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OZET

Bu arastirmada, 3 tanesi bdceklerden [(BnBt (Balaninus nucum, ergin), Mm2
(Melolontha melolontha, ergin) ve MnO (Malacosoma neustria, larva)] 6 tanesi ise
topraktan [(6 numaral1 izolat Caglayan’dan, 11 numaral: izolat Yegilova’dan, 27 numarali
izolat Akgaabat’dan, 29 ve 40 numarali izolatlar Tonya’dan ve 46 numarali izolat
Caykara’dan)] izole edilen 9 B. thuringiensis izolatmn fenotipik, molekiiler ve
kemotaksonomik olarak karakterizasyonu yapildi.

Isik ve tarama elektron mikroskobu sonuglarina gore alt1 izolatta (BnBt, MnO, 27,
29, 40, 46) bipiramidal, bir izolatta (6 numaral1) kiiresel, bir izolatta (Mm?2) diiz kare ve bir
izolatta (11) da sekilsiz kristaller oldugu tespit edildi. ISR-PCR sonuglarina gore izolatlarin
kontrol B. thuringiensis izolatlan ile benzer bantlar olusturdugu goriildii. PCR analizleri
sonucunda BnBt, MnO, 11 ve 29 numarali izolatlarda cryl ve cry2 genleri, Mm2 izolatinda
cry3 ve 6 numaral1 izolatta ise cry4 genleri bulundu. SDS-PAGE analizlerinde, izolatlarda
yaklagik 65-130 kDa’lik proteinler belirlendi. Coziinmiis kristallerin tripsin ile
pargalanmalarindan sonra, SDS-PAGE analizlerinde 50-65 kDa arasinda tripsine direngli
peptidler olusturdugu goriildii. Izolatlarin plazmit igerikleri, kontrol Bacillus thuringiensis
suslar ile karsilagtirildiginda 11 numarali izolat hari¢ digerlerinde 4-8 aras1 plazmit oldugu
tespit edildi. BnBt ve MnQ izolatlaninin Malacosoma neustria ve Lymantria dispar
larvalarina ve Mm2 izolatinin Leptinotarsa decemlineata ve Agelastica alni larvalarina
karsi insektisidal aktivite gosterdikleri diger izolatlarin ise insektisidal aktivite
gostermedigi tespit edildi.

Sonug olarak, BnBt ve MnQ izolatlarinin Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki’ye,
Mm?2 izolatinin Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis’e ve 6 numaral1 izolatin Bacillus
thuringiensis subsp. israelensis’e benzedikleri tespit edildi. Diger izolatlarin ise yeni B.

thuringiensis izolatlar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, Kristal Proteinleri, cry Genleri, Biyolojik
Kontrol



SUMMARY

Characterization and Determination of Insecticidal Features of Bacillus thuringiensis
Isolated from Natural Environment

In the present study, 3 isolates [(BnBt (Balaninus nucum, adult), Mm2 (Melolonta
melolanta, adult) and MnO (Malacosoma neustria, larvac)] obtained from insects and 6
isolates [(isolate 6 from Caglayan, isolate 11 from Yesilova, isolate 27 from Akcaabat,
isolates 29 and 40 from Tonya and isolate 46 from Caykara)] obtained from soil samples
were characterized based on their phenotypic, molecular and chemotaxonomical features.

According to light and scaning electron microscopy results, six isolates (BnBt,
MnO, 27, 29, 40 and 46) have bipyramidal, one isolate (6) has spherical, one isolate
(Mm?2) has flat square, and one isolate (11) has irregular shape crystal. Based on the ISR-
PCR results, B. thuringiensis isolates formed identical bands with the control B.
thuringiensis isolates. PCR analyses have shown that BnBt, MnO, 11 and 29 have cryl and
cry2 genes. On the other hand, Mm2 and 6 contain cry3 and cry4 genes, respectively. SDS-
PAGE analyses have shown that isolates contain protein components with molecular
masses ranging from 65-130 kDa. After trypsin digestion of solubilized crystals, SDS-
PAGE resolved trypsin-resistant peptides ranged between 50 and 65 kDa. The plasmid
DNA contents of the isolates were compared with control B. thuringiensis strains. Based
on these results 4-8 plasmids were detected at all isolates @xpe;t;}ll. Toxicity tests have
shown that BnBt and MnO have insecticidal effect agajn-vsht“ ~Igalacosoma neustria and
Lymantria dispar, isolate Mm2 has been found to be toxic to Leptinotarsa decemlineata
and Agelastica alni. However, no insecticidal activity has been found in the other isolates.

In conclusion, isolates BnBt and MnO are similar to Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki, isolates Mm2 and 6 are identical to Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis and
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis, respectively. The other isolates are thought to be

new B. thuringiensis isolates.

Key Words: Bacillus thuringiensis, Crystal Proteins, cry Genes, Biological Control

—
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Girig

Diinyada tanimui yapilan hayvan tiirlerinin %97’sini bocekler olusturmaktadir.
Dogada yasayan boceklerin %99,5’inin doga ve insana faydali oldugu bilinmektedir.
Bilinen yaklagik 1 milyon 300 bin bdcek tiiriiniin, sadece %0,5’i doa ve insana zarar
vermektedir (Serez, 2003).

Boceklerin dogaya ve insanlara ¢ok cesitli faydalar vardir. $6yleki, bocekler dogal
ortamda polen tagimimina yardimci olarak tozlagmayi gerceklestirirler. Boylece ¢igekli
bitkilerde meyve ve tohum olusumunu saglarlar. Dogada Olmiis ya da Olmekte olan
organizmalar1 ve organik maddeleri kisa slirede ayrigtirarak, doganin temizlenmesini ve
topragin daha verimli olmasini saglarlar. Her bir bocek tiirii, dogada dogal denge ve besin
zinciri iginde yerlerini alirlar. Boceklerin en 6nemli faydalar ise baz:i tiirlerin, iiriinlerini
(Ornegin; bal, ipek gibi) insanlara dogrudan sunmalaridir. (Serez, 2003).

Zararl1 bocek tiirleri de bulunmaktadir. Ozellikle iiriin kayiplarina sebep olarak,
insan ve hayvan saglifi yoniinden tehlike olusturmaktadirlar. Diinyada iiretilen meyve,
sebze, tahil, yags veya kuru her tiirlii gida maddelerinin, sanayi hammaddelerinin ve
depolanmus iiriinler, kiirk, deri ve kumag gibi maddelerin her yil yaklasik olarak %15-20’si
bocekler tarafindan zarar gormekte ve kullamlamaz hale gelmektedirler. Bu zararlar da
yilda yaklagik olarak 7-10 milyar dolar civarindadir. Ayrica bocekler, viriis, bakteri ve
mantar hastaliklarmin  sebep oldugu tifo, veba, sitma gibi hastaliklan da
yayabilmektedirler. Ancak bunlar mevcut boceklerin %0,5’ini olugturmaktadir (Serez,
2003).

Zararh boceklerin meydana getirdigi iirlin kayiplartm1 Onlemek icin kullanilan
kimyasal ilaglarin insan saglifna olumsuz etkisi vardir. Ilag firetiminde caligan, ilag
uygulamasi yapan ve uygulamanin yapildif: alanda calisan isciden baglayip ilaghi {irlinii
yiyen kisiye hatta dogacak ¢ocuga kadar zararli etki s6z konusu olabilmektedir. Ayrica,
hedef dig1 canlilara etkisi sonucu dogal dengenin bozulmasi, hava, toprak ve su kirliliginin
olusmasi da sorunun énemli bir boyutunu olusturmaktadir. Zararli populasyonlar déngede
tutan dogal diisman populasyonlart da tarim ilaglarindan etkilenmekte ve dogal diismani
olmayan zararhlar problem haline gelmektedir. Kimyasal ilaglarin tarim zararlilarina karg



¢ogu kez asin ve bilingsiz kullammlari, bunlarin kimyasallara karsi dayamiklilik
kazanmalarina sebep olmaktadir. Bu durumun sonucunda dogal diigman populasyonlar:
azalmakta ya da yok olmaktadir. Bdylece biyolojik denge bozulurken, diger taraftan da
insan ve hayvan saglif1 olumsuz yonde etkilenmektedir.

Zararlilarla miicadele yontemlerinde kimyasal miicadeleye alternatif bir yontem
olarak biyolojik miicadele yontemi goriilmektedir. Biyolojik miicadele; zararli boceklerin
yapmis oldufu zararlari en aza indirmek igin bu boceklerin dogal diismanlarini kullanma
olarak tanimlanabilir. Bu miicadelede kullanilacak organizmalarin bazilar1 dogadan
toplanarak zararli tiiriin bulundufu ortama nakledilir. Bazilar1 ise yetigtirme
laboratuarlarinda gogaltilarak belirli zamanlarda zararlilarin bulundugu yerlere birakalir.

Biyolojik miicadelede 6nemli rol oynayan ajanlar arasinda viriisler, bakteriler,
mantarlar, protozoonlar, nematodlar, akarlar ve O&riimcekler bulunmaktadir. Bunlarin
disinda bdcek simfinda yer alan 15 takimin igindeki 200°den fazla familyaya ait binlerce
avci ve parazit bocekler sayilabilir.

Entomopatojen bakteriler, gliniimiizde zararli boceklere karsi en fazla kullanilan
mikroorganizmalardir. Spor olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak iizere iki gruba
ayrilirlar. Boceklere Onemli zararlar veren bakteriler, daha ¢ok spor meydana getiren
gruptandir. Yapilan aragtirmalar, bunlarin sporlanimin kuraklik ve yiiksek sicaklifa karst
dayamkli oldugunu gostermistir. Buna ragmen spor olusturmayan bakteriler olaganiistii
sartlar kargisinda oldukga dayaniksiz ve hassas yapidadirlar. Buna gore, boceklere karsi
yapilacak miicadelede, spor olusturan ve fakiiltatif bakterilerin kristal tagiyanlarinin
kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Ogurlu, 2000).

Son yillarda patojenik potansiyeli hayli yiiksek bir bakteri olan Bacillus
thuringiensis iizerinde durulmaktadir. Bu bakterinin biyolojik miicadelede, dier birgok
bakteriye nazaran daha iimit verici oldugu ifade edilmektedir. B. thuringiensis’in ¢ok
sayida varyetesi vardir. Bunlar basta Lepidoptera olmak iizere Diptera ve Coleoptera
tiirlerine kars1 da kullanilmaktadir. Bu bakterinin spor ve kristalleri piyasaya toz, islanabilir
toz veya sulu karigim halinde sunulmaktadir. B. thuringiensis’den hazirlanan karigimlarin
uygulandi@1 bécekler, bu karigimlarin ihtiva ettigi bir toksin sebebiyle oliirler.

B. thuringiensis bir toprak bakterisidir. Buna ragmen hastalikli ve saglikli
b&ceklerden, bitkilerin yaprak yiizeylerinden ve depolanmug iirlinlerden de izole edilmigtir
(Carozzi vd., 1991; Burges ve Hurst, 1977; Kaelin vd., 1994).



1.2. Bacillus thuringiensis’lerin Genel Ozellikleri

Bacillus thuringiensis Bacillaceae familyas: i¢ersinde yer almaktadir. Bacillaceae
familyasinimn iiyeleri endospor iireten Gram-olumlu hareketli ya da hareketsiz gubuk sekilli
bakterilerdir. Bu familyanin iki 6nemli cinsi vardir: Bacillus ve Clostridium. Bu tlirler
birbirlerinden ¢ogunlukla oksijen ihtiyaglarina gore ayrilirlar. Bacillus cinsine ait tiirler
aerobik, Clostridium cinsine ait tiirler ise anaerobiktirler. Her iki cins de zincirler olugturan
cubuk sekilli hiicrelere sahiptir (Tanada ve Kaya, 1993).

B. thuringiensis, Bacillus cinsi iginde B. cereus grubu icersinde yer almaktadir. Bu
grup alt1 tiirden olugmaktadir. Bunlar; B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B.
mycoides (Tumbull vd., 1990), B. pseudomycoides (Nakamura, 1998) ve B.
weihenstephanensis (Lechner vd., 1998) bakterileridir.

B. thuringiensis Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera grubundaki boceklere karsi
insektisidal ozellige sahip kristal yapida toksin tireten, spor olusturan, Gram-olumlu ve
acrobik bir toprak bakterisidir (Beegle ve Yamamoto, 1992) (Sekil 1). Son zamanlarda
yapilan aragtirmalara gére Hymoneptera, Homoptera, Orthoptera ve Mallophaga bécek
gruplan iizerinde ve ayrica nematodlar, keneler ve protozoalar iizerinde de aktivite tespit
edilmigtir (Feitelson,1993; Feitelson vd.,1992).

Endospor Kistat

Sekil 1. B. thuringiensis bakterisinin elektron mikroskobik goriintimii
(Waheed ve Kogan, 2003).



1.2.1. Bacillus thuringiensis’lerin Tarihi

B. thuringiensis ilk kez 1901 yilinda Japon bakteriologu Ishiwata (1901) tarafindan
hastalikli ipek bOcegi larvalarindan izole edilmistir. Aoki ve Chigasaki (1915) adli
arastiricilar bakteriyi tanimlamiglardir. Spor bulunan hiicrelerde inkliizyon yapilarinin
varligini Berliner (1911; 1915) ve Mattes (1927) rapor etmislerdir. Hannay (1953) B.
thuringiensis’in spor morfolojisini ve parasporal yap: olarak adlandirilan inkliizyon
yapilarimi agikladi. Ayrica parasporal yapimin bcek toksitesi ile ilgili oldugunu gosterdi.
Angus (1954), ipek bocegi larvalarmin orta bagirsaklarinda B. thuringiensis’in spor
olusmus hiicrelerinde toksik bir maddenin olustufunu buldu. Daha sonra ayni aragtirict
(Angus, 1956) toksik maddenin parasporal yap: ig¢inde oldugunu kesfetti. Hannay (1955)
adli aragtirmaci bu yapinin protein yapida oldugunu belirledi.

1.3. Bacillus thuringiensis’lerin Plazmitleri

B. thuringiensis suslar1 yaklasgik 2,4 ile 5,7 milyon baz cifti uzunlugunda bir
genoma sahiptirler (Carlson, 1994). B. thuringiensis 2 ile 11 tane plazmit icermektedir
(Gonzalez, 1981). Bu plazmitlerin biyiikliikleri 2 ile 272 kb arasinda degigmektedir
(Lereclus, 1993). Insektisidal proteini kodlayan genler plazmitler iizerinde yer almaktadir
(Carlton, 1988). Biiyiik ve kiiciik plazmitler iizerinde bulunan cry genlerinin etrafinda ¢ok
sayida hareketli bolgeler bulunmaktadir (Mahillon vd., 1994). Bu plazmitler konjugasyon
benzeri mekanizmalar ile bir B. thuringiensis’den digerine kendiliginden transfer
yetenegine sahiptir.

Incelenen biitiin B. thuringiensis tiirlerinde plazmit bulunmaktadir. Ancak Lecadet
ve arkadaglar1 (1981) B. thuringiensis subsp. finitimus’da plazmit tespit edememiglerdir.
Bu aragtincilar plazmiti tespit edememelerinin sebebini kullanilan ySntemler yiiziinden
oldugunu rapor etmiglerdir. B. thuringiensis subsp. finitimus’un diger suslarinda
plazmitlerin varlifim gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Faust, 1979).

B. thuringiensis suglarindan molekiiler agurligi biiyiik olan plazmitleri izole
etmedeki basanisizliin  kullandlan  yOntemlerin  yetersizlii  yiiziinden oldugu
diisiiniilmektedir. Biiylik molekiiler agirlikli plazmit DNA’s1 izole etmek icin tasarlanan
cogu yontem B. thuringiensis’de calismamaktadir (Gonzales, 1981).



1.4. Bacillus thuringiensis’lerin Urettizi Bilesikler

Ticari olarak kullamlan B. thuringiensis iiriinleri ¢evreye ve insanlara zararli olan
bilesikleri icermezler. B. thuringiensis suglar1 Cry ve Cyt proteinlerinin diginda vejetatif
biiylime siiresince f—ekzotoksin, fosfolipazlar, proteazlar, kitinazlar, vejetatif insektisidal
proteinler (VIP) ve antifungal bilesikler olugtururlar (Porcar ve Juarez-Perez, 2003).
ViP’lerin siniflandirilmasi, kristalleri olusturan proteinlerle iligkileri olmadigindan
farklidir (Schnepf, 1998).

1.5. Bacillus thuringiensis’lerin Alt Tiirlerinin Siniflandirilmasi

B. thuringiensis’in ayirt edilmesinde konak seciciligi, alt tiirleri belirleyen H-
serovarlar1 ve cry genleri kullanilmaktadir. Son yillarda alt tiirleri karakterize etmek igin
DNA parmak izi yontemi de kullanilmaktadir (Hansen vd., 1998).

Kullanilan fenotipik yOntemlerden birisi olan H-serotiplenme, B. thuringiensis
izolatlarinin siniflandirilmasinda 6nemli bir yontemdir. Bu yontem de Barjac ve Bonnefoi
(1962) tarafindan gelisgtirilmi§ ve o zamandan beri kullanilmaktadir (de Barjac ve Frachon
1990).

Serotip ile smniflandirma morfolojik ve biyokimyasal kriterler ile desteklenmektedir
(de Barjac, 1981). 1977 yilina kadar, sadece 13 B. thuringiensis alttiirii tantmlanmistir ve
bunlarin da Lepidopter larvalarina karsi toksik oldugu bulunmustur. Daha sonra
Dipteralara (Goldberg ve Margalit, 1977), Coleopteralara (Krieg vd., 1983) ve nematodlara
(Narva vd., 1991) kars: toksik olan diger alttiirlerin kesfi B. thuringiensis alttiirlerinin
sayisim artirmagtir. 1998 verilerine gore flagella H-serovarlarina bakilarak yapilan
siniflandirmada 67 den fazla B. thuringiensis alttiirii tanimlanmstir (Tablo 1). Serovarlarin
mevcut listesi Paris’deki Pasteur Enstitiisii’nden elde edilebilmektedir (Unite des Bacteries

Entomopathogenes, Institut Pasteur, Paris, France).



Tablo 1. Mevcut B. thuringiensis’lerin flagella (H) antijenlerine bakilarak
siniflandirilmasi

Flagella B.thuringiensis Flagella B.thuringiensis
antijenleri subsp. antijenleri subsp.

1 thuringiensis 28a, 28c jegathesan

2 finitimus 29 amagiensis

3a, 3¢ alesti 30 medellin

3a, 3b, 3¢ kurstaki 31 toguchini

3a, 3d sumiyoshiensis 32 cameroun

3a, 3d, 3e Sfukuokaensis 33 leesis

4a, 4b sotto 34 konkukian

4a, 4c kenyae 35 seoulensis

5a, 5¢ galleriae 36 malaysiensis
5a, 5¢ canadensis 37 anadalousiensis
6 entomocidus 38 oswaldocruzi
7 aizawai 39 brasiliensis
8a, 8b morrisoni 40 huazhongensis
8a, 8c ostriniae 41 sooncheon

8b, 8d nigeriensis 42 Jjinghongiensis
9 tolworthi 43 guiyanguebsus
10a, 10b darmstadiensis 44 higo

10a, 10c londrina 45 roskildiensis
11a, 11b toumanaoffi 46 chanpaisis
11a, 11c kyushuensis 47 wratislaviensis
12 thompsoni 48 balearica

13 pakistani 49 muju

14 israelensis 50 navarrensis

15 dakota 51 xiaguangiensis
16 indiana 52 kim

17 tohokuensis 53 asturiensis
18a, 18b kumamotoensis 54 poloniensis
18a, 18c Y0500 55 palmanyolensis
19 tochigiensis 56 rongseni

20a, 20b yunnanensis 57 pirenaica

20a, 20c pondicheriensis 58 argentinensis
21 colmeri 59 iberica

22 shandongiensis 60 pingluonsis

23 Jjaponensis 61 sylvestriensis
24a, 24b neoleonensis 62 zhaodongensis
24a, 24c¢ novosibirsk 63 bolivia

25 coreanensis 64 azorensis

26 silo 65 pulsiensis

27 mexicanensis 66 gracioensis
28a, 28b monterrey 67 vazensis




1.6. Bacillus thuringiensis’lerin Habitatlar

B. thuringiensis suslar genellikle topraktan (Carozzi vd., 1991; DeLucca vd., 1979;
Hastowo vd., 1992; Martin ve Travers, 1989; Smith ve Couche, 1991), bdceklerden
(Carozzi vd., 1991), depolanmug iiriinlerden (Burges ve Hurst, 1977; Chaufaux vd., 1997,
DeLucca vd., 1984; Meadows vd., 1992) ve kozalakl agaclarin yapraklarindan (Kaelin vd.,
1994; Smith ve Couche, 1991) izole edilmigtir.

Cok sayidaki B. thuringiensis 6lii boceklerden izole edilmistir ve ¢ogu durumlarda
izolat izole edildigi bocege kars: toksik aktivite gdstermistir (Goldberg ve Margalit, 1977,
de Barjac, 1981; Hansen vd., 1996). Bu organizmalar Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
gruplarinda dar bir konak hassasiyetine sahiptirler ve konak boceklerin viicutlar iginde
cogalirlar. Enfekte olan bdcek larvas: oldiigiinde, 6lii bocek viicutlann kristal ve spor
icerirler (Prasertphon vd., 1973; Grassi ve Desed, 1984; Aly, 1985; Aly vd., 1985).

B. thuringiensis sporlari toprakta bulunabilmektedir. Bu bakterilerde vejetatif
biiylime, besinleri kullanabildiginde meydana gelir (DeLucca vd., 1981; Akiba, 1986;
Ohba ve Aizawa, 1986; Travers vd., 1987; Martin ve Travers,1989). Meadows (1993) adl1
aragtirmaci 1115 toprak numunesinden 785 B. thuringiensis izole etmistir. Ayn1 zamanda,
Asya ve Giliney Afrika’daki numunelerin %94’iinde, Yeni Zelanda’da %56 oranlarinda B.
thuringiensis bulundugunu rapor etmigtir. Japonya’da yapilan bir aragtirmada 186 toprak
numunesinde 136 tane B. thuringiensis izole edilmistir (Ohba ve Aizawa, 1986).

1.7. Insektisidal Kristal Proteinlerin Yapist

B. thuringiensis subsp. tenebrionis’in 3-endotoksininin aktif kismimn kristal yapisi
X-151m1 kristalografisi ile belirlenmistir (Li vd., 1991). Aktif toksin ii¢ ayrt etkin bolgeden
olugsmaktadir (Sekil 2) (Hofte ve Whiteley, 1989; Li vd., 1991; Grochulski vd., 1995).
Bolge I, bocek bagirsagina tutunma ve delik olusumundan sorumludur. Bélge II’nin bocek
bagirsagindaki epitel hiicrelerindeki reseptorlere baglanma ile ilgili gérevi vardir (Li vd.,
1991). Bolge IIT’iin fonksiyonu hakkinda herhangi bir bilgi mevcut degildir. Ancak bir
goriige gore Cry toksinin bagirsak proteazlarn tarafindan pargalanmasini Onler Li vd,
1991), bir goriise gore de iyon kanallariin olusumundan, reseptér baglanmasindan ve

bocek 6zgiinliigiinden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Rajamohan vd., 1998).



Sekil 2. B. thuringiensis suslarina ait Cry proteinlerinin yapist
(URL-1, 2002).

S-endotoksinler, aktivitelerine bakilarak bes 6nemli sinifa ayrilirlar.

1. Lepidopteralara 6zgiin,

2. Lepidoptera ve Coleopteralara 6zgiin,

3. Coleopteralara dzgiin,

4. Dipteralara 6zglin,

5. Nematodlara 6zgiin (Cannon, 1996).

Kristal (Cry) proteinleri kodlayan genler birkag sinif ve alt siniflardan olusmaktadir
(Cannon, 1996). Adang ve arkadaslart (1993) 60 dan fazla cry geni (26 farkh ICP’ leri
kodlayan cry genleri) niikleotit dizinini belirlediler. Baum ve Malvar (1995) adh
arastiricilar ise 90 dan fazla ICP genlerinin niikleotit dizinini belirlediler ve klonladilar.
Thompson ve arkadaslart (1995) yaptiklar bir ¢alismada 50 toksinin yapilan ilk dizilerini
karsilagtirdi ve bilgisayar ortaminda evrimsel iligkilerini gosteren bir dendrogramini

olusturdular.



Protoksinlerin; multijenik yapisi, molekiiler biiyiikliigii ve konak ozgiinliigi Tablo
2°de goriilmektedir. Stmf 1'in cry genleri kristal inklizyon iginde C-ucu ve N-ucunda
korunan ve gomiilii olarak bulunan aktif toksin ile 130-160 kDa biiyiikliigiinde
protoksinleri kodlar (Hofte ve Whiteley, 1989). CrylA(a), 1A(b) ve 1A(c) proteinler,
%80’den daha fazla birbirlerine benzemektedirler (Hofte ve Whiteley, 1989). CrylB ve
CrylC protoksinler sirasiyla %58 ve %67 CrylA(a) protoksinine benzerdir (Hofte ve
Whiteley, 1989).

Tablo 2. Protoksinlerin ve toksinlerin molekiiler bilyiikliikleri, multijenik yapist ve

etkiledigi bocek gruplart

Gen  Alt Simf Etkiledigi Bocek Protoksin Toksin
Gruplari (kDa) (kDa)

cryl 1A(a) Lepidoptera 130-160 60

LA(b) Lepidoptera/Diptera 130-160 60

1A(c) Lepidoptera 130-160 60

1B Lepidoptera 130-160 60

L& Lepidoptera 130-160 60

1D Lepidoptera 130-160 60

1E Lepidoptera 130-160 60

IF Lepidoptera 130-160 60

cry2 2A Lepidoptera/Diptera 70-71 65

2B Lepidoptera 70-71 65

2C Lepidoptera 70-71 65

cry3 3A Coleoptera 78 55

3B Coleoptera 73 55

3@ Coleoptera 73 55

3D Coleoptera 73 55
cry4 4A Diptera 134 4648
4B Sivrisinek 128 46-48

4C Karasinek 58 ?

4D Nematot 2 30

CytA 27 2

crys 5 Lepidoptera 81.2 ?

Coleoptera

Sinif 2’nin genleri 65 kDa’lik toksinlere doniisebilen 70-71 kDa biiyiikliigiinde
protoksinleri kodlarlar. Cry2A Lepidoptera ve Diptera larvalarina toksiktir, Cry2B ise
sadece Lepidoptera larvalarina toksiktir (Wider vd., 1990). Bu iki toksin %87 oraninda

birbirine benzerdir (Aronson, 1993).
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B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve Coleopteraya aktif diger suslarda olusan cry3
genleri Cry3 A, B, C, D, ve E toksinlerini olustururlar (Sekar ve Carlton, 1985; Hernstadt
vd,. 1987; Hernstadt vd., 1986). cry3 genleri yaklagik 73 kDa biiyiikliiftinde protoksinleri
kodlamaktadirlar. Bu protoksinler proteolitik pargcalanmada ilk olarak 67 kDa’ya
doniigtirler. Daha sonra larvanin bagirsaginda 55 kDa’lik toksini olustururlar (Carroll vd.,
1989). Cry3A ve Cry3B proteinleri %75 oraninda benzerdirler (Donovan vd., 1992).
Cry3D proteini %74 Cry3A’ya, %61 Cry3B, ve %33 Cry3C proteinlerine benzerdir
(Lambert vd., 1992).

cry4 (A, B, C, D) ve cytA genleri 20-140 kDa proteinleri kodlarlar. Bu genlere
sahip olan B. thuringiensis subsp. israelensis kristalleri en az dort polipeptidi olusturur.
Bunlarin molekiiler agirliklar: 27 kDa (CytA), 58 kDa (Cry4C), 70 kDa ( Cry4D), 128 kDa
(Cry4B) ve 134 kDa (Cry4A)’dir (Hofte ve Whiteley, 1989; Hurley vd., 1985; Lee vd.,
1985). CytA, ve 4D ve 4B proteinleri arasinda sinergistik iligki vardir. Cry4A, Cry4B ile
%54 ve Cry4C ile %29 oranlarinda, Cry4B ve Cry4C ise %29 oraninda birbirine benzerdir.
cry3 ve cry4 genlerinin, crylA genleri ile sadece %20 oraninda benzerlikleri vardir (Hofte
ve Whiteley, 1989).

B. thuringiensis subsp. kurstaki DSIR 732 tarafindan iiretilen 81,2 kDa’lik Cry5
protoksini hem Coleoptera (Leptinotarsa decemlineata) hem de Lepidoptera (Ostrinia
nubilalis) tiirlerine kas1 aktiftir, fakat Lepidoptera larvalarina karsi daha ¢ok aktif oldugu
bildirilmigtir (Tailor vd., 1992).

Smif 1 ile 5 toksinleri inaktif protoksin olarak olugurlar ve toksinler proteolitik
olarak aktif edilirler. Farkl1 biiyiikliikte amino asit dizilerine sahip olan bu proteinlerin
yaygin proteaz isleyis bolgelerini olusturmak icin nasil katlandifi bilinmemektedir.
Toksinin proteaz aktivasyonunda glikolizasyonun nasil bir rolii oldugu arastirilmaktadar.
Aktivasyon isleminde kullamlan enzimler pepsinojen ve tripsinojen gibi memeli bagirsak
proteazlarina benzemektedir. Ancak, protoksin aktivasyonu durumunda, biiyiik olciide C-
ug islemini igerir ve aktivasyon siiresince toksin kisminda i¢ kesilmeler meydana gelmez.
Aktivasyon siiresince meydana gelen sekilsel degisiklikler proteinin tersiyer yapisim
etkilerken sekonder yapisini etkilemedifi goriilmiigtiir. Fakat bunun nasil oldugu
bilinmemektedir.
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1.7.1. insektisidal Kristal Proteinlerin Simflandirilmasi

Kristal (cry) genleri insektisidal kristal protein (ICP)’leri kodlamaktadirlar. Bu
kristal genleri Lepidoptera (cryl), Diptera ve Lepidoptera (cry2), Coleoptera (cry3),
Diptera (cry4), veya Coleoptera ve Lepidoptera (cry5) (Hofte ve Whiteley, 1989)
boceklerine karsi etkilidir. Ayn bir simiflandirma, B. thuringiensis subsp. israelensis
ICP’de ve bazi difer B. thuringiensis alttiirlerinde bulunan 6zgilin olmayan sitolitik bir
faktorii kodlayan sitolitik (cyf) genler igin kullanilmaktadir. Ancak, karakterize edilen ICP
genlerinin sayisinin artmasi ve insektisidal spektruma dayandirilan mevcut cry gen
terminolojisindeki uyusmazliklar yiiziinden Crickmore ve arkadaglari (1998) ICP gen
dizilerine bakarak yeni bir siniflandirma yaptilar (Ek Tablo 1). Bu siniflandirmada mevcut
Romen rakamlari yerine Arabik rakamlari kullanildi.

1.7.2. insektisidal Kristal Proteinin Genetigi

1980’li yilarin basinda, ICP’leri kodlayan ¢ogu genlerin biiyiik tasinabilir
plazmitler (bu plazmitlerin ¢ogu konjugasyon ile suglar arasinda kolayca degisebilen
plazmitlerdir) tizerinde bulundugu tespit edildi (Gonzélez ve Carlton, 1980; Gonzélez vd.,
1981). Bu ilk ¢aligmalardan sonra pek ¢ok ICP geni klonlandi, dizileri belirlendi ve yeni
insektisidal spektrumlu B. thuringiensis suglan yapmak icin kullanmldi (Hofte ve Whiteley,
1989).

ICP gen dizileri, B. thuringiensis izolatlarindan elde edilen ICP’leri karakterize
etmek i¢in PCR ve hibridizasyonda kullanilmak iizere gene 6zgiin problarin yapis: igin
temel olusturmaktadir (Prefontaine vd., 1987; Juarez-Perez vd., 1997; Bravo vd., 1998;
Shevelev vd., 1998). Bu caligmalar dizi homolojisi ve proteinlerin toksite spektrumuna
bakilarak ICP genlerinin alt siniflarina ayrilmasini saglamaktadir.

ICP molekiillerinin her biri reseptdr tanimindan sorumlu olan degisken bir C-ug
bolgesine ve delik olugumunu tegvik eden korunmug bir N-ug bolgesine sahiptir (Li vd.,
1991).

Dogal olarak meydana gelen cogu B. thuringiensis suslari tek grup boceklere karsi
aktif ICP’ler igerir. Ancak, B. thuringiensis suglann ya da iligkide oldugu diger tiirler
arasinda konjugatif transfer meydana gelir, sonugta cesitli plazmit icerikli yeni suslar
olusur. Bu yiizden cry genlerinin hareketliligi ve plazmitlerin degis tokusu B. thuringiensis
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de incelenen farkli ve kompleks aktivite spektrumu ile agiklanabilir (Gonzéilez ve Carlton,
1980; Gonzilez vd., 1981; Gonzilez vd., 1982; Reddy vd., 1987; Jarrett ve Stephenson,
1990). iki bocek grubuna karsa toksik olan yeni B. thuringiensis suslar1 konjugasyon ile
gelistirilmektedir.

1.8. insektisidal Kristal Proteinin Hedef Boceklerdeki Mekanizmasi

B. thuringiensis’in biyolojik aktivitesi Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera
gruplarindaki hassas boceklere karsi cry genlerinin olusturdugu aktif ICP’ler sayesindedir.
ICP’nin etkili olabilmesi icin sindirilmesi gerekmektedir (Visser vd., 1993). Diger bécek
gruplarina  (Hymenoptera, Homoptera, Dictyoptera, Mallophaga), nematodlara
(Strongylida, Tylenchida), kenelere (Acari), yass: kurtlara (Digenea) ve protozoalara
(Diplomonadida) kars1i aktivite de bulunduklart tespit edilmigtir (Feitelson, 1993;
Zukowski, 1995).

ICP’ler normal kosullar altinda ¢6ziinmeden bulunurlar, bu yiizden insanlar ve
diger yiiksek organizma gruplan igin bir risk olusturmazlar. Buna karsibik pH 9,5°de
cOziinebilir Ozellik tagimalarn kristal proteinlerine yogun bir insektisit o6zelligi
kazandirmaktadir. &—endotoksinler bagirsakta ¢oziinerek protoksine doniigiirler. Daha
sonra bagirsak enzimleri tarafindan protoksinler pargalanarak aktif toksinler elde edilir.
Aktif toksinler bagirsak epitel hiicrelerinin reseptorlerine tutunarak bdcegin bagirsak
duvarini felce ugratir ve buray: tahrip ederek gozenekler olustururlar. Boylece bagirsakta
bulunan besin artiklar1 bocek viicuduna ve kana karisir. Zehirlenen b6cek, toksin aktivitesi
sebebiyle hemen Glebilecegi gibi 2-3 giin icerisinde kan zehirlenmesi sonucu da &lebilir. B.
thuringiensis’in larvalar {iizerinde sebep oldufu semptomlar; yavas hareket etme,
beslenmeyi birakma, siv1 halde digki ¢ikarma, kusma ve viicut iceriklerinin kahverengiden
siyaha doniigmesi olarak sayilabilir (Knowles, 1994).

B. thuringiensis’in hedef bocek lizerindeki mekanizmasi Schnepf ve arkadaglari
(1998) tarafindan Ozetlenmigtir: 1) spor ve ICP olusturmus B. thuringiensis’in larva
tarafindan sindirilmesi; 2) orta bagirsakta kristal seklindeki ICP’nin ¢oziinmesi; 3)
proteazlar ile ICP’nin aktiflestirilmesi; 4) orta bagirsak hiicre membranindaki 6zgiin
reseptorlere aktif ICP’nin baglanmasi; 5) hiicre membranina toksinin eklenmesi ve
bagirsak hiicre membraninda kanallar ve deliklerin olusumu, ve bunun sonucunda da epitel

hiicrelerinin parcalanmasi (Cooksey, 1971; Norris, 1971; Fast, 1981; Huber ve Liithy,
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1981; Liithy ve Ebersold, 1981; Smedley ve Ellar, 1996); 6) larvada fazla miktarda B.

thuringiensis’in cogalmasi ve olusan kan zehirlenmesinin 6liimii artirmasi (Sekil 3).

Kristallerin ¢6ziinmesi ve Tolsinlerin bagsak epitelindeld
toksinterin aldivasyomn resepiérlere baglanmas:

Hmﬁm CJG '[] Epitel
@ l /' Bagrsak
s-endofoksin ~ membrammdald delildler

Balcterilerin ¢ogalmasi

Sekil 3. Bacillus thuringiensis’in hedef boceklerdeki mekanizmast (URL-2, 2002).

Ozgiin reseptorlere ICP’lerin baglanmasimn insektisidal spektrum ile ilgili oldugu
tespit edilmistir (Denolf vd., 1997). Van Rie ve arkadaslar1 (1989), tiitiin kurdu (Heliothis
virescens) ve domates kurtlanmin (Manduca sexta) firga seklindeki membran vesikiillerine
baglandiklarim gostermiglerdir. Fakat baglanma yerlerinin sayist farkhdir ve degisik
biyolojik aktivite gosterir. Baglanma yerleri igin biitiin boceklerde toksin ilgisi aym

degildir.
1.8.1. Biocek Populasyonlarimin Bacillus thuringiensis’e Direncliligi
Laboratuar sartlarinda farkli bocek tiirlerinde B. thuringiensis’e kars1 direnglilik

tespit edilmistir (Schnepf vd., 1998). Direnclilik tespit edilen bocek tiirleri Plodia
interpunctella, Cadra cautella, Leptionatarsa decemlineata, Chrysomela scripta,
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Tricholplusia ni, Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Ostrinia
nubilalis ve Culex quinquefasciatus tiirleridir (Schnepf vd., 1998). Diren¢ olusturan B.
thuringiensis suglari; B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp. israelensis,
B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve diger B. thuringiensis alt tiirleridir.

Bir ¢esit giive olan Plutella xylostella’mn B. thuringiensis subsp. kurstaki ve B.
thuringiensis subsp. aizawai’ya karsi direng gelistirdigi Hawai, Filipinler, Endonezya,
Malezya, Orta Amerika ve bazi Amerika sehirlerinde goriilmiigtiir (Schnepf vd., 1998). B.
thuringiensis’de direnclilik ile ilgili yaygin goriiy, zararliy1 kontrol etmek igin B.
thuringiensis ve B. thuringiensis toksin genlerini kullanma ile bagarilabilmigtir. B.
thuringiensis’lerin diren¢ mekanizmasi1 Schnepf ve arkadaglari (1998) tarafindan ayrintili

olarak incelenmigtir.

1.9. Bacillus thuringiensis Suslarinin Biyoteknolojisi

B. thuringiensis suslan zararli kontrol ajani olarak giiniimiizde yaygin bir bigimde
kullamlmaktadir. B. thuringiensis iirlinleri biyopestisit pazarinin %95’ini olugturmaktadir.
Bu tiriinlerin ¢ogu 33 y1l 6nce izole edilen B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 izolat
orijinlidir (Dulmage, 1970). B. thuringiensis’in olusturdugu B-ekzotoksin ve &-
endotoksinler tarim zararlilarina kars: kullanilmaktadir. En fazla kullanilan §-endotoksin;
Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera gruplarindaki larvalara kars1 etkili olmaktadir. Tarim
zararhlarina kars1 kullamlan B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp.

israelensis, B. thuringiensis subsp. tenebrionis ve dier suglarindan elde edilen iiriinler
Tablo 3, 4 ve 5’de goriilmektedir.

Tablo 3. Lepidopteralarin kontrolii i¢in ticari olarak kullanilan B. thuringiensis’ler

Ticari Ad Firmanin Adi B. thuringiensis suglari
Bactospeine Abbott kurstaki HD-1

Biobit Abbott kurstaki HD-1

Dipel Abbott kurstaki HD-1

Florbac Abbott aizawai

Foray Abbott kurstaki HD-1
XenTari Abbott aizawai

Cordalene Agrichem kurstaki HD-1

BMP 123 Becker kurstaki HD263

Biobest-Bt Biobest kurstaki HD-1



Tablo 3’iin devamu.

Bacticide

Worm Wipper
Collapse

Baturad

Condor

Crymax

Cutlass

Lepinox

Raven

Ecotech Bio
Ecotech Pro
Jackpot

Rapax

Forwarbit
Bio-Worm Killer
Bactospeine Koppert
Guardjet

Maatch

M/C
M-Peril
MVP
Bactec BT 16
Bactec BT 32
Insectobiol
Bactosid K
Soilserv BT
Agrobac
Able

Agree
Costar
Delfin
Desing
Javelin
Thuricide
Turex
Vault
Larvo-Bt
Troy-Bt
Ringer BT
Safer BT
BT 320
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Cequisa

Cape Fear Chemicals
Calliope

Cequisa

Ecogen

Ecogen

Ecogen

Ecogen

Ecogen

Ecogen/ AgrEvo
Ecogen/ AgrEvo
Ecogen/ Intrachem
Ecogen/ Intrachem
Forward International
Green Light Co
Koppert

Mycogen/ Kubota
Mycogen

Mycogen
Mycogen
Mycogen

Plato Industries
Plato Industries
Samabiol
Sanex

Soil Serv Inc
Tecomag
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Troy Biosciences
Troy Biosciences
Verdant Inc
Verdant Inc
Wilbur Ellis Inc

kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki EG2348
kurstaki EG7841
kurstaki EG2371
kurstaki EG7826
kurstaki EG2424
kurstaki EG2371
kurstaki EG2348
kurstaki EG2424
kurstaki EG2348
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki CrylAc
Kurstaki CrylAc
ve aizawai CrylC
aizawai Cry1C
kurstaki CrylAc
kurstaki CrylAc
kurstaki EG2348
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki M-200
aizawai GC-91
kurstaki SA-12
kurstaki SA-11
aizawai GC-91
kurstaki SA-11
kurstaki HD-1
aizawai GC-91
kurstaki SA-11
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1
kurstaki HD-1

Copping (1998), CPCR (1998), CDMS (1998), CEPA/DPR (1998)
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Tablo 4. Dipteralarin kontrolii i¢in ticari olarak kullanilan B. thuringiensis’ler

Ticari Ad1 Firmanin Ad: B. thuringiensis sugu
Bactimos Abbott B.t. israelensis
Gnatrol Abbott B.t. israelensis
Skeetal Abbott B.t. israelensis
VectoBac Abbott B.t. israelensis
Acrobe American Cyanamide  B.t. israelensis
Aquabac Becker Microbiol B.t. israelensis
BMP Becker Microbiol B.t. israelensis
Bactis Caffaro B.t. israelensis
BTI Granules Clarke Mos. Cont. B.t. israelensis
Prehatch SG Meridian B.t. israelensis
Vectocide Sanex B.t. israelensis
Summit Bactimus Summit Kimyasallart B.t. israelensis
Summit Mosquito Bits ~ Summit Kimyasallar1 B.t. israelensis
Tekar Thermo Trilogy B.t. israelensis

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

Tablo 5. Coleopteralarin kontrolii icin ticari olarak kullanilan B. thuringiensis’ler

Ticari Adi Firmanin Ad1 B. thuringiensis suslari
Ditera Abbott B.t. tenebrionis
Novodor Abbott B.t. tenebrionis
Raven Ecogen B.t. kurstaki (EG2424)
M-Trak Mycogen B.t. tenebrionis/Cry 3A
Trident Thermo Trilogy B.t. tenebrionis

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

Tarimda biyolojik pestisidlerin kullanim sentetik kimyasal pestisidlerinin yaninda
Onemli derecede geri kalmigtir. Buna rafmen, baz1 kesimler B. thuringiensis’in gelecekteki
gelisimini favori gormektedirler. 6-Endotoksinler; memelilere, kugslara, kara ve suda
yagayanlara ve siiriingenlere patojen degildirler. Ancak, bocek ve omurgasiz zararlilarina
kars: etkili olmaktadir. Cry orjinli pestisidler genellikle diisiik maliyetle elde edilmektedir.
Ornegin B. thuringiensis subsp. israelensis den elde edilen iiriinler sentetik kimyasal
pestisidlerin 1/40 daha ucuzuna mal olmaktadir (Becker ve Margalit, 1993). Ayrica, Cry
proteinlerin mekanizmasi bilinen sentetik kimyasallarin mekanizmasindan tamamen
farklidar.

B. thuringiensis toksinleri bir araya getirilerek farkli bocek gruplan iizerinde
kullanilmaktadir. Honee ve arkadaslari1 (1990) CrylAb ve CrylAc proteinlerinin
birlestirilmesi ile her ikisininde toksik 6zelligine sahip bir hibrid meydana getirmislerdir.
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CrylAa, Cry3A ve Cry3B2’nin kristal yapilar1 incelenmistir (Borisova vd., 1994; Cody
vd., 1992; Li vd., 1991). Aynica kismu fonksiyonlari, biyokimyasal ve genetik 6zelliklerine
bakilarak farkli bolgelere ayrilmaktadir (Thompson vd., 1995). Rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak elde edilen ICP’ler sayesinde, B. thuringiensis toksinlerine karsi
bocegin direng kazanmasi engellenmis olmaktadir.

B. thuringiensis’in konak secimi ve patojenitesi hem rekombinant hem de
rekombinant olmayan yollar kullandarak degeri artinlmaktadir. Ornegin bir B.
thuringiensis susunun plazmit yapisi rekombinant DNA yontemlerini kullanmadan
degistirilebilir. ICP genleri konjugasyon benzeri bir iglem ile suslar arasinda transfer
edilebilir. Zayif aktiviteli ICP genlerine sahip ya da ICP genli plazmitleri kaybeden bir
varyantin degerini artirmak icin, insektisidal aktivitesi yiiksek olan ICP’leri iceren
plazmitler kullanilir. Clinkii farkli ICP’ler farkli konaklara karg1 etkilidir, ICP genlerinin
kombinasyonu ve manipulasyonu hem bakterinin virulansim hem de konak secimini
temelinden etkilemektedir.

Yeni B. thuringiensis suglarina genetik yontemler kullamlarak ICP genlerinin
kombinasyonlar1 yapildi. B. thuringiensis klonlama vektor sistemi, E. coli ya da B.
thuringiensis’de ICP genleri igeren rekombinantlarin secimi sayesinde gelistirildi (Carlton,
1996). Bu sistem sadece B. thuringiensis DNA’s1 igeren B. thuringiensis suslarinin
iretimine miisaade eder. B. thuringiensis transpozon sistemi, yeni ICP kombinasyonlu
suslarin se¢imini ve klonlamay: kolaylagtirir (Baum, 1994).

Son zamanlarda genetik miihendisligi B. thuringiensis toksinlerine alternatif
dagitim sistemleri saglamak icin kullanilmigtir (Koziel vd., 1993). Bocek zararlilarina karg:
irlin koruma igin spreyli B. thuringiensis tercih edilmektedir. Buna ilave olarak B.
thuringiensis toksinleri bitkilere dogrudan verilebilir. Aym1 zamanda bu toksinler bitki
epifitleri (yosun ve likenler) ya da bitki endofitleri (bitki i¢inde biiyliyen bir mantar)
vasitasiyla taginabilir.

B. thuringiensis’in arazi sartlarinda siireklili§i zayiftir. Tekrar tekrar araziye
uygulamak gerekmektedir. Bu sorunu ¢ozmek icin iki yol kullanilmugtir. Normalde
biceklere patojen olmayan Pseudomonas fluorescens susuna ICP genleri klonlanmigtir
(Carlton, 1996). Digerinde ise B. subtilis’in spoOA mutant susu, Coleopteraya karsi aktif
olan cry3A’yr ckspres etmek icin kullanildi (Lereclus vd., 1995). spoOA geni
sporulasyonun baslangicinda meydana gelir ve bu genin bozulmasi sporulasyonu engeller.

Sporlar olusmaz ve insektisidal toksin hiicre icinde kapsiillenir. Bdylece toksin kismen
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korunmug olur. Bu sayede &-endotoksinler ultraviyole igiktan ve zararli yaprak
enzimlerinden korunur. Boylece arazi ortaminda devamlilifi artirilmig olur. Bu iki yeni
formulasyon B. thuringiensis igerikli biyopestisitlerin daha kararli olmasim saglamaktadur.

1.10. Bacillus thuringiensis izolatlarmm Karakterizasyonunda Kullamlan Baz:
Yontemler

B. thuringiensis endiistride tiretilmekte ve bu bakterinin {iriinleri tarim ve orman
zararhilarimin (Liithy vd., 1982), insan ve hayvan hastaliklarinin vektorii olan boceklerin
(Mollay, 1990; Mulla, 1990) biyolojik kontroliinde kullanilan ekonomik 6nemliligi olan bir
bakteridir. Bu entomopatojenik Ozellik yeni B. thuringiensis izolatlarinin bulunmasini
tegvik eder (Martin ve Travers, 1989; Meadows vd., 1992). B. thuringiensis bakterisinin
taksonomisi ile ilgili ¢aligmalar 1950 yilinin sonlarinda baglamusgtir.

1.10.1. Bacillus thuringiensis izolatlarmmn Karakterizasyonunda Kullanilan
Baz1 Morfolojik, Boyama ve Biyokimyasal Yontemler

B. thuringiensis’lerin suglarini tanimlama yontemleri, geleneksel mikrobiyolojik
yontemleri kullamlarak morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyona dayandirilmaktadir
(Heimpel ve Angus, 1958). B. thuringiensis bakterisinin siniflandirilmasinda kullanilan
baz1 fenotipik ozellikler; morfolojik, biyokimyasal, bioassay ve serotiplendirme
Ozelliklerini kapsamaktadir.

B. thuringiensis bakterisinin tanimlanmasinda ilk olarak kristallerin tespit edilmesi
gerekmektedir. Bunun icinde daha iyi sonu¢ almak igin B. thuringiensis’in olugturdugu
kristaller boyanmaktadir (Sharif ve Alaeddinoglu, 1988). Kristallerin varlifini tespit etmek
icin faz-kontrast ve 151k mikroskobu ile inceleme yapilmaktadir (Iriarte vd., 2000; Lee vd.,
1994). Kristallerin biiyiikliigii ve sekillerini tespit etmek igcin de elektron mikroskobu
caligmalar1 yapilmaktadir (Iriarte vd., 2000).

Cok zahmetli bir i olmasina ragmen yeni bir B. thuringiensis izolatinin insektisidal
aktivitesini belirlemek i¢in bioassayler yapmak gerekir (Iriarte vd., 2000). Bioassaylerde en
fazla kullanilan bocekler Lepidotera, Coleoptera ve Diptera gruplarina aittir.

B. thuringiensis izolatlannin simflandiriimasinda kullamlan faydali bir yontemde
H-serotiplenmedir. Serovarlar i¢inde bu suglarin farkliligi de Barjac ve Bonnefoi (1962)
tarafindan flagella antijenlerine dayandirilarak gelistirildi ve o zamandan beri
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kullamilmaktadir (de Barjac ve Frachon, 1990). Ancak serotip igindeki izolatlarin
biyokimyasal karakterleri, plazmit profilleri ve insektisidal aktiviteleri her zaman aym
degildir. Ayn1 zamanda, kendi kendine agliitine olan B. thuringiensis suslan ve hareket
yetenegine sahip olmayan suslar bu yontem ile tiplendirilmeleri yapilamaz. Ozel amaglar
icin, difer yontemler, Ornegin plazmit profil analizi (Lereclus vd., 1982), ICP’lerini
belirlemek igin monoklonal antikor kullanilarak yapilan immunolojik testler (Lynch ve
Baumann, 1985) ve oOzgiin DNA problann kullanilarak ICP’leri kodlayan genin
tamimlanmasi Onerilmektedir.

1.10.2. Bacillus thuringiensis izolatlarinin Karakterizasyonunda Kullamlan
Baz Genetik Yontemler

Flagella agliitinasyonu ile yapilan serotiplendirme B. thuringiensis suslariin
Onemli siniflandirma y6ntemi olmasina ragmen, diger yontemler de kullaniimaktadir. Bu
yontemler poliakrilamid jel elektroforezi ile kristallerin proteinlerini belirlemek (Thomas
ve Ellar, 1983), plazmitlerin sayisim ve biiyiikliigiinii belirlemek (Gonzalez vd., 1980) ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile toksin genlerini tespit etmektir (Carozzi vd., 1991;
Juarez-Perez vd., 1997). Bu yoOntemler ile c¢ok sayidaki numunenin analizi
yapilabilmektedir.

B. thuringiensis farkli biiyiikliikte ve ¢ok sayida plazmide sahiptir (Gonzales ve
Carlton, 1980). Cogu d-endotoksin genleri biiyiik plazmitler iizerinde yer almaktadir,
bazilar1 da kromozom lizerinde bulunmaktadir (Kronstad vd., 1983). B. thuringiensis
suglarinin plazmit igerikleri birbirinden farkli olabilmektedir (Aptosoglou vd., 1997). B.
thuringiensis izolatlarinda plazmitlerin sayistnin belirlenmesi ve cry genlerini tastyip
tagimamasinin tespit edilmesi karakterizasyon icin Snemlidir.

B. thuringiensis izolatlarinin analizindeki doniim noktasi1 PCR’nin ortaya
cikmasidir. Kleppe ve arkadaslar1 (1971) tarafindan 6nerilen ve Saiki ve arkadaglari (1988)
tarafindan bagimsiz olarak gelistirilen ve tasarlanllan bu yontem Ozgin DNA
fragmentlerini ¢ogaltmak i¢in kullamlmaktadir. PCR ile B. thuringiensis 3-endotoksin
genlerinin tamimlanmasimin sug karakterizasyonu ig¢in ¢ok gerekli bir yontem oldugu
goriilmiigtiir. Insektisidal aktiviteyi tespit etmek icin B. thuringiensis cry genlerinin
PCR’ye dayal1 tanimlanmasi ilk kez Carozzi ve arkadaglan (1991) tarafindan
gerceklestirildi.
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Bakteri genomundaki 16S-23S aras1 rRNA genini kodlayan DNA iizerinde
degismeyen ve degisken olan intergenik bolgeler bulunmaktadir. Bu intergenik bolgeler
filogenetik iligkiler bakimindan yiiksek derecede korunmustur. Bu bolgeler genellikle cins
veya tiir seviyesinde onemli sapmalar gésterir. “Intergenik 16S-23S ara bolge polimeraz
zincir reaksiyonu (ISR-PCR)” bu intergenik bolgelerin uzunluk polimorfizmini géstermek
bakimindan ¢ok sik uygulanan yontemlerin baginda gelir (Daffonchio vd., 1998). Bacillus
tiirlerinin teghisinde de bu intergenik bolgelerden istifade etmek miimkiindiir. Bu 6zellikten
yararlanilarak ISR-PCR  yardimiyla 16S-23S rRNA genini kodlayan bolge
gogaltilabilmektedir (Gray vd., 1984).

1990 yilinda Williams ve arkadaglan tarafindan bulunan rastgele cogaltilan
polimorfik DNA (RAPD) yontemi (Welsh ve McClelland, 1990; Williams vd., 1990),
genomda rastgele bolgelerin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Bu yontemde
standart PCR reaksiyonunun aksine, rastgele secilen tek bir primer kullamlmaktadir.
RAPD birbirine yakin iligkili olan organizmalann ayit etmek igin tercih edilmektedir
(McClelland ve Welsh, 1994; Bassam vd., 1992; Hadrys vd., 1992). B. thuringiensis
serovarlarnin RAPD parmak izlerine bakilarak tanimlandigi ve ayirt edildigi hatta benzer
serotip i¢inde bireysel suslarin bile ayirt edilebildigi goriilmiistiir (Brousseau vd., 1993).

1.10.3. Bacillus thuringiensis izolatlarinin Bazi Kemotaksonomik Ozellikleri

B. thuringiensis izolatlarinin olugturdugu kristallerden protoksinler ve aktif
toksinler karakterizasyonda kullamimaktadir (Porcar vd., 1999; Ferrandis vd., 1999). Tek
yonlii poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) proteinlerin ayrilmasinda kullanilan bir
yontemdir.

1.11. Bacillus thuringiensis Izolatlarmm Antibiyotik Duyarlihgy

B. thuringiensis suslari cok fazla miktarda plazmit icermektedir. Bundan dolayr
plazmitlerinde bulunan antibiyotige direngli ya da duyarh suglari tespit etmek Snemlidir
(Lee vd., 1994).
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1.12. Tezin Amaci

Giintimiizde tarim zararhlannm kontrol altina almak icin kimyasallar yerine
biyolojik ajanlar tercih edilmeye baglanmugtir. Tarim zararhlarina karsi kullanilan
bakterilerden en fazla tercih edileni B. thuringiensis bakterisidir. Etkili ve giivenilir
biyolojik kontrol igin bu bakterinin dzelliklerinin belirlenmesi gerekir. Bu caligmada da
topraktan ve boceklerden izole edilen B. thuringiensis izolatlarimin karakterizasyonunun
yapilmast amaglanmigtir. Bu sayede tarimda zararli boceklere karsi kullanilabilecek
insektisidal aktivitesi yiiksek mikrobiyal kontrol materyalleri bulmak hedeflenmigtir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bakteriler ve Biiyiime Sartlar

Bu caliyjmada, yapilan 6n deneyler sonucunda kristal iceren ve ISR-PCR
sonuglarina gére kontrol B. thuringiensis’lerle benzer bantlar olusturan 9 B. thuringiensis
izolati Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuar’ndan
temin edildi. Kullamilan B. thuringiensis’lerin 3 tanesi boceklerden [(BnBt (Coleoptera:
Curculionidae, Balaninus nucum, canli, ergin), Mm2 (Coleoptera: Scarabacidae,
Melolontha melolontha, canli, ergin,) ve MnO (Lepidoptera: Lasiocampidae, Malacosoma
neustria, Oli, larva)], 6 tanesi topraktan (6 numaral izolat Caglayan’dan, 11 numarali
izolat Yesilova’dan, 27 numarali izolat Akcaabat’tan, 29 ve 40 numarali izolatlar farkli
zamanlarda Tonya’dan ve 46 numarali izolat Caykara’dan) izole edilmistir. Kontrol olarak
B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (Daniel R. Zeigler, Bacillus Genetic Stock Center,
Columbus, Ohio), B. thuringiensis subsp. israelensis (DSMZ 5724) ve B. thuringiensis
subsp. fenebrionis (Plant Genetic Systems J. Plateaustroat 22, 9000 Gent, Belcika)
kullanildi.

B. thuringiensis izolatlar1 nutrient agar (Merck) ve Luria Bertani besiyerlerinde (1
litre dH,O ig¢in; 10 g Triptone, 5 g NaCl, 5 g Maya 6zii, LB) 30 °C’lik inkiibatorlerde
biiyiitiildii.

2.2. Izolatlarm Fenotipik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1. Spor ve Kristal Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

B. thuringiensis izolatlar1 “nutrient agar” besiyerlerinde bes giin biiyiitiildii.
Besiyerlerinden toplanan spor-kristal karigimlan soguk 1 M’lik NaCl’de siispanse edildi.
Daha sonra bu kangim 13000xg’ de 4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pelte
steril ddH,O ile iki kez yikandi. Pelte steril ddH,O’da ¢oziildii. Kullanilincaya kadar -20
°C’ de muhafaza edildi.
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2.2.2. Kristallerin Iytk Mikroskobu ile incelenmesi

Spor-kristal karigimlarindan “smear”lar hazirlandi. “Smear”lar, etanol/aseton
(%50/50) kanigimindan gegirildi. Daha sonra Coomassie Brillant Blue (%50 etanol ve %7
asetik asit ¢Ozelti icinde %25 oraminda CBB) boyas: ile boyama yapildi (Sharif ve
Alaeddinoglu, 1988). Boyama neticesinde preparatlar 151k mikroskobu altinda incelendi.
Mikroskoba takilan dijital fotograf makinesiyle (Nikon) fotograflar cekildi.

2.2.3. Kristallerin Tarama Elektron Mikroskobu ile incelenmesi

Spor-kristal karigimlarindan lamel tizerinde hazirlanan “smear”lar havada
kurutulduktan sonra altin ile kaplama yapildi. Spor-kristaller tarama elektron mikroskobu
(JSM 6400) ile 15 kV altinda incelendi.

2.2.4. Kristallerin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

B. thuringiensis izolatlarinin ve spor-kristal karisimlarinin insektisidal aktivitelerini
test etmek icin bioassayler yapildi. Bioassaylerde Lepidoptera grubundan Malacosoma
neustria L. (Lasicompidae, yiiziik kelebegi), Lymantria dispar L. (Lymantridae, kirtirtil1),
Hyphantria cunea Drury. (Arctiidae, amerikan beyaz kelebegi) ve Galleria mellonella L.
(Galleridae, bilyiik balmumu giivesi) larvalari, Coleoptera grubundan Leptinotarsa
decemlineata Say (Chrysomelidae, patates bocegi) ve Agelastica alni L. (Chrysomelidae,
kizilaga¢ bocegi) larvalant ve Diptera grubundan da Drosophila melanogaster Meigen
(Drosophilidae, sirke sinegi) erginleri bioasaylerde kullanildi. Bioassaylerde kullanilan bu
larvalar Trabzon ve cevre illerden toplandi. Drosophila melanogaster Atatiirk Universitesi
Biyoloji Bolimii 6gretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Handan Uysal’dan temin edildi. Test
edilecek numuneler 10° spor-kristal/ml olacak sekilde hazirlandilar. Her bir numune i¢in
10 tane larva bioassay kaplan icerisine yerlestirildi. Hazirlanan karigimlar taze yapraklara
siiriildii ve kurumaya birakildi. Daha sonra bu yapraklar bceklere verildi. Drosophila
melanogaster erginleri ve Galleria mellonella larvalar igin kendi yiyecekleri hazirlandi.
Bu yiyecekler iizerine test edilecek numuneler ilave edildi. Bioassayler oda sicaklifinda

gerceklestirildi. Meydana gelen 6liimler Coleoptera ve Lepidoptera larvalan igin 10 giin
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sonunda, Diptera larvalar igin 4 giin sonunda kayit edildi. Deneyler ii¢ tekrarli yapildi.
Fakat Lymantria dispar larvalannmin sayisinin yeterli olmamasi nedeniyle deney grubu
5’erli ve 2 tekrarli yapildi. Ayrica Agelastica alni larvalan laboratuar gartlarina uzun siire
dayanamadi igin deneyler 3 giin ile sinirl kaldi. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, B.
thuringiensis subsp. israelensis ve B. thuringiensis subsp. tenebrionis suslart pozitif
kontroller olarak kullanildilar. Bioassaylerden elde edilen sonuglar Abbott formiiliine gére
hesapland1 (Abbott, 1925).

2.3. izolatlarin Baz1 Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.3.1. Bacillus thuringiensis izolatlarmdan DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin izolasyonu Sambrook ve arkadaglar1 (1989) tarafindan
aciklanan yonteme gore yapildi. Calismada kullanilan B. thuringiensis izolatlari, nutrient

broth besiyerinde 30 "C'de bir gece inkiibe edilerek iiretildi. Elde edilen siv1 kiiltiirler iki
kez oda sicakhiginda 13,000xg’de 3-4 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant
kisimlar dokiilerek pelte kisimlar saklandi. Peltelerin iizerine, 500 ul TE tamponu (10
mM Tris-HCl; 1 mM EDTA, pH 8) ilave edilerek pelteler ¢oziildii. Daha sonra her bir tiipe

10 pg lizozim konularak vortekslendi ve 37 C'de 1 saat bekletildi. Hiicrelerdeki

proteinlerin pargalanmasi icin, 50 pl %10’luk SDS eklenerek 37 °C'de 30 dakika bekletildi.
Bu siire sonunda, her bir tiipe 3 M’lik 0,1 hacim sodyum asetat (pH 5,2) eklendi ve 65

°C'de 10-30 dakika alt iist edilerek hiicrelerin pargalanmalar: saglamldi. Uzerlerine 500 pl
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edildi, tekrar alt-iist edilerek kanstirildi ve 5
dakika 13000xg’ de santrifiij edildi. Tiiplerin iist kismindaki sivi alinip temiz tiiplere
birakildi, pelte kism ise atildi. Bu tliplere tekrar 500 ul kloroform eklendi ve alt-iist
edilerek 13000xg’ de tekrar 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandiktan
sonra, lizerlerindeki sivi kisim alindi, 0,1 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim %96’lik

etanol ilave edildi ve -20 °C'de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 13,000xg’de 15 dakika
santrifiij edildi ve tist kistmdaki sivilar bosaltildi. Kalan peltelerin tizerine 500 ul %70’lik
etanol ilave edilerek tekrar 13,000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Ust kisimlardaki sivilar
dokiilerek her bir pelte agik havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelteleri, 100 ul ddH,O’da

¢oziildii ve -20 °C'de muhafaza edildi.
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2.3.2. intergenik 16S-23S Ara Bolge Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ISR-PCR)
Analizi

16S-23S rRNA arasindaki bolgenin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi igin A) FGPS
1490-72 (5’-TGC GGC TGG ATC CCC TCC TT-3’) ve B) FGPL 132-38 (5’- CCG GGT
TTC CCC ATT CGG-3’) primerleri kullamld: (Riffard, 1998).

PCR reaksiyonlari 50 pl’lik hacimlerde yapildi. Her bir tiipe 2,5 iinite Tag DNA
polimeraz, 5 pl 10xPCR tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 8,3), 2,5 mM MgCl,, 1 mM 16S-
23S A primeri, 1 mM 16S-23S B primeri, 5’er ul 2 mM’lik ANTP’lerden ve 1 ul genomik
DNA birakilarak steril ddH,O ile 50 pl’ye tamamlandi. PCR sartlar1 95 °C'de 2 dakikahk

denatiirasyondan sonra 35 dongii 95 °C’de 1 dakika, 55 °C'de 1 dakika ve 72 "C'de 2
dakika geklinde gergeklestirildi (Riffard, 1998).

PCR reaksiyonlar1 sonucunda olugan DNA fragmentleri 0,5 pg/ml etidyum bromiir
katkili %1,3’liik agaroz jelde 90 V’da 1 saat elektroforez edildi. Tespit edilen DNA
fragmentleri “BioDocAnalyze” (Biometra) sistemiyle goriintiilendi.

2.3.3. Bacillus thuringiensis izolatlarmm cry Gen iceriklerinin Belirlenmesi

B. thuringiensis izolatlarinin cry gen igeriklerinin tespit edilebilrhesi icin PCR
kullanildi. Bu ¢aliymada kullanilan genel primerler: cryl (forward, 5’-CAT GAT TCA
TGC GGC AGA TAA AC-3’; reverse, 5’- TTG TGA CAC TTC TGC TTC CCA TT-3’),
cry2 (forward, 5°- GTT ATT CTT AAT GCA GAT GAA TGG G-3’; reverse, 5’-CGG
ATA AAA TAA TCT GGG AAA TAG T-3°), cry3 (forward, 5’-CGT TAT CGC AGA
GAG ATG ACA TTA AC-3’; reverse, 5’-CAT CTG TTG TTT CTG GAG GCA AT-3’)
and cry 4 (forward, 5’GCA TAT GAT GTA GCG AAA CAA GCC -3’; reverse, 5’- GCG
TGA CAT ACC CAT TTC CAG GTC C-3’) (Ben-Dov vd., 1997). Bu primerlerin
olusturdugu alt siniflarin tiriinlerinin biiyiikliikleri Tablo 6’da verilmektedir (Ben-Dov vd.,
1997).
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Tablo 6. Genel primerler ile tespit edilen cry genleri ve iiriin

biiytikliikleri
Gen Terminolojisi Uriin
Biiyiikligii (bp)

Yeni Adi Orijinal Ad:
crylAa5 crylA(a) 277
crylAb9 crylA(b) 277
crylAcS crylA(c) 277
crylAd crylA(d) 277
crylAe crylA(e) 277
crylBa crylB 274
crylBb cryl ETS 274
crylCal crylC 277
crylCh cryIC(b) 277
crylDa crylD 277
crylDb prtB 277
crylEa3 crylE 277
crylEb crylE(b) 277
crylFa2 crylF 271
crylFb prtD 277
crylG prtA 277
crylH prtC 277
crylHb 277
crylja cryl ET4 274
crylK 274
cry2Aal cryllA 701
cry2Ab2 crylIB 701
cry2Ac cryllC 689
cry3A6 crylllA 589
cry3Bal crylliB 595
cry3Bbl cryllIBb 595
cry3C cryllID 604
cry4A2 crylVA 439
cry4B4 crylVB 439

PCR reaksiyonlar1 25 ul’ye gore yapildi. Her bir tiipe: dort farkli AINTP’den 150
UM, primerlerden 0,4 uM, 0,5 U Tag DNA polimeraz, 10x konsantrasyonlu reaksiyon
tamponundan 2,5 ul, 1,5 mM konsantrasyonlu MgCl,’den 1,5 pl ve 1 ul’ de her bir B.
thuringiensis izolatindan DNA birakildi. Ayrica reaksiyon karigiminin {izerine
buharlagmay1 6nlemek igin 15 ul mineral yag ilave edildi. PCR reaksiyon sartlari: 94 °C’



27

deki ilk denatiirasyon basamaginin ardindan 30 dongii 94°C’de 60 saniye, 55°C’de 50
saniye ve 72°C’de 90 saniye olacak sekilde gergeklestirildi.

PCR reaksiyonlar1 sonucunda olusan DNA. fragmentleri daha 6nceden belirtildigi
gibi goriintiilendi.

2.3.4. Bacillus thuringiensis izolatlarmdan Plazmit izolasyonu

B. thuringiensis izolatlarindan plazmitler Jensen ve arkadaglar1 (1995) tarafindan
geligtirilen yontemde baz1 degisiklikler yapilarak izole edildi. Buna gore, hiicreler 5 ml’lik
LB siv1 besiyerinde 30 °C’de bir gece biiyiitiildii. Kiiltiirlerden 2 ml alinarak santrifiij
edildi ve pelte 100 ul TE tamponunda (40 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7,9) ¢oziildii. Daha
sonra hiicrelere taze olarak hazirlanmig 200 pul alkali ¢ozeltisi (%3 SDS, %15 sukroz, 50
mM Tris, pH 12,5) ilave edildi ve pargcalanmasi saglandi. Kangim 60 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Ardindan 5 dakika oda sicaklifinda bekletildikten sonra iizerine 5 U
proteinaz K ilave edildi. Mikrosantrifiij tiipiinde bulunan karigimlar 20 kez alt-iist
edildikten sonra 37 °C’de 90 dakika inkiibe edildi. Bu islem sonucunda alinan numuneler
tizerine 1’er ml fenol-kloroform-izoamilalkol (25:24:1) ilave edildi. Tiipler 40 kez alt-iist
edildikten sonra 6,000xg’de 7 dakika santrifiij edildi. Ust fazdaki plazmit igeren
kangimdan 60 pl almip 1XTBE (Tris-Borik asit EDTA) de hazirlanmis %0,5°lik agaroz
jelde 62 V’da 4 °C’de 5-7 saat elektroforez edildi. Jel 1 ug/ml’lik etidium bromiirlii
dH,O’lu karisim igerisinde 4 °C’de bir gece bekletildi. Daha sonra “BioDocAnalyze”

sistemi ile goriintiilendi.

2.4. izolatlarin Baz1 Kemotaksonomik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.4.1. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

B. thuringiensis izolatlarindaki kristal proteinleri tespit etmek igin spor-kristal
karigimlar sodyum dodesil stilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) analiz
edildi.

Miktarlar: tayin edilmis olan protein numunelerinden uygun miktarlarda (10 ug)
alindi. Bu numunelere muamele tamponu (60 mM Tris-HCl (pH 6,8), %25 Gliserol, %2
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SDS, %5 2-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra numuneler
kaynayan su igersinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970) tarafindan
tammlanan %10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 30 mA akim uygulanarak ayrilma iglemi
gerceklestirildi.

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra, jel Coomassie Brillant Blue (%0,125
Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyas ile 2-4 saat boyand1
ve Yikama-1 (%50 metanol, %10 asetik asit)’ cozeltisinde 1 saat bekletildikten sonra
Yikama-II (%7 asetik asit, %5 metanol) ¢ozeltisine alindi. Daha sonra tarayici kullanilarak
bilgisayar ortamina aktarildi.

2.4.1.1. Kristal Proteinlerin Céziinmesi ve Tripsin ile Muamele Edilmesi

B. thuringiensis izolatlarinin spor-kristal karigimlar1 ¢dziinme tamponu igerisinde
(50 mM Na,CO3s, 0,1 M NaCl ve 10 mM DTT, pH 11,3) 2 saat sallayicida sallanmaya
brrakildi. Coziinmiis proteinler 5 dakika 13000xg’de santrifiij edildi. Boylece kristal
proteinleri sporlardan ayrilmis oldu. Elde edilen siipernatantin protein konsantrasyonu
Bradford yontemi (1976) ile tayin edildi. Daha sonra 1:20 (Tripsin/protein w/w) oraninda
tripsin ilave edildi. Karisum 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi. 1. ve 2. saatlerde tripsinden aym
oranlarda ilave edildi. Elde edilen proteolitik iiriinler %10’luk SDS-PAGE’de analiz edildi.

2.5. Bacillus thuringiensis Izolatlarmn Antibiyotik Duyarhlik Testleri

B. thuringiensis izolatlarinin antibiyotige duyarlilik testleri yapildi. Bunun igin agar
disk yontemi kullanildi (Murray vd., 1995). Test edilen antibiyotikler tetrasiklin (30 pg),
gentamisin (10 pg) kanamisin (30 pg), penisilin (10 pug), streptomisin (10 ug),
siilfametaksol (25 pg) ve kloromfenikol (30 pig)’dur.



3. BULGULAR

Bu ¢aligmada, kullamlan B. thuringiensis izolatlan Karadeniz Teknik Universitesi
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuari’ndan temin edildi. Bu izolatlarin ii¢ tanesi
bdceklerden [BnBt (Balaninus nucum, ergin), Mm2 (Melolonta melolanta, ergin) ve MnO
(Malacosoma neustria, larva)] alt1 tanesi ise topraktan [6 numarali izolat Caglayan’dan, 11
numarali izolat Yesilova’dan, 27 numarali izolat Akcaabat’tan, 29 ve 40 numaral1 izolat
farkli zamanlarda Tonya’dan ve 46 numaral: izolat Caykara’dan] izole edildi. Bu izolatlar
fenotipik, molekiiler ve kemotaksonomik olarak karakterize edildiler.

3.1. Bacillus thuringiensis izolatlarmin Fenotipik Ozellikleri

3.1.1. Bacillus thuringiensis izolatlarmm Kristal Morfolojileri

Bu calismada kullanilan sekiz B. thuringiensis izolat1 nutrient agar {izerinde dalgah
ve krem renkli koloni olugtururken bir izolatin (11 numaral: izolat) yuvarlak ve sarimtirak
renk koloni olugturdugu goriildii. Coomassie Brillant Blue boyas:1 ile boyanan B.
thuringiensis izolatlarinin olusturdugu kristaller 151k mikroskobu ile incelendi (Sekil 4).
Inceleme sonucunda sadece iki izolat (Mm2 ve 11 numarah izolat) hari¢ digerlerinin kristal
sekilleri tespit edildi (Sekil 4; C, E). BnBt, MnO, 27, 29, 40 ve 46 numarah izolatta
bipiramidal sekilli kristaller goriiniirken 6 numarali izolatta kiiresel sekilli kristaller

belirlendi.
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Sekil 4. B. thuringiensis izolatlarimn kristal morfolojilerinin 131k mikroskobundaki
goriiniisleri (1000x). A) BnBt izolati, B) MnO izolati, C) Mm2 izolati, D) 6
numarali izolat, E) 11 numaral izolat, F) 27 numarali izolat, G) 29 numarali
izolat, H) 40 numarali izolat, I) 46 numarali izolat. Uzun oklar kristalleri, kisa

oklar sporlart gostermektedir




Sekil 4’iin devamu.

Tarama elektron mikroskobu ile yapilan galigmalar 151k mikroskobu ¢aligmalarint
dogrulamustir (Sekil 5-13). Mm2 ve 11 numarali izolatlarin kristal sekilleri tarama elektron
mikroskobu ile belirlendi. Mm2 izolatinda diiz kare kristal, 11 numarali izolatta ise sekilsiz
kristaller belirlendi. Ayrica BnBt, MnO ve 27 numarals izolatlarda bipiramidal kristallere
ilave olarak kiibik kristaller de tespit edildi. B. thuringiensis izolatlarinin olusturdugu

kristallerin biiyiikliikleri Tablo 7°de goriilmektedir.
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Tablo 7. B. thuringiensis izolatlarmin olusturdugu kristallerin biiytikliikleri

Izolatlarin Ad1 Kristallerin Sekli ve Biyiikliikleri (um)
Bipiramidal Kiibik Diiz Kare Sekilsiz/Kiiresel

BnBt 0.8-1.5 x 0.4-0.6 0.3-0.7 - -

MnO 0.9-1.8 x 0.3-0.7 0.4-1.0 - -

Mm?2 - - 0.3-0.8 -

6 - - - 0.3-0.7*
11 - - - 0.3-0.9°
o7 0.7-1.1 x 0.4-0.5 0.5-0.7 - -

29 0.6-1.2x03-05 - - -

40 1.0-1.6 x0.5-0.7 - - -

46 0.6-1.1x0.3-0.5 - - -

_: Kristal tespit edilemedi. * Kiiresel PSekilsiz

Sekil 5. BnBt izolatinin kristal ve spor sekillerinin tarama elektron mikroskobu
goriintiileri. Uzun oklar kristalleri, kisa oklar sporlar1 gostermektedir




33

Sekil 6. MnO izolatinin kristal ve spor sekillerinin tarama elektron mikroskobu
goriintiileri. Uzun oklar kristalleri, kisa oklar sporlar1 gostermektedir

Sekil 7. Mm2 izolatimn kristal ve spor sekillerinin tarama elektron mikroskobu
goriintiileri. Uzun oklar kristalleri, kisa oklar sporlart gostermektedir
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Sekil 8. 6 numarali izolatin kristal ve spor sekillerinin tarama elektron
mikroskobu goriintiileri. Uzun oklar kristalleri, kisa oklar sporlari
gostermektedir

Sekil 9. 11 numaralt izolatin kristal ve spor sekillerinin tarama elektron
mikroskobu gériintiileri. Uzun oklar kristalleri, kisa oklar
sporlar1 géstermektedir



Sekil 10. 27 numaral izolatin kristal ve spor sekillerinin tarama elektron
mikroskobu gériintiileri. Uzun oklar kristalleri, kisa oklar sporlari
gostermektedir

Sekil 11. 29 numarali izolatin kristal ve spor sekillerinin tarama elektron
mikroskobu goriintiileri. Uzun oklar kristalleri, kisa oklar
sporlar gostermektedir



36

Sekil 12. 40 numaralt izolatin kristal ve spor sekillerinin tarama elektron
mikroskobu goriintiileri. Uzun oklar kristalleri, kisa oklar sporlari

gostermektedir

kristal ve spor sekillerinin tarama elektron
leri. Uzun oklar kristalleri, kisa oklar sporlar1

Sekil 13. 46 numarali izolatin
mikroskobu gortinti
gostermektedir
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3.1.2. Bacillus thuringiensis izolatlarmin insektisidal Ozellikleri

B. thuringiensis izolatlarinin Lepidoptera, Coleoptera ve Diptera gruplarina ait yedi
bocek iizerinde insektisidal 6zelliklerinin belirlenmesi igin 10° spor-kristal/ml karigimi
hazirlands.

Lepidoptera grubuna ait olan yiizik kelebegi (Malacosoma neustria), Kirtirtili
(Lymantria dispar), Amerikan beyaz kelebegi (Hyphantria cunea) ve biylik balmumu
glivesi (Galleria mellonella) larvalan bioassaylerde kullanildi. En fazla insektisidal etkiyi
BnBt ve MnO izolatlar1 gosterdi.

Malacosoma neustria larvalan lizerinde yapilan bioassayler sonucunda BnBt ve
MnO izolatlan 2. ve 3. giinlerde kontrol B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1’den daha
fazla bir etkiye neden olmustur (Tablo 8).

Tablo 8. B. thuringienis izolatlarindan elde edilen spor-kristal
kangimlarimin (107 spor-kristal/ml) Malacosoma neustria
larvalar: {izerindeki insektisidal etkileri

Bacillus Giinler
thuringiensis Oliim Oranlar (%)
izolatlar1 2.Gilin 3.Glin 10.Giin
BnBt 30 90 100
MnO 30 76 100
Pozitif kontrol® 16 83 100
Negatif kontrol” - - -

-: insektisidal bir etki tespit edilemedi, °B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1,
®Steril ddH,O Not: Diger izolatlar insektisidal etki gostermediklerinden
tabloya dahil edilmemiglerdir.

Lymantria dispar larvalan ile yapilan deney sonucunda en fazla etkiyi gosteren
BnBt izolat1 kontrol ile benzer sonug vermistir. En fazla etki gosterenlerden MnQ izolat1 2.
giinde BnBt ve kontrol B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1’e gore % 10 daha az etkilidir
(Tablo 9). Diger izolatlar ¢ok az etki gdstermiglerdir.
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Tablo 9. B. thuringienis izolatlarindan elde edilen spor-kristal
karisimlarnimn (10° spor-kristal/ml) Lymantria dispar larvalan
tizerindeki insektisidal etkileri

Bacillus Giinler
thuringiensis Oliim Oranlan (%)
izolatlarn 2.Giin 3.Giin 10.Giin
BnBt 80 90 90
MnO 70 90 100
Mm2 - - 10
27 - 10 10
29 - 10 10
40 - - 10
46 - 10 10
Pozitif kontrol® 80 90 100
Negatif kontrol” - - -

-: insektisidal bir etki tespit edilemedi, ®B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1,
®Steril ddH,0 Not: Diger izolatlar insektisidal etki gostermediklerinden
tabloya dahil edilmemiglerdir.

Hyphantria cunea larvalan ile yapilan deneylerde BnBt ve MnQ izolatlan etkili
olmugtur (Tablo 10). Bu iki izolatin etkisi 2. ve 3. giinlerde kontrol B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1 ile birbirine yakin degerler gosterirken 10 giin sonunda en fazla etki
kontrolde olmustur.

Tablo 10. B. thuringienis izolatlarindan elde edilen spor-kristal
karigimlarmm  (10° spor-kristal/ml) Hyphantria cunea
larvalan iizerindeki insektisidal etkileri

Bacillus Giinler
thuringiensis Oliim Oranlari (%)
izolatlan 2.Giin 3.Giin 10.Giin
BnBt 30 30 53
MnO 20 33 53
Pozitif kontrol® 23 43 80
Negatif kontrol® - - 3

-: insektisidal bir etki tespit edilemedi, *B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1,
PSteril ddH,O Not: Diger izolatlar insektisidal etki gistermediklerinden
tabloya dahil edilmemiglerdir.
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Biiyiik balmumu larvalar1 kullamilarak yapilan deneylerde herhangi bir insektisidal
etki tespit edilemedi.

Coleoptera grubundan olan patates bdcegi (Leptinotarsa decemlineata) larvalari
kullanilarak yapilan bioassaylerde 10 giin sonunda Mm2 numaral izolatin pozitif kontrol “
olarak kullanilan B. thuringiensis subsp. tenebrionis susundan %14 daha fazla bir
insektisidal etkiye sahip oldugu tespit edildi (Tablo 11).

Tablo 11. B. thuringienis izolatlarindan elde edilen spor-kristal
karigimlarinin (10° spor- kristal/ml) Leptinotarsa decemlineata
larvalar iizerindeki insektisidal etkileri

Bacillus Giinler
thuringiensis Oliim Oranlan (%)
izolatlar 2.Giin 3.Giin 10.Giin
Mm2 53 80 90
Pozitif kontrol® 46 63 76
Negatif kontrol” - - -

-: insektisidal bir etki tespit edilemedi, *B. thuringiensis subsp. tenebrionis,
®Steril ddH,0 Not: Diger izolatlar insektisidal etki gostermediklerinden
tabloya dahil edilmemislerdir.

Coleoptera grubuna ait olan diger bir zararli olan kizilagag bocegi (Agelastica alni)
larvalan kullanilarak yapilan bioassaylerde Mm2 izolatimin pozitif kontrolden daha fazla
insektisidal etkiye sahip oldugu belirlendi (Tablo 12). Fakat laboratuar sartlarinda
Agelastica alni larvalan uzun siire yagsayamadifindan deney diger bioassaylere nazaran
daha kisa siirede sonlandirilda.
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Tablo 12. B. thuringienis izolatlarindan elde edilen spor-kristal
karigimlarinin  (10° spor-kristal/ml) Agelastica alni
larvalari iizerindeki insektisidal etkileri

Bacillus Giinler

thuringiensis Oliim Oranlar1 (%)
izolatlari 2.Giin 3.Giin

BnBt 16 40

MnO 20 26

Mm2 96 96

6 33 43

11 10 26

27 36 63

29 10 13

40 6 23

46 6 10

Pozitif kontrol® 66 80

Negatif kontrol” 6 20

®B. thuringiensis subsp. tenebrionis, ®Steril ddH,O

Diptera grubundan olan meyve sine8i erginleri kullamilarak yapilan bioassayler

sonucunda herhangi bir insektisidal etki belirlenemedi.

3.2. Bacillus thuringiensis izolatlarinin Molekiiler Ozellikleri

3.2.1. Bacillus thuringiensis izolatlarn Intergenik 16S-23S Ara Bolgesinin
Polimeraz Zincir Reaksiyon (ISR-PCR) Analizi

Toprak ve boceklerden izole edilen dokuz izolatin 16S-23S rRNA genleri
arasindaki “intergenik” bolge PCR reaksiyonlan ile artirildi ve olusan PCR profili
incelendi. Yapilan inceleme sonunda Sekil 14 ‘te de goriildiigii gibi biitiin izolatlar kontrol
B. thuringiensis’in suglar ile aym bantlar1 olusturmaktadir. Olusan bandin biiyiikltigii
yaklasik 300 bp kadardir.
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bp 1 23 4 56 7 & 9 101112

300 ——

Sekil 14. B. thuringiensis izolatlaimin ISR-PCR analizleri. 1) B. thuringiensis
subsp. israelensis 2) B. thuringiensis subsp. tenebrionis, 3) B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, 4) BnBt izolat1, 5) MnO izolat1, 6)
Mm?2 izolati, 7) 6 numaral1 izolat, 8) 11 numaral1 izolat, 9) 27 numaral1
izolat, 10) 29 numaral: izolat, 11) 40 numaral izolat, 12) 46 numarali
izolat

3.2.2. Bacillus thuringiensis Izolatlarinin cry Gen Icerikleri

B. thuringiensis izolatlarimin kristal proteinlerini kodlayan cry genler PCR ile
belirlendi. Bunun igin 4 ¢ift genel primer (cryl, cry2, cry3, cry4) sentez ettirildi. Bu
primerlerin olugturduklars PCR iiriinlerinin biiyiikliikleri Tablo 6’de goriilmektedir. PCR
sonucunda, B. thuringiensis izolatlar1 kontrol B. thuringiensis suslar ile benzer bantlar
olusturdu (Sekil 15, 16). cryl primeri kullamlarak yapilan PCR c¢aligmalarinda B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 susu ile BnBt, MnO, 11 ve 29 numarali izolatlar
yaklagik 277 bp’lik, cry2 primeri ile yapilan PCR’da ise BnBt, MnO, 11 ve 29 numarali
izolatlarda yaklasik 700 bp’lik bant, cry3 primeri ile yapilan PCR’da B. thuringiensis
subsp. tenebrionis ile Mm?2 izolat1 589 bp’lik ve cry4 primeri kullanilarak yapilan PCR’da
B. thuringiensis subsp. israelensis sugu ile 6 numarall izolatin yaklagik 439 bp
uzunlugunda bant olusturdugu goriildii.
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Sekil 15. Topraktan izole edilen B. thuringiensis’ lerin cryl (1, 2, 3), cry2 (4, 5, 6)
ve cry4 (7, 8) gen primerleri kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri. M)
Markir (100 bp’lik DNA Markar), 1) B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-
1, 2) 11 numarah izolat, 3) 29 numarali izolat, 4) B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1, 5) 11 numarali izolat, 6) 29 numarali izolat, 7) B.
thuringiensis subsp. israelensis, 8) 6 numarali izolat, 9) DNA’siz negatif
kontrol
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Sekil 16. Bocekten izole edilen B. thuringiensis’ lerin cryl (1, 2, 3), cry2 (4, 5, 6)
ve cry3 (7, 8) gen primerleri kullanilarak elde edilen PCR f{iriinleri. M)
Markir (100 bp’lik DNA Markir), 1) B.thuringiensis subsp. kurstaki
HD-1, 2) BnBt izolat1, 3) MnO izolat1, 4) B.thuringiensis supsb. kurstaki
HD-1, 5) BnBt izolati, 6) MnO izolati, 7) B. thuringiensis subsp.
tenebrionis, 8) Mm?2 izolati, 9) DNA’s1z negatif kontrol

3.2.3. Bacillus thuringiensis izolatlarinin Plazmit icerikleri

B. thuringiensis izolatlarinin plazmit sayilan ve Dbiiyiikliikleri kontrol B.
thuringiensis suglar1 ile karsilastirildi (Sekil 17). Plazmit izolasyonu igin kullanilan bu
yontemde plazmitler linear olarak elde edilemezler. Bu yiizden bazi plazmitler agaroz jelde
iic farkli bantdan daha fazla olabilmektedirler. B. thuringiensis’den izole edilen
plazmitlerin tam sayisim belirlemek oldukga zordur. Bu nedenle, burada plazmitlerin
kendilerinden ziyade plazmidik bantlarin sayisi ve biiyiikliikleri verilecektir. Ayrica bazi
izolatlarda biiyiik plazmitlerin miktarlar1 diigiiktiir. Bunun nedeni ise biiyiik plazmitlerin
izole edilmesi esnasinda kirilmalar meydana gelmektedir ya da izolatlarin biyokimyasal
ozellikleri ile ilgili olmaktadir. Bir izolatta (11 numarali izolat) bir tane plazmit tespit
edilirken diger izolatlarda 4 ve iizeri plazmit bulundu. Buna goére; BnBt izolatinda 7
plazmit bulunurken en biiyiik plazmidin molekiiler agirlig1 38,6 kbp, en kiigiik plazmit ise
5,8 kbp’dir. B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 izolat1 ile kargilagtirildiginda en biiyiik
ve en kiicik plazmitlerin molekiiler agirliklari aynidir. Ancak BnBt izolatinda B.



thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 susunda mevcut olan iki biiyilk plazmit
bulunmamaktadir. MnO izolat:1 da 7 plazmit igermektedir ve B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1’de bulunan bir biiyiikk plazmidi igermemektedir. Mm?2 izolat1 B.
thuringiensis subsp. tenebrionis izolat1 ile benzer plazmitlere sahiptirler. 6 numarali
izolatta B. thuringiensis subsp. israelensis ile benzer plazmit profilleri gosterdi. Ancak 6
numaral1 izolatta B. thuringiensis subsp. israelensis izolatinda bulunan molekiiler agirlig:
kiiciik bir plazmit bulunmamaktadir. 11 numaral izolatta 29,7 kbp’lik bir plazmit tespit
edildi. Diger izolatlarda birbirlerine yakin biiyilk molekiiler agirlikli plazmitler
icermektedir. Fakat 40 numarali izolatta 3 tane biiyiilk molekiiler afirlikli plazmit
bulunmaktadir. Ayrica bu izolatta digerlerinden daha kii¢iik molekiiler agirlikli plazmit de
tespit edildi.

kbp'iﬁBi%Sﬁ?Sgwllil

Sekil 17. B. thuringiensis izolatlarinin plazmit icerikleri. M) Markir (A DNA’s1
EcoRl, Hindlll ve BamH]I ile kesilmigtir) 1) B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1, 2) B. thuringiensis  subsp. tenebrionis, 3) B.
thuringiensis subsp. israelensis, 4) BnBt izolati, 5) MnO izolats, 6)
Mm2 izolati, 7) 6 numarali izolat, 8) 11 numarali izolat, 9) 27
numarali izolat, 10) 29 numaral1 izolat, 11) 40 numaral1 izolat, 12) 46
numarali izolat
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3.3. Bacillus thuringiensis izolatlarimn Bazi Kemotaksonomik Ozellikleri
3.3.1. Bacillus thuringiensis Izolatlarimn Kristal Protein Profilleri

B. thuringiensis izolatlarinin kristal proteinlerini tespit etmek igin hazirlanan
kristal-spor kanisimlan %10’luk SDS-PAGE’de analiz edildi (Sekil 18). BnBt ve MnO
izolatlarinda yaklagik 65 ile 130 kDa’hik iki protein bandi, Mm2 izolatinda yaklagik 65
kDa’lik protein bandi, 6 numaral izolatta yaklagik 70 ve 130 kDa’hk protein bantlar1 ve
27, 29, 40 ve 46 numaral izolatlarda ise yaklagik 130 kDa’lik protein bantlar tespit edildi.
Sadece bir (11 numarali) izolatta kristal proteini tespit edilemedi.

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12

225

150——

100— '

M

50— -

35—

Sekil 18. B. thuringiensis izolatlarimin spor-kristal karigimlarimn protein profilleri. 1)
B. thuringiensis subsp. israelensis 2) B. thuringiensis subsp. tenebrionis, 3)
B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, 4) BnBt izolat1, 5) MnO izolat1, 6)
Mm?2 izolat1, 7) 6 numarali izolat, 8) 11 numarali izolat, 9) 27 numarali
izolat, 10) 29 numarali izolat, 11) 40 numaral izolat, 12) 46 numaral izolat,
ok ile gosterilen bantlar kristal proteinlerdir
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3.3.1.1. Kristal Proteinlerinin Tripsin ile Muamele Edilmesi

Kiristallerin toksik olabilmesi igin bocek bagirsaginda tripsin benzeri proteazlarla
pargalanip aktif toksinlerin olugmasi gerekir. Coziinmiis kristaller in vitro tripsin ile
muamele edilerek tripsine direncli peptidler elde edildi. Buna gore BnBt ve MnO izolatlar
yaklagik 60 kDa’lik, Mm2 izolat1 yaklagik 50 kDa’lik, 27, 29 ve 46 numaral izolatlar
yaklagik 65 kDa’lhik ve 46 numaral izolat 60 kDa’lik tripsine direngli peptidler olustugu

goriildii. 6 numarali izolat ise yaklagik 20-45 kDa’lik tripsine direncli peptidler olusturdu
(Sekil 19, 20).

Sekil 19. Bdceklerden izole edilen B. thuringiensis izolatlarina ait ¢Oziinmiis
kristallerin (1, 3, 5, 7) tripsin ile proteolizi (2, 4, 6, 8). B.
thuringiensis subsp. temebrionis (1, 2), B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1 (3, 4), BnBt izolat1 (5, 6), MnO izolat1 (7, 8), Mm2
izolat1 (9, 10), ok ile gosterilen bantlar tripsine direngli peptidlerdir
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Sekil 20. Topraktan izole edilen B. thuringiensis izolatlarina ait ¢dziinmiis kristallerin (1, 3,
5,7,9, 11, 13, 15) tripsin ile proteolizi (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16). B. thuringiensis
subsp. israelensis (1, 2), B. thuringiensis subsp. tenebrionis (3, 4), B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (5, 6), 6 numaral: izolat (7, 8), 27 numarali
izolat (9,10), 29 numaral izolat (11, 12), 40 numaral1 izolat (13, 14), 46 numarali
izolat (15, 16), ok ile gosterilen bantlar tripsine direncli peptidlerdir

3.4. Bacillus thuringiensis izolatlarinin Antibiyotik Testleri

B. thuringiensis izolatlarimin gesitli antibiyotiklere karsi duyarliligr farkl
olmaktadir. Yapilan antibiyotik testlerinin sonuglari Tablo 13’de goriilmektedir. BnBt
izolat1 gentamisine direngli iken diger antibiyotiklere kars1 hassastir. Ayrica biitiin izolatlar

penisiline direngli iken kloromfenikola hassastir.
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Tablo 13. B. thuringiensis izolatlarinin antibiyotik test sonuglar

Antibiyotik

BnBt

MnO

Mm2 6

11

27 29

40 46

Tetrasiklin

(30 pg)
Gentamisin

(10 pg)
Kanamisin

(30 ig)
Penisilin (10 pg)
Streptomisin

(10 pg)
Siilfametaksol

(25 ug)
Kloromfenikol

(30 ug)

T

-

L ]

ara

ara

r

r

S

S

S

ara

ara

ara

ara

ara

s. hassas, r. direngli.



4. IRDELEME

Boceklerin dogal diigmanlan diigiiniildiiglinde biitiin mikroorganizmalar arasinda,
B. thuringiensis dnemli bir yer olugturmaktadir. Gliniimiizde bu bakteriler ile ilgili tirtinler
mikrobiyal insektisidlerin yaklagik %90’ nin1 olusturmaktadir (Wadman, 1997).

B. thuringiensis Gram-olumlu, spor olusturan ve farkl: habitatlarda yasayabilen bir
bakteridir (Goldberg ve Margalit, 1977; Heimpel, 1967, Martin ve Travers, 1989;
Meadows vd., 1992; Smith ve Couche, 1991). Bu bakteri yakin iligki icerisinde bulundugu
bakterilerden spor olusumu esnasinda iirettigi kristal yapilan sayesinde ayrilmaktadir. B.
thuringiensis bakterisinin kristal proteinleri 6zellikle Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera
gruplarindaki boceklere kars: toksik aktivite gostermektedir (Hofte ve Whiteley, 1989).

Tarnim zararlilarina kargi kullanilmak iizere yeni insektisidal &zelliklere sahip B.
thuringiensis suglan izole edilmektedir. Bu galiymada, yapilan 6n denemeler sonucunda
kristal ihtiva eden ve ISR-PCR sonuglarina gére kontrol B. thuringiensis’lerle benzer
bantlar olusturan 6 tanesi toprak orneklerinden 3 tanesi bocekten izole edilen 9 B.
thuringiensis izolatinin fenotipik, molekiiler ve kemotaksonomik karakterizasyonu yapildi.

Karakterize edilen B. thuringiensis izolatlarinin morfolojik sekli literatiirde yer alan
B. thuringiensis suglari ile benzerlik gostermektedir (Sneath, 1986). Fakat 11 numarali
izolat nutrient agar besiyerinde sarimtirak bir renk ve yuvarlak bir koloni olugturmaktadir.
Bu da mevcut B . thuringiensis izolatlar1 ile uyusmamaktadir. Iriarte ve arkadaglarimin
(2000) yaptig1 bir gcalismada da B. thuringiensis izolatlarindan birinin digerinden farkli
morfolojik 6zelliklere sahip oldugu bulunmugtur.

Yapilan tarama elektron mikroskobu c¢alismalan sonucunda izolatlardan iig
tanesinde (BnBt, MnO ve 27) bipiramidal ve kiibik kristaller, li¢ tanesinde (29, 40 ve 46
numarali izolatlar) bipiramidal kristaller, bir izolatta (6 numarah izolat) kiiresel gekilli
kristaller, bir izolatta (Mm2) diiz kare kristaller ve bir izolatta (11 numaral1 izolat) da
diizensiz gekilli kristaller tespit edildi. Bipiramidal ihtiva eden izolatlar cryl genleri iceren
B. thuringiensis izolatlarina benzemektedirler (Lereclus vd., 1993). B. thuringiensis
suslarinin kristal gekilleri; kristal proteinleri, parasporal inkliizyonlarinin ¢oziinme sartlari,
tripsin-direngli proteinlerin biiyiikliigi, plazmit icerikleri, cry genleri ve toksik olma
ozellikleri ile iligkilidir (H6fte ve Whiteley, 1989). Berhnard ve arkadaglar1 (1997) yaptig1
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literatiir ¢aligmalarinda ilk tespit edilen B. thuringiensis izolatlarimin bipiramidal kristaller
icerdigini ve bu izolatlarin Lepidoptera larvalarina kars toksik oldugunu rapor etmiglerdir.

B. thuringiensis izolatlariun Intergenik 16S-23S ara bolgelerini tespit etmek igin
yapilan PCR sonuglarina gore yaklagtk 300 bp’lik bantlar elde edildi. Bu sonug
Nalgacioglu ve arkadaglaninin (2002) yaptigi caligma ile uyusmaktadir. Bu sonuglar
mevcut izolatlarin B. thuringiensis olduklarim gostermektedir.

B. thuringiensis izolatlarmin cryl, cry2, cry3 ve cry4 genlerinin varhm tespit
etmek icin PCR ¢aligmalart yapild: (Ben-Dov vd., 1997). Bu ¢alismada, cryl, cry2, cry3 ve
cry4 genlerinin korunan bolgelerine gore Ben-Dov ve arkadaglan (1997) tarafindan
tasarlanan primerler kullanildi. cryl, cry2, cry3 ve cry4 genlerinin olugturduklar
fragmentlerin biiyiikliikleri Ben-Dov ve arkadaglarimn (1997) yaptigi galigmadaki ile
benzerlik gostermektedir (Tablo 7). BnBt, MnO, 11 ve 29 numarah izolatlar cryl ve cry2
geni, Mm2 izolat1 cry3 geni ve 6 numarali izolatin cry4 geni icerdigi tespit edildi (Sekil 15,
16). Bu izolatlar kontrol B. thuringiensis’ler ile aym bantlar1 olusturdu. BnBt, MnO, 11 ve
29 numaral1 B. thuringiensis izolatlan cryl genleri iceren mevcut B. thuringiensis suglarina
benzemektedirler (Lereclus vd., 1993).

B. thuringiensis izolatlarimin Kristal-spor karnigimlarindaki kristal proteinlerin
varlhgim belirlemek igin SDS-PAGE’ler yapildi. $ekil 18°de goriilen sonuglar B.
thuringiensis izolatlarindan sadece biri (11 numaral) hari¢ digerlerinin kristal proteinleri
icerdikleri gostermektedir. BnBt ve MnO izolatlarinda yaklagik 65 ve 130 kDa’lik kristal
proteinleri tespit edildi. Bu izolatlarin B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 ile benzer
protein bantlar1 olugturdugu goriildii (Lopez-Meza ve Ibarra, 1996). 6 numaral izolat B.
thuringiensis subsp. israelensis (Lopez-Meza ve Ibarra, 1996) susu ile, Mm2 izolat1 B.
thuringiensis subsp. tenebrionis (Lopez-Meza ve Ibarra, 1996) izolat1 ile benzer kristal
proteinlerine sahiptir. 27, 29, 40 ve 46 numarali izolatlarda yaklagik 130 kDa’lik kristal
proteinler belirlendi. Bu izolatlar Hofte ve Whiteley (1989) adh aragtiricilarin yaptigi
calismada Cryl ve Cry4A-Cry4B proteinleri igin rapor edilenlere benzemektedirler.
Sadece 11 numarali izolatta kristal proteinler tespit edilemedi. Bdyle bir sonu¢ Ohba ve
arkadaglari (1987) tarafindan rapor edildigi gibi kristallerin degradasyonundan
kaynaklanmig olabilir.

29 numarali izolatta PCR sonugclarina gére cry2 geni tespit edilmesine ragmen
SDS-PAGE analizlerinde cry2 geninin kodladi1 65 kDa’lik kristal proteini belirlenemedi.
Bu sonug Bobrowski ve arkadaglan (2002) tarafindan yapilan bir ¢aligmada oldugu gibi
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PCR ile cry2 geni tespit edilen bir izolatta Cry2 proteinine SDS-PAGE analizde tespit
edilememistir. PCR ile belirlenen cry2 geninin bu izolatta baskin olmadig:1 goriilmektedir.

B. thuringiensis izolatlarindan elde edilen kristal proteinlerinin tripsin ile proteolizi
arastirldi. Bu caligmada bocek bagirsak proteazlari tripsin benzeri enzimlere sahip
oldugundan tripsin kullamild1 (Lilley vd., 1980). BnBt, MnQ, 27, 29, 40 ve 46 numarali
izolatlarin tripsin ile kesilmeleri sonucu 60-70 kDa arasinda degisen Cryl benzeri tripsine
direncli peptidler olustugu goriildii (Adang, 1991). Mm2 izolatinin tripsin ile muamelesi
sonucu yaklagik 50 kDa’lik tripsine direngli peptidler olusturdu. Bu sonugta Carroll ve
arkadaglarinin (1989) yaptig1 caligmadakine benzemektedir. Diger yandan 6 numarali
izolatin tripsin ile muamelesi sonucu yaklagik 20 ile 45 kDa’lik tripsine direngli peptidler
tespit edildi.

B. thuringiensis izolatlarindan biri hari¢ (11 numaral izolat) digerlerinde 4-8 arasi
plazmitler oldugu belirlendi. Literatiirde biiyiik ve kiictik plazmitlerin sayis1 2-11 arasinda
degismektedir (Gonzalez vd., 1981). Biiyiikliikleri ise 2-272 kbp olmaktadir (Lereclus vd.,
1993). Izolatlarin plazmit profilleri rapor edilen diger B. thuringiensis suslan ile benzerlik
gostermektedir (Gonzales ve Carlton, 1980). Biitiin izolatlarin cry genlerinin biiyiik
plazmitlerde oldugu diistinlilmektedir. Giiniimiize kadar yapilan caligmalara gore cry
genleri yaklasik 40 kbp’lik biiyiik plazmitlerde bulunmaktadir (Lereclus vd., 1993). 11
numarali izolatta bir tane 29,7 kbp agirliginda plazmit tespit edildi. Muhtemelen bu izolatta
diger biiyiikk plazmitlerin izole edilememe sebebi plazmit izolasyonu sirasinda biiyiik
plazmitlerin kinnlmis olmasindan olabilir ya da bu izolatin bazi biyokimyasal
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Porcar vd., 1999).

Bipiramidal kristaller ihtiva eden BnBt ve MnO izolatlarimn Lepidoptera grubu
Malacosoma neustria ve Lymantria dispar iizerinde 10 giin sonunda % 90-100’lere varan
yiiksek bir insektisidal etki tespit edildi. Diger bipiramidal kristaller ihtiva eden B.
thuringiensis suglarinin Lepidoptera grubu bocekler iizerinde etkili olmasi bekleniyordu.
Ciinkii bipiramidal kristalleri iceren B. thuringiensis suslarinin Lepidotera grubu bocekler
tizerinde insektisidal etkilerinin oldugu rapor edilmistir (Lereclus vd., 1993). Ayrica
bipiramidal kristal ihtiva eden B. thuringiensis suslarinin kristal proteinlerinin molekiiler
agirh@ yaklagik 130 kDa’dir. Bu da Cryl proteinlerinki ile uyusmaktadir (Hofte ve
Whiteley, 1989). Aym zamanda B. thuringiensis suglarimn kristallerinin cogu ile
kargilastinildiginda, alkali sartlar altinda benzer sekilde ¢oziinme meydana gelmistir. Lilley
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ve arkadaglari (1980) kristal proteinlerin tripsin ile muamelesi sonucu 55-70 kDa’lik
tripsine direncli peptidler elde etmiglerdir.

Boceklerden izole edilen izolatlar ile yapilan bioassaylerde insektisidal etki tespit
edilirken toprak izolatlarinda herhangi bir insektisidal etki belirlenemedi. Boceklerden
izole edilen izolatlarin bdcekler iizerinde meydana getirdigi insektisidal etkinin sebebinin
tripsine direngli peptidlerden kaynaklandii diigiiniilmektedir. Topraktan izole edilen
izolatlarin insektisidal aktiviteli olanlarinin az sayida oldufu rapor edilmigtir (Martin ve
Travers, 1989; Ohba ve Aizawa, 1986; Ohba vd., 1988). Baz1 izolatlarda toksik 6zelliginin
olmamasinin sebebi kristal proteinlerinin tripsin bolgelerinin eksikligi ile ilgili de
olabilmektedir (Pietrantonio ve Gill, 1992). Diger bir goriige gore de, bu izolatlarin kristal
yapilar1 toksik olmayabilir. Bu yiizden de farkhi gruplara ait ¢ok sayida bocegin
bioassaylerini yapmak zaman kaybettirmektedir. Sonugta kristaller higcbir bécek iizerinde
toksik etki gdstermeyecektir. Nitekim, Martin ve Travers (1989) adli aragtiricilar dogal
ortamlardan izole edilen B. thuringiensis izolatlarin ¢ogunun toksik olmadifim rapor
etmislerdir. Yine de izolatlarin ¢ogunda insektisidal aktivitenin olmamasinin sebebi tam
olarak bilinmemektedir.

Sonug olarak; BnBt ve MnO izolatlar1 bipiramidal gekilli kristaller bulundurmasi,
cryl ve cry2 genleri igermesi, 65 ve 130 kDa’lik kristal proteinleri ihtiva etmesi ve bu
kristallerin tripsin ile hidrolizi sonucu 60 kDa’lik tripsine direngli peptidler olusturmast,
benzer plazmit bantlarina ve benzer bioassay sonuglarina sahip olmasi sebebiyle B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 suguna benzemektedirler. Mm2 izolatin diiz kare sekilli
kristal gostermesi, cry3 geni igermesi, 65 kDa’lik kristal proteini ihtiva etmesi ve Kristal
proteinin tripsin ile muamelesi sonucu yaklagik 50 kDa’lik tripsine direngli peptidler
olusturmasi, benzer plazmit bantlari icermesi ve insektisidal 6zellikleri bakimindan B.
thuringiensis subsp. tenebrionis’in bir sugu olma ihtimali ¢ok yiiksektir. 6 numarali izolat
kiiresel sekilli kristaller ihtiva etmesi, cry4 geni icermesi, 70 ve 130 kDa’lik kristal
proteinleri ihtiva etmesi, 20-45 kDa’lik tripsine direngli peptidler olugturmasi ve plazmit
iceriklerinin benzer olmasi sebebiyle B. thuringiensis subsp. israelensis’in sugu olabilecegi
kanisina vanldi. 11, 27, 29, 40 ve 46 numaral izolatlarin ise yeni B. thuringiensis izolatlar
olabilecegi diisiiniilmektedir (Tablo 14).
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5. SONUCLAR

Bu caligma sonucunda, 6 tanesi toprak drneklerinden 3 tanesi bocekten izole edilen

9 B. thuringiensis izolatinin karakterizasyonu yapildi. Buna gore;

1.

Yapilan galigmalar sonucunda, BnBt, MnO, 27, 29, 40 ve 46 numaral: izolatlarda
bipiramidal, Mm2 izolatinda diiz kare, 6 numaral: izolatta kiiresel ve 11 numarali
izolat ta ise sékilsiz kristaller tespit edildi.

PCR sonuglarina gére BnBt, MnO, 11 ve 29 numarali izolatlarda cryl ve cry2
genleri tespit edildi. Mm2 izolatinda cry3, 6 numarali izolatta ise cry4 geni
bulundu.

Biri (11 numarali izolat) hari¢ biitlin izolatlarda SDS-PAGE analizlerinde yaklagik
60-130 kDa’lik kristal proteinleri belirlendi. Tripsine direncli peptidleri elde etmek
i¢in tripsine maruz birakilan izolatlarda 50-65 kDa’lik peptidler tespit edildi.

BnBt ve MnQ izolatlarin Lepidoptera grubuna ait Malacosoma neustria, Lymantria
dispar ve Hyphantria cunea larvalarina, Mm?2 izolatimin Leptinotarsa decemlineata
ve Agelastica alni larvalarina kars1 insektisidal aktiviteleri tespit edildi.

Plazmit izolasyonu sonucu bir izolat (11 numarali) hari¢ diger izolatlarda 4-8 arasi
plazmit bantlan goriildii. [zolatlarin hepsinde yaklagik 3,8 kbp’lik biiyiik molekiiler
agirlikl plazmitler tespit edildi.

Bu izolatlardan BnBt ve MnO izolatlarinin B. thuringiensis subsp. kurstaki’ye,
Mm?2 izolatinin B. thuringiensis subsp. tenebrionis susuna ve 6 numaral izolatin B.
thurigiensis subsp. israelensis sugsuna benzer olduklan tespit edildi.

11, 27, 29, 40 ve 46 numarali izolatlarin yeni B. thuringiensis izolatlar1 olabilecegi
diigiiniilmektedir.



6. ONERILER

Karakterizasyonu yapilan B. thuringiensis izolatlarinin ozellikle de insektisidal
aktivitesi yiiksek olan BnBt, MnO ve Mm?2 izolatlarinin ileride mikrobiyal kontrol ajani
olarak gelistirilmeleri miimkiin olabilecektir.

Bu izolatlarin H-serotiplendirilmesi yapilarak mevcut serotipler ile karsilastiriimas:
sonucu yeni serotipler literatiire kazandirilmig olacaktir. cryl, cry2, cry3 ve cry4 genleri
tespit edilen izolatlarda spesifik cry primerleri kullanilarak alt siniflarin belirlenmesi veya
yeni cry genlerinin aragtirilmasi literatiire 6nemli katkilar saflayacaktir. Insektisidal
Ozelligi yiiksek olan izolatlarin cry genlerinin E. coli’ye klonlanip ekspresyon seviyelerini
artirmak miimkiin olabilir. cry genleri tespit edilen izolatlarin plazmitlerinde hibridizasyon
yontemiyle cry genlerinin mevcudiyeti aranabilir. Insektisidal aktivitesi bulunmayan
izolatlarin farkli bocekler iizerindeki etkileri aragtinlabilir. 11, 27, 29, 40 ve 46 numarali
izolatlarin hangi B. thuringiensis izolatina benzer oldugunu anlamak igin H-
serotiplendirme yapilarak o grup suslar ile karsilagtirilmas: gerekmektedir.

Ayrica, bu tez caligmasi B. thuringiensis karakterizasyonu ile ilgili yapilacak
caligmalarda yardimci kaynak olarak kullanilabilir.
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EKLER

Ek Tablo 1. B. thuringiensis suslarinin kristal proteinleri (URL-3, 2003).

Adi Acc No. Yazarlar Yil Kaynak Sug
CrylAal M11250 Schnepf vd., 1985 Bt kurstaki HD1
CrylAa2 M10917 Shibano vd., 1985 Bt sotto
CrylAa3 D00348 Shimizu vd., 1988 Bt aizawai IPL7
CrylAa4 X13535 Masson vd., 1989 Bt entomocidus
CrylAa5 D17518 Udayasuriyan vd., 1994 Bt Fu-2-7
CrylAab U43605 Masson vd., 1994 Bt kurstaki NRD-12
CrylAa7 AF081790 Osman vd., 1999 Bt C12
CrylAa8 126149 Liu 1996
CrylAa9 AB026261 Nagamatsu vd., 1999 Bt dendrolimus T84A1
CrylAal0  AF154676 Hou ve Chen 1999 Bt kurstaki HD-1-02
CrylAall Y09663 Tounsi vd., 1999 Bt kurstaki
CrylAal2 AF384211 Yao vd., 2001 Bt Ly30
CrylAal3 AF510713 Zhong vd., 2002 Bt sotto
CrylAal4 AY 197341 Yingbo vd., 2002 unpublished
CrylAbl M13898 Wabiko vd., 1986 Bt berliner 1715
CrylAb2 M12661 Thorne vd., 1986 Bt kurstaki
CrylAb3 M15271 Geiser vd., 1986 Bt kurstaki HD1
CrylAb4 D00117 Kondo vd., 1987 Bt kurstaki HD1
CrylAbS X04698 Hofte vd., 1986 Bt berliner 1715
CrylAb6 M37263 Hefford vd., 1987 Bt kurstaki NRD-12
CrylAb7 X13233 Haider ve Ellar 1988 Bt aizawai IC1
CrylAb8 M16463 Oeda vd., 1987 Bt aizawai IPL7
CrylAb9 X54939 Chak ve Jen 1993 Bt aizawai HD133
CrylAbl0  A29125 Fischhoff vd., 1987 Bt kurstaki HD1
CrylAbll 112419 Ely ve Tippett 1995 Bt A20
CrylAbl2  AF059670 Silva-Werneck vd., 1998 Bt kurstaki S93
CrylAbl3  AF254640 Tan vd., 2002 Bt c005
CrylAbld  U94191 Yieza-BassOVe 2000 Native Chilean Bt
CrylAbl5  AF358861 Li, Zhang vd., 2001 Bt B-Hm-16
CrylAbl6é  AF375608 Yu vd,, 2002 Bt AC-11
CrylAb-like AF327924 Nagarathinam vd., 2001 Bt kunthala RX24
CrylAb-like AF327925 Nagarathinam vd., 2001 Bt kunthala RX28



CrylAb-like
CrylAcl
CrylAc2
CrylAc3
CrylAc4
CrylAc5
CrylAc6
CrylAc7
CrylAc8
CrylAc9
CrylAcl0

CrylAcll

CrylAcl2
CrylAcl3
CrylAcl4
CrylAcl5
CrylAdl
CrylAd2
CrylAel
CrylAfl
CrylAgl
CrylAhl
CrylAil
CrylA-like
CrylBal
CrylBa2
CrylBa3
CrylBa4
CrylBbl
CrylBcl
CryiBd1
CrylBd2
CrylBel
Cry1Bfl
CrylBgl
CrylCal
CrylCa2
CrylCa3
CrylCa4
CrylCa5

AF327926
M11068
M35524
X54159
M73249
M73248
U43606
U87793
U87397
U89872
AJ002514

AJ130970

112418
AF148644
AF492767
AY122057
M73250
A27531
M65252
U82003
AF081248
AF281866
AY 174873
AF327927
X06711
X95704
AF368257
AF363025
L32020
746442
U70726
AY138457
AF077326
AX189649
AY176063
X07518
X13620
M73251
A27642
X96682

70

Nagarathinam vd.,
Adang vd.,

Von Tersch vd.,
Dardenne vd.,
Payne vd.,
Payne vd.,
Masson vd.,
Herrera vd.,
Omolo vd.,
Gleave vd.,

Sun ve Yu
Makhdoom ve
Riazuddin

Ely ve Tippett
Qiao vd.,

Yao vd.,

Tzeng vd.,
Payne ve Sick

Lee ve Aronson
Kang vd.,
Mustafa

Tan vd.,

Wang vd.,
Nagarathinam vd.,
Brizzard ve Whiteley
Soetaert

Zhang vd.,

Mat Isa vd.,
Donovan vd.,
Bishop vd.,

Kuo vd.,

Isakova vd.,
Payne vd.,
Amaut vd.,
Wang vd.,

Honee vd.,
Sanchis vd.,
Feitelson

Van Mellaert vd.,
Strizhov

2001
1985
1991
1990
1991
1992
1994
1994
1997
1992
1997

1998

1995
1999
2002
2001
1993
1995
1991
1997
1999
2000
2002
2001
1988
1996
2001
2001
1994
1994
2000
2002
1998
2001
2002
1988
1989
1993
1990
1996

Bt kunthala RX27
Bt kurstaki HD73
Bt kenyae

Bt BTS89A

Bt kurstaki PS85A1
Bt kurstaki PS81GG
Bt kurstaki NRD-12
Bt kurstaki HD73
Bt kurstaki HD73
Bt DSIR732

Bt kurstaki YBT-1520

Bt A20

Bt kurstaki HD1
Bt Ly30

Bt from Taiwan
Bt aizawai PS811
Bt PS81RR1

Bt aletsi

Bt NT0423

Bt kunthala nags3
Bt thuringiensis HD2
Bt entomocidus HD110

Bt entomocidus HD9
Bt EG5847

Bt morrisoni

Bt wuhanensis HD525
Bt 834

Bt PS158C2

Bt entomocidus 60.5
Bt aizawai 7.29

Bt aizawai PS811

Bt entomocidus HD110
Bt aizawai 7.29



CrylCa6[1] AF215647

CrylCa7
CrylCa8
CrylCbl
CrylCb2
CrylDal
CrylDa2
CrylDbl
CrylDb2
CrylEal
CrylEa2
CrylEa3
CrylEa4
CrylEa5
CrylEa6
CrylEbl
CrylFal
CrylFa2
CrylFbl
Cryl1Fb2
CrylFb3
CrylFb4
CrylFb5
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OZGECMIS

1973 yiinda Strmene’de dogdu. Ilk, orta ve lise Ogrenimini Karabiik’te
tamamladiktan sonra 1991-1992 &gretim yilinda K.T.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimiinde Lisans 0grenimine bagladi. 1995 yilinda bu bélimden biyolog iinvam ile
mezun oldu. 1996 yilinda Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda yiiksek lisans
egitimine bagladi. 1998 yilinda yiiksek lisans egitimini tamamladiktan sonra aym yil Fen
Bilimleri Enstitiisti Biyoloji Anabilim dalinda doktora egitimine bagladi ve 1996-2003
yillari arasinda Fen Bilimleri Enstitlisii Biyoloji Anabilim dalinda aragtirma gorevlisi
olarak caligti.



