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BAZI ENTOMOPATOJENİK BAKTERİLERİN VEJETATİF İNSEKTİSİDAL 
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Danışman: Prof. Dr. Kazım SEZEN 
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Bu çalışma ile daha önceki çalışmalarda izole ve karakterize edilmiş lokal Bacillus 

thuringiensis kurstaki (BnBt, MnD) ve Bacillus thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2) 

izolatlarında vip (vip1, vip2 ve vip3) genlerinin PCR ile taranması, izolatlara ait bazı vip 

genlerinin klonlanması, karakterizasyonu gerçekleştirildi. BnBt ve MnD izolatlarından 

kısmi olarak saflaştırılan Vip3 proteinlerinin Spodoptera littoralis larvalarına karşı 

insektisidal aktivitesi belirlendi. Yapılan PCR taraması ve klonlama sonucunda MnD ve 

BnBt suşlarında vip3 geninin, Xd3 ve Mm2 suşlarında ise vip1 ve vip2 geninin varlığı 

tespit edildi. BnBt ve MnD izolatlarına ait Vip3 proteinleri, kültür süpernatantlarından iyon 

değişim kromagrafisiyle elde edilerek SDS-PAGE analizi yapıldı ve proteinlere ait 90 

kDa’luk bant belirlendi. Elde edilen proteinler S. littoralis larvalarına karşı kullanıldı ve 

biyotest sonucunda BnBt’ye ait Vip3 proteininin % 40, MnD’ye ait Vip3 proteininin % 31 

oranında öldürücü etkiye sahip olduğu gözlendi. Tezin ikinci kısmında BnBt ve MnD 

izolatlarına ait tam uzunluktaki vip3A genleri klonlandı ve baz dizilimleri belirlendi. vip3A 

geninin, 2.370 bp uzunluğunda olup 790 aminoaside sahip olduğu belirlendi. Daha sonra 

pGEX-2T ekspresyon vektörüne klonlanarak E. coli BL21(DE3)’de ifade edildi ve kısmi 

olarak saflaştırıldı. SDS-PAGE analizi sonucunda ~90 kDa’luk Vip3A proteinine eklenmiş 

26 kDa’luk GST kuyruğu ile ~116 kDa’luk bir bant gözlendi.  

 

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, Mikrobiyal mücadele, Spodoptera littoralis, 

Vejetatif insektisidal protein (Vip)  
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SUMMARY 

 

DETERMINATION OF VEGETATIVE INSECTICIDAL PROTEIN (vip) GENE 

CONTAINS AND INSECTICIDAL ACTIVITIES OF SOME ENTOMOPATHOGENIC 

BACTERIA 

 

Aysun ADIGÜZEL 

 

Karadeniz Technical University 

The Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Biology Graduate Program 

Supervisor: Prof. Dr. Kazım 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, vip1 and vip2 genes in Xd3 and 

Mm2 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 BİLGİLER 

 

 1.1. Giriş 

 

İnsanoğlu varoluşundan günümüze kadar böceklerin sebep olduğu sorunlarla 

uğraşmak zorunda kalmıştır. Bazı hastalıkları yaymaları ve tarım alanlarına verdiği zararlar 

yüzünden böceklerle mücadele etmek kaçınılmaz olmuştur. Tarımsal ürünlerin veriminin 

arttırılması ve korunması için böceklerle yapılan kimyasal ve biyolojik mücadele sırasında 

doğal habitatların korunması esastır. Çünkü ekolojik özellikler dikkate alınmadan yapılan 

mücadele yöntemleri biyolojik çeşitliliğin azalmasına, başka zararlıların ortaya çıkmasına 

ve uzun vadede verim düşüşüne neden olmaktadır. Mevcut tarım alanlarının yanlış 

kullanılması hem çevreyi, hem de besin ihtiyacı hızla artmakta olan insan topluluklarını 

olumsuz etkilemektedir. Bu durum dünya genelindeki nüfus artışı ve besin sıkıntısı 

düşünüldüğünde tarımın önemini daha da artırmaktadır (Miller, 1998; Ayvaz, 2001; 

Yılmaz, 2010).  

Böcekler ile mücadele yöntemleri, doğal yöntemler ile başlayıp sentetik 

kimyasalların kullanımıyla devam etmiştir. Fakat daha sonra kimyasalların hem çevreye 

hem de hedef olmayan canlılara vermiş olduğu zararlar nedeniyle çevre dostu yöntemlerin 

geliştirilmesi zorunlu hale gelmiştir. Günümüzde kullanılan kimyasallar geçmişte 

kullanılanlarla kıyaslandığında (DDT gibi) daha güvenli ve yarılanma ömrü az olmasına 

rağmen yine de bir takım sorunlar ortaya çıkarmaktadır. Örneğin, sentetik insektisitlere 

uzun süre maruz kalındığında kanser, karaciğer hastalıkları, immunotoksisite, doğum 

anormallikleri, insan ve diğer hayvanlarda görülen kısırlık problemleri gibi birçok problem 

ortaya çıkmaktadır (Kegley ve Wise, 1998). Ayrıca kullanılan kimyasal insektisitler, 

hayatımızın en önemli parçalarını oluşturan su, hava ve toprağın ölçülebilir düzeyde 

kirlenmesine neden olmaktadır (Newsom, 1996). Tarım ilacı kalıntılarının suda eser 

miktarda bulunması bile sucul ekosistemlerdeki besin zincirlerinin bozulmasına ve 

buradaki canlı türlerinin hızla yok olmasına neden olmaktadır (Aguilar vd., 1997). 

Ticari olarak satılan kimyasal insektisitlerin birçoğu özgüllük göstermediği için 

arılar, kuşlar, balıklar, mikroorganizmalar ve omurgasızlar gibi hedef olmayan 

organizmalarda ölümlere neden olmaktadır. Ayrıca kuş, balık ve diğer organizmalarda 
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üreme potansiyelinin azalması, hedef olmayan organizmalarda dirençlilik oluşması sonucu 

insanlara hastalık taşıyan böcek ve parazitlerin kontrolden çıkması, ekosistemin yapısının 

ve tür sayısının değişmesi gibi birçok yan etkileri belirlenmiştir (Yücel, 2007). 

Kullanılan kimyasalların doğal düşmanların ölümüne neden olmasından dolayı 

zararlılar tekrar çoğalarak ekosistemdeki yerini alır ve zarar vermeye devam eder. Bununla 

birlikte eğer doğal düşman ortamdaki başka zararlıları kontrol ediyorsa, yeni bir zararlı 

popülasyonu ortaya çıkarılmış olur. Kimyasallarla zararlının biri ortadan kaldırılırken 

diğeri istemeden de olsa çoğalmaya başlar ve yeni bir problem ortaya çıkar (Yücel, 2007). 

Tüm dünyada ve ülkemizde tarım alanlarında büyük ekonomik kayıplara neden olan 

zararlı böcekler ile mücadelede kullanılan kimyasal insektisitler hem böceklerin bu ilaçlara 

karşı direnç kazanmalarına neden olmakta hem de çevredeki faydalı böcekleri, arıları, 

kuşları, balıkları ve insanları olumsuz yönde etkileyerek çevresel dengeyi bozmaktadır 

(Ecevit, 1988; Ayvaz, 2001). Bu nedenlerden dolayı alternatif mücadele yöntemleri 

geliştirilmekte ve bu yöntemler arasında biyolojik mücadele önemli bir yer tutmaktadır.  

Biyolojik mücadele, istenmeyen zararlı bir organizmanın faydalı başka bir organizma 

tarafından popülasyonunun zarar seviyesinin altında tutulması olarak tanımlanabilir. 

Biyolojik mücadele klasik biyokontrol, kitlesel salıverme, entomopatojen organizmaların 

kullanımı ve koruyucu yöntemler şeklinde uygulanmaktadır (Yılmaz, 2010). Biyolojik 

mücadelede rol oynayan ajanlar genel olarak virüsler, bakteriler, funguslar, protozoonlar 

ve nematodlardır.  

2013 yılı verilerine göre dünya da biyopestisitlerin payı 1,5 milyar dolar iken, 

yetkililerin beklentisine göre, 2020 yılında 6-7 milyar dolar, 2050 yılında ise, toplam 

pazardan % 40 pazar payına ulaşması beklenmektedir. Temiz ve güvenli gıda bilinciyle 

biyopestisitler, her yıl pazar payını % 16 arttırarak dikkatleri üzerine çekmektedir (URL-1, 

2016). 

Biyolojik mücadelede kullanılan en etkili entomopatojen Bacillus thuringiensis 

(Bt)’dir.  B. thuringiensis Bacillaceae familyası içerisinde yer alan, gram-olumlu ve 

aerobik bir toprak bakterisidir (Şekil 1). Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera grubundaki 

böceklere karşı insektisidal özelliğe sahip kristal yapıda bir toksin protein üreten ve spor 

oluşturan bir bakteridir (Beegle ve Yamamoto, 1992).  
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Şekil 1. Bacillus thuringiensis INTATA24-6’nın elektron mikroskop görüntüsü a) Spor 

oluşturan bir hücrenin TEM görüntüsü, bir spor (S) ve bir bipiramidal kristal (C). 

Bar: 0.2 µm; b) Sporların (S) ve kristallerin (C) SEM görüntüsü. Bar: 5 µm 

(Sauka vd., 2010). 

 

 

Bt’nin ticari biyopestisit olarak kullanımı ilk olarak 1938’de başlamıştır. 1950’li 

yıllarda bazı gelişmiş ülkelerde kullanımı yaygınlaşmıştır. Bitkilere püskürtülerek yapılan 

uygulama en etkili yöntemlerden birisidir. Toksinlerin doğada uzun süre etkisini 

koruyamaması nedeniyle zararlının biyolojik yapısına bağlı olarak, uygulamanın belirli 

aralıklarla tekrarlanması gerekir (Van Frankenhuyzen vd., 1993). Kimyasal insektisitlerin 

böceklerde dirençliliğe neden olmasıyla birlikte etkisiz hale gelmeye başlaması ve çevresel 

sebeplerden dolayı kullanımının sınırlandırılması 1980’li yıllarda Bt ürünlerine olan ilgiyi 

iyice artırmıştır. 

Bt toksinlerinin, kimyasal insektisitlerin ulaşamadığı kısımlarda zarar veren 

böceklere karşı bitkide ifade edilmesi tarım ürünlerindeki verim bakımından oldukça 

faydalıdır. Bunlara en iyi örnek mısır zararlısı olan Ostrinia nubilalis’tir. O. nubilalis 

larvaları koçan ve gövde kısımlarını zarara uğrattıkları için kimyasal insektisitlerden zarar 

görmezler ve bitkinin yapısal bütünlüğünü bozarlar. Fakat toksinlerin bitkide ifade 

ettirilmesi O. nubilalis larvalarının doğrudan toksine maruz kalmasına neden olur (Ely vd., 

1993). Transgenik pamuk, mısır ve patates gibi bitkilerin ürünleri Kanada, Japonya, 

Meksika, Arjantin ve Avustralya gibi ülkelerde yaygın olarak kullanılmaktadır (Frutos vd., 

1999). Bt ürünleri dünyada çeşitli formülasyonlar halinde kullanılmakla beraber transgenik 

bitki şeklinde kullanımı da gün geçtikte yaygınlaşmaktadır (Liu ve Tabashnik, 1997). Bt 

ürünleri ekolojik dengeyi tehdit etmediği gibi sekonder zararlıların ortaya çıkmasına da 

neden olmaz. Bu yüzden Bt ürünleri tarım zararlılarına karşı oldukça önemli bir mücadele 

etmenidir (Walker vd., 2003).  
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B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera 

takımlarındaki hassas böceklere karşı kristal protein (cry) genlerinin oluşturduğu aktif 

insektisidal kristal proteinler (ICP) sayesindedir. Bu proteinlerin böceklerde öldürücü 

etkisini gösterebilmesi için böcekler tarafından sindirilmesi gerekir (Visser vd., 1993). 

ICP’ler normal koşullar altında çözünmeden kalabilirler. Bu nedenle insanlar ve 

diğer yüksek organizma grupları için bir risk oluşturmazlar. Buna karşılık pH 9,5’de 

çözünebilir özellik taşımaları, kristal proteinlerine yoğun bir insektisit özelliği 

kazandırmaktadır. δ-endotoksinler bağırsakta çözünerek protoksine dönüşürler. Daha sonra 

bağırsak enzimleri tarafından protoksinler parçalanarak aktif toksinler elde edilir. Aktif 

toksinler bağırsak epitel hücrelerinin reseptörlerine tutunarak böceğin bağırsak duvarını 

felce uğratır ve sonra burayı tahrip ederek gözenekler oluştururlar. Böylece, bağırsakta 

bulunan besin artıkları böcek vücuduna ve kana karışır (Şekil 2). Zehirlenen böcek, toksin 

aktivitesi sebebiyle hemen ölebileceği gibi, 2-3 gün içerisinde kan zehirlenmesi sonucu da 

ölebilir. B. thuringiensis’in larvalar üzerinde sebep olduğu belirtiler; yavaş hareket etme, 

beslenmeyi bırakma, sıvı halde dışkı çıkarma, kusma ve vücut içeriklerinin kahverengiden 

siyaha dönüşmesi olarak sayılabilir (Knowles, 1994). 

 

 

 

 

Şekil 2. Bacillus thuringiensis’in böcekler üzerindeki etki mekanizması (URL-2, 

2017). 
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ICP’lerin özgün reseptörlere bağlanmasının insektisidal etki spektrumuyla ilgili 

olduğu tespit edilmiştir (Denolf vd., 1997). Van Rie ve arkadaşları (1989), ICP’lerin tütün 

kurdu (Heliothis virescens) ve domates kurdunun (Manduca sexta) fırça şeklindeki 

membran veziküllerine bağlandıklarını göstermiştir. Fakat bağlanma yerlerinin sayısı 

farklıdır ve değişik biyolojik aktiviteler gösterir. Bağlanma yerleri için bütün böceklerde 

toksin ilgisi aynı değildir. 

Türkiye’de kimyasal insektisitlerin zararlılarla mücadelede yaygın olarak kullanıldığı 

gözönüne alındığında, uzun vadede ürün veriminde azalma, ekosistemin dengesinin 

bozulması, sağlık problemlerinin artması ve tüm bunlara bağlı olarak ciddi ekonomik 

kayıpların ortaya çıkması kaçınılmazdır. Bu nedenle Bt ürünlerinin zararlılarla mücadelede 

kullanılması, yaygınlaştırılması, farklı zararlılara karşı yeni Bt izolatlarının taranması, 

laboratuvar ortamında toksik etkilerinin belirlenmesi, farklı formülasyonlar ve uygulama 

yöntemleri geliştirilerek ticari kullanımının sağlanması faydalı olacaktır (Yılmaz, 2010). 

Bu saydığımız avantajlarının yanında böcek zararlılarının B. thuringiensis 

toksinlerine karşı da direnç geliştirdikleri de bilinmektedir.  

 

1.2. Böcek Populasyonlarının Bacillus thuringiensis Toksinlerine Karşı 

Dirençliliği  

 

Kimyasal insektisitlerin kullanımındaki artışlar, böcek popülasyonları arasında 

kimyasallara karşı dirençliliğin gelişmesine yol açmıştır. Bu durum, ilginin kimyasal 

insektisitler yerine, B. thuringiensis’e dayalı preparat ve biyoformülasyonlara kaymasını 

sağlamıştır (Eryüzlü, 2010). Zararlıların B. thuringiensis toksinlerine karşı direnç 

geliştirmelerinin oldukça zor olduğu düşünülmüş,  fakat 1980’li yıllarda hem laboratuvar 

hem de doğal ortamdan elde edilen birçok böcek türünün B. thuringiensis toksinlerine karşı 

farklı seviyede direnç geliştirdiği görülmüştür  (Tabashnik, 1994; Ferre,  vd., 1995).   

McGaughey (1985), B. thuringiensis formülasyonu uygulanmış tahıl ambarlarındaki 

Hint unu güvesi popülasyonunun yüksek oranda LC50 değerleri gösterdiğini rapor etmiştir.  

Ayrıca, bir çeşit güve olan Plutella xylostella popülasyonunda da B. thuringiensis 

insektisitlerine karşı dirençlilik tespit edilmiştir (Schnepf vd., 1998). Maagd ve arkadaşları 

(1999) B. thuringiensis toksinlerinin, böceklerin direnç geliştirmelerinde bir istisna 

olmadığını ortaya koymuştur. Cry11A ve Cry1Ac proteinlerine karşı dirençlilik, 

Leptinotarsa decemlineata ve P. xylostella’da tespit edilmiştir. Küresel olarak P. 
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xylostella’nın B. thuringiensis subsp. kurstaki’ye karşı direnç geliştirmesi Florida, Japonya, 

Filipinler ve Çin’de rapor edilmiştir (Schnepf vd., 1998). 

Yakın geçmişteki laboratuvar çalışmaları, 10. jenerasyonun sonunda Helicoverpa 

armigera için Cry1Ac delta endotoksin’e karşı dirençte 76 kat artış olduğunu ortaya 

çıkarmıştır. Son zamanlarda B. thuringiensis δ-endotoksinine karşı gösterilen dirençteki bu 

artış nedeniyle, bilim adamları böceklerdeki direnç artışı ile ilgili mekanizmayı anlamak 

için yapılacak çalışmaları üstlenmek zorunda kaldılar. Birçok dirençli popülasyon üzerinde 

yapılan çalışmalar, direncin asıl sebebinin fırça membran yapısı olduğunu göstermiştir. 

Bunun aksine, Gould ve arkadaşlarının (1992) yaptığı araştırmalar sonucunda B. 

thuringiensis toksinlerine karşı geliştirilen çapraz direnç modellenmiştir. Direncin sebebi 

olarak protoksinlerin proteolizisi veya kristallerin bağırsaktaki azalan solubilizasyonu 

gösterilmiştir. Van Rie ve arkadaşları (1990), Cry1Ab proteinlerinin hedef böcek 

reseptörlerine bağlanmada göstermiş olduğu 50 kat azalma sebebi ile direnç 

geliştirdiklerini belirtmişlerdir.  

Böcek kontrolünde Cry proteinlerinin geniş başarısına rağmen, mısır fidesine hasar 

veren Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae) ve Diabrotica spp. (Coleoptera:  

Chrysomelidae) gibi bazı önemli zararlıların Cry proteinlerine karşı çok toleranslı 

oldukları bulunmuştur (Warren, 1997). 

Ayrıca yapılan çalışmalarla laboratuvar koşullarında farklı böcek türlerinde B. 

thuringiensis toksinlerine karşı dirençlilik tespit edilmiştir (Schnepf vd., 1998).  Dirençlilik 

tespit edilen böcek türleri: 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). Direnç gözlenen B. thuringiensis suşları, B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. 

thuringiensis subsp. israelensis, B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve diğer B. 

thuringiensis alt türleridir.  

Başta Lepidoptera olmak üzere Diptera ve Coleoptera takımlarındaki zararlılara karşı 

kullanılan B. thuringiensis preparatlarının, mevcut preparatlara direnç geliştirilmesi ve 

bunların çevre koşullarına uyum sağlayamaması yeni preparatlar geliştirilmesi 

çalışmalarını zorunlu kılmaktadır. Bu sebeple tüm dünyada tarım ve ormancılıkta zararlı 

böceklere karşı kullanılabilecek, insektisidal aktivitesi yüksek, dirençlilik problemlerini 

aşabilen yeni bir mikrobiyal mücadele materyali elde edilmesi hedeflenmiştir.  
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Bu problemin aşılması için önemli yol haritalarından biri Bacillus izolatlarının 

süpernatantlarında yeni böcek öldürücü aktif bileşenlerin varlığının araştırılması olmuştur 

(Chakroun, 2015). Günümüze kadar Cry proteinlerine ek olarak sporulasyon aşamasında 

üretilen Cyt (sitolotik), vejetatif safhada üretilen ve ortama salgılanabilen Vip (vejetatif 

insektisidal proteinler) ve Sip (salgılanmış insektisidal proteinler) toksinleri belirlenmiştir 

(Estruch vd., 1996; Warren vd., 1998; Donovan vd., 2006; Crickmore, vd., 2014). 

 

1.3. Vip Toksinleri 

 

Bacillus izolatlarının kültür süpernatantlarındaki böcek öldürücü aktif maddeleri 

değerlendirmeye yönelik yapılan çalışmalar ile Bacillus cereus AB78'de Diabrotica 

virgifera virgifera ve Diabrotica longicornis barberi'ye karşı % 100 insektisidal aktivite 

gösteren bir bileşen bulundu. Süpernatanttaki bu aktif maddenin proteinimsi yapıda olduğu 

belirlendi. Anyon değişim kromatografisini takiben yapılan SDS-PAGE, insektisidal 

aktivitenin sırasıyla Vip1Aa ve Vip2Aa olarak adlandırılan, 80 ve 45 kDa büyüklüğündeki 

iki farklı proteinden kaynaklandığını gösterdi (Warren, 1997). 

Test edilen 463 B. thuringiensis suşunun yaklaşık % 12'sinin ilgili vip1Aa ve vip2Aa 

genlerine yüksek oranda benzerlik gösterdiği belirlendi. Aynı çalışmada, B. thuringiensis 

AB88 suşunun vejetatif kültür süpernatantında A. ipsilon ve diğer lepidopteranlar için 

oldukça toksik olan ve Vip3Aa olarak adlandırılan 88.5 kDa büyüklüğünde bir protein 

tespit edildi (Estruch vd., 1996). 2010 yılında, Vip4Aa olarak adlandırılan yeni bir protein 

daha bildirildi (NCBI erişim numarası: AEB52299) ve yapılan siliko analizinde yaklaşık 

olarak 108 kDa büyüklüğünde bir molekül kütleye sahip olduğu öngörüldü (URL-3, 2017). 

Bugüne kadar yapılan çalışmalarda 15 adet Vip1, 20 adet Vip2, 106 adet Vip3 ve 1 

adet Vip4 proteini tespit edildi (Crickmore vd., 2017). Vip proteinlerinin aminoasit 

derecelerine göre hiyerarşisi Şekil 3’de dendrogram ile gösterilmektedir. 

 

 

 

 



8 

 

 

 

Şekil 3. Vip proteinlerinin amino asit derecelerine dayalı dendrogramları. 

Amino asit sekansları Clustal X arayüzü kullanılarak hizalandı ve 

MEGA 5 programı kullanılarak ağaç çizildi (Chakroun vd., 2016). 

 

 

Şimdiye kadar Vip1 ve Vip2 ile ilgili yapılan çalışmalarda,  Coleoptera takımına ait 

8 türe (Warren, 1997; Boets vd., 2011; Shingote vd., 2013; Palma vd., 2014; Bi vd., 2015) 

ve Homoptera takımına ait Aphis gossypii’e (Sattar ve Maiti, 2011; Yu vd., 2011) karşı 

toksisite gözlendi. Vip3A proteini ise Lepidopteran böceklerin geniş bir kısmı için toksik 

etki göstermektedir (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 toleranslı 

olduğu bilinen Agrotis cinsi böcek türlerine ve aynı zamanda Cry proteinlerine nispeten 
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daha az duyarlı Spodoptera cinsi böcek türlerine karşı son derece etkin olduğu 

belirtilmiştir (Van Frankenhuyzen ve Nystrom, 2009). Vip4 olarak adlandırılan ailenin 

yeni üyesi için henüz hiçbir hedef böcek bulunamamıştır. 

Cry protein ailesinin aksine, Vip1, Vip2 ve Vip3 proteinleri arasında hemen hemen 

hiç dizi homolojisi bulunmamaktadır. Vip proteinleri arasındaki en yüksek benzerlik ise % 

34’lük oranla Vip1 ve Vip4 proteinleri arasındadır (Chakroun, 2015). Buna ek olarak Vip 

proteinleri, B. thuringiensis tarafından geç büyüme fazında üretilen Cry ve Cyt δ- 

endotoksinlerinden yapısal olarak farklıdır ve bunlar ile hiçbir dizi homolojisi 

paylaşmamaktadır. Ayrıca yapılan çalışmalar ile bağlanma bölgeleri için aralarında rekabet 

olmadığı görülmüştür (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 

dönüşümlü kullanılarak hedef zararlılarda gelişen direncin üstesinden gelebilmek için çok 

umut verici olmaktadır (Caccia vd., 2014). 

 

1.3.1. İkili Vip1/Vip2 Toksini 

 

vip1 ve vip2 genleri, B. cereus ve B. thuringiensis'e ek olarak, Lysinibacillus 

sphaericus (eski adıyla Bacillus sphaericus) ve Brevibacillus laterosporus gibi diğer 

bakteri türlerinde de bulunmuştur (Schnepf vd., 2005; Ruiu, 2013). vip1 ve vip2 genlerinin 

dağılımı üzerine yapılan çalışmalar ile B. thuringiensis suşlarının yaklaşık % 10'unda 

bulunduğu tespit edilmiştir (Hernandez Rodriguez vd., 2009; Yu vd., 2011a; Shingote vd., 

2013). Bu iki gen aynı operon ve 4 - 16 bp'lik bir arabölge ile birbirinden ayrılan iki farklı 

açık okuma zinciri  (ORF) tarafından hem 4 - 5 kb’lık bir genomik dizide (Warren, 1997; 

Shi vd., 2007; Bi vd., 2015) ve hem de B. thuringiensis IS5056 suşundaki bir 

megaplazmitte (Yaklaşık 328 kb uzunluğunda) (Murawska vd., 2013) taşınır. 

Şu ana kadar Bt Toksin Adlandırma veri tabanın listelediği vip1 ve vip2 genleri: 3 

vip1Aa, 1 vip1Ab, 1 vip1Ac, 1 vip1Ad, 2 vip1Ba, 3 vip1Bb, 1 vip1Bc, 2 vip1Ca ve 1 vip1Da 

ve 3 vip2Aa, 1 vip2Ab, 2 vip2Ac, 1 vip2Ad, 3 vip2Ae, 2 vip2Af, 2 vip2Ag, 2 vip2Ba ve 4 

vip2Bb (Crickmore vd., 2017). 

Vip1 ve Vip2 proteinleri eşzamanlı olarak ifade edilir ve aynı transkriptten 

translasyonu her iki proteinin de yüksek seviyede olmasını sağlamak için gereklidir. Vip1 

ve Vip2 proteinleri B. thurigiensis'in vejetatif büyüme evresi sırasında üretilirler ve 
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sporülasyon aşamasının sonuna kadar seviyeleri yüksek kalır. Gen transkriptleri, 

logaritmik fazın başlangıcında bile bulunur, durağan fazda maksimum ifade meydana gelir 

ve sporülasyon aşamasında yüksek seviyelerde kalır (Estruch vd., 1996; Shi vd., 2004; Shi 

vd., 2007; Bi vd., 2015). 

 

1.3.1.1. Vip1/Vip2 Toksininin Protein Yapısı ve Fonksiyonu 

 

Kolera toksini gibi klasik bakteriyal A-B toksinleri bir veya birkaç polipeptit ihtiva 

eden bir kompleks olarak hücrelerle etkileşim halindedir. Alternatif olarak, Clostridium ve 

Bacillus cinsinden gram pozitif basiller, iki proteinin hücre yüzeyine bağlanmadan önce bir 

küme oluşturmayan, ikili etki mekanizmasına sahip proteinler üretmektedir (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 ilişkili olan A+B toksininin bir örneğidir. Memeli toksinleri ile dizi 

homolojisi, bireysel proteinlerin toksisitesinin eksikliği ve vip1 geninin translasyonel 

çerçeve kayma mutasyonu deneyleri ve duyarlı böceklere karşı yapılan toksisite deneyleri 

bu proteinlerin ikili etkileşim tarzını doğrulamıştır (Warren, 1997). 

Vip1Aa ve Vip2Aa proteinlerinin dizi analizi, sırasıyla, yaklaşık 30 ve 50 

aminoasitlik bir N-terminal sinyal peptidinin varlığını ortaya koymuştur (Warren vd., 

1998; Shi vd., 2004, 2007). Sinyal peptidinin salgılama sırasında ayrıldığı gösterilmiş, 

yaklaşık 82 kDa (Vip1Aa) ve 45 kDa (Vip2Aa) büyüklüğünde olgun proteinler elde 

edilmiştir (Warren, 1997; Bi vd., 2015). Dizi hizalanması, Vip1'in N-terminal bölümünün 

oldukça korunmuş (% 75-91) olduğunu ortaya çıkarmıştır. Aksine, Vip1’in C-terminal 

kısmı daha az (% 23-35) korunmuştur (Warren, 1997;  Shi vd., 2004, 2007). 

Vip1, C. botulinum’in C2 toksininin C2-II bağlanma bileşeni 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 arasındaki aminoasitler ile 

önemli sekans benzerliğine sahiptir (Shi vd., 2004, 2007; Leuber vd., 2006). Vip2, 

klostridial Rho-ADP-ribozilasyonlu ekzotoksin C3 ile % 30'dan fazla sekans benzerliği 

göstermektedir (Han vd., 1999). Bu homolojiler Vip1 proteininin "B" olarak adlandırılan 

bileşen ve Vip2 proteininin ikili toksinin "A" bileşeni olduğunu ileri sürmektedir (Barth 

vd., 2004).  Vip1 bağlanma ve translokasyon bileşeni (kanal oluşturma proteini) olarak 
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hareket ederken, Vip2  hücreye girerek toksik etkisini gösterir (Blaustein vd., 1989; 

Schmid vd., 1994; Knapp vd., 2002). 

Vip2, NAD'ye bağlı bir aktin-ADP-ribozilasyon toksini olup, iki özgün 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 sınırlı dizi 

benzerliğine rağmen, Vip2 N- ve C-terminal domainlerinin kristalografik yapı analizi 

kendi yapılarında homoloji göstermiştir. Her bir domain çekirdeği temelde üç iplikli bir 

antiparalel β-tabaka ve bir beş iplikli karışık β-tabakasının dikey paketlenmesi ile 

oluşturulmuştur (Han vd., 1999). Her bir domainin genel katlanması klasik A-B 

toksinlerinin katalitik alanlarına benzemektedir (Şekil 4). 

 

 

 
 

Şekil 4. Aktive edilmiş Vip2Aa'nın üç boyutlu yapısı. a) 2 domainin genel katlanması. 

Mavi: N-domaini; Turuncu: C-domaini. b) Domainler ve ikincil yapı terminoloji 

arasındaki homolojiyi gösteren şematik katlama düzeni. c) Vip2'nin açık 

durumunun (yeşil) ve kapalı durumun (kırmızı) üst üste yerleşimi. Kapalı 

durumda NAD bağlayıcı yarık kapatılır (Han vd., 1999). 

 

 

1.3.1.2. Vip1/Vip2 Toksininin İnsektisidal Aktivitesi 

 

Vip1 ve Vip2'nin toksisitesi, Coleoptera (11 tür), Lepidoptera (12 tür), Diptera (2 

tür), Homoptera (1 tür) ve Nematoda (2 tür) takımlarına ait çeşitli böcek türlerine karşı test 

edilmiştir (Tablo 1). Şu ana kadar, 8 Coleopteran türüne  ve Homopteran Aphis gossypii'ye 
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karşı toksisite tespit edilmiştir (Warren, 1997; Boets vd., 2011; Sattar ve Maiti, 2011; Yu 

vd., 2011b; Shingote vd., 2013b; Bi vd., 2015) . 

 

 

Tablo 1. Vip1 ve Vip2 protoksinlerinin bireysel ve ikili toksinler olarak 

kombinasyonlarının insektisidal spektrumu (Chakroun, 2016). 
 

Protein Takım Tür Aktivite Referans 

Vip1Aa Coleoptera Diabrotica virgifera - Warren, 1997 

Vip1Ac Coleoptera Holotrichia oblita  

Tenebrio molitor 

- 

- 

Yu vd., 2011  

Shi vd., 2004 

 Lepidoptera Chilo suppressalis  

Spodoptera litura 

- 

- 

Yu vd., 2011  

Yu vd., 2011 

  Helicoverpa armigera - Yu vd., 2004 

  Spodoptera exigua - Shi vd., 2011 

 Diptera Culex quinquefasciatus - Shi vd., 2004 

 Homoptera Aphis gossypii - Yu vd., 2011 

Vip1Ad Coleoptera Anomala corpulenta - Bi vd., 2015 

  Holotrichia oblita 

Holotrichia parallela 

- 

- 

Bi vd., 2015 

Bi vd., 2015 

Vip1Ae Homoptera Aphis gossypii - Sattar ve Maiti, 2011 

Vip1Da 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 

Spodoptera litura 

- 

- 

Shi vd., 2004  

Shi vd., 2004 

Vip2Ad Coleoptera Diabrotica virgifera - Boets vd., 2011 

Vip2Ae Coleoptera Holotrichia oblita 

Tenebrio molitor 

- 

- 

Yu vd., 2011  

Yu vd., 2011 

 Lepidoptera Chilo suppressalis - Yu vd., 2011 

  Helicoverpa armigera 

Spodoptera exigua 

- 

- 

Yu vd., 2011  

Yu vd., 2011 

 Diptera Culex quinquefasciatus  - Yu vd., 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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Tablo 1’in devamı 

 

Vip2Ag Coleoptera Anomala corpulenta - Bi vd., 2015 

  Holotrichia oblita 

Holotrichia parallela 

- 

- 

Bi vd., 2015  

Bi vd., 2015 

Vip1Aa+Vip2Aa Coleoptera Diabrotica longicornis + Warren, 1997 

  Diabrotica undecimpunctata + Warren, 1997 

  Diabrotica virgifera + Warren, 1997 

  Leptinotarsa decemlineata - Warren, 1997 

  Tenebrio molitor - Warren, 1997 

 Lepidoptera Agrotis ipsilon - Warren, 1997 

  Heliothis virescens - Warren, 1997 

  Helicoverpa zea, Manduca sexta - Warren, 1997 

  Ostrinia nubilalis - Warren, 1997 

  Spodoptera exigua - Warren, 1997 

 Diptera Culex pipiens - Warren, 1997 

 

Vip1Aa+Vip2Ab Coleoptera Diabrotica virgifera + Warren, 1997 

Vip1Ab+Vip2Aa Coleoptera Diabrotica virgifera - Warren, 1997 

Vip1Ab+Vip2Ab Coleoptera Diabrotica virgifera - Warren, 1997 

Vip1Ac+Vip2Ac Coleoptera Tenebrio molitor - Shi vd., 2004 

 Lepidoptera Helicoverpa armigera - Shi vd., 2004 

  Spodoptera exigua - Shi vd., 2004 

  Spodoptera litura - Shi vd., 2004 

Vip1Ac+Vip2Ae Coleoptera Holotrichia oblita - Yu vd., 2011 

  Tenebrio molitor - Yu vd., 2011 

 Lepidoptera Chilo suppressalis - Yu vd., 2011 

  Helicoverpa armigera - Yu vd., 2011 

  Spodoptera exigua - Yu vd., 2011 

 Diptera Culex quinquefasciatus - Yu vd., 2011 

 Homoptera Aphis gossypii + Yu vd., 2011 

Vip1Ad+Vip2Ag Coleoptera Anomala corpulenta + Bi vd., 2015 

  Holotrichia oblita + Bi vd., 2015 

  Holotrichia parallela + Bi vd., 2015 

Vip1Ae+Vip2Ae Homoptera Aphis gossypii + Sattar ve Maiti, 2011 
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Tablo 1’in devamı 

 

 

 

Yapılan bir çok çalışma ile Vip1 ve Vip2’nin  ikili bir toksin olarak hareket ettiği in vivo 

olarak gösterilmiştir (Warren, 1997; Boets vd., 2011; Sattar ve Maiti, 2011; Yu vd., 2011b; 

Shingote vd., 2013b; Bi vd., 2015).  

Vip1Ca+Vip2Aa Coleoptera Tenebrio molitor - Shi vd., 2007 

 Lepidoptera Helicoverpa armigera - Shi vd., 2007 

  Spodoptera exigua - Shi vd., 2007 

  Spodoptera litura - Shi vd., 2007 

 Diptera Culex quinquefaciatus - Shi vd., 2007 

Vip1Da+Vip2Ad Coleoptera Anthonomus grandis + Boets vd., 2011 

  Diabrotica barberi + Boets vd., 2011 

  Diabrotica undecimpunctata + Boets vd., 2011 

  Diabrotica virgifera + Boets vd., 2011 

  Leptinotarsa decemlineata + Boets vd., 2011 

 Lepidoptera Heliothis virescens - Boets vd., 2011 

  Helicoverpa zea, Manduca sexta - Boets vd., 2011 

  Ostrinia nubilalis - Boets vd., 2011 

  Spodoptera frugiperda - Boets vd., 2011 

  Spodoptera littoralis - Boets vd., 2011 

  Sesamia nonagrioides - Boets vd., 2011 

Vip1Ac-benzeri/ 
Vip2Ac-benzeri 

Coleoptera Sitophilus zeamais + Shingote vd., 2013 

Vip1/Vip2 Nematoda Pristionchus pacificus  - Iatsenko vd., 2014 

  Caenorhabditis elegans - Iatsenko vd., 2014 

Vip1Ba1- 

Vip2Ba1 
Coleoptera Diabrotica virgifera + Schnepf vd., 2003 

Vip1Aa2-

Vip2Aa2 
Coleoptera Diabrotica virgifera + Feitelson vd.,2003 

 Lepidoptera Heliothis virescens, Helicoverpa 

zea 
- Feitelson vd.,2003 

Vip1Bb1-

Vip2Bb1 
Coleoptera Diabrotica virgifera  + Feitelson vd.,2003 

 
Lepidoptera 

Heliothis virescens, Helicoverpa 

zea 
- Feitelson vd.,2003 
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Her iki protein kombinasyon halinde kullanıldıklarında etkili olurken tek başına ifade 

edildiğinde çok az veya hiç aktivite göstermemişlerdir (Warren, 1997; Boets vd., 2011; 

Sattar ve Maiti, 2011; Yu vd., 2011b; Bi vd., 2015). Bu toksinlerin bir diğer ilginç özelliği 

ise farklı protein çiftlerinin birleştirilmesiyle yapılan deneylerden de etkili sonuçlar 

alınmasıdır. Vip1Aa/Vip2Aa çifti Diabrotica'ya karşı aktif iken Vip1Ab/Vip2Ab çiftinin 

aktif olmadığı görülmüştür. İlginç olarak, Vip1Aa/Vip2Ab çifti aktif iken, 

Vip1Ab/Vip2Aa çifti aktif değildir. Bu da Vip1Ab/Vip2Ab çiftinin D. virgifera'ya 

toksisitesinin eksikliğinin Vip1Ab bileşeninden kaynaklandığını düşündürmektedir 

(Warren, 1997). 

 

1.3.1.3. Vip1/Vip2 Toksininin Etki Şekli 

 

Vip1/Vip2 toksininin insektisidal aktivitesinin moleküler mekanizması tamamen 

anlaşılamamıştır. Toksinin larva tarafından tüketilmesiyle başlar, muhtemelen tripsin 

benzeri proteazlar ile orta bağırsağın proteolitik aktivasyonu izlemektedir (Chakroun, 

2015).  

Vip1Ac'nin aktive edilmiş 66 kDa monomerinin, yedi tane Vip1 molekülü içeren 

oligomeri oluşturduğu gösterilmiştir (Leuber vd., 2006). Bu oligomerler, orta bağırsak 

fırça kenar membranındaki spesifik reseptörleri tanır ve daha sonra membrana iliştirir. 

Vip1 bileşeninin reseptör tanımasına dair kanıt, kısmen, Diabrotica virgifera için 

toksisitesini kaybetmeden Vip1Aa'nın Vip1Ab ile değiştirilememesi gerçeği ile 

sağlanmıştır (Warren, 1997). 

Vip1Aa ve Vip1Ab, N-terminal domaininde % 97 ve C-terminalinde sadece % 31 

homoloji paylaşmaktadır. Bu da proteinlerin C-terminal domaininin böcek özgüllüğünde 

rol aldığını düşündürmektedir. Ligand blot deneyleri ile bir Vip1 proteini için tarif edilen 

ilk reseptör, A. gossypii'de tanımlanan yaklaşık 50 kDa büyüklüğünde bir proteindir ve 

duyarlı olmayan böceklerin BBMV ((Brush border membrane vesicle (fırça kenarlı zar 

vezikülleri))'sine bağlanma gözlenmemiştir (Sattar ve Maiti, 2011). 

İn vitro deneyler ile, yapay lipit çift katmanında Vip1'in zar gözenekleri oluşturduğu 

gösterilmiştir (Leuber vd., 2006). Gözenekler iki farklı iletkenlik durumuna sahiptir, bu da 

iki farklı kanalın aynı anda oluştuğunu düşündürmektedir. Vip1Ac kanallarının asimetrik 

ve orta derecede anyonlu olduğu bulunmuştur. Vip1'in varsayılan kanal oluşum alanı, 

kanalın seçiciliğine katkıda bulundukları öne sürülen iki negatif yüklü (E340 ve E345) ve 
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iki pozitif yüklü aminoasit (K351 ve H363) içerir (Leuber vd., 2006). Cry ve Vip3 

proteinleri tarafından oluşturulan gözeneklerin aksine, Vip2 bileşeni yokluğunda Vip1 

tarafından oluşturulan gözeneklerin duyarlı böcekler için toksik etkisi yoktur (Leuber vd., 

2006). 

Vip1 gözenekleri, Vip2'nin hücre içine girmesiyle aktinin polimerizasyonu 

önlenecek ve böylece mikrofilament ağı oluşumunu engellenerek dengesiz hale 

getirilmesiyle toksik etkisini göstereceği bir kanal sağlayacaktır (Han vd., 1999). Katalitik 

Vip2 domaini, ADP-riboz grubunun NAD'den aktin polimerizasyonunu önleyecek büyük 

sitoskeleton oluşturma proteinine (aktin) transferini katalize etmektedir (Han vd., 1999; 

Jucovic vd., 2008). 

 

1.3.1.4. Vip1/Vip2 Toksininin Bitkilerde İfadesi 

 

Bir mısır zararlısı olan D. virgifera'ya karşı Vip1 ve Vip2'nin etkili toksinler olarak 

ekonomik öneme sahip olmasına rağmen, bitkilerde ikili toksinin ifadesi, Vip2 proteininin 

sitolitik aktivitesi bilinmediğinden mümkün değildir (Chakroun, 2015). Oysa, mayadaki 

Vip2 ifadesi, ciddi gelişimsel patoloji ve fenotipik değişiklikle sonuçlanmıştır (Jucovic vd., 

2008). Bu sorunun üstesinden gelebilmek için Jucovic ve arkadaşları (2008), "ProVip2" 

adı verilen bir zimojenik Vip2 formunun sentezlenmesinden oluşan yeni bir zimojen 

stratejisini tasarlamıştır. Vip2 proenzimi, proteinin C-terminal kısmının, enzimatik 

aktiviteyi maskeleyecek şekilde uzatılmasıyla elde edilmiştir. C-terminali eklenmiş olan 

peptid, D. virgifera orta bağırsak enzimlerinin proteolitik etkisi ile etkili bir şekilde yok 

edildiği gösterilmiştir ve ProVip2 transgenik mısır ve Vip1 ihtiva eden bir diyet ile 

böcekler tamamen öldürülmüştür. 

 

1.3.2. Vip3 Proteini 

 

B. thurigiensis'in vejetatif büyüme evresinde Vip1 ve Vip2 proteinlerine benzer 

şekilde Vip3 proteinleri de üretilir ve aşılamadan 15 saat sonra sporülasyonun ötesine 

geçerek yüksek stabilitesini gösterir ve kültür süpernatantlarında tespit edilebilir (Estruch 

vd., 1996;  Mesrati vd., 2005).   

vip3Aa16 geni üzerinde yapılan bir araştırma ile transkripsiyon başlangıç noktasının 

başlangıç kodonunun 101 bp üstünde bulunduğu ve promotor -35 ve -10 bölgelerinin B. 
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subtilis promotoru σ
E
 ile B. thuringiensis promototu σ

35
'e çok benzediği ve bu da vip3Aa16 

geninin bir holoenzim Eσ
35

 ile kopyalandığı rapor edilmiştir (Mesrati vd., 2005). 

Vip3 proteinlerini kodlayan genler B. thuringiensis suşları arasında yaygın olarak 

bulunur. Yapılan bazı çalışmalar ile test edilen suşların % 50 ile % 87'sinde, cry1 ile cry2 

genleri taşıyan suşların % 90'ında bile bu genler bulunmuştur (Espinasse vd., 2003; 

Mesrati vd., 2005a; Beard vd., 2008; Hernandez-Rodriguez vd., 2009, Yu vd., 2011a). 

vip3 genleri yaklaşık 2,4 kb uzunluğundadır ve normal olarak büyük plazmidlerde 

taşınırlar (Wu vd., 2004; Mesrati vd., 2005a), ancak bazı durumlarda bakteri 

kromozomunda bulundukları öngörülmüştür  (Franco  Rivera vd., 2004). 

 Bugüne 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 bildirilmiştir (Crickmore vd., 2017). 

Vip3 proteinleri üzerine yapılan en çok çalışma, Vip3Aa proteinleri ile 

gerçekleştirilmiştir. Vip3B, Vip3C ve daha az yaygın olan diğer Vip3A (Vip3Ab, Vip3Ac, 

gibi) proteinleri hakkında çok az bilgi mevcuttur. 

 

1.3.2.1. Vip3 Proteininin Yapısı ve Fonksiyonu 

 

Vip3 proteinlerindeki aminoasitlerin sayısı 787 civarındadır ve ortalama moleküler 

kütlesi 89 kDa’dur. Vip3 proteinlerinin N-terminal’inin yarısı oldukça korunmuşken, C-

terminal bölgesi oldukça değişkendir (Rang vd., 2005; Wu vd., 2007; Ruiz de Escudero 

vd., 2014). Bu nedenle C-terminalinin hedef özgüllüğü ile ilişkili olduğu öne sürülmüştür 

(Wu vd., 2007). 

Vip3A proteinleri üç sistein kalıntısı içerir. Deneysel olarak disülfit bağlarının 

varlığını saptamak için bu üç kalıntıdan her birinde nokta mutasyonları yapılmıştır. 

Aktivitenin kaybı, bir disülfit bağının parçalanmasından ziyade tripsin duyarlılığı ile ilişkili 

olduğu düşünülmüştür (Dong vd., 2012). 

Vip3 proteinlerinin N-ucu, proteinin hücre zarı boyunca periplazmik boşluğa 

translokasyonundan sorumlu olan bir sinyal peptidi içermektedir. Birkaç pozitif yüklü 

aminoasitten meydana gelir, bunu takiben B. thuringiensis'den salgılamadan sonra 

çıkartılmayan bir hidrofobik bölge oluşur (Estruch vd., 1996; Doss vd., 2002; Chen vd., 

2003).  Sinyal peptidi uzunluğu protein sekansına ve tahmin için kullanılan programa bağlı 

olarak değişir ve 11 ila 28 aminoasit arasındadır (Estruch vd., 1996; Doss vd., 2002; Chen 



18 

 

vd., 2003). Proteinlerin salgılanması yaygın olarak sinyal peptidinin eksizyonunu 

gerektirdiğinden, Vip3 proteinlerinin salgı mekanizması halen belirsizdir. 

Vip3A proteinlerinin N-terminal bölgesinin oldukça korunmuş aminoasit dizisi, bu 

bölgenin protein katlanmasında veya membran reseptörlerine doğrudan bağlanmada 

önemli bir rol oynaması gerektiğinin bir göstergesidir (Chakroun, 2015). Bununla birlikte 

mutant Vip3A proteinlerinin insektisidal aktivitesini N-terminal ucundaki delesyonlarla 

test eden deneylerde çelişkili sonuçlar elde edilmiştir. 

İlk 198 aminoasitin silinmesi, Helicoverpa armigera ve Spodoptera exigua’ya karşı 

toksisiteyi ortadan kaldırmıştır (Li vd., 2007). Bu silinen kısım, Estruch ve diğerleri (2001) 

tarafından tanımlanan 20 kDa proteolitik fragmente karşılık gelmektedir. Vip3Aa'dan 

gelen 27 N-terminal aminoasitinin silinmesi, toplam çözünürlük kaybına bağlı olarak pasif 

bir protein oluşturmuştur (Chen vd., 2003). 

Vip3Aa'dan 39 N-terminal aminoasitinin silinmesi, bu proteinin iki duyarlı böcek 

türüne (Spodoptera littura ve Chillo partellus) karşı toksikliğini farklı şekilde etkilemiştir 

(Selvapandiyan vd., 2001).  Yukarıdaki sonuçların tersine, Gayen ve arkadaşları (2012), 

200 N-terminal aminoasitin silinmesinin, H. armigera, A. ipsilon, S. littoralis ve 

Scirpophaga incertulas’a karşı çekirdek aktif toksininin insektisidal potansiyelinini 

yaklaşık 2-3 misli arttırdığını bulmuştur. Benzer şekilde, başka bir çalışmada, Vip3Aa N-

terminalinden 33 aminoasitin yok edilmesiyle, S. littura, Plutella xylostella ve Earias 

vitella' ya karşı toksisite kaybına neden olmamıştır (Bhalla vd., 2005).  

Bazı C-terminal değişikliklerinin fonksiyonu da incelenmiştir ancak genel bir sonuca 

varılamamıştır. Genellikle aynı değişikliğin etkisi farklı böcek türleri arasında değişir ve 

bazı bölgelerin katkısı veya toksisitesi için Vip3A proteinlerinin pozisyonlarının katkısı 

konusunda bir fikir birliği sağlanamamıştır (Selvapandiyan vd., 2001; Chen vd., 2003; 

Bhalla vd., 2005; Li vd., 2007; Gayen vd., 2012). 

C-terminalinin son aminoasitlerinin Vip3 proteinlerinin aktivitesi ve kararlılığı 

açısından kritik olduğu konusunda genel bir mutabakat vardır. Çünkü bunların silinmesi, 

koruyucu olmayan kalıntılarla yer değiştirme veya proteinin sonuna aminoasitler 

eklenmesi protein aktivitesini ve proteazlara karşı kararlılığı tamamen ortadan kaldırmıştır 

(Estruch vd., 2001; Selvapandiyan vd., 2001; Li vd., 2007; Gayen vd., 2012). 

Vip3Aa1'in C-ucundaki üçlü mutasyonu A. ipsilon larvalarının orta bağırsak sıvısı 

tarafından tamamen hidrolize edilen ancak Sf9 hücrelerine karşı toksikliğini koruyan 

kararsız bir protein ile sonuçlanmıştır (Estruch vd., 2001).  
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Vip3Aa1 ile hem Vip3B hem de Vip3C proteinleri arasında bazı farklılıklar vardır. 

Bu farklılıklar, Vip3A proteinlerinde olduğu gibi, C-terminalinde maksimum uyuşmazlık 

bulunmasına rağmen, protein dizisi boyunca dağılmıştır. Vip3B ve Vip3C'nin varsayılan 

sinyal dizisinin N-ucu neredeyse tüm Vip3A toksinlerininki ile aynıdır. Proteolitik işleme 

bölgeleri, üç Vip3 proteini arasında daha az korunmuştur, ancak protein sekansının 

ortasında önemli farklılıklar bulunur. Vip3C için birinci işleme bölgesinin aşağısına 5 

aminoasit ilavesi ve Vip3B için ikinci işleme bölgesinin aşağısına doğru 17 aminoasit 

eklenmesi 66 kDa ila 69 kDa "aktif form" toksinin beklenen boyutunda bir değişikliğe 

neden olabilir. Vip3B eklenmiş sekans, yüksek miktarda negatif yüklü aminoasitler (D ve 

E) ve sistein kalıntıları ile karakterize edilen DCCEE motifinin üç tekrarından oluşur. 

Vip3B proteinlerinde bulunan toplam 11 sistein kalıntısından sekizi (% 78) bu eklenen 

sekansta bulunur (Rang vd., 2005; Palma vd., 2012; Chakroun, 2015). Bu tekrarlı motifin 

eklenmesinin, bu proteinlerin sınırlı insektisidal aktivitesine katkıda bulunup bulunmadığı 

bilinmemektedir. 

Vip3 proteinlerinin konformasyonel yapısı açıklığa kavuşmamıştır. İkincil yapı 

tahmini, N-terminal parçasının esas olarak α-heliks yapılarından oluştuğunu, buna karşılık 

C-terminal parçasının temel bileşeninin böcek özgüllüğünde öngörülen rolü ile tutarlı 

olacak şekilde β-heliks yapıları ve bobinler olduğunu ileri sürmektedir (Rang vd., 2005; 

Wu vd., 2007). 

Vip3 proteinlerinin grup dışındaki herhangi bir proteine homoloji göstermemesi, yapı 

homolojisine dayalı silico modellemeyi önler (Chakroun, 2015). Vip3 proteininin son 200 

aminoasite karşılık gelen kısmen üçüncül yapısı, Cry proteinlerinin II domainine homoloji 

ile modellenmiştir (Wu vd., 2007). 

 

1.3.2.2. Vip3 Proteinlerinin İnsektisidal Aktivitesi 

 

Vip3 proteinlerinin insektisidal aktivitesiyle ilgili bilgiler genellikle Vip3Aa alt 

sınıfının proteinleri ile elde edilmiştir ve Vip3B, Vip3C ve Vip3Aa alt sınıfından farklı 

olan diğer Vip3A'larının toksikliği hakkında çok az veri mevcuttur. 
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1.3.2.2.1. Vip3 Proteinlerinin İnsektisidal Spektrumları 

 

Vip3A proteinleri çok sayıda lepidopteran böcekler için toksiktir. Vip3A 

proteinlerinin, Cry proteinlerine karşı toleranslı oldukları bilinen Agrotis cinsi böcek 

türlerine ve Cry proteinlerine nispeten daha az duyarlı olan Spodoptera cinsinden türlere 

karşı çok aktif oldukları söylenebilir (Van Frankenhuyzen ve Nystrom, 2009). Bu 

bağlamda B. thuringiensis HD-1 suşundan vip3A geninin silinmesinin A. ipsilon ve S. 

exigua'ya karşı toksikliğini önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir (Donovan vd., 2001). Öte 

yandan, Ostrinia nubilalis, Culex quinquefasciatus ve Chironomus tepperi gibi Cry 

proteinlerine duyarlı diğer türlerin, test edilen herhangi bir Vip3A proteinine karşı çok az 

duyarlı olduğu veya duyarlı olmadığı görülmüştür (Estruch vd., 1996; Yu vd., 1997; Doss 

vd., 2002; Yu vd., 2012).   

Dikkate alınan böcek türlerine bağlı olarak Vip3 proteinleri ile mortaliteye bu 

proteinin yüksek bir konsantrasyonunda ulaşılırken, düşük konsantrasyonlarda güçlü bir 

büyüme inhibisyonu (ya da tam bir büyüme durması) gözlenmiştir (Jamoussi vd., 2009; 

Abdelkefi-Mesrati vd., 2011a; Palma vd., 2012; Ben  Hamadou-Charfi vd., 2013; Ruiz de 

Escudero vd., 2014). Bu nedenle, "fonksiyonel mortalite" (Ölü böcekler ve L1'de kalanlar), 

bu durumlarda Vip3 proteininin etkinliğini daha iyi temsil eder (Ali ve Lutrell, 2011; 

Chakroun vd., 2012; Ruiz de Escudero vd., 2014). 

Tablo 2, Vip3Aa proteinlerinin insektisidal etkinliği hakkında rapor edilen sonuçları 

özetlemektedir (Chakroun, 2015). Sadece protoksin formunun değerleri verildiğinden, 

protoksin ile aktive edilmiş form arasındaki insektisidal aktivite farklılıkları gösteren 

raporlar olmadığı için (Ruiz de Escudero vd., 2014) yalnızca S. exigua'ya karşı Vip3Aa16 

ve Spodoptera frugiperda’ya karşı Vip3Af1 değerleri verilmiştir (Chakroun vd., 2012; 

Hernández-Martínez vd., 2013).   

Vip3Aa sekansları arasındaki çok küçük farklılıklar olmasına rağmen, bazı proteinler 

aynı böcek türlerine karşı toksisite bakımından önemli farklılıklar gösterebilir 

(Selvapandiyan vd., 2001; Palma vd., 2013; Ruiz de Escudero vd., 2014). Örneğin test 

edilen tüm Vip3Aa proteinleri arasında sadece Vip3Aa1 ve Vip3Aa14, H. armigera'ya 

karşı düşük veya aktif olmayan olarak tanımlanmıştır (Tablo 2). Bununla birlikte, Tablo 

2'deki verilerin çoğunun farklı laboratuvarlarda elde edildiği göz önüne alındığında, 

insektisidal farklılıkların, protein hazırlamada kullanılan protokol, numunenin saflığı, 

miktar tayini yöntemi, biyotest koşulları ya da böcek popülasyonları arasında değişkenlik 
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gibi protein dizilimindeki hafif farklılıklar dışındaki faktörlerden kaynaklanma olasılığı 

yüksektir (Chakroun, 2015). 

Hernández-Martínez ve arkadaşları (2013), metal-şelat kromatografisiyle 

saflaştırıldıktan sonra Vip3A proteinlerinin toksisitesindeki azalmayı kanıtlamıştır. 

Saflaştırma yönteminin etkisi ikili (tandem) protein hedef türlerine bağlıdır.  Bu etki aynı 

zamanda Cry proteinleri için de tarif edilmiştir (Hernández-Rodríguez vd., 2012). 

Ali ve Lutrell (2011), Helicoverpa zea ve Heliothis virescens'in Vip3Aa'ya karşı 

gösterdiği insektisidal tepkisinin aynı proteinin farklı grupları arasında büyük ölçüde 

değiştiğini bulmuştur. Ayrıca, birkaç alan ve laboratuvar popülasyonu arasında ve beş 

ardışık mevsimde oldukça değişkenlik bildirilmiştir. Tablo 3, Vip3Aa dışındaki Vip3A 

proteinleri üzerindeki biyotest verilerini özetlemektedir. Tablo 4 ise, Vip3A dışındaki Vip3 

proteinlerinin tablosudur. 

 

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

2016). 

 

Protein Tür 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 

Vip3Aa1 Agrotis ípsilon + Estruch vd.,1996; Hernández-Martínez 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; 

Hernández-Martínez vd., 2013 

 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwiluMDukonUAhUGESwKHVjBDkAQFgghMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FBombyx_mori&usg=AFQjCNEbHeV3PfgbdQcoqqqQ8zYK8mR52w
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Tablo 2’nin devamı 

 

 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 

Vip3Aa7 Helicoverpa armigera + Song vd., 2008 

 Plutella xylostella + Song vd., 2008; Dong vd., 2012a, b 

 Spodoptera exigua + Song vd., 2008 

Vip3Aa9 Agrotis ipsilon + Selvapandiyan vd., 2001 

 Chilo partellus + Selvapandiyan vd., 2001 

 Phthorimea operculella + Selvapandiyan vd., 2001 

 Plutella xylostella + Selvapandiyan vd., 2001 

 Spodoptera litura + Selvapandiyan vd., 2001 

Vip3Aa10 Agrotis ipsilon + Doss vd., 2002 

 Bombyx mori - Doss vd., 2002 

 Culex quinquefasciatus - Doss vd., 2002 

 Helicoverpa armigera  + Doss vd., 2002 

 Plutella xylostella + Doss vd., 2002 

 Spodoptera litura + Doss vd., 2002 

Vip3Aa11 Helicoverpa armigera + Liu vd., 2007 

 Ostrinia furnacalis + Liu vd., 2007 

 Plutella xylostella + Liu vd., 2007 

 Spodoptera exigua + Liu vd., 2007 

Vip3Aa13 Helicoverpa armigera + Chen vd., 2003 

 Spodoptera exigua + Chen vd., 2003 

 Spodoptera litura + Chen vd., 2003 

Vip3Aa14 Earias vitella + Bhalla vd., 2005 

 Helicoverpa armigera - Bhalla vd., 2005; Saraswathy vd., 2008 

 Pieris brassicae - Bhalla vd., 2005 

 Plutella xylostella + Bhalla vd., 2005 

 Spodoptera litura + Bhalla vd., 2005; Saraswathy vd., 2008 

 Plutella xylostella - Saraswathy vd., 2008 

Vip3Aa16 Prays oleae + Abdelkefi-Mesrati vd., 2009 

 Spodoptera littoralis + Abdelkefi-Mesrati vd., 2011a 

 Ephestia kuehniella + Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b 

 Spodoptera exigua + Chakroun vd., 2012 

 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwigleaLmInUAhXK2SwKHXVPCjMQFgglMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FChilo_partellus&usg=AFQjCNH1GEssm4qKuBqCFYl3LY_hn7kGIA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwiluMDukonUAhUGESwKHVjBDkAQFgghMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FBombyx_mori&usg=AFQjCNEbHeV3PfgbdQcoqqqQ8zYK8mR52w
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Tablo 2’nin devamı 

 

 Spodoptera frugiperda 

Agrotis segetum 

Tuta absoluta 

Ectomyelois ceratoniae 

+ 

+ 

+ 

+ 

Chakroun vd., 2012 

Ben Hamadou vd., 2013 

Sellami vd., 2015 

Boukedi vd., 2015 

Vip3Aa19 Helicoverpa armigera + Liu vd., 2007 

 Ostrinia furnacalis + Liu vd., 2007 

 Plutella xylostella + Liu vd., 2007; Gulzar vd., 2015 

 Spodoptera exigua + Liu vd., 2007 

 Heliothis virescens + Gulzar vd., 2015 

 Helicoverpa zea + Welch vd., 2015 

Vip3Aa29 Culex quinquefasciatus - Yu vd., 2012 

 Chilo suppressalis + Yu vd., 2012 

 Chironomus tepperi - Yu vd., 2012 

 Helicoverpa armigera + Yu vd., 2012 

 Spodoptera exigua + Yu vd., 2012 

Vip3Aa43 Spodoptera albula + Bergamasco vd., 2013 

 Spodoptera cosmioides + Bergamasco vd., 2013 

 Spodoptera eridania + Bergamasco vd., 2013 

 Spodoptera frugiperda + Bergamasco vd., 2013 

Vip3Aa45 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 

Vip3Aa50 Anticarsia gemmatalis + Figueiredo vd., 2013 

 Spodoptera frugiperda + Figueiredo vd., 2013 

Vip3Aa58 Spodoptera exigua + Baranek vd., 2015 

 Cydia pomonella + Baranek vd., 2015 

 Dendrolimus pini + Baranek vd., 2015 

Vip3Aa59 Spodoptera exigua + Baranek vd., 2015 

 Cydia pomonella + Baranek vd., 2015 

 Dendrolimus pini + 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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Tablo 3. Vip3Aa alt ailesi dışındaki Vip3A proteinlerinin aktivite ve toksisite spektrumu 

(Chakroun, 2016). 

 

Protein Tür Aktivite Referans 

Vip3Ab1 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 

Vip3Ac1 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 + Hernández Martínez vd., 2013 

 Spodoptera frugiperda + Hernández Martínez vd., 2013 

Vip3Ae1 Agrotis ipsilon + Hernández Martínez vd., 2013 

 Spodoptera frugiperda + Hernández Martínez 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 

Vip3Af1 Spodoptera frugiperda + Sena vd., 2009; Hernández Martínez vd., 2013 

 Agrotis ipsilon + Hernández Martínez 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 

 

 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwiluMDukonUAhUGESwKHVjBDkAQFgghMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FBombyx_mori&usg=AFQjCNEbHeV3PfgbdQcoqqqQ8zYK8mR52w
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Tablo 4. Vip3B ve Vip3C protein ailelerinin aktivite ve toksisite spektrumu (Chakroun, 

2016). 

 

Protein Tür      Aktivite Referans 

Vip3Ba1 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 Diğer İnsektisidal Proteinlerle Etkileşimleri 

 

Vip3Aa ve Cyt2Aa proteinlerinin E. coli'de birlikte ifade edildikten sonra Chilo 

suppressalis ve S. exigua'ya karşı bu proteinler arasında sinerjizm gözlenmiştir. Buna 

karşılık, bu protein kombinasyonu C. quinquefasciatus üzerinde biraz antagonizme neden 

olmuştur (Yu vd., 2012). Bergamasco ve arkadaşları (2013) yaptıkları çalışmada, üç 

Spodoptera türünün (S. frugiperda, S. albula ve S. cosmioides)  Vip3A ve Cry1Ia 

arasındaki sinerjizmi ve Spodoptera eridania’daki hafif antagonizmi bildirmişlerdir. 

Vip3A, Cry1A ve Cry1Ca proteinleri arasındaki antagonizm H. virescens'de 

tanımlanmıştır (Lemes  vd., 2014). Antagonizm Cry1Ca'nın ya Vip3Aa, Vip3Ae ya da 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0ahUKEwiftPKijo3UAhUMnBoKHW0GAngQFggzMAE&url=http%3A%2F%2Fentnemdept.ufl.edu%2Fcreatures%2Fveg%2Fleaf%2Fcabbage_looper.htm&usg=AFQjCNGugFx7KQptX-qUoWWCtEOueANEyw
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Vip3Af ile ve Vip3Af’nin ya Cry1Aa ya da Cry1Ac kombinasyonlarında bulunmuştur. 

Aynı çalışmada, Vip3Aa ve Cry1Ca, S. frugiperda'da antagonistik, Diatraea 

saccharalis'de sinerjik etki göstermiştir. 

Sinerjizm ve antagonizmin altında yatan mekanizma hala bilinmemektedir. Vip3A ve 

Cry1C proteinleri arasındaki antagonizma için Lemes ve arkadaşları (2014), iki proteinin 

fiziksel olarak etkileşiminin, bağ epitoplarının zar reseptörüne erişmesini zayıflattıklarını 

öne sürmüşlerdir. Tersine, sinerjizm, daha önce Cry1Ac ve Cry1Aa için önerildiği üzere, 

zar ekleme veya gözenek oluşumunu daha iyi olan hetero-oligomer oluşumu ile ilişkili 

olabilir (Lee vd.,1996). 

 

1.3.2.2.3. Genetik Olarak Tasarlanmış vip3A Genleri 

 

Genetik mühendisliği, farklı proteinlerin parçalarını kodlayan ve yeni veya gelişmiş 

özelliklere sahip yeni genleri elde etmek için kimerik genlerin oluşturulmasına izin verir. 

Bir proteinin etki alanlarının bilgisi, kimerik proteinlerin tasarımında çok yardımcı olur 

(Chakroun, 2015). 

Vip3A proteinlerinin üçüncül yapısı hakkındaki bilgi eksikliğine rağmen, iki kimera, 

vip3Aa ve vip3Ac genleri arasında dizinin takas edilmesi ile konağın özgüllüğünü artırmak 

amacıyla oluşturulmuştur (Fang  vd.,  2007). Vip3Aa ve Vip3Ac arasındaki kimeralar, bir 

proteinin N-terminal bölgesinin yaklaşık 600 aminoasidi ile diğer proteinin C-terminal 

bölgesinin yaklaşık 180 aminoasidi birleştirilerek oluşturulmuştur (Tablo 5). İki kimerik 

protein yeni toksisite özelliklerine sahiptir: Vip3AcAa (Vip3Ac'nin N-terminal bölgesi ile 

birlikte), test edilen tüm böceklere karşı iki orijinal proteinden daha toksik olduğu ve 

Vip3A’a toleranslı olan O. nubilalis'e karşı bile büyüme inhibisyonuna neden olduğu tespit 

edilmiştir. Fakat Vip3AaAc’nin, eşdeğerinden ve orijinal proteinlerden daha az toksik 

olduğu ve hatta Bombyx mori'ye karşı aktiviteyi tamamen kaybettiği belirlenmiştir (Fang  

vd., 2007) (Tablo 5). Li ve arkadaşları (2007), kimerik Vip3AcAa proteininin son iki 

amino asitinin değiştirilmesiyle S. exigua'ya karşı toksisitede 18 kat artış elde etmiştir. 

vip ve cry genlerini birleştiren benzer çalışmalar yapılmıştır. vip3Aa geninin cry1A 

ile birleşmesi, Cry1Ac'nin toksikliğini muhafaza eden, ancak muhtemelen hatalı Vip3A 

katlanmasından dolayı Vip3Aa'yı kısmen kaybeden bir füzyon proteini oluşturmuştur 

(Saraswathy vd., 2008). Bir başka çalışmada, vip3Aa geni cry9Ca'nın N-ucu ile 

birleştirilmiş ve ortaya çıkan kimerik protein, muhtemelen Vip3Aa'nın Cry9Ca proteininin 



27 

 

çözünürlüğünü arttırması nedeniyle, bireysel proteinlere ve bunların karışımına göre daha 

toksik olarak sonuç vermiştir (Dong  vd., 2012). 

Vip3Aa’nın verimini geliştirmeye yönelik bir başka çalışmada, mutant bir vip3Aa 

geni (Sinyal peptidi silinmiş), Cry1C'nin promotoru ve C-terminalinin yarısı ile 

kaynaştırılmış ve inklüzyon cisimciklerinde yoğunlaştırılan rekombinant proteininin 

ekspresyonunda 9 kat artış sağlanmıştır. Ne yazık ki, bu protein, muhtemelen düşük 

çözünürlük veya proteinin yanlış katlanması nedeniyle, test edilen böceklere karşı orijinal 

Vip3Aa proteininden daha düşük insektisidal aktivite göstermiştir (Song vd., 2008) (Tablo 

5).   

Bir başka yaklaşım türü, farklı cry genlerini ifade eden B. thuringiensis suşlarında 

vip3A genlerinin tanıtılması ve ifadesi, insektisidal formülasyonlarda daha geniş etki 

spektrumu ile birlikte kullanılacak yeni B. thuringiensis suşlarının yaratılması olmuştur.  

B. thuringiensis suşlarının ticari formülasyonları, az miktarda Vip proteini 

içermektedir. Çünkü bu proteinler, formülasyonun işlenmesi sırasında atılan büyüme 

ortamına salınırlar (Taborsky, 1992). Bu problem, vip3A geninin ifadesinin sporülasyona 

bağımlı promotorlar ve farklı cry genlerinden spesifik transkripsiyon dizileri kullanarak 

sporülasyon aşamasına yönlendirmek suretiyle önlenebilir (Arora vd., 2003; Zhu vd., 

2005; Thamthiankul Chankhamhaengdecha vd., 2008; Sellami vd., 2011). 

Bütün bu durumlarda tasarlanmış suşlar, gelişmiş Vip3A proteinlerinin üretilmesini 

ve test edilen böceklere karşı daha yüksek toksisite göstermiştir. Pseudomonas 

fluorescens'de vip3Aa geninin klonlanması ve ifadesi, Vip3A proteinine dayalı 

püskürtülebilir insektisitlerin üretilmesi amacı ile ya Cry proteinleri ile kombine edilmiş ya 

da edilmemiş olarak gerçekleştirilmiştir (Hernández-Rodríguez vd., 2013). 
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Tablo 5. Genetik olarak tasarlanmış Vip3A proteinleri ve böcek toksisitesi üzerine etkileri 

(Chakroun, 2016). 

 

Protein Modifikasyon 

türü 
     Pozisyonu Modifikasyonun etkisi Referans 

Vip3AcAa 
Domain değiş-

tokuşu 

Vip3Ac N-terminalinin 

(600 aa) ve Vip3Aa C-

terminalinin (189 aa) 

birleşimi 

O. nubilalis'e karşı toksisite 

kazancı; S. frugiperda, H. 

zea ve B. mori'ye karşı 

aktivitenin arttırılması 

Fang vd., 2007 

Vip3AaAc 
Domain değiş-

tokuşu 

Vip3Aa1 N-terminalinin 
(610 aa) ve Vip3Ac C-

terminalinin (179 aa) 

birleşimi 

S. frugiperda ve H. zea'ya 
karşı aktivitenin azalması; B. 

mori'ye karşı aktivitenin 

kaybı 

Fang vd., 2007 

Vip3Aa14 
Protein 
füzyonu 

Vip3Aa14 ve 
Cry1Ac’nin 

birleştirilmesi 

H. armigera ve P. 

xylostella'ya karşı Cry1Ac 
kadar etkilidir ancak S. 

litura'ya karşı Vip3Aa'ya 

kıyasla aktivitenin azalması 

Saraswathy vd., 
2008 

Vip3Aa7 

Gen promotor 

değişimi ve 
protein füzyon 

Kesilmiş Vip3Aa7 (N-

terminalinde 39 aa 

silinmiş) ve Cry1C C-
terminali ile Cry1C 

promotorunun birleşimi 

P. xylostella, H. armigera ve 

S. exigua'ya karşı aktivitenin 
azalması 

Song vd., 2008 

 

Vip3Aa7  

 

Protein 

füzyonu 

Vip3Aa7 ve Cry9Ca N-

terminalinin birleşimi 

P. xylostella'ya karşı 

aktivitenin arttırılması 
Dong vd., 2012b 

 

 

1.3.2.3. Vip3 Proteinlerinin Etki Şekli 

 

Vip3 proteinlerinin etki şekli ile ilgili çalışmalar, Estruch ve arkadaşları tarafından 

1996'da keşfedilmesinin hemen ardından başlamıştır. Vip3 proteinleri Cry proteinlerinden 

yapısal olarak her ne kadar farklı olsalar da, her iki toksin çeşidi de, görünüşte aynı olay 

dizisiyle toksik eylemlerini uygulamaktadırlar; orta bağırsak proteazlarıyla aktivasyon, 

peritrofik membrandan geçme, epitelyal orta bağırsak hücrelerinin apikal zarındaki 

spesifik proteinlere bağlanma ve gözenek oluşumu (Lee vd., 2003). 

 

1.3.2.3.1. Davranışsal ve Histopatolojik Etkiler 

 

Vip3A'nın yenilmesi sonrasında duyarlı böceklerde görülen davranışsal belirtiler, 

Cry zehirlenmesi sonrası gözlenen davranış belirtilerini andırmaktadır; beslenmenin 
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kesilmesi, bağırsakta kasılma hareketlerinin kaybı ve böceklerin genel olarak felce 

uğraması (Yu vd., 1997). 

Vip3Aa proteini alımından sonra, duyarlı böceklerin bağırsak kesitlerinin analizi, 

orta bağırsakta bozuk, şişmiş ve/veya parçalanmış epitel hücreleri ve hücresel materyalin 

lümene sızıntısı ile geniş hasar görülmüştür (Yu vd., 1997; Doss, 2002; Abdelkefi-Mesrati 

vd., 2011a; Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b; Ben Hamadou-Charfi vd., 2013; Boukedi vd., 

2015; Sellami vd., 2015). Ön bağırsakta veya arka bağırsakta ya da hassas olmayan 

böceklerin orta bağırsağında hasar görülmemiştir (Yu vd., 1997). 

 

1.3.2.3.2. Proteolitik İşlemler 

 

Böcekteki orta bağırsak sıvısı kullanılarak tam uzunluktaki Vip3A'nın in vitro 

proteolizi, bu proteinlerin genelde yaklaşık olarak  62-66, 45, 33 ve 22 kDa gibi birkaç 

büyük proteolitik ürüne işlendiğini göstermiştir (Yu vd., 1997, Abdelkefi-Mesrati vd., 

2011a; Abdelkefi-Mesrati  vd., 2011b; Ben Hamadou-Charfi vd., 2013;  Sellami vd., 

2015). 22 kDa’luk parça, proteinin N-terminal kısmına (1 ila 198 arasındaki aminoasitler), 

66 kDa’luk parça ise proteinin geri kalanına karşılık gelir (199'dan sonraki aminoasitler) ve 

45 ile 33 kDa fragmentlerinin 66 kDa bölümünden türetildiği düşünülmektedir (Estruch ve 

Yu, 2001).  

Yapılan çalışmalar ile proteinin minimal zehirli parçası da incelenmiştir. Bir 

çalışmada, proteolizden sonra insektisidal aktivitesini koruyan minimal fragmanın 33 kDa’ 

luk fragment olduğu iddia edilmesine rağmen (Estruch ve Yu, 2001),  sonraki çalışmalar 

62-66 kDa’luk fragmentin Vip3A toksik çekirdeği olduğu yönündeydi (Lee vd., 2003; Lee 

vd., 2006; Li vd., 2007; Liu vd., 2011; Abdelkefi-Mesrati vd., 2011a; 2011b; Chakroun 

vd., 2012; Gayen vd., 2012; Hernández-Martínez vd., 2013; Ben Hamadou-Charfi vd., 

2013; Caccia vd., 2014; Sellami vd., 2015). 

Vip3A proteinlerinin birincil yapısında tanımlanan iki büyük proteolitik işleme yeri 

vardır. İşleme bölgeleri, lizin kalıntılarında zenginleştirilmiş bir kaç aminoasit bölgeleridir. 

İlk bölge, Vip3Aa1'deki lizin K198'de bulunur ve iki parçayı saldığı düşünülmektedir:  

Protoksinin N-ucuna karşılık gelen 22 kDa'lık bir parça ve toksin aktif formu olduğu kabul 

edilen, 200. aminoasitten sonuna kadar uzanan 66 kDa’lık diğer bir parçadır (Chakroun, 

2015). 
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İkinci proteolitik bölge 455 pozisyonunda bulunur ve 200 ila 455 aminoasit kadar 

uzanan yaklaşık 33 kDa'luk bir parça salmaktadır (Estruch ve Yu, 2001; Rang vd., 2005). 

Estruch ve Yu (2001), 33 kDa fragmentini Vip3A proteininin minimal toksik çekirdeği 

olduğunu ileri sürmüşlerdir. 

Cry proteinlerinin aksine Vip3A proteinlerinin proteaza dirençli bir çekirdeği yoktur. 

Vip3Aa veya Vip3Ae'nin farklı zamanlarda ve ticari serin-proteazlar veya böcek orta 

bağırsak sıvısı konsantrasyonlarında inkübe edilmesi, tüm protoksin işlenmeden daha önce 

parçalanmaya başlayan 62 kDa fragmanının dengesizliğini göstermiştir (Yu vd., 1997; 

Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b; Ben Hamadou-Charfi vd., 2013; Caccia vd., 2014; Sellami 

vd., 2015).   

S. frugiperda orta bağırsak sıvısından peptidaz aktivitelerinin kısmi saflaştırılması, 

katyonik tripsin benzeri ve anyonik kimotripsin benzeri peptidazlar, Vip3A 62 kDa 

fragmanının oluşumunda rol oynadığını göstermişken katyonik kromozin benzeri 

peptidazların daha sonraki işlemlere katıldığını göstermiştir (Caccia vd., 2014). İlginç 

olarak, Vip3Aa protoksininin proteolitik işlenmesiyle üretilen 20 kDa fragmenti genellikle 

62 kDa fragmentiyle birlikte saflaştırılır ve tam uzunluktaki proteinin aktivasyonundan 

sonra iki parçanın bir arada kalmasını sağlamaktadır (Chakroun ve Ferré, 2014). 

Tam uzunluktaki protein ve tripsin ile aktive edilmiş Vip3A protein formunun 

kullanıldığı biyotestler sonucunda, genel olarak, in vitro proteolitik aktivasyonun böcek 

toksisitesi ve spesifitesi açısından büyük bir fark oluşturmadığı gösterilmiştir (Chakroun 

vd., 2012; Ruiz de Escudero vd., 2014). Vip3A proteini in vitro olarak duyarlı böceklere 

verildiğinde tamamen toksik olan 65 kDa'lık bir parçanın duyarlı olmayan böceklerin (O. 

nubilalis) orta bağırsak sıvısında da bulunduğu gözlenmiştir (Yu vd., 1997). Bununla 

birlikte, bazı durumlarda, tam uzunluktaki belirli bir Vip3A proteininin işlenme oranının, 

farklı böcek türlerine karşı toksisitesindeki farklılıkların temelini oluşturduğu ileri 

sürülmüştür (Abdelkefi-Mesrati vd., 2011b; Chakroun vd., 2012; Caccia vd., 2014). Bazı 

araştırmalar, tam uzunluktaki protein yerine tripsinle aktive edilmiş protein kullanıldığında 

mortalitedeki farklılıkların kaybolduğunu göstermiştir (Chackroun vd., 2012, Hernández-

Martínez vd., 2013).  
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1.3.2.3.3. Larval Orta Bağırsak Epitelyumuna Bağlanma 

 

In vivo immünolokalizasyon çalışmaları, Vip3A'nın orta bağırsak epitel 

hücrelerinden gelen apikal mikrovilluslara bağlandığını göstermiştir [Fırça kenar 

membranı veziküllerine (BBMV) spesifik bağlanma] (Yu vd., 1997; Chakroun ve Ferré, 

2014). 

İlginç bir şekilde, Vip3Aa, duyarlı olmayan O. nubilalis'in BBMV'sine de spesifik 

olarak bağlandığını (Lee vd., 2003); bu, bağlanmanın gerekli olduğu, ancak toksisite 

üretmek için yeterli olmadığını göstermiştir. Nicel bağlanma parametreleri, 
125

I-etiketli 

protein kullanılarak elde edilmiştir (Chakroun ve Ferré, 2014). 
125

I-Vip3Aa'nın S. 

frugiperda BBMV'ye spesifik bağlanması, doymuş, çoğunlukla geri dönüşümsüz ve iki 

değerlikli katyonların varlığından farklı olarak etkilendiği bulunmuştur. Vip3A 

proteinlerinin Cry1A ve Cry2A proteinlerine kıyasla daha az afinite gösterdiği, ancak daha 

fazla bağlanma sahası olduğu bulunmuştur. İlginçtir, benzer rekabet, tripsin ile 

aktifleştirilmiş 
125

I-Vip3Aa'nın hem 62 kDa hem de 20 kDa fragmentlerinin BBMV'ye 

bağlandığını ve her ikisinin de etiketlenmemiş Vip3Aa eklenmesiyle yarıştıklarını 

göstermiştir. Buna karşılık, Lui ve arkadaşları (2011), biyotin etiketli Vip3Aa kullanarak 

sadece 62 kDa'nın H. armigera'nın BBMV'sine bağlanabildiğini ve 20 kDa'nın sadece 

bağlanma reaksiyonunun süpernatantında olduğunu keşfetmiştir. 

Rekabet bağlanma deneyleri Vip3Aa ile Cry1Ac, Cry1Ab, Cry1Fa, Cry2Ae ve 

Cry2Ab arasında, çeşitli böcek türlerinde ve S. frugiperda'daki Cry1Ab ve Cry1F arasında, 

Vip3Af ile ikisi arasında paylaşılan bağlanma mevkilerinin bulunmadığını göstermiştir 

(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 bağlama alanları için Cry1Ia proteinin 

kısmi rekabetini bildiren Bergamasco ve arkadaşları (2013) tarafından tarif edilmiş, ancak 

S. frugiperda, S. albula ve S. cosmioides BBMV'lerinde mevcut değildir. Bununla birlikte, 

Vip3Aa ve onun kovaryant (eşdeğişken) Vip3Ae, Vip3Af ve hatta aktif olmayan Vip3Ad, 

bağlanma parametreleri arasında önemli bir farklılık göstermeyen S. frugiperda'daki aynı 

bağlanma yerlerini paylaşmaktadır (Chakroun ve Ferré, 2014). 

Vip3Aa'nın duyarlı böceklerin BBMV'siyle etkileşimi Cry1A proteinleri tarafından 

tanınanlardan farklı spesifik bağlanma moleküllerini içerir. Ligand blot analizleri, 

Vip3A'nın Manduca sexta'da 80 ve 110 kDa proteinlerine, Cry1Ab ise 120 ve 210 kDa 
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proteinlerine bağlandığını ortaya koymuştur (Lee vd., 2003). Aynı çalışma, Vip3A'nın, Cry 

proteinlerine bağlandığı bilinen her ikisi membran proteini olan M. sexta'dan saflaştırılmış 

APN'ye ve kaderin ektodomain RTB'ye bağlanamadığını göstermiştir (Lee vd., 2003).  

Prays oleae ve Agrotis segetum’da Vip3Aa, 65 kDa proteine bağlanırken, Cry1Ac, 

P. oleae'de 210 kDa bandına ve A. segetum'da 120 kDa bandına bağlanmaktadır 

(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 Cry1Ia'nın da dört 

Spodoptera türünde bağlı olduğu bir proteine bağlanmaktadır (Bergamasco vd., 2013). 

Yapılan çok az sayıda çalışmada böcek orta bağırsağındaki Vip3A bağlama 

moleküllerinin kimliğini ele almıştır. Şu ana kadar iki tane Vip3Aa bağlanma molekülü 

maya iki hibrid sistemini kullanarak tanımlanmıştır. İlki, A. ipsilon'dan 48 kDa'lık bir 

protein olup, tenascins olarak adlandırılan, hücre dışı glikoproteinlerin bir ailesiyle 

homolog olup, apoptotik süreçlerle ilişkili olabilir (Estruch ve Yu, 2001).  İkincisi S. 

litura'nın S2 ribozomal proteinidir (Singh vd., 2010).  Sf21 hücrelerinde etkileşen ortağa 

aracılık eden bir Vip3A toksisitesi olarak tanımlanmıştır. S2 geninin susturulması, hem 

Sf21 hücrelerinde hem de beşinci instar S. litura larvalarında Vip3A'nın toksikliğini 

azaltmıştır. Hem S2 hem de Vip3Aa, pull down deneylerinde birlikte çökeltilmiş ve Sf21 

hücrelerinin yüzeyinde ve sitoplazmasında birlikte lokalize edilmiştir (Singh vd., 2010). 

Bu S2-Vip3A protein etkileşiminin, hücrelerin lizisini nasıl tetikleyebildiği 

açıklanamamıştır. H. armigera'da, Vip3Aa'ya bağlanan moleküllerin lipit yığınlarıyla 

hafifçe ilişkili olduğu bulunmuştur (Liu vd., 2011). 

Orta bağırsak hücrelerinin, Vip3 proteinlerinden zehirlenmesine nasıl tepki verdiğini 

anlamaya yönelik bir çalışmada, subletal bir Vip3Aa dozu ile muamele edilen S. exigua 

larvalarının gen ifade profilleri, 29.000'den fazla geni içeren bir genom çapında mikrodizi 

kullanılarak elde edilmiştir (Bel vd., 2013).  Yukarıda açıklanan iki Vip3A bağlama 

proteininin (S2 ve tenascin X-toksin benzeri protein) ifade seviyelerinde herhangi bir 

değişiklik bulunmamıştır. Cry proteinlerinin etki şekli ile ilgili genler de analiz edilmiş ve 

sadece ifade de küçük farklar bulunmuştur. Yazarlar, muhtemelen, transkripsiyonda 

önemli değişiklikler olmamasını, analiz edilen genlerin ya Vip3 etki modunda yer 

almadığından ya da Vip3A toksinlerine karşı savunma mekanizmalarının, etki modunda 



33 

 

yer alan üyelerin düzenlenişine dayanmamasından kaynaklandığı sonucuna varmışlardır 

(Chakroun, 2015). 

 

1.3.2.3.4. Gözenek Oluşumu 

 

Vip3 proteinlerinde herhangi bir gözenek oluşturan domain sekansının yokluğuna 

rağmen, tripsinize edilmiş veya orta bağırsakta aktifleştirilmiş proteinin gözenek oluşturma 

aktivitesi, M. sexta'nın disekte edilen orta bağırsaklarıyla voltaj sıkıştırma deneyleriyle 

(voltage clamping assays) ve aynı zamanda düzlemsel lipit çift tabakalarında, onları 

oluşturamayan tam uzunlukta Vip3A proteinine karşıt olarak kanıtlanmıştır (Lee vd., 

2003).  Bu iyon kanalları transmembran potansiyelini yok edebilir, voltajdan bağımsız ve 

katyon seçicidirler (Lee vd., 2003). Aktive edilmiş Vip3A'nın gözenek oluşturma yeteneği, 

H. armigera BMV'yi kullanarak floresan söndürme ile de gösterilmiştir (Liu vd., 2011). 

Ayrıca, Vip3A iyon kanalları duyarlı böceklerle sınırlıdır ve M. sexta'daki Cry1Ab'den 

farklı biyofiziksel özelliklere sahip olduğu bulunmuştur (Lee vd., 2003). 

 

1.3.2.4. Direnç ve Çapraz Direnç 

 

Vip3 proteinlerine karşı direnç üzerine çok az vaka bildirilmiştir. H. virescens 

kolonisinin laboratuvar seçimi Vip-Unsel popülasyonuna kıyasla Vip3A'ya 2.040 kat 

dirence neden olmuştur (Pickett, 2009). Alan popülasyonlarında Vip3Aa dirençli allellerin 

varlığı, Avustralya'daki Helicoverpa armigera ve H. punctigera'da F2 taraması 

kullanılarak incelenmiştir (Mahon vd., 2012). Sonuçlar, her iki böcek türünde, normal 

olarak karşılaşılan mutasyon oranlarının üzerinde, nispeten yüksek bir frekanstaki 

(sırasıyla, 0.027 ve 0.008) doğal polimorfizmler gibi dirençli allellerin var olduğunu 

göstermiştir (Mahon vd., 2012). İlginçtir ki, her bir tür içinde, iki farklı F2 ailesinin 

direnci, aynı lokustaki alellerden kaynaklanmıştır ve direnç esasen resesifdir (muhtemelen 

tek bir gen tarafından verilir) ve Cry1Ac veya Cry2Ab'ye çapraz direnç sağlamamıştır 

(Mahon vd., 2012). H. punctigera'ya dirençli suş hakkında daha fazla yapılan araştırma ile, 

Vip3A ve Cry2Ab direnç lokusları arasında hiçbir bağlantı olmadığını doğrulanmıştır 

(Walsh vd., 2014). 

Bt bitkilerinde Vip3 toksinlerinin artan kullanımı, hem zararlı kontrolü hem de direnç 

yönetimini iyileştirmek için, Cry ve Vip3A proteinleri arasındaki çapraz direnci 
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değerlendirmeye ilgi uyandırmıştır (Kurtz, 2010). Şu ana kadar, proteinlerin bu iki sınıfı 

arasında önemli bir çapraz direnç tespit edilmemiştir. Vip3Aa'nın hem Cry1Ac, Cry1Aa, 

Cry1Ab, Cry1F ve Cry2Aa2'ye dirençli, duyarlı ve üç Cry dirençli H. virescens suşu 

YHD2, Cry1Ac, Cry1F'ye dirençli ve Cry2A'ya hafifçe çapraz dirençli ve CXC ve 

KCBhyb' e eşit derecede toksik olduğu bulunmuştur (Jackson vd., 2007). 

H. zea'nın (AR) Cry1Ac’ye dirençli suşu Cry1Ab'ye çapraz direnç gösterirken 

Vip3A, Cry2Aa2 veya Cry2Ab2'ye çapraz direnç göstermemiştir (Anilkumar vd., 2008). 

Çin'deki Cry1Ac-pamuk ekim bölgelerinden iki H. armigera popülasyonu üzerine yapılan 

bir araştırmada, Vip3Aa ve Cry1Ac'ye verilen cevaplar arasında anlamlı bir ilişki 

belirlenememiş ve bu iki toksin arasında çapraz direncin çok az veya hiç olmadığını 

düşündürmüştür (An vd., 2010).   

Aynı zamanda Vip3A'ya çapraz direnç, Cry1F dirençli iki S. frugiperda 

popülasyonda çalışılmıştır. Biri Porto Riko'daki, diğeri güneydoğu ABD'deki Bt-mısır 

tarlalarından toplanmıştır. Her iki popülasyonunda Vip3Aa'ya karşı çok duyarlı olduğu 

belirlenmiş, bu da Vip3Aa ve CrylF proteinleri arasında çapraz direnç olmadığını 

göstermiştir (Vélez vd., 2013; Huang vd., 2014). Farklı bir Vip3A proteini (Vip3Ac) 

kullanarak yapılan bir çalışma, duyarlı ve Cry1Ac'ye dirençli bir Trichoplusia ni 

(Lepidoptera: Noctuidae) suşu için aynı derecede toksik olduğunu göstermiştir (Fang  et  

al., 2007).   Bununla birlikte, bu durumda dirençli suşun, Vip3Aa'ya (direnç oranı 2.1)  ve 

iki Vip3A kimerik proteine (direnç oranları 1.8 ve 3.2)  karşı biraz daha az duyarlı 

olduğunu göstermiştir (Fang vd., 2007). 

 

1.3.2.5. Vip3 Proteininin Bitkilerde İfadesi 

 

vip3Aa geni, pamukta ve mısırda başarıyla kullanılmaya başlanmış ve sonra daha 

yüksek koruma ve böcek direncini geciktirmek için diğer cry genleri ile kombine edilmiştir 

(URL-4, 2017).  VipCotTM ve Agrisure VipteraTM, sırasıyla 2008 ve 2009'da ABD'de 

tescil edilmiştir. Bunlardan birincisi, Vip3Aa20 proteini üreten mısır MIR162 iken (URL-

5, 2017) diğeri Vip3Aa19 proteinini üreten pamuk COT102'dir (URL 6 ve 7, 2017). 

Her iki olay da cry1Ab (VipCotTM Vip3Aa+mCry1Ab ve Agrisure VipteraTM 

Vip3Aa+Cry1Ab) ve daha sonra cry1Fa (VipCotTM Vip3Aa+Cry1Ac+Cry1Fa ve 

Agrisure VipteraTM Vip3Aa+Cry1Ab+Cry1Fa) ile piramidinleştirilerek Lepidoptera'ya 



35 

 

karşı daha geniş ve daha sağlam bir koruma sağlanmıştır (Kurtz vd., 2007; Adamczyk vd., 

2008; Burkness, vd., 2010).  

Ayrıca MIR162 mısıra aktarılan  Vip3Aa20, bu iki böcek takımına karşı koruma 

sağlamak için Coleoptera (Cry3A ve Cry3.1Ab)'ya karşı aktif proteinler ifade eden diğer 

cry genleriyle birleştirilmiştir (Carrière vd., 2015).   

Sadece Vip3Aa proteinini ifade eden VipCot'un saha performansı üzerine yapılan 

üç yıllık bir çalışma, bitkilerin sezonun başlarında H. armigera'ya karşı oldukça etkili 

olduğunu ve sezonun ilerlemesiyle etkinliğin azaldığını göstermiştir; ancak BollgardTM 

veya IngardTM pamuktaki Cry1Ac kadar şiddetli olmadığı belirlenmiştir (Llewellyn vd., 

2007). 2015 yılında geliştirilmiş toksisiteye sahip ilk modifiye Vip3A, H. armigera, A. 

ipsilon ve S. littoralis'e karşı neredeyse tamamen koruma sağlayan tütün kullanımına 

girmiştir (Gayen vd., 2015). 

 

1.4. Çalışmanın Amacı 

 

Kimyasal insektisitlerin kullanımındaki artışlar, böcek popülasyonlarında 

kimyasallara karşı dirençliliğin gelişmesine neden olmuştur. Kimyasalların, çevreye ve 

insanlara verdiği zararların yanında bunlara karşı gelişen dirençlilik durumu, ilginin 

Bacillus thuringiensis’e dayalı preparat ve biyoformülasyonlara kaymasını sağlamıştır. 

Biyolojik mücadele amacıyla yaygın olarak B. thuringiensis suşlarının sporülasyon 

aşamasında üretilen cry genleri kullanılmaktadır. Zararlıların B.  thuringiensis toksinlerine 

karşı direnç geliştirmelerinin oldukça zor olduğu düşünülmüş,  fakat ilerleyen yıllarda hem 

laboratuvar hem de doğal ortamdan elde edilen birçok böcek türünün B. thuringiensis 

toksinlerine karşı dirençlilik geliştirdiği gözlenmiştir. Bu sebeple tüm dünyada tarım ve 

ormancılıkta zararlı böceklere karşı kullanılabilecek insektisidal aktivitesi yüksek, 

dirençlilik problemlerini aşabilen yeni bir mikrobiyal mücadele materyali elde edilmesi 

hedeflenmiştir. Bu problemin üstesinden gelebilmek için Bacillus izolatlarının 

süpernatantlarında yeni böcek öldürücü aktif bileşenlerin varlığının araştırılması ile ilgili 

çalışmalar yapılmıştır. Yapılan çalışmalar sonucunda Bacillus izolatlarının kültür 

süpernatantlarında vejetatif safhada üretilen, insektisidal etkisi yüksek ve Vejetatif 

İnsektisidal Protein (Vip) olarak adlandırılan proteinler bulunmuştur. Vip proteinlerinin 

Cry proteinleri ile dizi benzerliğinin bulunmaması ve böceklerin orta bağırsaklarında farklı 

bağlanma bölgelerine sahip olmasından dolayı önemli bir mücadele etmeni olarak 
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görülmektedir. Bu proteinler zararlıların kontrolü amacıyla Cry proteinleri ile birlikte de 

kullanılarak toksisite spektrumunu genişletmek ve çaprak direnç riskini en aza indirmek 

için uygulanabilir. 

Bu tez kapsamında yapılan çalışmalar ile daha önce izole ve karakterize edilmiş ve 

laboratuvarımızda mevcut olan lokal B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B. 

thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2) suşlarında ilk kez vip genlerinin varlığının 

belirlenerek klonlanması ve dizi analizi yapılması, insektisidal aktivitesi yüksek olan vip3A 

geninin tam uzunlukta gen dizilimi yapılarak ifade edilmesi, saflaştırılması ve insektisidal 

etkisinin araştırılması hedeflenmiştir. Bu çalışma kapsamında tespit edilen Vip proteinleri, 

tarım ve ormancılıkta zararlı böceklere karşı kullanılabilecek insektisidal aktivitesi yüksek, 

dirençlilik problemi aşabilen yeni bir mikrobiyal mücadele etmenleri olarak literatüre katkı 

sağlayabilecektir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Lokal İzolatlara Ait vip Genlerinin Taranması, Klonlanması ve Baz 

Dizilimlerinin Belirlenmesi 

 

2.1.1. Bacillus thuringiensis İzolatları ve Büyüme Şartları 

 

Bu çalışmada kullanılan lokal Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B. 

thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2)  suşları (Tablo 6) ve kontrol suşu olarak kullanılan 

olan Bacillus thuringiensis kurstaki HD-1 suşu (Bacillus Genetic Stock Center) K.T.Ü. Fen 

Fakültesi, Biyoloji Bölümü Mikrobiyoloji Laboratuvar kültür stoklarından temin edildi.  

B. thuringiensis izolatları Nütrient agar (NA; Merck) ve Luria Bertani besiyerlerinde 

(1 litre LB için; 10 g Triptone, 5 g NaCl, 5 g Maya özü) 30 ºC’de büyütüldü. 

 

 

Tablo 6. Çalışmada kullanılan lokal Bacillus thuringiensis izolatları 

 

Kod Bakteri Konak Referans 

BnBt: Bacillus thuringiensis kurstaki Balanicus nucum 
Sezen vd., 1999; 

Katı vd., 2007a 

MnD: Bacillus thuringiensis kurstaki Malacosoma neustria Katı vd., 2005 

Xd3: Bacillus thuringiensis tenebrionis Xyleborus dispar Sezen vd., 2008 

Mm2: Bacillus thuringiensis tenebrionis Melolontha melolontha 
Sezen vd., 2007; 

Katı vd., 2007b 

 

 

2.1.2. Bacillus thuringiensis İzolatlarından Genomik DNA İzolasyonu 

 

B. thuringiensis izolatlarından genomik DNA’nın izolasyonu, Sambrook ve 

arkadaşları (1989) tarafından açıklanan yönteme göre yapıldı. Çalışmada kullanılan 

Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B. thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2)  

suşları, LB besiyerinde, 30 ºC'de gece boyu inkübe edildi. Elde edilen kültür iki kez oda 

sıcaklığında 13,000 g’de 3-4 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Süpernatant kısmı 

uzaklaştırıldı ve pellete 500 µl TE tamponu (10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA, pH 8) ilave 

edilerek, pellet çözüldü. Daha sonra her bir tüpe 10 µg lizozim ilave edilerek vortekslendi 
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ve 37 ºC'de 1 saat bekletildi. Hücrelerdeki proteinlerin parçalanması için 50 µl % 10’luk 

SDS eklenerek, 37 °C'de 30 dakika bekletildi. Sonra tüpe 3 M’lık 0,1 hacim sodyum asetat 

(pH 5,2) eklendi ve 65 °C'de 10-30 dakika alt-üst edilerek hücrelerin parçalanması 

sağlandı. Karışıma 500 µl fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edilip, tekrar alt-

üst edilerek karıştırıldı ve 5 dakika 13,000 g’de santrifüj edildi. Tüpün üst kısmındaki sıvı 

alınarak, temiz bir tüpe bırakıldı. Bu tüpe tekrar 500 µl kloroform eklendi ve alt-üst 

edilerek 13,000 g’de tekrar 5 dakika santrifüj edildi. Bu işlem iki kez tekrarlandıktan sonra, 

üzerlerindeki sıvı kısım alındı. Bu sıvı kısma 0,1 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim % 

96’lık etanol ilave edildi ve -20 °C'de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 13,000 g’de 15 

dakika santrifüj edilip, üst kısımdaki sıvı uzaklaştırıldı. Pellete 500 µl % 70’lik etanol ilave 

edilerek tekrar 13,000 g’de 2 dakika santrifüj edildi. Üst kısımdaki sıvı uzaklaştırılarak 

pellet açık havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 100 µl ddH2O’da çözülüp, -20 

°C'de muhafaza edildi. 

 

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

 

vip genlerinin PCR ile çoğaltılması için daha önce Hernández-Rodríguez ve 

arkadaşları (2009) tarafından vip gen ailelerinin korunmuş bölgelerinden dizayn edilmiş 

olan primerler kullanıldı (Tablo 7).  

Reaksiyonlar 50 µl’lik son hacimde gerçekleştirildi. Her bir tüpte 1,25 ünite Taq 

DNA polimeraz (New England BioLabs), 5 µl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris-HCl, pH 

8,3; 500 mM KC1), 3 µl 1,5 mM MgCl2, 1 µl 10 mM ileri primeri, 1 µl 10 mM geri 

primeri, 1 µl 10 mM dNTP’den ve 3 µl genomik DNA bırakılarak steril ddH2O ile 50 µl’ye 

tamamlandı. 

PCR şartları 95 °C’de 5 dakikalık denatürasyondan sonra 35 döngü olacak şekilde 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 şekilde son uzamaya tabi tutularak gerçekleştirildi (Hernández-Rodríguez 

vd., 2009). PCR sonucunda oluşan DNA fragmentleri, 0,5 µg/ml etidyum bromür ihtiva 

eden % 1’lik agaroz jelde yürütülerek, jel görüntüleme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile 

görüntülendi. 
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Tablo 7. vip genlerinin PCR ile çoğaltılması için kullanılacak olan primerler (Hernández-

Rodríguez vd., 2009). 

 

 

 

2.1.4. vip Genlerinin pGEM-T Easy Vektörüne Klonlanması 

 

PCR reaksiyonu ile çoğaltılan vip genleri agaroz jelden kesilerek NucleoSpin Extract 

DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanılarak jelden temizlendi. Jelden temizlenen 

DNA fragmentleri, pGEM-T Easy Vector System (Promega)’i kullanılarak pGEM-T 

vektörüne klonlandı. Reaksiyon, 5 µl 2 x Rapid Ligation Buffer, 3 µl Insert DNA, 1 µl 

pGEM-T Easy Vector ve 1 µl T4 DNA Ligaz olacak şekilde oluşturuldu ve 16 ºC’de en az 

16 saat bekletildi. 

 

2.1.5. Kompotent Hücre Hazırlanması 

 

Daha önceden Nütrient Agar  (NA) besiyerine ekilmiş Escherichia coli JM101 

suşundan 3 ml Luria Bertani  (LB) besiyerine ekim yapıldı ve 37 ºC’de 16 saat büyümeye 

bırakıldı. Hücrelerin yoğunluğu 600 nm dalga boyunda 0,1 olacak şekilde 30 ml LB 

besiyerine aşılandı. Hücreler,  37 ºC’de en az 1 saat, 600 nm dalga boyunda 0,45-0,55 

arasında olana kadar sallamalı inkübatörde bekletildi. İstenilen yoğunluk elde edildikten 

sonra süspansiyonun tamamı steril falkon tüpe boşaltıldı. Soğutmalı santrifüjde 4 ºC’de 
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4,500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant uzaklaştırıldı. Pellet 10 ml 

100 mM’lık soğuk CaCl2 ile çözdürülüp, 30 dakika buzda bekletildi. Daha sonra tekrar 4 

ºC’de 4,500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilip, süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet 2 ml 100 

mM’lık soğuk CaCl2 ile çözdürüldü. Hazırlanan kompotent hücre 4 ºC’de en az 2 saat 

bekledikten sonra 2 gün süresince kullanıldı. 

 

2.1.6. vip Gen Bölgesinin Kompotent E. coli JM101’e Aktarımı 

 

Steril ependorfa 200 μl kompotent hücre ile 3-4 μl ligasyon ürününden koyuldu ve 

30 dakika buzda bekletildi. 45 ºC’de 2 dakika ısıyla muamele edildikten sonra 1 ml LB sıvı 

besiyeri ilave edilip, 37 ºC’de 1 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra 6,000 

g’de 3 dakika santrifüj edildi. Yaklaşık 50 μl kalacak şekilde süpernatant uzaklaştırılıp, 

pellet dikkatlice çözdürüldü. Amfisilinli LB agar besiyerine 40 μl X-Gal (40 mg/ml), 40 μl 

IPTG (24 mg/ml) ve transform olmuş hücre yayma ekim yapıldı. 37 ºC’de 16 saat 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra içerisine plazmit alan hücrelerin beyaz koloni 

oluşturmasından yararlanılarak klonlar seçildi. 

 

2.1.7. Rekombinant Plazmitlerin İzolasyonu ve Restriksiyon Endonükleaz 

(EcoRI) ile Muamelesi 

 

Transformasyon sonucunda petri üzerinde oluşan beyaz ve mavi renkteki 

kolonilerden beyaz koloniler seçilerek, içerdikleri plazmit DNA’larını izole etmek için 

Amfisilinli LB sıvı besiyerine ekim yapıldı. 37 ºC’de 200 rpm’de gece boyu inkübe edildi. 

Plazmit DNA’larının izolasyonu için hızlı miniprep metodu kullanıldı. Gece kültürlerinden 

1,5 μl ependorfa alınıp 14,000 rpm’de 3 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Hücrelerin 

üzerindeki süpernatant ependorfta 50 μl kalacak şekilde uzaklaştırılıp, pellet çözününceye 

kadar vortekslendi. Üzerine 300 μl 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 üst edilen tüpe 150 μl 3M sodyum asetat 

pH 5,2 koyuldu. Tekrar alt üst edilen tüp 10-15 dakika buzda bekletildi. Ardından 14,000 

rpm’de 3 dakika santrifüj edildi. Bu aşamada süpernatant boş tüpe alınarak üzerine 900 μl 

% 96’lık etanol ilave edilip, 14.000 rpm’de 3 dakika santrifüj edildi. Süpernatant 

uzaklaştırıldıktan sonra % 70’lik etanol ilave edildi ve 14,000 rpm’de 2 dakika santrifüj 

edilip süpernatant uzaklaştırıldı. Etanolün iyice uçması için açık havada bekletildi. Son 
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olarak pellet 30 μl TE tamponunda çözüldü ve yürütme işleminde görüntünün daha net 

görünmesini sağlamak için 3 μl RNaz ilave edildi. Elde edilen plazmitlerin 5 μl’si 0,5 

μg/ml etidyum bromür ihtiva eden % 1’lik agaroz jelde yürütülerek, jel görüntüleme 

sistemi (Gel Logic;  Kodak) ile görüntülendi.   

İzole edilen plazmit DNA’larının vip gen bölgesini içerip içermediğini tespit etmek 

için plazmit DNA’ları EcoRI restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 1 μg DNA, 0,5 μl 

EcoRI (Promega), 2 μl enzime ait 10x reaksiyon tamponu ve son hacim 20 μl olacak 

şekilde ddH2O ile tamamlandı ve 37 ºC’de 2 saat inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 2-5  

µl yürütme boyası ilave edilip, 65 ºC’de 10 dakika enzimin inaktive olması için bekletildi. 

Ardından % 1’lik jelde elektroforez yapıldı. Klonlanan DNA fragmentlerini içeren klonlar 

belirlendi. 

 

2.1.8. Klonların İçerdiği DNA Parçalarının Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi 

 

Klonlanan DNA fragmentlerini içeren klonlar 5 ml Amfisilinli LB sıvı besiyerine 

ekim yapılarak, 37 ºC’de 200 rpm’de 16 saat inkübe edildi. İnkübasyondan sonra elde 

edilen kültürler 14,000 rpm’de 2 dakika boyunca çöktürüldükten sonra plazmit izolasyon 

kiti (Fermantas-GeneJET Plasmid Miniprep Kit) kullanılarak izole edildi. Plazmit DNA 

konsantrasyonları OD260’da belirledi. Tüm DNA’lardan 20 μl’lik hacim içinde 20 ng/μl 

konsantrasyonlarında hazırlanıp, tüpler etiketlendikten sonra Macrogen firmasına 

(Hollanda) DNA bazlarının analiz edilmesi için gönderildi. Gelen sekans sonuçları 

Genbank verileri ile BLAST yapılarak biyoinformatik olarak değerlendirilip sonuca 

bakıldı.  

 

2.2. Vip3 Proteinlerinin Eldesi ve Kısmen Saflaştırılması 

 

2.2.1. Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) İzolatlarının Büyüme 

Eğrisinin ve Vejetatif Safhasının Belirlenmesi 

 

Bt izolatlarının bakteriyal büyüme evresinin ve vejetatif safhasının belirlenmesi 

amacı ile Teriffic (% 12 tripton; % 2,4 maya ekstraktı; % 0,04 gliserol; 0,17 M KH₂PO₄; 

0,72 M K₂HPO₄) sıvı besiyerinde bir gecelik kültürden 600 nm’de OD 0,1 olacak şekilde 

yeniden aşılama yapıldı ve 30 ºC’de çalkalamalı inkübatörde inkübasyona tabi tutuldu. 36 
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saat boyunca belirli zaman aralıklarında alınan örnekler ile OD600 nm’de ölçümler alındı ve 

veriler grafik üzerinde çizilerek vejetatif safha belirlendi. 

 

2.2.2. Kültür Süpernatantlarından Vip3 Proteinlerinin İzolasyonu 

 

24 saat boyunca büyütülen bakteri kültürleri 4 ºC’de 12,000 g’de 10 dakika santrifüj 

edildi ve Vip3 proteinlerini içeren süpernatantlar alındı (Sattar vd., 2008). 

 

2.2.2.1. Amonyum Sülfat Çöktürmesi 

 

Amonyum sülfat [(NH4)2SO4] çöktürmesi, kabaca çözeltinin tuz konsantrasyonunu 

artırarak proteinin çözünürlüğünün değişmesi ve bunun sonucunda denatüre olmadan 

çökmesine dayanan bir çöktürme yöntemidir. Bu metot hem etkili bir saflaştırma hem de 

örneği konsantre etme metodudur. 

Bu çalışmada öncelikle bakteri süpernatantına % 60 doygunlukta olacak şekilde katı 

amonyum sülfat eklendi (Sattar vd., 2008). Manyetik karıştırıcı üzerinde karıştırılmak 

suretiyle 4 ºC’de yavaşça süpernatant üzerine hesaplanan amonyum sülfat miktarı eklendi. 

Amonyum sülfatın tamamının eklenmesinin ardından manyetik karıştırıcıda 4 ºC’de 1 saat 

boyunca bekletildi. Çöktürme işleminin ardından 10,000 rpm’de 10 dakika 4 ºC’de 

santrifüj yapıldı. Santrifüj sonrası, dibe çöken pelletler 1 ml 100 mM pH 7,5 Tris-HCl 

tamponu kullanılarak çözüldü.  

Amonyum sülfat çöktürmesi sonucunda özellikle tuzun ve küçük moleküllerin 

uzaklaştırılması amacıyla 20 mM pH 7,5 Tris-HCl tamponuna karşı gece boyu diyaliz 

işlemine tabi tutuldu. Diyalizin ardından örnekler en yüksek hızda 10 dakika santrüfüj 

yapılarak bozunan proteinlerin atılması sağlandı. 

 

2.2.2.2. İyon Değişimi Kromatografisi 

 

İyon değişimi kromatografisi için 50 cm uzunluğundaki ve 1,5 cm çapındaki bir 

kolon kullanıldı. Bu çalışmada kolon malzemesi olarak anyonik iyon değiştirici olan Q- 

Sepharose (Anyon değiştirici) kullanıldı. Hareketli faz olarak 20 mM pH 8 Tris-HCI 

tamponu kullanıldı. Kolon malzemesinin ve deneyde kullanılan tüm tamponların gazı bir 

vakum pompasında alındı ve sonrasında bir pastör pipeti kullanılarak kolona yavaş bir 
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şekilde dolduruldu. Doldurma işlemi bittikten sonra kolon 500 ml 20 mM pH 8 Tris-HCI 

tamponu ile dengeye getirildi. Özüt kolondan geçirilerek içerisinde bulunan proteinlerin 

kolon dolgu malzemesine bağlanmaları sağlandı. Sonrasında kolondan 50 ml daha tampon 

geçirilerek kolona tutunmayan proteinler uzaklaştırıldı. Daha sonra kolonun tuz (NaCl) 

içeriği 0 molardan 0,6 molara kadar çıkarıldı. Bunun için 200 ml’lik NaCl gradient 

köprüsü kullanıldı. Tamponun akış hızı 1 ml/dk olarak ayarlandı ve kolondan çıkan 

fraksiyonlar cam tüpler içerinde 3,5 ml olacak şekilde toplandı. Elde edilen fraksiyonlar % 

12’lik SDS-PAGE’de yürütüldü. Protein özütü içerdiği belirlenen tüpler seçilerek 

birleştirildi ve SDS-PAGE’de saflığı kontrol edildi. SDS-PAGE’lerde yapılan yürütme 

işlemleri tamamlandıktan sonra jeller hızlı gümüş boyama tekniği ile boyandı (Temizkan, 

2004). Jel görüntüsü tarayıcı ile bilgisayar ortamına aktarıldı. 

 

2.2.2.3. Hızlı Gümüş Boyama 

 

Gümüş, proteinlerdeki sülfidril ve karboksil gruplarına bağlanarak boyama yapar. 

Diğer yöntemlerle boyanamayan bazı proteinleri de boyayabilen duyarlı bir tekniktir. Bu 

boyama tekniği az miktardaki örneklerle ve kısa sürede çalışmaya olanak verir; ancak 

küçük proteinlere duyarlılığı azdır. 

Tüm çözeltiler deiyonize saf su ile hazırlandı. 

 

A) Formaldehit fiksatif çözeltisi  

Metanol ……………………… 400 ml 

% 37 Formaldehit ………….… 0,5 ml 

H2O ……………………….….. 1 litreye tamamlanır. 

B) 0,2 g/l Sodyum tiyosülfat 

Na2S2O3 …………………….. 0,2 g 

H2O …………………………... 1 litreye tamamlanır. 

C) % 0,1 Gümüş Nitrat 

Işığa duyarlı olduğu için koyu renk şişede, oda sıcaklığında saklanır. 

AgNO3 …………………….….. 1 g 

H2O …………………………... 1 litreye tamamlanır. 

D) Tiyosülfatlı görüntü oluşturma (developing) çözeltisi 

Na2CO3 ……………………..... 30 g 
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B çözelti ………………………. 20 ml 

H2O …………………………... 1 litreye tamamlanır. 

*Kullanılacağı zaman her 100 ml’sine 50 µl % 37’lik formaldehit eklenir. 

E) 2,3 M Sitrik asit 

Sitrik asit …………………….... 22,1 g 

H2O …………………...……… 50 ml’ye tamamlanır. 

 

Jel alkole ve aside dayanıklı plastik veya bir cam kapta, 200 ml formaldehit fiksatif 

çözeltisi (A) içinde 20 dakika çalkalanır. Fiksatif dökülerek iki kez 10’ar dakika saf su ile 

hafif çalkalanarak yıkanır. Son yıkama suyu uzaklaştırıldıktan sonra 200 ml B çözeltisinde 

1-2 dakika çalkalanır. B çözeltisi dökülerek iki kez 40’ar saniye saf su ile yıkanır. Son 

yıkamadan sonra 200 ml C çözeltisinde, 20 dakika düşük hızda çalkalanarak bekletilir. C 

çözeltisi uzaklaştırılır ve jel saf su ile yıkanır. 200 ml taze hazırlanmış D çözeltisinde 

kahverengi bantlar oluşana dek (yaklaşık 3-5 dakika) hafif çalkalanır. Bantların görünür 

hale gelmesi bir sonraki basamakta da devam edeceğinden bu çözeltide fazla 

bekletilmemelidir. Jelin boyandığı kaba 10 ml E çözeltisi eklenerek pH nötralleştirilir ve 

reaksiyon durdurulur. 

Bu sırada pH’ın nötr olup olmadığı pH kağıdı ile kontrol edilmelidir. Yüksek pH 

reaksiyonun devam etmesine, düşük pH ise jelin parçalanmasına yol açar. Bant oluşumu 

tamamlandıktan sonra (genellikle 8 saat) kaptaki çözelti dökülür ve jel saf su ile iyice 

yıkanır. Bant oluşumu yeterli olduğunda jelin fotoğrafı çekilir. 

 

2.2.2.4. Protein Miktarının Belirlenmesi 

 

Protein miktarının tayini Bradford’un (1976) geliştirmiş olduğu metoda göre 

gerçekleştirildi. Hazırlanan kalibrasyon eğrisinde standart olarak sığır serum albumini 

(BSA) kullanıldı. Kalibrasyon eğrisi için; 12,5, 25, 50, 75, 100, 125 µg BSA içeren 

çözeltiler ddH2O ile 200 µl’ye tamamlandı. Ardından üzerine 200’şer µl hazır boya 

çözeltisinden (Protein Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi. Hazırlanan standart ve 

örnekler 96 gözlü mikroplate üzerine aktarıldı ve UV-visible Spektroscopy System cihazı 

(Bio-rad) kullanılarak 595 nm’de ölçümler yapıldı. 
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2.3. vip3A Geninin Belirlenmesi, Klonlanması ve İfade Edilmesi 

 

2.3.1. Primer Sentezi 

 

2,37 kb'lik tam uzunlukta bir vip3A gen dizinine (GenBank erişim numarası 

AY743436.1) dayanılarak, bir primer çifti (vip3exF ve vip3exR) tasarlandı. Bu primerler 

vip3A geninin içerisinde kesim bölgesi olmayan ve ayrıca pGEX-2T ekspresyon 

vektörünün çoklu klonlama bölgesinde kesim bölgesi bulunan restriksiyon enzimlerinin 

çalışabildiği özel ekspresyon primerleri (EcoRI ve BamHI restriksiyon endonükleaz kesim 

bölgeleri içerecek şekilde) olarak dizayn edildi (Tablo 8).  

 

 

Tablo 8. EcoRI ve BamHI restriksiyon endonükleaz kesim bölgeleri içeren primerler 

 

 
 

 

 

2.3.2. vip3A Genlerinin PCR Aracılığıyla Çoğaltılması 

 

Tam uzunlukta vip3A genlerini (~2,3 kb) belirlemek için diyazn edilen primerler 

kullanılarak PCR reaksiyonları yapıldı. Reaksiyonlar 50 µl’lik son hacimde 

gerçekleştirildi. Her bir tüpe 3 µl genomik DNA, 1,5 µl 10 mM ileri primeri, 1,5 µl 10 mM 

geri primeri, 1 µl 10 mM dNTP, 10 μl 5 x Phusion HF tamponu ve 1 ünite Phusion DNA 

polimeraz (NEB) bırakılarak steril ddH2O ile 50 µl’ye tamamlandı. PCR şartları 98 ºC’de 

30 saniyelik denatürasyondan sonra 35 döngü olacak şekilde 98 ºC’de 10 saniye, 45-55 

ºC’de 30 saniye ve 72 ºC’de 1 dakika ve son olarak da 72 ºC’de 10 dakika olacak şekilde 

son uzamaya tabi tutularak gerçekleştirildi. PCR sonucunda oluşan DNA fragmentleri, 0,5 

µg/ml etidyum bromür ihtiva eden % 1’lik agaroz jelde yürütülerek, jel görüntüleme 

sistemi (Gel Logic; Kodak) ile görüntülendi. 
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2.3.3. vip3A Genlerinin pJET1.2/blunt Klonlama Vektörüne Klonlanmaları 

 

PCR reaksiyonu ile çoğaltılan vip3A genleri agaroz jelden kesilerek Nucleospin 

Extract DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanılarak jelden temizlendi. 

Doğrulama aktivitesi yüksek olan Phusion DNA Polymerase PCR’da küt uçlara sahip ürün 

oluşturmaktadır. Bu nedenle doğrudan klonlama yapabilmek için pJET1.2/blunt (CloneJET 

PCR Clonning Kit, Thermo Scientific) vektörü kullanıldı. Jelden temizlenen DNA 

fragmentleri, pJET1.2/blunt vektöre 3 DNA fragmenti 1 vektör oranında (0,3 µg DNA 

fragmenti ve 0,1 µg pJET1.2/blunt Vektör) klonlandı. Reaksiyonlar her bir gen için 1 µl 

pJET1.2/blunt vektörü, 7,5 µl 2 x ligasyon tamponu, 1 µl T4 DNA ligaz ve 5 µl DNA 

fragmenti bir araya getirilerek steril ddH2O ile 15 µl hacme tamamlanarak gerçekleştirildi. 

Karışım 4 °C’de 3-4 saat inkübasyona bırakıldı. 

 

2.3.4. vip3A Genlerinin Kompotent E.coli DH10β’ya Aktarımı 

 

Daha önceden petriye ekilmiş Escherichia coli DH10β hücrelerinden tek bir koloni 

alınıp, 3 ml Luria Bertani  (LB) besiyerine ekim yapıldı ve 37 ºC’de 16 saat büyümeye 

bırakıldı. Hücrelerin yoğunluğu 600 nm dalga boyunda 0,1 olacak şekilde 30 ml LB 

besiyerine aşılandı. Hücreler,  37 ºC’de en az 1 saat, 600 nm dalga boyunda 0,45-0,55 

arasında olana kadar sallamalı inkübatörde bekletildi. İstenilen yoğunluk elde edildikten 

sonra süspansiyonun tamamı steril falkon tüpe boşaltıldı. Soğutmalı santrifüjde 4 ºC’de 

4,500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant uzaklaştırıldı. Pellet 10 ml 

100 mM’lık soğuk CaCl2 ile çözdürülüp, 30 dakika buzda bekletildi. Daha sonra tekrar 4 

ºC’de 4,500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilip, süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet 2 ml 100 

mM’lık soğuk CaCl2 ile çözdürüldü. Hazırlanan kompotent hücre 4 ºC’de en az 2 saat 

bekledikten sonra 2 gün süresince kullanıldı. 

Hazırlanan kompotent E. coli DH10β hücrelerinden alınarak steril ependorfa 200 μl 

koyularak buza yerleştirildi. Üzerine 3-4 μl ligasyon ürününden koyuldu ve 30 dakika 

buzda bekletildi. 45 ºC’de 2 dakika ısıyla muamele edildikten sonra 1 ml LB sıvı besiyeri 

ilave edilip, 37 ºC’de 1 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra 6,000 g’de 3 

dakika santrifüj edildi. Yaklaşık 50 μl kalacak şekilde süpernatant uzaklaştırılıp, pellet 

dikkatlice çözdürüldü. Amfisilinli LB agar besiyerine transform olmuş hücre yayma ekim 
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yapıldı. 37 ºC’de 16 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra içerisine plazmit alan 

hücrelerin koloni oluşturmasından yararlanılarak klonlar seçildi. 

 

2.3.5. Rekombinant Plazmitlerin İzolasyonu ve Restriksiyon Endonükleazlar ile 

Muamelesi 

 

Transformasyon sonrası petrilerde gözlenen beyaz kolonilerden rastgele klonlar 

seçilerek içerdikleri plazmit DNA’larını izole etmek için 50 µg/ml amfisilin içeren LB 

besiyerine ekim yapıldı ve 37 ºC’de 200 rpm’de gece boyu inkübe edildi. Plazmit 

DNA’larının izolasyonu için hızlı miniprep metodu kullanıldı. Gece kültürleri 14,000 g’de 

2 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Hücrelerin üzerindeki süpernatant geride 50 µl 

kalacak şekilde döküldü ve çökelti bunun içinde vortekslenerek çözüldü. Üzerine 300 µl 

TENS tamponu (10 mM Tris-HCl pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 0,1 N NaOH; % 0,5 SDS) ilave 

edilerek karıştırıldı. Bunu takiben üzerine 150 µl 3 M sodyum asetat (pH 5,2) ilave edildi 

ve tekrar 5-6 kez alt üst edilerek karıştırıldı. 14,000 g’de 3 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant temiz tüpe alındı ve üzerine 900 µl % 100’lük etanol ilave edilerek 14,000 

g’de 2 dakika santrifüj yapıldı. Çökelti % 70’lik etanol ile yıkandı ve kurumaya bırakıldı. 

Kuruyan çökelti 50 µl ddH2O’da çözüldü. İzole edilen plazmit DNA’ların DNA 

fragmentlerini içerip içermediğini tespit etmek için bu plazmit DNA’ları BglII restriksiyon 

enzimi ile muamele edildi. vip3A için 10 µl DNA, 0,5 µl BglII, 3 µl enzime ait 10X 

reaksiyon tamponu ve 16,5 µl H2O olacak şekilde 30 µl’lik hacimlerde reaksiyonlar 

hazırlandı ve 37 °C’de 2 saat inkübe edildi. Ardından % 1’lik jelde elektroforez yapıldı. 

Klonlanan DNA fragmentlerini içeren klonlar belirlendi.  

 

2.3.6. Klonların İçerdiği vip3A Geninin Dizi Analizi 

 

Elde edilen klonlardan seçilen 3 tanesi 5 ml amfisilinli LB besiyerine ekildi ve 37 

°C’de 200 rpm’de 14-16 saat inkübe edildi. Büyüyen kültürler, 14,000 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edildi ve “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, USA) 

kiti kullanılarak plazmit DNA’ları izole edildi. Plazmit DNA konsantrasyonları OD260’da 

belirlendi. Tüm DNA’lardan 20 µl’lik hacim içinde 200 ng/µl konsantrasyonlarında 

hazırlandı. İçerisinde DNA örnekleri bulunan mikrosantrifüj tüplerinin üzerleri dikkatli bir 

şekilde etiketlenerek sekans analizleri için Macrogen Firmasına (Hollanda) gönderildi. 
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2.3.7. Elde Edilen DNA Baz Dizilimlerinin İncelenmesi 

 

Sekans sonucunda elde edilen vip3A genlerinin baz ve aminoasit dizilimi gen 

bankasında bulunan diğer vip3A genleri ile Clustal W Multiple Sequence Alignment 

programı vasıtasıyla karşılaştırıldı ve sonuçlar değerlendirildi. 

 

2.3.8. Belirlenen Vip3A Proteinlerinin Literatürdeki Diğer Vip3A 

Proteinleriyle Karşılaştırılması ve MEGA Programı ile Ağaç Çizimi  

 

Sekans sonucunda genlerin nükleotid ve aminoasit dizilimi belirlenerek gen 

bankasındaki diğer Vip3 proteini ile Clustal W Multiple Sequence Alignment programı ile 

karşılaştırıldı ve benzerlikler ortaya konuldu. Sonra MEGA 4 (Moleküler Evrimsel Genetik 

Analiz) programıyla literatürdeki Vip3 proteinleri arasında Bootstrap Filogeni testi 

Neighbour-joining analizi yapılarak literatürdeki protein dizilerinin birbirine yakınlık 

dereceleri belirlendi. 

 

2.3.9. vip3A Genlerinin pGEX-2T Ekspresyon Vektörüne Klonlanmaları 

 

2.3.9.1. pGEX-2T Ekspresyon Vektörünün EcoRI ve BamHI Restriksiyon 

Enzimleri ile Kesilmesi 

 

pGEX-2T ekspresyon vektörleri klonlanacak genlerin enzim kesim bölgelerine 

uygun restriksiyon enzimleri (EcoRI ve BamHI)  ile kesildi. Reaksiyonlar, 5 µl plazmit 

DNA’sı, 1,5 µl 10X Tango Buffer (Promega), 1,5 µl 10X NE Buffer 3.1, 1 µl EcoRI 

(NEB), 1 µl BamHI (NEB) ve 20 µl steril ddH2O bir araya getirilerek son hacim 30 µl 

olacak şekilde hazırlandı ve 37 °C’de 2 saat inkübe edildi. İnkübe edilen ürünler % 1’lik 

agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. EcoRI ve BamHI restriksiyon endonükleazlarıyla 

lineer hale getirilmiş olan 4.948 bp büyüklüğündeki pGEX-2T vektörleri DNA temizleme 

(Macherey-Nagel) kiti kullanılarak jelden temizlendi. 
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2.3.9.2. vip3A Genlerinin pJET1.2/blunt Klonlama Vektöründen Kesilerek 

Çıkarılmaları 

 

vip3A genini taşıyan pJET1.2/blunt vektörü içeren E. coli DH10β bakterilerine ait 

birer koloniden 50 µg/ml amfisilin içeren 5 ml LB besiyerine ekim yapıldı ve 37 °C’de 200 

rpm’de gece boyunca büyütüldü. Elde edilen kültürler, 14,000 rpm’de 3 dakika 

çöktürüldükten sonra plazmit DNA izolasyon kiti (Promega, USA) kullanılarak plazmit 

DNA izolasyonu yapıldı. İzole edilen rekombinant plazmit DNA’dan 10 µl alınarak, 1,5 µl 

10X Tango Buffer (Promega), 1,5 µl 10X NE Buffer 3.1, 1’er µl EcoRI (NEB) ve BamHI 

(NEB) restriksiyon enzimleri bir araya getirilerek toplam 30 µl son hacimde reaksiyon 

hazırlandı ve bu reaksiyon 37 °C’de 3 saat boyunca inkübe edildi. Kesim ürünleri DNA 

standardı olarak 1 kb DNA Ladder (Vivantis) ile birlikte % 1’lik agaroz jel elektroforezine 

tabi tutuldu. pJET1.2/blunt vektöründen EcoRI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile 

kesilerek ayrılmış vip3A genleri, agaroz jelden kesilerek alındı ve DNA temizleme 

(Macherey-Nagel) kiti kullanılarak temizlendi. 

 

2.3.9.3. vip3A Genlerinin pGEX-2T Ekspresyon Vektörüne Aktarımı 

 

Jelden temizlenen vip3A genleri, pGEX-2T vektörüne 1 vektör ve 3 DNA olacak 

şekilde birbirlerine yapıştırıldılar. Buna göre pGEX-2T vektörüne klonlanacak her bir gen 

için reaksiyonlar; 2 µl 10X T4 DNA ligaz tamponu (Promega), 1 µl T4 DNA ligaz enzimi 

(Promega), 3,5 µl pGEX-2T vektörü, 2,5 µl insert DNA, 1 µl 10 mM ATP ve 10 µl ddH2O 

olacak şekilde hazırlandı. Reaksiyonlar 4 °C’de gece boyu bekletildi. 

 

2.3.10. pGEX-2T Vektörüne Klonlanan vip3A Genlerinin E. coli BL21(DE3) 

Hücresine Aktarımı 

 

Rekombinant plazmitler E. coli BL21(DE3) hücresine aktarılmadan önce E. coli 

DH10β hücresine aktarıldı. Restriksiyon endonükleazlar ile kesim yapılarak genin varlığı 

doğrulandı. Daha sonra kullanılacak olan E. coli BL21(DE3) hücresine ait bir koloni 3 ml 

LB besiyerine aşılandı ve elde edilen kültür 37 °C’de 200 rpm’de gece boyunca inkübe 

edildi. Bu kültürden, CaCl2’lü metoda göre kompotent hale getirilmiş E. coli BL21 (DE3) 

hücreleri elde edildi. Kompotent hücrelere DNA aktarımı için rekombinant plazmit 

DNA’sından 3 µl alındı ve 200 µl hücre eklendi. Karışım 30 dakika buz içerisinde 
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bekletildikten sonra 2 dakika 45
 
°C’de bekletildi. Daha sonra reaksiyon karışımı, içerisinde 

1 ml LB besiyeri olan cam tüpe bırakıldı ve 37 °C’de 2 saat inkübe edildi. Bu süre sonunda 

ependorf tüpe alınan kültür 6,000 g’de 3 dakika santrifüj edildi. Pellet halindeki hücrelerin 

üzerinde 100 µl besiyeri kalacak şekilde fazla besiyeri döküldü. Daha sonra E. coli 

BL21(DE3)’e aktarılan rekombinat pGEX-2T vektörleri 50 µg/ml amfisilin içeren LB agar 

petrilerine yayıldı ve gece boyunca 37 °C’de inkübe edildi. Aynı yöntemle pGEX-2T 

vektörlerinin kendisi de E. coli BL21(DE3) hücresine aktarıldı. 

 

2.3.11. Vip3A Proteinleri, Ekspresyonu ve İzolasyonu 

 

İlgili proteini ifade etmek için vip3A genlerini ihtiva eden rekombinant pGEX-2T 

vektörleri, E. coli BL21 (DE3) konak hücresine aktarıldı. pGEX-2T vektörüne aktarımı ile 

oluşan kolonilerden 1’er tanesi de 50 µg/ml ampisilin içeren 3 ml LB besiyerine kürdan 

yardımıyla inoküle edildi. Tüpler 200 rpm’de 37 °C’de bir gece boyunca inkübe edildi. 

Elde edilen gece kültürleri, 100 ml amfisilinli besiyerlerine eklendi. OD600=0,5-1 

olduğunda gen ifadesini indüklemek için 100 µl IPTG (Stok konsantrasyonu 240 mg/ml) 

besiyerine ilave edilerek 37 °C’de büyümeye bırakıldı. Yaklaşık 4 saat sonra kültür 

alınarak 50 ml’lik propilen (Nalgene, Sigma-Aldrich) tüplere aktarıldı. 4 °C’de 5,000 

rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant uzaklaştırıldı ve pelletler 1X PBS 

pH 7,2’de çözüldü. Daha sonra hücreler 3 (1+1+1) dakika boyunca sonikatörde parçalandı. 

100 µl PBS içinde TritonX-100 eklenerek oda sıcaklığında 30 dakika alt üst edilerek 

inkübe edildi. Son olarak, 4 °C’de 13,000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek süpernatantlar 

ayrı bir yere alındı ve -80 °C’de muhafaza edildi. E. coli BL21(DE3)’e aktarılan pGEX-2T 

ve E. coli BL21(DE3)’in kendisinden de aynı yöntemle protein izolasyonu gerçekleştirildi. 

 

2.3.12. Protein Miktarının Belirlenmesi 

 

Protein miktarının tayini Bradford’un (1976) geliştirmiş olduğu metoda göre 

gerçekleştirildi. Hazırlanan kalibrasyon eğrisinde standart olarak sığır serum albumini 

(BSA) kullanıldı. Kalibrasyon eğrisi için; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 µg BSA içeren 

çözeltiler ddH2O ile 250 µl’ye tamamlandı. Ardından üzerine 250’şer µl hazır boya 

çözeltisinden (Protein Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi. Hazırlanan standart ve 
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örnekler 96 gözlü mikroplate üzerine aktarıldı ve UV-visible Spektroscopy System cihazı 

(Bio-rad) kullanılarak 595 nm’de ölçümler yapıldı. 

 

2.3.13. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 

Protein ekspresyonunun gözlenmesi amacıyla SDS-PAGE analizi yapıldı. SDS 

poliakrilamid jel elektroforezi yöntemi ile her bir örnekten 80 µg protein kullanılarak 

yürütüldü. Her bir örnek üzerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCl pH 6,8, % 25 

Gliserol, % 2 SDS, % 5  β-merkaptoetanol, % 0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra 

numuneler kaynayan su içerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra % 12’lik SDS-PAGE’e 

yüklendi. Jele 80 V akım uygulanarak ayrılma işlemi gerçekleştirildi. SDS-PAGE’lerde 

yapılan yürütme işlemleri tamamlandıktan sonra jeller hızlı gümüş boyama tekniği ile 

boyandı. Jel görüntüsü tarayıcı ile bilgisayar ortamına aktarıldı. Aynı zamanda aynı 

örnekler ile yapılan SDS-PAGE’ler western blotlama yapılarak görüntülendi ve tarayıcı ile 

bilgisayar ortamına aktarıldı. 

 

2.3.14. Western Blot Hibridizasyonu 

 

pGEX-2T vektörüne klonlanan BnBt ve MnD izolatlarına ait vip3A genlerinin E. coli 

BL21(DE3) hücrelerinde ifade edildiklerini teyit etmek için western blot hibridizasyonu 

yapıldı. Bunun için pGEX-2T vektöründe GST kuyruğu ile füzyon oluşturacak şekilde 

ifade edilen proteinleri belirlemek için bu kuyruğa özgü antikorlar kullanıldı. 

Yarı-kuru elektroforetik cihaz (BioRad) kullanılarak poliakrilamid jeldeki proteinler 

immobilon membrana aktarıldı. Bunun için immobilon-P (PVDF) membranı ve Whatman 

kâğıtları poliakrilamid jel büyüklüğünde kesildi. Öncelikle PVDF membran metanol 

içerisinde 1 dakika aktive etmek amacıyla bekletildi. Daha sonra transfer tamponunda (48 

mM Tris, 39 mM Glisin, % 0,0375 w/v SDS) ıslatıldıktan sonra cihaza 3 Whatman kâğıdı, 

1 immobilon-P (PVDF) membranı, poliakrilamid jel ve 3 Whatman kâğıdı olacak şekilde 

sırasıyla yerleştirildi. Cihaz 40 mA`de 1 saat çalıştırıldı. Transfer işlemi tamamlandıktan 

sonra membran bloklama solüsyonuyla (50 ml 1X TBS, 2,5 g süt tozu, 25 µl Tween 20) bir 

saat oda sıcaklığında düşük hızla sallayarak bloklamaya bırakılmıştır.  Bloklamanın 

ardından membran 3 kere 10’ar dakika 1X TBS içinde yıkandı. Daha sonra gece boyunca 

pGEX-2T için Anti-GST Antibody (GE Healthcare, 1:1000 sulandırma) içeren yıkama 
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solüsyonu (1X TBS’de hazırlanmış % 0,5’lik süt tozu ve % 0,05 Tween 20) içinde +4 

ºC’de hafifçe çalkalanarak inkübe edildi. Membran tekrar 3 kere 10’ar dakika 1X TBS 

içinde yıkandı. Ardından 1 saat Anti-Goat IgG Alkaline Phosphatase antikoru (Merck 

Millipore, 1:5000 sulandırma) içeren yıkama solüsyonu içinde +4 ºC’de hafifçe 

çalkalanarak inkübe edilmesi sağlandı. Membran 3 kere 10’ar dakika 1X TBS içinde 

yıkandıktan sonra 2 kere 10’ar dakika AP tamponda (0,1 M Tris-HCl; 0,1 M NaCl; 50 mM 

MgCl2+6H2O) yıkandı. Son olarak 100 μl NBT (nitroblue tetrazolium) ve BCIP 

(bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stok solusyonu, Roche, 11681451001) içeren 10 

ml AP tampon içinde boyandı. Reaksiyon, protein bantlarının belirlenmesinin ardından 

membranın bolca dH2O ile yıkanması ile durduruldu. Membran kurutuldu ve taranarak 

bilgisayara aktarıldı. 

 

2.3.15. Üretilen Proteinlerin Saflaştırılması   

     

pGEX-2T vektöründen gelen GST kuyruk ile birlikte ifade edilen proteinleri 

saflaştırmak için Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) kullanıldı. 150 μl glutathione 

sepharose 4B (rezin) iyice çalkalandıktan sonra bio-spin kromotografi kolonuna (BioRad) 

konuldu. Rezin ihtiva ettiği EtOH akıtıldıktan sonra 7 ml pH 7,4 PBS ile yıkandı. 

Yıkamadan sonra kalan yaklaşık 120 μl rezin 120 μl PBS içinde çözüldü. Böylece 240 μl 

olan rezinin üstüne karıştırılan protein lizatları ilave edildi. Kromotografi kolonlarının 

kapakları kapatılarak +4 °C’de 30 dakika rezin ve protein örnekleri yavaşça karıştırılarak 

inkübe edildi. Kolondan akan kısım kontrol için bir tüpte toplandı. Daha sonra kolonlar 15 

ml PBS ile yıkandı. Yıkamalarda kolon her seferinde PBS ile çalkalandı ve daha sonra 

PBS akıtıldı. Kolona en son 100 μl toplama tamponu (1 ml son hacim içinde 3,0733 mg 

glutatione reduced (Sigma, G4251) ve 50 μl 1M Tris HCI pH8) ilave edildi. 5-10 dakika 

inkübe edildikten sonra kolondan akıtıldı. Proteinlerin miktarları belirlendi ve örnekler % 

12’lik SDS-PAGE’de yürütüldü ve GST antikoru ile western blot hibridizasyon analizine 

tabi tutuldu. Western sonucunda bantların oluştuğu membranlar kurutuldu ve taranarak 

bilgisayara aktarıldı. Protein miktarının tayini Bradford’un (1976) geliştirmiş olduğu 

metoda göre ölçümler yapıldı.   

 

 



53 
 

2.4. Elde Edilen Vip3 Proteinlerinin İnsektisidal Etkilerinin Belirlenmesi 

 

Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarının süpernatantlarından iyon 

değişimi kromatografisi yöntemiyle kısmi olarak saflaştırılan Vip3 proteinlerinin 

aktivitelerini test etmek için Lepidoptera takımına ait Spodoptera littoralis larvaları 

üzerinde biyotest çalışması yapıldı. Miktarları belirlenen Vip3 protein gruplarından 25 

μg/ml konsantrasyonunda örnekler hazırlandı. Denemelerde negatif kontrol olarak su ve 

NaCl kullanıldı. B. thuringiensis MnD ve B. thuringiensis BnBt bakterilerine ait Vip3 

proteinlerini içeren örnekler S. littoralis için marul yaprağı üzerine 10 μl numune 

bulaştırıldı. Uygulamadan önce 4 saat aç bırakılmış larvalar besinlerin üzerine bırakıldı. 

Her bir bakteriye ait Vip3 proteini için 30 adet larva test kaplarına yerleştirildi ve 

biyotestler 3 tekrarlı yapıldı. Biyotestler 25 ºC’de gerçekleştirildi. Meydana gelen ölümler 

kaydedildi.  

 



3. BULGULAR  

 

3.1. Lokal İzolatlara Ait vip Genlerinin Taranması, Klonlanması ve Baz 

Dizilimlerinin Belirlenmesi 

 

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

 

vip genleri, dizayn edilen uygun primerler ile PCR’da çoğaltıldı. PCR ürünleri % 1’lik 

agaroz jelde elektroforez yapıldı. Sonuçta vip1 geninin 585 bp, vip2 geninin 845 bp, vip3 

geninin ise 1621 bp büyüklüğünde bantlar oluşturduğu belirlendi (Şekil 5, 6, 7). Kontrol 

olarak kullanılan HD-1 izolatında da vip1, vip2 ve vip3 genlerinin varlığı gözlendi. Lokal 

izolatlardan Bacillus thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt suşlarında vip3 geni tespit 

edilirken B. thuringiensis tenebrionis Xd3 ve Mm2 suşlarında ise vip1 ve vip2 genlerinin 

varlığı belirlendi.    

 

 

 
          

Şekil 5. PCR ile çoğaltılmış vip1 genlerinin agaroz jel görüntüsü M: 1 kb DNA 

Markır 

 

 

 
 

 Şekil 6. PCR ile çoğaltılmış vip2 genlerinin agaroz jel görüntüsü M: 1 kb 

DNA Markır 
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  Şekil 7. PCR ile çoğaltılmış vip3 genlerinin agaroz jel görüntüsü M: 1 kb DNA 

Markır 

 

 

3.1.2. vip Genlerinin Klonlanması ve Baz Sıralarının Belirlenmesi 

 

vip genleri PCR ile çoğaltıldıktan sonra pGEM-T Easy klonlama vektörüne aktarıldı. 

vip genlerinin pGEM-T Easy vektör içerisine klonlandığını belirlemek amacıyla vektör 

EcoRI restriksiyon endonükleaz ile muamele edildi. Şekil 8 ve şekil 9’da kesimi yapılan 

vip1 geninin 585 bp ve vip2 geninin 845 bp büyüklüğünde olduğu, lineer hale gelen 

klonlama vektörünün ise 3015 bp büyüklüğünde olduğu belirlendi.  

 

 

 

 

Şekil 8. vip1 genlerini içeren pGEM-T Easy klonlama vektörünün EcoRI 

ile kesimi M: 1 kb DNA Markır 
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Şekil 9. vip2 genlerini içeren pGEM-T Easy klonlama vektörünün EcoRI 

ile kesimi M: 1 kb DNA Markır  

 

 

Klonlama vektörü içerisinde varlığı tespit edilen vip1 ve vip2 genlerinin nükleotid 

sırasının belirlenmesi için dizin analizi yapıldı. 1621 bp büyüklüğündeki vip3 geninin 

pGEM-T Easy vektörüne klonlama çalışmaları yapıldı fakat sadece kontrol suş HD-1’e ait 

vip3 geninin klonlanması yapılabildi. BnBt ve MnD izolatlarında PCR ile belirlenen vip3 

genine ait olan bantlar jelden temizlenerek sekansa gönderildi. 

 

3.1.3. vip Genlerinin Nükleotid Sıralarının Literatür ile Karşılaştırılması 

 

Elde edilen nükleotid sıraları NCBI web adresindeki BLAST programı kullanılarak 

gen bankasındaki mevcut vip gen sıralarıyla karşılaştırıldı (Şekil 10, 11, 12, 13, 14, 15). 
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Şekil 10. Mm2 izolatına ait vip1 geninin nükleotid sıralarının literatürdeki vip1 gen 

sıralarıyla karşılaştırılması 

 

 

 
 

Şekil 11. Mm2 izolatına ait vip2 geninin nükleotid sıralarının literatürdeki vip2 gen 

sıralarıyla karşılaştırılması 

 

 

 
 

Şekil 12. Xd3 izolatına ait vip1 geninin nükleotid sıralarının literatürdeki vip1 gen 

sıralarıyla karşılaştırılması 
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Şekil 13. Xd3 izolatına ait vip2 geninin nükleotid sıralarının literatürdeki vip2 gen 

sıralarıyla karşılaştırılması 

 

 

 

 

Şekil 14. BnBt izolatına ait vip3 geninin nükleotid sıralarının literatürdeki vip3 gen 

sıralarıyla karşılaştırılması 
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Şekil 15. MnD izolatına ait vip3 geninin nükleotid sıralarının literatürdeki vip3 gen 

sıralarıyla karşılaştırılması 

 

 

DNA dizin analizi sonucunda yapılan değerlendirmelere göre; B. thuringiensis tenebrionis 

(Xd3, Mm2) izolatlarının vip1 ve vip2 genlerini, B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) 

izolatlarının ise vip3 genini ve kontrol suş olarak kullanılan HD-1 suşunun üç vip genini de 

içerdiği tespit edildi (Tablo 9).  

 

 

Tablo 9. Lokal izolatlarda tespit edilen vip genleri 
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3.2. Vip3 Proteinlerinin Eldesi ve Kısmen Saflaştırılması 

 

3.2.1. Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) İzolatlarının Büyüme Eğrisinin 

ve Vejetatif Safhasının Belirlenmesi 

 

B. thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt izolatlarında tespit edilen Vip3 proteinlerinin, 

kültür süpernatantından elde edilebilmesi için öncelikle izolatların vejetatif safhasının 

saptanması amacıyla büyüme eğrisi belirlendi. Belirli zaman aralıkları ile OD600’de yapılan 

ölçümler sonucunda, vejetatif safhanın maksimum olduğu zaman dilimin 24. saat olduğu 

belirlendi (Şekil 16). 

 

      

    

 Şekil 16. Bacillus thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD izolatlarının büyüme eğrisi 

 

 

3.2.2. Kültür Süpernatantlarından Vip3 Proteinlerinin İzolasyonu 

 

Vejetatif safhası belirlenen BnBt ve MnD izolatları Terrific (% 12 tripton; % 2,4 maya 

ekstraktı; % 0,04 gliserol; 0,17 M KH₂PO₄; 0,72 M K₂HPO₄) sıvı besiyerinde 24 saat 

boyunca büyütültü ve elde edilen kültürler santrifüjlendikten sonra süpernatantlar 

saflaştırma işleminde kullanılmak üzere alındı. 
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3.2.2.1. Amonyum Sülfat Çöktürmesi  

 

Vip3 proteinlerinin saflaştırılması için ilk olarak amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

Sattar ve arkadaşları (2008) tarafından yapılan çalışmada, farklı konsantrasyonlardaki 

amonyum sülfat ile çöktürülen örnekler lepidoptera zararlılarına karşı uygulanmış ve 

biyotestlerin sonucuna göre % 60’lık fraksiyonun en yüksek etkiyi gösterdiği tespit 

edilmiştir. Bu çalışmaya göre BnBt ve MnD izolatlarına ait süpernatantlar % 60’lık 

konsantrasyonunda amonyum sülfat çöktürmesine tabi tutuldu. Çöktürme sonrasında 

örnekler sanrifüjlenerek pelletler 100 mM pH 7,5 Tris-HCl tamponunda çözüldü. Çöktürme 

işlemini takiben ortamdaki tuzun uzaklaştırılması amacıyla elde edilen örnekler ile gece 

boyu diyaliz işlemi gerçekleştirildi. Diyalizin ardından bozunan proteinlerin atılması için 

örnekler santrifüj edildi. 

 

3.2.2.2. İyon Değişimi Kolon Kromatografisi ve SDS-PAGE Analizi 

 

Vip3 proteinlerinin saflaştırılması için, elde edilen hücre özütü iyon değişimi kolon 

kromatografisinden geçirildikten sonra,  elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE’de yürütüldü. 

Protein özütü içerdiği belirlenen fraksiyonlar diyaliz işlemine tabi tutularak fazla tuzdan 

arındırıldı. Proteinler, % 12’lik SDS-PAGE kullanılarak 80 V’lik akım altında yürütüldü. 

Vip3 proteinlerinin moleküler ağırlığı, moleküler ağırlığı belli olan bir protein markırı ile 

ilgili proteinlerin SDS poliakrilamid jel elektroforezinde birlikte yürütülmesi ile belirlendi. 

SDS-PAGE analizi sonucunda iyon değişim kromatografisi ile kısmi olarak saflaştırılan 

Vip3 proteinleri için ~ 90 kDa’luk bir bant tespit edildi (Şekil 17). 
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Şekil 17. Bacillus thuringiensis izolatlarından kısmen saflaştırılmış Vip3 

proteinlerinin SDS-PAGE analizi 1,4,7- HD-1, BnBt ve MnD suşlarının 

kaba ekstraktı. 2,5,8- HD-1, BnBt ve MnD süpernatantlarının %60’lık 

amonyum sülfat çöktürülmesi. 3,6,9- İyon değişimi kolon 

kromatografisi. 

 

 

3.3. vip3A Geninin Belirlenmesi, Klonlanması ve İfade Edilmesi 

 

3.3.1. vip3A Genlerinin PCR Aracılığıyla Çoğaltılması 

 

Bacillus thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD bakterilerinde, dizayn edilen primerler 

yardımıyla tam uzunluktaki vip3A geni belirlendi. PCR ürünleri % 1’lik agaroz jelde 

elektroforez tabi tutuldu ve 1 kb’lik DNA marker (Vivantis) ile karşılaştırıldığında 2.370 bp 

büyüklüğündeki vip3A belirlendi (Şekil 18). 
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Şekil 18. PCR ile çoğaltılmış vip3A genlerinin agaroz jel elektroforezi 

görüntüsü M: 1 kb DNA Markır (Vivantis) 

 

 

3.3.2. vip3A Genlerinin pJET1.2/blunt Klonlama Vektörüne Klonlanmaları, Baz 

dizilimlerinin Belirlenmesi ve Filogenetik Analizi 

 

Bacillus thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD bakterilerine ait vip3A genleri PCR ile 

çoğaltıldıktan sonra pJET1.2/blunt klonlama vektörüne aktarıldı. vip3A geninin 

pJET1.2/blunt vektörü içerisine klonlandığını belirlemek amacıyla BglII restriksiyon 

endonükleaz ile muamele edildi. Kesimi yapılan vip3A geninin 2.370 bp büyüklüğünde 

olduğu, lineer hale gelen klonlama vektörünün ise 2.974 bp büyüklüğünde olduğu belirlendi 

(Şekil 19). 
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Şekil 19. vip3A genlerini içeren pJET1.2/blunt vektörünün BglII ile 

kesimi M: 1 kb DNA Markır 1) Kesilmemiş plazmit. 2) 

BnBt izolatındaki vip3A’yı içeren pJET1.2/blunt 

vektörünün BglII ile kesimi. 3) MnD izolatındaki vip3A’yı 

içeren pJET1.2/blunt vektörünün BglII ile kesimi. 

 

 

Klonlama vektörüne klonlanan ve varlığı tespit edilen vip3A genlerinin dizin analizi 

yapıldı ve sonuçlar değerlendirildi. Dizin analizi işlemi genin her iki tarafından 

gerçekleştirildi. Analiz sonucuna göre toplam BnBt izolatına ait vip3A için 2.110 bp, MnD 

izolatına ait vip3A için 2.063 bp uzunluğunda bir sıra elde edildi. Genin tamamı 2.370 bp 

olduğundan dolayı aradaki eksik olan bölgelerin belirlenmesi için okunmuş sıralardan 

yararlanarak yeni bir primer (vip3araPr; 5’- GAGTAAACATCCTCCCTACAC-3’) dizayn 

edildi. Ara bölgenin DNA diziliminin belirlenmesi için tekrar dizin analizine gönderildi. Ara 

bölgenin de sırası belirlendikten DNA dizin analizi tam olarak gerçekleştirildi (Şekil 20). 

DNA dizin analizi gerçekleştirilen genin aminoasit sırası da belirlendi (Şekil 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 GTA AAT GTA CTT ATT AAC TCT ACA CTT ACT GAA ATT ACA CCT 
GCG TAT CAA AGG ATT AAA TAT GTG AAC GAA AAA TTT GAG GAA TTA ACT 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 

TTC TTA ATT GTA TTA ACA GCT CTG CAA GCA AAA GCT TTT CTT 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 GCA TTG 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 AAA TTA 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 AAA TTG 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 CAA TTT 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 TTA TAT GGT GGT CCT ATT GTA CAT TTT TAC GAT 

GTC TCT ATT AAG TAA 

 

Şekil 20. BnBt ve MnD izolatlarına ait vip3A geninin DNA sırası (2370 bp) 
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MNKNNTKLSTRALPSFİDYFNGİYGFATGİKDİMNMİFKTDTGGDLTLDEİLKNQ

QLLNDİSGKLDGVNGSLNDLİAQGNLNTELSKEİLKİANEQNQVLNDVNNKLDA

İNTMLRVYLPKİTSMLSDVMKQNYALSLQİEYLSKQLQEİSDKLDİİNVNVLİNST

LTEİTPAYQRİKYVNEKFEELTFATETSSKVKKDGSPADİLDELTELTELAKSVTK

NDVDGFEFYLNTFHDVMVGNNLFGRSALKTASELİTKENVKTSGSEVGNVYNF

LİVLTALQAKAFLTLTTCRKLLGLADİDYTSİMNEHLNKEKEEFRVNİLPTLSNTF

SNPNYAKVKGSDEDAKMİVEAKPGHALİGFEİSNDSİTVLKVYEAKLKQNYQVD

KDSLSEVİYGDMDKLLCPDQSEQİYYTNNİVFPNEYVİTKİDFTKKMKTLRYEVT

ANFYDSSTGEİDLNKKKVESSEAEYRTLSANDDGVYMPLGVİSETFLTPİNGFGL

QADENSRLİTLTCKSYLRELLLATDLSNKETKLİVPPSGFİSNİVENGSİEEDNLEP

WKANNKNAYVDHTGGVNGTKALYVHKDGGİSQFİGDKLKPKTEYVİQYTVKG

KPSİHLKDENTGYİHYEDTNNNLEDYQTİNKRFTTGTDLKGVYLİLKSQNGDEA

WGDNFİİLEİSPSEKLLSPELİNTNNWTSTGSTNİSGNTLTLYQGGRGİLKQNLQL

DSFSTYRVYFSVSGDANVRİRNSREVLFEKRYMSGAKDVSEMFTTKFEKDNFYİ

ELSQGNNLYGGPİVHFYDVSİK* 

 

Şekil 21. BnBt ve MnD izolatlarına ait vip3A geninin aminoasit sırası (790 aa) 

 

 

Elde edilen protein sırasının NCBI web adresindeki BLAST programı kullanılarak gen 

bankasındaki mevcut vip3A genleri ile karşılaştırması yapıldı (Şekil 22).  

 

 

 
 

Şekil 22. BnBt ve MnD izolatlarına ait vip3A geninin literatürdeki diğer vip3A gen 

sıralarıyla karşılaştırılması 
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Aminoasit dizisi belirlenen Vip3A proteininin literatürde bulunan diğer Vip3A proteinleriyle 

akrabalık derecelerini belirleyebilmek için MEGA 5 programında bulunan Neighbour 

Joining analizi kullanıldı. Ağacı oluşturmak için kullanılan diğer diziler NCBI veri 

tabanından elde edilmiştir (Şekil 23).  

 

 
 

Şekil 23. Vip3A proteininin Neighbor-Joining analizi ile filogenetik ağacı 

(Bootstrap metodu ile 1000 tekrarlı olarak gerçekleştirildi) 

 

 

3.3.3. vip3A Geninin pGEX-2T Ekspresyon Vektörüne Klonlanması 

 

Sekansı belirlenen klonlardan seçilen tek koloniden kit ile plazmid DNA izolasyonu 

yapıldı. pJET1.2/blunt vektörüne klonlanmış vip3A geni, ekspresyon vektörlerine klonlamak 

için BamHI ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve agaroz jel elektroforezine tabi 

tutuldu (Şekil 24). Aynı zamanda pGEX-2T ekspresyon vektörü de aynı restriksiyon 

enzimler ile kesildi. Klonlama vektörü olan pJET1.2/blunt vektör içinde olan vip3A geni 

BamHI ve EcoRI enzimleriyle kesildiğinde 2.974 bp büyüklüğünde lineer olarak 

pJET1.2/blunt vektör ve 2.370 bp büyüklüğünde küt uçlu vip3A geni meydana geldi. Aynı 
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enzim kesim bölgesine sahip olan pGEX-2T ekspresyon vektörünün büyüklüğü de 4.948 bp 

olarak belirlendi. BamHI ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesilmiş vektör ve vip3A geni 

birbirine yapıştırıldı. 

 

 

 
 

Şekil 24. vip3A genlerini içeren pJET1.2/blunt vektörünün BamHI ve 

EcoRI restriksiyon enzimleriyle kesimi M: 1 kb DNA Markır 

(Promega, Vivantis) 

 

 

vip3A genleri ile yapıştırılan pGEX-2T plazmitleri E. coli DH10β konak hücresine 

aktarıldı. Transformasyon sonunda meydana gelen kolonilerden plazmit DNA’lar izole 

edildi. Bu plazmitlerin vip3A genini içerip içermediğini doğrulayabilmek için BamHI ve 

EcoRI enzimleri ile kesim yapıldı (Şekil 25). Kesimi yapılan pGEX-2T ekspresyon 

vektörünün 4.948 bp büyüklüğünde olduğu gözlemlendi. Ayrıca yapılan kesim ile vektör 

içerisinde 2.370 bp büyüklüğünde vip3A genleri taşındığı belirlendi. vip3A genini içeren 

plazmitler seçildi ve daha sonra protein ekspresyon çalışmalarda kullanıldı. 
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Şekil 25. pGEX-2T vektörünün ve vip3A genini içeren pGEX-2T 

vektörünün BamHI ve EcoRI restriksiyon enzimleriyle kesimi  

 

 

3.3.4. Protein Ekspresyonu ve SDS-PAGE Analizi 

 

Baz dizilimi belirlenen vip3A genleri pGEX-2T ekspresyon vektörüne GST kuyruğu 

içerecek şekilde klonlandı. pGEX-2T vektörü, çoklu klonlama bölgesinin önünde (MCS) 

güçlü bir promotor ve glutation S transferaz (GST) geni içermektedir. MCS’ye klonlanan 

genler GST ile füzyon olacak şekilde ifade edilir.  

Protein ekspresyonu için vip3A genlerinin klonlandığı pGEX-2T vektörleri, E. coli 

BL21(DE3) konak hücresine aktarıldı. Ayrıca, kontrol amacıyla vip3A genini içermeyen 

pGEX-2T vektörü de aynı hücrelere aktarıldı. vip3A geninin klonlandığı pGEX-2T 

vektörünün transform edildiği E. coli BL21(DE3) hücrelerinden, sadece pGEX-2T’nin 

transfer edildiği E. coli BL21(DE3) hücrelerinden ve içerisinde plazmit bulunmayan E. coli 

BL21(DE3) hücrelerinden proteinler ifade edildi. İfade edilen ve GST kuyruğu içeren 

proteinler saflaştırıldı. Saflaştırma işleminden sonra proteinler SDS-PAGE’te yürütüldü.  

SDS-PAGE analizi sonucunda, E. coli BL21 (DE3) hücresinde ifade edilmiş ve 

saflaştırılmış GST kuyruk ile birlikte ifade edilen Vip3A proteini için ~116 kDa’luk bantlar 

belirlendi. Saflaştırılmış GST kuyruğu ile tek başına 26 kDa’luk bant elde edildi (Şekil 26).  
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Şekil 26. pGEX-2T vektörüne klonlanıp kısmen saflaştırılan rekombinant Vip3A 

proteininin SDS-PAGE analizi, M: Protein marker (10-170 kDa, 

Fermentas) A) Hızlı gümüş boyama sonrası elde edilen SDS-PAGE 

görüntüsü. B) Western Blot analizi sonrası elde edilen SDS-PAGE 

görüntüsü. 1- Saflaştırılmış GST kuyruğu (26 kDa). 2- BnBt izolatından 

saflaştırılan GST ile füzyon oluşturmuş Vip3A proteini (GST+Vip3A: 

~116 kDa). 3- MnD izolatından saflaştırılan GST ile füzyon oluşturmuş 

Vip3A proteini (GST+Vip3A: ~116 kDa).   

 

 

3.4. Elde Edilen Vip3 Proteinlerinin Spodoptera littoralis Larvaları Üzerindeki 

İnsektisidal Etkilerinin Belirlenmesi 

 

Bacillus thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD izolatlarına ait Vip3 proteinlerinin 

aktivitelerini test etmek için Lepidoptera takımına ait Spodoptera littoralis larvaları bu 

çalışmada biyotest organizması olarak kullanıldı. Vip3 proteinlerinden 25 μg/ml 

konsantrasyonunda hazırlanan örnekler S. littoralis larvalarına besin yoluyla verildi. BnBt 

izolatına ait Vip3 proteini verilen larvalarda % 40’lık, MnD izolatına ait Vip3 proteini 

verilen larvalarda % 31’lik ölüm oranı gözlendi. Negatif kontrol olarak verilen su ve 

NaCl’nin besin yoluyla verilmesinde ise larvalarda sırasıyla % 0 ve % 3 oranında ölüm 

meydana geldi (Şekil 27). Meydana gelen ölümlerin % 90’ı protein alımından 24 saat 

sonrasında gözlenmiştir. Daha sonraki günlerde ise besin alımının yavaşladığı görülmüştür. 
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Şekil 27. Vip3 proteinin Spodoptera littoralis larvaları üzerindeki insektisidal etkisi 



 

4. TARTIŞMA 

 

Günümüzde zararlı böceklerle mücadelede çok yoğun şekilde kullanılan 

kimyasalların doğaya ve insanlara vermiş olduğu zarar hepimiz tarafından çok iyi 

bilinmektedir. Bu anlamda kimyasal mücadeleye en iyi alternatif çevre dostu bitki koruma 

ürünleriyle yapılacak mikrobiyal mücadeledir. Mikrobiyal mücadele kapsamında farklı 

böcek türleri üzerinde yüksek oranda insektisidal etkiye sahip ve çevre için güvenli olan 

bazı entomopatojen bakteriler tarım zararlılarının kontrolünde kimyasal pestisitlere karşı 

önemli bir alternatiftir. 

Zararlı böceklerin kontrolü için entomopatojenik bakteriler arasında en fazla tercih 

edileni B. thuringiensis’dir. Bunun en önemli nedenlerinden biri insektisidal etkisi yüksek 

olan proteinleri üretme yetenekleridir. Bugüne kadar en yaygın olarak kullanılan 

insektisidal proteinler, B. thuringiensis’den elde edilen Cry proteinleridir. Bu proteinler 

sporlanma sırasında parasporal kristallerde birikir ve hücre duvarı parçalandıktan sonra 

kültür ortamına salınır. B. thuringiensis’in kristallerine ve sporlarına dayalı 

formülasyonlar, lepidopteran böceklerin geniş bir kısmını, bazı coleoptera, karasinekler ve 

sivrisinek türlerini kontrol etmek amacıyla başarıyla kullanılmaktadır (Sanchis, 2011; 

Sanahuja vd., 2011, Chakroun, 2015).  

Cry proteinlerinin zirai mücadeledeki geniş başarısına rağmen, artan böcek direnci ve 

dar insektisidal spektrumları Bt teknolojisinin uzun vadeli sürdürülebilirliğini tehdit 

etmektedir (McGaughey, 1985; Schnepf,  vd., 1998; Shingote vd.,  2013). Bu problemin 

üstesinden gelebilmek için, bilinen Cry proteinlerinden farklı özelliklere sahip yeni 

insektisidal proteinler belirlemek ve karakterize etmek amacıyla çok çeşitli habitatlardan 

yeni B. thuringiensis izolatlarının araştırılması ile ilgili çalışmaların arttığı görülmüştür. B. 

thuringiensis’in vejetatif büyüme safhası sırasında, bazı suşların vejetatif insektisidal 

proteinler (Vip) olarak adlandırılan, ortama salgılanan proteinler ürettiği ve bir takım 

böceklere karşı insektisidal aktivite gösterdiği tespit edilmiştir (Estruch vd.,1996; Schnepf 

vd., 1998; Donovan vd., 2001; Milne vd., 2008).  

Bu tez çalışması, daha önce izole ve karakterize edilmiş, laboratuvarımızda mevcut 

olan bazı lokal Bacillus thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B. thuringiensis tenebrionis 

(Xd3, Mm2) suşlarında vip (vip1, vip2 ve vip3) genlerinin varlığının ilk kez araştırılması, 

lepidopterler üzerinde etkili olan Vip3A proteinlerinin süpernatanttan iyon değişim 

kromatografisi ile elde edilerek Spodoptera littoralis zararlısına karşı uygulanması ve 
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vip3A genlerinin E. coli BL21(DE3)’ye klonlanıp ifade edilmesi bakımından özgün değer 

taşımaktadır. 

Lokal B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) ve B. thuringiensis tenebrionis (Xd3, 

Mm2) izolatlarında ve kontrol suş HD-1’de vip genlerinin (vip1, vip2 ve vip3) varlığının 

belirlenmesi için ilk olarak PCR çalışmaları yapıldı. Bu amaç doğrultusunda, Hernández-

Rodríguez ve arkadaşları (2009) tarafından vip gen ailelerinin korunmuş bölgelerinden 

dizayn edilmiş olan primerler kullanılarak vip1 (585 bp), vip2 (845 bp) ve vip3 (1621 bp) 

gen bölgeleri kısmi olarak çoğaltıldı. PCR sonunda elde edilen bantlar agaroz jelden 

kesilip temizlenerek pGEMT-Easy klonlama vektörüne aktarıldı. Klonların doğrulanması 

amacıyla elde edilen plazmitler DNA dizin analizine gönderilerek gelen sonuçlar 

değerlendirildi. Bu değerlendirmeler sonucunda elde edilen verilere göre; B. thuringiensis 

tenebrionis (Xd3, Mm2) izolatlarının vip1 ve vip2 genlerini, B. thuringiensis kurstaki 

(MnD, BnBt) izolatlarının ise vip3 genini ve kontrol suş olarak kullanılan HD-1 suşunun 

üç vip genini de içerdiği tespit edildi.  

Hernández-Rodríguez ve arkadaşları (2009), 507 suştan oluşan B. thuringiensis 

koleksiyonunda bilinen vip genlerini belirlemek ve potansiyel olarak yeni vip genlerini 

tespit etmek amacıyla bir çalışma yaptılar. İlk olarak 507 Bt suşunda PCR taraması 

gerçekleştirildi. vip genlerinin taranması, vip gen ailelerindeki uygun bölgelerden dizayn 

edilmiş primerler ile yapıldı. Yapılan tarama ile 507 suştan 54 suşta (% 10,7)  vip1 genini, 

46 suşta (% 9,1) vip2 genini ve 248 suşta (% 48,9) ise vip3 genini tespit ettiler.  Daha sonra 

aynı ailedeki farklı vip genlerin tanımlanması için Polimeraz Zincir Reaksiyonu-

Restriksiyon Parça Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) yöntemi kullandılar. Yapılan bu 

çalışma ile iki yeni vip genini keşfettiler. Bu çalışmada gerçekleştirilen strateji ile, bilinen 

vip genlerinin sınıflandırılmasına ve yeni vip genlerinin tanımlanmasına öncülük 

edebileceğini ileri sürdüler.  

Cry proteinlerine karşı dirençlilik tespit edilen Lepidoptera grubuna ait zararlılara 

karşı Vip3 proteinlerinin son derece etkili olduğu günümüze kadar yapılan çalışmalarla 

belirtilmiştir: 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 çalışmada da Lepidoptera takımından S. littoralis’e karşı insektisidal etkisini 

araştırmak üzere vip3 geninin bulunduğu belirlenen lokal izolatlardan Vip3 proteinlerinin 

elde edilmesi için çalışmalar yapıldı. 

B. thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD izolatlarında tespit ettiğimiz Vip3 

proteinlerinin kültür süpernatantından elde edilebilmesi için öncelikle bu izolatların 

vejetatif safhasını belirlemek amacıyla büyüme eğrisi grafiği çizildi. Belirli zaman 

aralıkları ile OD600’de yapılan ölçümler sonucunda, vejetatif safhanın maksimum olduğu 

zaman dilimin 24. saat olduğu belirlendi. Bu deneyin sonucu, Estruch ve arkadaşları 

(1996) ile Sattar ve arkadaşları (2008) tarafından farklı Bt suşları için gösterilen büyüme 

modeline çok benzer olduğu görüldü. Vip3 proteinlerini içeren izolatlar, Teriffic broth 

besiyerinde 24 saat büyütülmeye bırakılarak kültürler elde edildi. Sattar ve arkadaşları 

(2008) tarafından yapılan çalışmada % 0-80 arasında yapılan farklı doygunluktaki 

amonyum sülfat çöktürmeleri sonucunda lepidopteran zararlılarına karşı en yüksek aktivite 

% 60’lık fraksiyonunda gözlenmiştir. Yapılan bu çalışma baz alınarak bu tez kapsamında 

da kültürler santrifüj edildikten sonra ilgili proteinleri içeren süpernatantlar % 60 

doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesine tabi tutuldu. Santrifüj ile çöktürülen proteinler 

uygun tamponda çözüldü ve tuzdan arındırılması için gece boyu diyalize bırakıldı. 

Proteinlerin kısmen saflaştırılmasını gerçekleştirmek için Q-Sepharose (Anyon değiştirici) 

içeren kolon ile tek aşamalı iyon değişimi kromatografisi yapılarak fraksiyonlar elde edildi. 

Fraksiyonlar, % 12’lik SDS-PAGE’de yürütülerek Vip3 proteinlerini içeren fraksiyonlar 

belirlendi. Daha sonra bu fraksiyonlar birleştirildi ve SDS-PAGE analizi ile ~90 kDa’luk 

proteinin varlığı gözlendi. Daha önce yapılan birçok çalışmada da bildirilen Vip3 

proteinleri ile benzer büyüklükte olduğu görüldü (Estruch vd., 1996; Selvapandiyan vd., 

2001; Doss vd., 2002; Cai vd, 2003; Bhalla vd., 2005; Mesrati vd., 2005, Sattar vd, 2008).  

BnBt ve MnD izolatlarından kısmen saflaştırılan Vip3 proteinlerinin miktarları 

Bradford metoduyla belirlendi. Spodoptera littoralis ikinci dönem larvalarına 25 µg/ml 

konsantrasyonunda proteinler verilerek insektisidal aktiviteleri gözlemlendi. 10 gün 

boyunca kaydedilen ölümler sonucunda BnBt izolatından elde edilen Vip3 proteinin % 40, 

MnD izolatından elde edilen Vip3 proteinin ise % 31 oranında öldürücü etkiye sahip 

olduğu bulundu. Sattar ve arkadaşları (2008) tarafından yapılan çalışmada Vip3 proteinin 

tek bant olarak elde edilebilmesi için iki aşamalı iyon değişim kromatografi uygulanmıştır. 

Aynı çalışmada; farklı Bt izolatlarının süpernatantlarından elde edilen ham protein 

ekstraktları ve iyon değişimi kromatografisi ile kısmen saflaştırılan Vip3 proteinleri ile 
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Agrotis ipsilon, Helicoverpa armigera ve Spodoptera littoralis zararlılarına karşı biyotest 

uygulanmıştır. Yumurtadan yeni çıkan larvalara 25 µg/ml ham protein ekstraktı verilerek 

yapılan çalışmalar ile 7 gün boyunca ölümler izlenmiş ve % 11 - % 95 arasında farklı ölüm 

oranları kaydedilmiştir. En fazla toksisite gözlenen Bt izolatı seçilerek iki aşamalı DEAE-

Sephacel anyon değişim kolonu ile Vip3 proteini saflaştırılmış ve lepidopteran zararlarına 

karşı test edilerek LC50 değerleri belirlenmiştir. 

Tezimizin ikinci kısmında yapılan çalışmalar kapsamında Lepidopteralar üzerinde 

insektisidal etkisi bulunan B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarında tespit 

ettiğimiz vip3A geninin 2.370 bp’lık tam uzunlukta elde edilebilmesi için yeni bir primer 

çifti dizayn edildi. PCR yöntemi ile çoğaltılan vip3A geni pJET1.2/blunt vektörüne 

klonlandı. Elde edilen doğru klonlar DNA dizin analizine gönderilerek sonuçlar 

değerlendirildi. Başlangıçta, Macrogen (Hollanda) firmasına yaptırılan DNA dizin analizi 

sonucunda BnBt izolatı için 5’ yönünden 1.038 baz, 3’ yönünden ise 1.072 bazlık kısmı ve 

MnD izolatı için 5’ yönünden 999 baz, 3’ yönünden ise 1.064 bazlık kısmı tespit edildi. 

vip3A geninin tamamı 2.370 bp uzunluğunda olduğu için eksik olan bölgenin belirlenmesi 

için yeniden bir primer dizayn edildi. Yapılan dizi analizi sonucunda elde edilen veriler ile 

ilk gelen sonuçlar Clustal W Multiple Sequence Alignment programı ile çakıştırılarak 

vip3A geninin tam sırası ortaya çıkarıldı. vip3A geni, 2.370 bp uzunluğunda olup 790 

aminoaside sahiptir.  

Kolay çalışılabilir olması, rahat elde edilebilmesi ve daha önce yapılan çalışmalarda 

verimli sonuçlar alınması nedeniyle bu çalışmada klonlama ve ekspresyon için konak 

olarak E. coli kullanıldı. Yapılan çalışmalarda, B. thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt 

izolatlarında vip3A gen sıralarının tam olarak elde edilmesinin ardından genin ekspresyonu 

için çoklu klonlama bölgesinin önünde (MCS) güçlü bir promotor ve glutation S transferaz 

(GST) geni içeren pGEX-2T vektörüne klonlanarak E. coli BL21 (DE3) konak hücresinde 

ifade edildi. Daha sonra GST kuyruğu içeren proteinler saflaştırıldı ve ardından SDS-

PAGE analizi yapıldı. SDS-PAGE’in ardından yapılan gümüş boyama ve western blot 

analizi sonucunda saflaştırılmış olan GST kuyruk ile birlikte ifade edilen Vip3A 

proteinlerinin büyüklüğü yaklaşık olarak 116 kDa’luk bant olarak görüldü. Bunun nedeni, 

~90 kDa olan Vip3A proteinine 26 kDa’luk GST kuyruğun eklenmesiyle 116 kDa’luk 

banta denk gelmesidir. ~116 kDa civarında belirlenen bant hizasında boş plazmitte bant 

gözlemlenmedi. 

El-Ghareeb ve arkadaşları (2012) tarafından yapılan bir çalışmada, lokal B. 
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thuringiensis izolatının vejetatif safhasında salındığı belirlenen Vip3Aa proteinin S. 

littoralis üzerindeki insektisidal aktivitesini belirlediler. Bunun için ilk olarak plazmit 

DNA’sından tam uzunlukta vip3Aa (2,3 kb) geni izole edildi. Buna ek olarak, bakteri 

suşundan izole edilen genomik DNA’da vip3Aa geninin saptanmadığı ve plazmit kaynaklı 

bir gen olabileceğini belirttiler. Daha sonra vip3Aa geni pGEM-T vektörüne klonlandı ve 

sekanslanarak gen dizilimini belirlediler. pQE-30 ekspresyon vektörüne klonlayarak 

E.coli’de ifade ettiler. İfade edilerek saflaştırılmış Vip3Aa proteinin toksisitesi, S. 

littoralis'in ilk instar larvalarına karşı biyotest yapılarak belirlediler ve yabani suşla 

karşılaştırma yaptılar. Biyotest sonuçlarına göre yabani suşun, rekombinant saflaştırılmış 

proteinden daha toksik olduğu belirtilmiştir. Mortalitedeki bu farklılığın, ekspresyonun 

doğasına ve rekombinant proteinin N-ucuna kaynaştırılan 0,5 kDa’dan kaynaklanabileceği 

söylenmiştir. 

Bhalla ve arkadaşları (2005) tarafından yapılan bir çalışmada da, 24 tane B. 

thuringiensis (Bt) suşunda, vip3Aa1'e spesifik primerler kullanarak vejetatif insektisidal 

protein geni (vip) benzeri dizilerin varlığını saptamak için polimeraz zincir reaksiyonu ile 

tarandı. vip-benzeri gen sekansları sekiz bakteri suşunda tanımlandı ve bu genler 

klonlanarak gen dizilimi belirlendi. B. thuringiensis tolworthi'den aminoasit dizisi 

belirlenen vip-benzeri genin şimdiye kadar bildirilen Vip proteinleri ile karşılaştırıldığında 

önemli farklılıklar gösterdiğini belirlediler. Vip3Aa1'den farklı olan bu geni vip3Aa14 geni 

olarak tanımladılar. Bt tolwarthi'den gelen vip3Aa14 geni, tam uzunlukta ve kesilmiş 

(sinyal diziliminden yoksun) olarak ayrı ayrı ekspresyon vektörü pET29a kullanılarak E. 

coli'de ifade edildi. İfade edilen Vip3Aa14 proteini sitozolik süpernatantda olduğu kadar 

pelet fraksiyonunda da bulunduğunu, ancak bu proteinin sitozolik süpernatant 

fraksiyonunda daha bol miktarda bulunduğunu belirttiler. Tam uzunlukta ve kesilmiş 

Vip3Aa14 proteinleri, Spodoptera litura ve Plutella xylostella larvalarına karşı yapılan 

biyotestler sonucunda oldukça toksik olduğu görüldü. Vip3Aa14 proteininin N- 

terminalinden 33 aminoasitin kesilmesi ile insektisidal aktivitenin etkilenmediğini 

belirlediler. Böylece, Vip protein sekansının 1-33 aminoasite denk gelen kısmın bu 

böceklere karşı toksiklik bakımından hiçbir rol oynamadığını açıkça ortaya koydular. 

Hernández-Rodríguez ve arkadaşlarının (2009) yaptığı çalışma ile 507 B. 

thuringiensis suşlarında gerçekleştirilen PCR taraması sonucunda vip genlerini içeren 

suşların genel olarak hem cry1A hem de cry2 genlerini de taşıdığı belirtilmiştir. vip1 geni 

içeren suşların %79,6'sı, vip2 geni içeren suşların %84,8'i ve vip3 geni içeren suşların 
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%91,5'i hem cry1A hem de cry2 genleri içeriyordu. Bu tez çalışmasında kullanılan lokal 

izolatlardan B. thuringiensis tenebrionis Xd3 ve Mm2 izolatlarında cry3 geni,  B. 

thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt izolatlarında ise cry1 ve cry2 geni içerdiği 

bilinmektedir  (Sezen vd., 2010). Yapılan vip genlerinin PCR ile taranması sonucunda da 

B. thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2) izolatlarının vip1 ve vip2 genleri, B. thuringiensis 

kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarının ise vip3 geni tespit edildi. 

 

 



5. SONUÇLAR 

 

Bu çalışma sonucunda, lokal Bacillus thuringiensis kurstaki (BnBt, MnD) ve 

Bacillus thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2) izolatlarında vip (vip1, vip2 ve vip3) 

genlerinin PCR ile taranması, izolatlara ait vip genlerinin klonlanması, karakterizasyonu, 

BnBt ve MnD suşlarına ait Vip3 proteinlerinin kültür süpernatantından iyon değişim 

kromatografisi yöntemiyle saflaştırılarak Spodoptera littoralis larvalarına karşı insektisidal 

aktivitesi belirlenmiştir. 

 Yapılan PCR taraması ve klonlama çalışmaları sonucunda B. thuringiensis 

tenebrionis (Xd3, Mm2) izolatlarının vip1 ve vip2 genlerini, B. thuringiensis 

kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarının ise vip3 genini içerdiği tespit edildi.  

 B. thuringiensis kurstaki BnBt ve MnD izolatlarının vejetatif safhasının maksimum 

olduğu zaman dilimin 24. saat olduğu belirlendi.  

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

 Yapılan biyotest sonucunda BnBt izolatından elde edilen Vip3 proteinin % 40, 

MnD izolatından elde edilen Vip3 proteinin ise % 31 oranında öldürücü etkiye 

sahip olduğu bulundu.  

 B. thuringiensis kurstaki (MnD, BnBt) izolatlarına ait tam uzunluktaki vip3A geni 

dizayn edilen primerler yardımıyla çoğaltılarak klonlandı ve baz dizilimi belirlendi. 

 vip3A geninin, 2.370 bp uzunluğunda 790 aminoaside sahip olduğu tespit edildi. 

 SDS-PAGE analizi ile proteinin büyüklüğünün yaklaşık ~116 kDa olduğu gözlendi.  



6. ÖNERİLER 

 

Zararlı böceklerle mücadelede kimyasal insektisitlere en iyi alternatif 

biyoinsektisitlerdir. Bu anlamda biyolojik mücadele için en çok kullanılan 

entomopatojenik bakterilerden B. thuringiensis’dir. B. thuringiensis’den elde edilen Cry 

proteinlerine dayalı formülasyoların zararlılar üzerinde insektisidal etkilerinin yüksek 

olmasından dolayı başarılı bir şekilde kullanılmaktadır. 

Cry proteinlerinin biyolojik mücadeledeki başarısına rağmen, artan böcek direnci ve 

dar insektisidal spektrumları Bt teknolojisinin uzun vadeli sürdürülebilirliğini tehdit 

etmektedir (McGaughey, 1985; Schnepf  ve Crickmore, 1998; Shingote vd.,  2013). Bu 

problemin üstesinden gelebilmek için bilim adamları, çok çeşitli habitatlardan yeni B. 

thuringiensis izolatlarının araştırılarak karakterize edilmesi ve Cry proteinlerinden farklı 

özelliklere sahip yeni insektisidal proteinlerin belirlenmesi amacıyla çalışmalar 

yapmışlardır. Yapılan araştırmalar sonucunda B. thuringiensis’in vejetatif safhasında, bazı 

suşların vejetatif insektisidal proteinler (Vip) olarak adlandırılan, ortama salınan proteinler 

ürettiği ve bir takım böcek türlerine karşı insektisidal aktivite gösterdiği tespit edilmiştir 

(Estruch vd.,1996; Schnepf vd., 1998; Donovan vd., 2001; Milne vd., 2008). 

Bu tez kapsamında yapılan çalışmalar sonucunda lokal B. thuringiensis kurstaki 

(MnD, BnBt) ve B. thuringiensis tenebrionis (Xd3, Mm2) izolatlarında tespit edilen vip1, 

vip2 ve vip3 genlerinin alt türleri tespit edilebilir. 

B. thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt suşlarından elde edilen kısmi saflaştırılmış 

Vip3 proteinlerine ait insektisidal aktivite çalışmaları farklı böcek türleri üzerinde de 

yapılabilir. 

B. thuringiensis kurstaki MnD ve BnBt suşlarından elde edilecek saf Vip3A 

proteinlerinin böcek türleri üzerinde etkileri test edilebilir. 

B. thuringiensis tenebrionis Xd3 ve Mm2 izolatlarında tespit edilen vip1 ve vip2 

genlerinin tam uzunlukta elde edilebilmesi için PCR ve klonlama çalışmaları yapılabilir. 

Ardından bu genler ifade edilerek Coleoptera takımına ait farklı böcek türlerine karşı 

insektisidal aktivitelerine bakılabilir.  

vip3 geninin, böcekler üzerindeki etkilerini artırmak amacıyla yine böcekler üzerinde 

etkili olan farklı genlerle (Diğer cry genleri, cyt genleri gibi) bir araya getirilerek füzyon 

protein oluşturulabilir.  
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Cry ve Vip proteinlerini içeren yüksek öldürücü etkiye sahip olan mikrobiyal 

mücadele etmenleri kullanılarak biyolojik bitki koruma ürünü oluşturma çalışmaları 

yapılabilir. 
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