmek icin MEGA 5 programinda bulunan Neighbour
Joining analizi kullanildi. Agaci olusturmak i¢in kullanilan diger diziler NCBI veri
tabanindan elde edilmistir (Sekil 23).

ADO24128.1-Vip3a
71| AARIBEES.1-VipIA
AARE1131.1-Vip2a
ADYTEE42.1-Vipa
# UnD-Vip3A
100 | g BnBt-Vipa
CAMZTE, 13ip3Af
AAYBE24T 1-ViplAb2
CAM3ZTT.1-Vip3he!
4| | STL-ADZ4B1TT.1-Viglage
L ABH10814.1-Vip3Aht
ADZ4E1T8.1-Vip3Cat
AAVTORE3.1 Vip3Ba!

100 I: ABO30520.1 VipiB b2

CAA44E32.1 B.thuringiznsis cnV gens

02

Sekil 23. Vip3A proteininin Neighbor-Joining analizi ile filogenetik agaci
(Bootstrap metodu ile 1000 tekrarh olarak gerceklestirildi)

3.3.3. Vip3A Geninin pGEX-2T Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Sekansi belirlenen klonlardan segilen tek koloniden kit ile plazmid DNA izolasyonu
yapildi. pJET1.2/blunt vektoriine klonlanmig Vip3A geni, ekspresyon vektorlerine klonlamak
icin BamHI ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve agaroz jel elektroforezine tabi
tutuldu (Sekil 24). Aymi zamanda pGEX-2T ekspresyon vektorii de ayni restriksiyon
enzimler ile kesildi. Klonlama vektorii olan pJET1.2/blunt vektor i¢inde olan vip3A geni
BamHI ve EcoRI enzimleriyle kesildiginde 2.974 bp biyiikligiinde lineer olarak
pJET1.2/blunt vektor ve 2.370 bp biiyiikligiinde kiit uglu Vip3A geni meydana geldi. Ayn1
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enzim kesim bolgesine sahip olan pGEX-2T ekspresyon vektoriiniin biiytikligi de 4.948 bp
olarak belirlendi. BamHI ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesilmis vektor ve Vip3A geni

birbirine yapistirildi.

Sekil 24. vip3A genlerini igeren pJETL1.2/blunt vektoriinin BamHI ve
EcoRI restriksiyon enzimleriyle kesimi M: 1 kb DNA Markir
(Promega, Vivantis)

vip3A genleri ile yapistirilan pGEX-2T plazmitleri E. coli DH10B konak hiicresine
aktarildi. Transformasyon sonunda meydana gelen kolonilerden plazmit DNA’lar izole
edildi. Bu plazmitlerin vip3A genini igerip igermedigini dogrulayabilmek i¢in BamHI ve
EcoRI enzimleri ile kesim yapildi (Sekil 25). Kesimi yapilan pGEX-2T ekspresyon
vektoriiniin 4.948 bp biyiikliginde oldugu gozlemlendi. Ayrica yapilan kesim ile vektor
icerisinde 2.370 bp biiyiikliigiinde vip3A genleri tasindig1 belirlendi. vip3A genini igeren

plazmitler segildi ve daha sonra protein ekspresyon ¢alismalarda kullanild.
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BnBt  pGEX-2T

5200
4000

Sekil 25. pGEX-2T wvektoriinin ve Vip3A genini igeren pGEX-2T
vektoriiniin BamHI ve EcoRlI restriksiyon enzimleriyle kesimi

3.3.4. Protein Ekspresyonu ve SDS-PAGE Analizi

Baz dizilimi belirlenen vip3A genleri pGEX-2T ekspresyon vektoriine GST kuyrugu
icerecek sekilde klonlandi. pGEX-2T vektorii, ¢coklu klonlama bolgesinin 6niinde (MCS)
giiclii bir promotor ve glutation S transferaz (GST) geni icermektedir. MCS’ye klonlanan
genler GST ile flizyon olacak sekilde ifade edilir.

Protein ekspresyonu i¢in Vip3A genlerinin klonlandigi pGEX-2T vektorleri, E. coli
BL21(DE3) konak hiicresine aktarildi. Ayrica, kontrol amaciyla Vip3A genini igermeyen
PGEX-2T vektorii de aymi hiicrelere aktarildi. Vip3A geninin klonlandigi pGEX-2T
vektoriiniin transform edildigi E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden, sadece pGEX-2T’nin
transfer edildigi E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden ve igerisinde plazmit bulunmayan E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinden proteinler ifade edildi. ifade edilen ve GST kuyrugu igeren
proteinler saflastirildi. Saflastirma isleminden sonra proteinler SDS-PAGE’te yiiriitiildii.

SDS-PAGE analizi sonucunda, E. coli BL21 (DE3) hiicresinde ifade edilmis ve
saflastirilmis GST kuyruk ile birlikte ifade edilen Vip3A proteini igin ~116 kDa’luk bantlar
belirlendi. Saflagtirilmis GST kuyrugu ile tek basma 26 kDa’luk bant elde edildi (Sekil 26).
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Sekil 26. pGEX-2T vektoriine klonlanip kismen saflastirilan rekombinant Vip3A

proteininin SDS-PAGE analizi, M: Protein marker (10-170 KkDa,
Fermentas) A) Hizli giimiis boyama sonrasi elde edilen SDS-PAGE
goriintlisii. B) Western Blot analizi sonrasi elde edilen SDS-PAGE
goriintiisii. 1- Saflastirilmis GST kuyrugu (26 kDa). 2- BnBt izolatindan
saflagtirilan GST ile flizyon olusturmus VIip3A proteini (GST+Vip3A:
~116 kDa). 3- MnD izolatindan saflastirilan GST ile fiizyon olusturmus
Vip3A proteini (GST+Vip3A: ~116 kDa).

3.4. Elde Edilen Vip3 Proteinlerinin Spodoptera littoralis Larvalar1 Uzerindeki
Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Bacillus thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD izolatlarina ait Vip3 proteinlerinin

aktivitelerini test

etmek i¢in Lepidoptera takimina ait Spodoptera littoralis larvalar1 bu

caligmada biyotest organizmasi olarak kullanildi. Vip3 proteinlerinden 25 pg/ml

konsantrasyonunda hazirlanan ornekler S. littoralis larvalarina besin yoluyla verildi. BnBt

izolatina ait Vip3 proteini verilen larvalarda % 40’lik, MnD izolatina ait Vip3 proteini

verilen larvalarda % 31°lik 6lim orami gozlendi. Negatif kontrol olarak verilen su ve

NaCl’nin besin yoluyla verilmesinde ise larvalarda sirasiyla % 0 ve % 3 oraninda 6lim

meydana geldi (Sekil 27). Meydana gelen dliimlerin % 90’1 protein alimindan 24 saat

sonrasinda gdzlenmistir. Daha sonraki giinlerde ise besin aliminin yavasladigi goriilmistiir.
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Sekil 27
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. Vip3 proteinin Spodoptera littoralis larvalar1 tizerindeki insektisidal etKisi



4. TARTISMA

Gliniimiizde zararli boceklerle miicadelede c¢ok yogun sekilde kullanilan
kimyasallarin dogaya ve insanlara vermis oldugu zarar hepimiz tarafindan ¢ok iyi
bilinmektedir. Bu anlamda kimyasal miicadeleye en iyi alternatif ¢evre dostu bitki koruma
iiriinleriyle yapilacak mikrobiyal miicadeledir. Mikrobiyal miicadele kapsaminda farkl
bocek tiirleri lizerinde yiiksek oranda insektisidal etkiye sahip ve ¢evre icin gilivenli olan
baz1 entomopatojen bakteriler tarim zararlilarinin kontroliinde kimyasal pestisitlere karsi
onemli bir alternatiftir.

Zararli boceklerin kontrolii i¢in entomopatojenik bakteriler arasinda en fazla tercih
edileni B. thuringiensis’dir. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri insektisidal etkisi yiiksek
olan proteinleri iretme yetenekleridir. Bugiine kadar en yaygm olarak kullanilan
insektisidal proteinler, B. thuringiensis’den elde edilen Cry proteinleridir. Bu proteinler
sporlanma sirasinda parasporal kristallerde birikir ve hiicre duvari parcalandiktan sonra
kiiltir ortamma salinir. B. thuringiensis’in  kristallerine ve sporlarina dayali
formiilasyonlar, lepidopteran boceklerin genis bir kismini, bazi coleoptera, karasinekler ve
sivrisinek tiirlerini kontrol etmek amaciyla basariyla kullanilmaktadir (Sanchis, 2011;
Sanahuja vd., 2011, Chakroun, 2015).

Cry proteinlerinin zirai miicadeledeki genis basarisina ragmen, artan bocek direnci ve
dar insektisidal spektrumlari Bt teknolojisinin uzun vadeli siirdiiriilebilirligini tehdit
etmektedir (McGaughey, 1985; Schnepf, vd., 1998; Shingote vd., 2013). Bu problemin
istesinden gelebilmek i¢in, bilinen Cry proteinlerinden farkli 6zelliklere sahip yeni
insektisidal proteinler belirlemek ve karakterize etmek amaciyla ¢ok ¢esitli habitatlardan
yeni B. thuringiensis izolatlarinin arastirilmasi ile ilgili ¢alismalarin arttig1 gorilmiistiir. B.
thuringiensis’in vejetatif biiyiime sathasi sirasinda, bazi suslarin vejetatif insektisidal
proteinler (Vip) olarak adlandirilan, ortama salgilanan proteinler iirettigi ve bir takim
boceklere karsi insektisidal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Estruch vd.,1996; Schnepf
vd., 1998; Donovan vd., 2001; Milne vd., 2008).

Bu tez ¢alismasi, daha 6nce izole ve karakterize edilmis, laboratuvarimizda mevcut
olan bazi lokal Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B. thuringiensis tenebrionis
(Xd3, Mm2) suslarida vip (vipl, vip2 ve vip3) genlerinin varliginm ilk kez arastirilmast,
lepidopterler iizerinde etkili olan Vip3A proteinlerinin siipernatanttan iyon degisim

kromatografisi ile elde edilerek Spodoptera littoralis zararlisina karsi uygulanmasi ve
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vip3A genlerinin E. coli BL21(DE3)’ye klonlanip ifade edilmesi bakimindan 6zgiin deger
tagimaktadir.

Lokal B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B. thuringiensis tenebrionis (Xd3,
Mm2) izolatlarinda ve kontrol sus HD-1’de vip genlerinin (vipl, vip2 ve vip3) varliginin
belirlenmesi i¢in ilk olarak PCR ¢aligmalar1 yapildi. Bu amag¢ dogrultusunda, Hernandez-
Rodriguez ve arkadaslari (2009) tarafindan vip gen ailelerinin korunmus bdlgelerinden
dizayn edilmis olan primerler kullanilarak vipl (585 bp), vip2 (845 bp) ve vip3 (1621 bp)
gen bolgelert kismi olarak ¢ogaltildi. PCR sonunda elde edilen bantlar agaroz jelden
kesilip temizlenerek pGEMT-Easy klonlama vektoriine aktarildi. Klonlarmn dogrulanmasi
amaciyla elde edilen plazmitler DNA dizin analizine gonderilerek gelen sonuglar
degerlendirildi. Bu degerlendirmeler sonucunda elde edilen verilere gore; B. thuringiensis
tenebrionis (Xd3, Mm2) izolatlarmm vipl ve vip2 genlerini, B. thuringiensis kurstaki
(MnD, BnBt) izolatlarinin ise vip3 genini ve kontrol sus olarak kullanilan HD-1 susunun
ti¢ vip genini de icerdigi tespit edildi.

Hernandez-Rodriguez ve arkadaslar1 (2009), 507 sustan olusan B. thuringiensis
koleksiyonunda bilinen vip genlerini belirlemek ve potansiyel olarak yeni vip genlerini
tespit etmek amaciyla bir ¢alisma yaptilar. Ilk olarak 507 Bt susunda PCR taramasi
gerceklestirildi. vip genlerinin taranmasi, vip gen ailelerindeki uygun bolgelerden dizayn
edilmis primerler ile yapildi. Yapilan tarama ile 507 sustan 54 susta (% 10,7) vipl genini,
46 susta (% 9,1) vip2 genini ve 248 susta (% 48,9) ise vip3 genini tespit ettiler. Daha sonra
ayni ailedeki farkli vip genlerin tanimlanmasi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi kullandilar. Yapilan bu
caligma ile iki yeni vip genini kesfettiler. Bu ¢alismada gergeklestirilen strateji ile, bilinen
vip genlerinin smiflandirilmasina ve yeni vip genlerinin tanimlanmasina Onciiliik
edebilecegini ileri siirdiiler.

Cry proteinlerine kars1 direnglilik tespit edilen Lepidoptera grubuna ait zararlilara
kars1 Vip3 proteinlerinin son derece etkili oldugu giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarla
belirtilmistir: Spodoptera exigua, Spodoptera frugiperda (Estruch vd., 1996; Figueiredo
vd., 2013), Helicoverpa zea, Chilo partellus, Phthorimaea opercullela, Heliothis virescens,
Manduca sexta (Lee vd., 2003), Ephestia kuehniella (Abdelkefi-Mesrati vd., 2005),
Spodoptera litura (Bhalla vd., 2005), Trichoplusia ni (Fang vd., 2007), Chrysodeixis
chalcites, Lobesia botrana, Mamestra brassicae, Spodoptera littoralis, Plutella xylostella

(Palma vd., 2013), Ectomyelois ceratoniae (Ruiz de Escudero vd., 2014; Boukedi vd.,
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2015). Bu caligmada da Lepidoptera takimindan S. littoralis’e karsi insektisidal etkisini
arastirmak iizere vip3 geninin bulundugu belirlenen lokal izolatlardan Vip3 proteinlerinin
elde edilmesi i¢in ¢aligmalar yapildi.

B. thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD izolatlarinda tespit ettigimiz Vip3
proteinlerinin kiiltliir slipernatantindan elde edilebilmesi i¢in dncelikle bu izolatlarin
vejetatif sathasini belirlemek amaciyla biiyiime egrisi grafigi ¢izildi. Belirli zaman
araliklar1 ile ODggo’de yapilan dlgiimler sonucunda, vejetatif sathanin maksimum oldugu
zaman dilimin 24. saat oldugu belirlendi. Bu deneyin sonucu, Estruch ve arkadaslari
(1996) ile Sattar ve arkadaslar1 (2008) tarafindan farkli Bt suslar1 i¢in gosterilen biiylime
modeline ¢ok benzer oldugu goriildi. Vip3 proteinlerini igeren izolatlar, Teriffic broth
besiyerinde 24 saat biiyiitiilmeye birakilarak kiiltiirler elde edildi. Sattar ve arkadaslari
(2008) tarafindan yapilan ¢alismada % 0-80 arasinda yapilan farkli doygunluktaki
amonyum siilfat ¢oktiirmeleri sonucunda lepidopteran zararlilarina kars1 en yiiksek aktivite
% 60’lik fraksiyonunda gozlenmistir. Yapilan bu ¢alisma baz almarak bu tez kapsaminda
da Kkiltiirler santrifiij edildikten sonra ilgili proteinleri iceren siipernatantlar % 60
doygunlukta amonyum siilfat ¢oktlirmesine tabi tutuldu. Santrifiij ile ¢oktiiriilen proteinler
uygun tamponda ¢oziildii ve tuzdan arindirilmasi i¢in gece boyu diyalize birakildi.
Proteinlerin kismen saflastirilmasini gergeklestirmek i¢in Q-Sepharose (Anyon degistirici)
iceren kolon ile tek asamali iyon degisimi kromatografisi yapilarak fraksiyonlar elde edildi.
Fraksiyonlar, % 12’lik SDS-PAGE’de yiiriitillereck Vip3 proteinlerini i¢eren fraksiyonlar
belirlendi. Daha sonra bu fraksiyonlar birlestirildi ve SDS-PAGE analizi ile ~90 kDa’luk
proteinin varligr gozlendi. Daha Once yapilan bir¢ok c¢alismada da bildirilen Vip3
proteinleri ile benzer biiyiikliikte oldugu goriildia (Estruch vd., 1996; Selvapandiyan vd.,
2001; Doss vd., 2002; Cai vd, 2003; Bhalla vd., 2005; Mesrati vd., 2005, Sattar vd, 2008).

BnBt ve MnD izolatlarindan kismen saflastirilan Vip3 proteinlerinin miktarlar1
Bradford metoduyla belirlendi. Spodoptera littoralis ikinci dénem larvalarina 25 pg/ml
konsantrasyonunda proteinler verilerek insektisidal aktiviteleri gozlemlendi. 10 giin
boyunca kaydedilen 6liimler sonucunda BnBt izolatindan elde edilen Vip3 proteinin % 40,
MnD izolatindan elde edilen Vip3 proteinin ise % 31 oraninda oldiiriicii etkiye sahip
oldugu bulundu. Sattar ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Vip3 proteinin
tek bant olarak elde edilebilmesi i¢in iki asamali iyon degisim kromatografi uygulanmistir.
Ayni caligmada; farkli Bt izolatlarnin siipernatantlarindan elde edilen ham protein

ekstraktlart ve iyon degisimi kromatografisi ile kismen saflagtirilan Vip3 proteinleri ile
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Agrotis ipsilon, Helicoverpa armigera ve Spodoptera littoralis zararlilarina karst biyotest
uygulanmistir. Yumurtadan yeni ¢ikan larvalara 25 pg/ml ham protein ekstrakti verilerek
yapilan ¢alismalar ile 7 giin boyunca 6liimler izlenmis ve % 11 - % 95 arasinda farkli 6liim
oranlar1 kaydedilmistir. En fazla toksisite gozlenen Bt izolat1 secilerek iki asamali DEAE-
Sephacel anyon degisim kolonu ile Vip3 proteini saflastirilmis ve lepidopteran zararlarina
karsi test edilerek LCsg degerleri belirlenmistir.

Tezimizin ikinci kisminda yapilan ¢alismalar kapsaminda Lepidopteralar {izerinde
insektisidal etkisi bulunan B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarinda tespit
ettigimiz vip3A geninin 2.370 bp’lik tam uzunlukta elde edilebilmesi i¢in yeni bir primer
c¢ifti dizayn edildi. PCR yontemi ile g¢ogaltilan vip3A geni pJET1.2/blunt vektoriine
klonlandi. Elde edilen dogru klonlar DNA dizin analizine gonderilerek sonuglar
degerlendirildi. Baslangicta, Macrogen (Hollanda) firmasma yaptirilan DNA dizin analizi
sonucunda BnBt izolat1 i¢in 5° yoniinden 1.038 baz, 3’ yoniinden ise 1.072 bazlik kismi ve
MnD izolat1 i¢in 5’ yoniinden 999 baz, 3’ yoniinden ise 1.064 bazlik kismu tespit edildi.
vip3A geninin tamami 2.370 bp uzunlugunda oldugu i¢in eksik olan bolgenin belirlenmesi
icin yeniden bir primer dizayn edildi. Yapilan dizi analizi sonucunda elde edilen veriler ile
ilk gelen sonuglar Clustal W Multiple Sequence Alignment programi ile cakistirilarak
Vip3A geninin tam siras1 ortaya ¢ikarildi. Vip3A geni, 2.370 bp uzunlugunda olup 790
aminoaside sahiptir.

Kolay calisilabilir olmasi, rahat elde edilebilmesi ve daha once yapilan ¢alismalarda
verimli sonucglar alinmasi nedeniyle bu calismada klonlama ve ekspresyon igin konak
olarak E. coli kullanildi. Yapilan ¢alismalarda, B. thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt
izolatlarinda vip3A gen siralarinin tam olarak elde edilmesinin ardindan genin ekspresyonu
icin ¢coklu klonlama bdlgesinin 6niinde (MCS) giiglii bir promotor ve glutation S transferaz
(GST) geni iceren pGEX-2T vektoriine klonlanarak E. coli BL21 (DE3) konak hiicresinde
ifade edildi. Daha sonra GST kuyrugu igeren proteinler saflastirildi ve ardindan SDS-
PAGE analizi yapildi. SDS-PAGE’in ardindan yapilan giimiis boyama ve western blot
analizi sonucunda saflagtirilmis olan GST kuyruk ile birlikte ifade edilen Vip3A
proteinlerinin biiyiikliigli yaklasik olarak 116 kDa’luk bant olarak goriildii. Bunun nedeni,
~90 kDa olan Vip3A proteinine 26 kDa’luk GST kuyrugun eklenmesiyle 116 kDa’luk
banta denk gelmesidir. ~116 kDa civarinda belirlenen bant hizasinda bos plazmitte bant
gbzlemlenmedi.

El-Ghareeb ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, lokal B.
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thuringiensis izolatinin vejetatif safhasinda salindigi belirlenen Vip3Aa proteinin S.
littoralis tizerindeki insektisidal aktivitesini belirlediler. Bunun igin ilk olarak plazmit
DNA’sindan tam uzunlukta vip3Aa (2,3 kb) geni izole edildi. Buna ek olarak, bakteri
susundan izole edilen genomik DNA’da vip3Aa geninin saptanmadig1 ve plazmit kaynakli
bir gen olabilecegini belirttiler. Daha sonra vip3Aa geni pGEM-T vektoriine klonlandi ve
sekanslanarak gen dizilimini belirlediler. pQE-30 ekspresyon vektoriine klonlayarak
E.coli’de ifade ettiler. ifade edilerek saflastirilmis Vip3Aa proteinin toksisitesi, S.
littoralis'in ilk instar larvalarina karsi biyotest yapilarak belirlediler ve yabani susla
karsilagtirma yaptilar. Biyotest sonuglarina goére yabani susun, rekombinant saflastiriimis
proteinden daha toksik oldugu belirtilmistir. Mortalitedeki bu farkliligim, ekspresyonun
dogasina ve rekombinant proteinin N-ucuna kaynastirilan 0,5 kDa’dan kaynaklanabilecegi
sOylenmistir.

Bhalla ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan bir calismada da, 24 tane B.
thuringiensis (Bt) susunda, vip3Aal'e spesifik primerler kullanarak vejetatif insektisidal
protein geni (vip) benzeri dizilerin varhigini saptamak i¢in polimeraz zincir reaksiyonu ile
tarand1. Vip-benzeri gen sekanslar1 sekiz bakteri susunda tanimlandi ve bu genler
klonlanarak gen dizilimi belirlendi. B. thuringiensis tolworthi‘den aminoasit dizisi
belirlenen vip-benzeri genin simdiye kadar bildirilen Vip proteinleri ile karsilastirildiginda
onemli farkliliklar gosterdigini belirlediler. Vip3Aal'den farkli olan bu geni vip3Aal4 geni
olarak tanimladilar. Bt tolwarthi'den gelen vip3Aal4 geni, tam uzunlukta ve kesilmis
(sinyal diziliminden yoksun) olarak ayri ayr1 ekspresyon vektorii pET29a kullanilarak E.
coli'de ifade edildi. ifade edilen Vip3Aal4 proteini sitozolik siipernatantda oldugu kadar
pelet fraksiyonunda da bulundugunu, ancak bu proteinin sitozolik siipernatant
fraksiyonunda daha bol miktarda bulundugunu belirttiler. Tam uzunlukta ve kesilmis
Vip3Aal4 proteinleri, Spodoptera litura ve Plutella xylostella larvalarina karsi yapilan
biyotestler sonucunda olduk¢a toksik oldugu goriildi. Vip3Aal4d proteininin N-
terminalinden 33 aminoasitin kesilmesi ile insektisidal aktivitenin etkilenmedigini
belirlediler. Boylece, Vip protein sekansmnm 1-33 aminoasite denk gelen kismm bu
bdceklere karsi toksiklik bakimindan hicbir rol oynamadigini agikga ortaya koydular.

Hernandez-Rodriguez ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 c¢alisma ile 507 B.
thuringiensis suslarinda gerceklestirilen PCR taramasi sonucunda Vvip genlerini igeren
suslarin genel olarak hem crylA hem de cry2 genlerini de tasidig1 belirtilmistir. vipl geni

iceren suslarm %79,6's1, vip2 geni igeren suslarin %84,8'i ve vip3 geni igeren suslarin
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%91,5'i hem crylA hem de cry2 genleri i¢eriyordu. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan lokal
izolatlardan B. thuringiensis tenebrionis Xd3 ve Mm2 izolatlarinda cry3 geni, B.
thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt izolatlarinda ise cryl ve cry2 geni igerdigi
bilinmektedir (Sezen vd., 2010). Yapilan vip genlerinin PCR ile taranmasi sonucunda da
B. thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2) izolatlarinin vipl ve vip2 genleri, B. thuringiensis
kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarinin ise vip3 geni tespit edildi.



5. SONUCLAR

Bu ¢alisma sonucunda, lokal Bacillus thuringiensis kurstaki (BnBt, MnD) ve
Bacillus thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm?2) izolatlarinda vip (vipl, vip2 ve vip3)
genlerinin PCR ile taranmasi, izolatlara ait vip genlerinin klonlanmasi, karakterizasyonu,
BnBt ve MnD suglarma ait Vip3 proteinlerinin kiiltiir siipernatantindan iyon degisim
kromatografisi yontemiyle saflastirilarak Spodoptera littoralis larvalarma karsi insektisidal
aktivitesi belirlenmistir.

v' Yapilan PCR taramasi ve klonlama c¢alismalari sonucunda B. thuringiensis
tenebrionis (Xd3, Mm2) izolatlarinin vipl ve vip2 genlerini, B. thuringiensis
kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarinin ise vip3 genini i¢erdigi tespit edildi.

v' B. thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD izolatlarinin vejetatif sathasinin maksimum
oldugu zaman dilimin 24. saat oldugu belirlendi.

v SDS-PAGE analizi ile vip3 genlerinin ~90 kDa’luk bir protein kodladig1 belirlendi.

v" Yapilan biyotest sonucunda BnBt izolatindan elde edilen Vip3 proteinin % 40,
MnD izolatindan elde edilen Vip3 proteinin ise % 31 oraninda 6ldiiriicti etkiye
sahip oldugu bulundu.

v’ B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarina ait tam uzunluktaki vip3A geni
dizayn edilen primerler yardimiyla ¢ogaltilarak klonlandi ve baz dizilimi belirlendi.

v vip3A geninin, 2.370 bp uzunlugunda 790 aminoaside sahip oldugu tespit edildi.

v' SDS-PAGE analizi ile proteinin biiyiikligiiniin yaklasik ~116 kDa oldugu gézlendi.



6. ONERILER

Zararli boceklerle miicadelede kimyasal insektisitlere en iyi alternatif
biyoinsektisitlerdir. Bu anlamda biyolojik miicadele i¢cin en ¢ok kullanilan
entomopatojenik bakterilerden B. thuringiensis’dir. B. thuringiensis’den elde edilen Cry
proteinlerine dayali formiilasyolarin zararlilar {izerinde insektisidal etkilerinin yiiksek
olmasindan dolay1 basaril1 bir sekilde kullanilmaktadir.

Cry proteinlerinin biyolojik miicadeledeki basarisina ragmen, artan bocek direnci ve
dar insektisidal spektrumlari Bt teknolojisinin uzun vadeli siirdiiriilebilirligini tehdit
etmektedir (McGaughey, 1985; Schnepf ve Crickmore, 1998; Shingote vd., 2013). Bu
problemin {iistesinden gelebilmek i¢in bilim adamlari, ¢ok cesitli habitatlardan yeni B.
thuringiensis izolatlarinin arastirilarak karakterize edilmesi ve Cry proteinlerinden farkli
Ozelliklere sahip yeni insektisidal proteinlerin belirlenmesi amaciyla ¢alismalar
yapmuslardir. Yapilan arastirmalar sonucunda B. thuringiensis’in vejetatif safthasinda, bazi
suslarm vejetatif insektisidal proteinler (Vip) olarak adlandirilan, ortama salinan proteinler
iirettigi ve bir takim bdcek tiirlerine karsi insektisidal aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Estruch vd.,1996; Schnepf vd., 1998; Donovan vd., 2001; Milne vd., 2008).

Bu tez kapsaminda yapilan g¢alismalar sonucunda lokal B. thuringiensis kurstaki
(MnD, BnBt) ve B. thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2) izolatlarinda tespit edilen vipl,
vip2 ve vip3 genlerinin alt tiirleri tespit edilebilir.

B. thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt suslarindan elde edilen kismi saflagtirilmis
Vip3 proteinlerine ait insektisidal aktivite ¢alismalar1 farkli bocek tiirleri tizerinde de
yapilabilir.

B. thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt suslarindan elde edilecek saf Vip3A
proteinlerinin bocek tiirleri tizerinde etkileri test edilebilir.

B. thuringiensis tenebrionis Xd3 ve Mm2 izolatlarinda tespit edilen vipl ve vip2
genlerinin tam uzunlukta elde edilebilmesi i¢in PCR ve klonlama g¢aligmalar1 yapilabilir.
Ardindan bu genler ifade edilerek Coleoptera takimina ait farkli bocek tiirlerine karsi
insektisidal aktivitelerine bakilabilir.

vip3 geninin, bocekler lizerindeki etkilerini artrmak amaciyla yine bocekler tizerinde
etkili olan farkli genlerle (Diger cry genleri, cyt genleri gibi) bir araya getirilerek fiizyon

protein olusturulabilir.
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Cry ve Vip proteinlerini igeren yiiksek oOldiiriicii etkiye sahip olan mikrobiyal
miicadele etmenleri kullanilarak biyolojik bitki koruma iirlinii olusturma caligmalar1

yapilabilir.
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