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B-EKZOTOKSIN GENI (thuE) TASIYAN YEREL BACILLUS THURINGIENSIS
SUSLARININ BELIRLENMESI

Mehmet Erdem OZER

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Mart 2018
Danmisman: Do¢. Dr. Semih YILMAZ

OZET

Bacillus thuringiensis (Bt) Cry, Vip ve pB-ekzotoksin (thuringiensin) gibi g¢esitli
metabolitler tireten gram pozitif ve spor olusturan bir toprak bakterisidir. Bundan dolay1
Bt zararlilarla biyolojik miicadelede yaygin olarak kullanilmaktadir. -ekzotoksin, bazi
Bt suslar1 tarafindan iiretilen, termostabil bir metabolittir. Omurgali canlilar {izerinde
toksit etkisi nedeniyle, Bt'in ticari preparatlarinin ¢ogu, p-ekzotoksin iiretmeyen
suslardan hazirlanmaktadir. Bu c¢aligma cry geni tasidigi ve bazi zararli bocekler
tizerinde toksisite gosterdigi bilinen 75 adet Bt susunun p-ekzotoksin geni (thuE) tasiyip
tasimadiginin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Ayrica cryll geni tagiyanlarin
thuE tasiyanlar ile arasinda bir korelasyon olup olmadigi arastirildi. Yaptigimiz bu
calismada 75 adet Bt’den %/53.33’tiniin thuE;, %2.67’sinin thuE;, %2.67’sinin thu4,
%5.33iiniin de cryll geni tasidig1 belirlenmistir. Ote yandan bunlardan sadece Sy29
susunda thuE; bulunmazken bu susun thuE; genini tagidigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
HD125 ve Sy27.1 suslarinin hem cryll hemde thuE genini tasidigi belirlenmistir.
Suslarin yaridan fazlasinda [-ekzotoksin geni tespit edilmis olup hedef dist
organizmalarin zarar gormemesi i¢in biyoassay calismalarinda bu geni tasiyanlarin
kullanilmamasi, kullanilacaksada p-ekzotoksin {riinlerinden arindirildiktan sonra

kullanilmas: gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, B-ekzotoksin, thukE, thu4, cryll
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DETERMINATON OF NATIVE BACILLUS THURINGIENSIS STRAINS
CARRYING B-EXOTOXIN GENE (thuE)

Mehmet Erdem OZER

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis, March, 2018
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Semih YILMAZ

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is a gram-positive and spor forming soil bacterium that produces
various metabolites as Cry, Vip and B-exotoxin (thuringiensin). Therefore, Bt is widely
used in biological control of pest insects. B-exotoxin is a thermostable metabolite
produced by some Bt strains. Due to toxic effect on vertebrate organisms, most
commercial preparations of Bt are prepared from strains that do not produce p-exotoxin.
In present study, previously characterised 75 Bt strains carrying cry genes and
exhibiting toxicity on some pest insects were used. These 75 Bt strains were screened
based on B-exotoxin gene (thuE). In particular, it was investigated whether there was a
correlation between cryll and thuE in strains. We observed that percentage of thuE1l,
thuE2, thu4 and cryll in Bt strains were 53.3, 2.67, 2.67 and 5.33, respectively.
Although the thuE; was not seen in Sy29 strain, it had thuE; gene. Also it was observed
that HD125 and Sy27.1 strains carry both the cryll and thuE genes. In more than half of
the strains, B-exotoxin gene was observed and concluded that products of those strains
should not be used in bioassay studies, or for preventing the non-target organisms toxic
substances as p-exotoxins should be removed from effective crystal protein preparations

before use.

Keywords: Bacillus thuringiensis, p-exotoxin, thug, thu4, cryll
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GIRIS

Boceklerin bazi hastaliklar1 yaymasi ve tarim alanlarina zarar1 yiiziinden insanlik tarihi
boyunca boceklerle miicadele edilmistir. Giinlimiizde dogal habitati koruyacak sekilde
tarimsal verimin artirilmast ig¢in bdoceklere karsi kimyasal ve biyolojik miicadele
yapilmaktadir. Dogal habitati korumadan yapilan bazi kimyasal ve biyolojik
miicadeleler biyolojik ¢esitliligin azalmasina, ekolojik dengenin bozulmasina, cesitli
zararlilarin ortaya ¢ikmasina, bitkinin veriminin azalmasina yol agmistir. Ayn1 zamanda
kullanilan ¢esitli kimyasal ilaglar uzun vadede toprak kirliligine de yol agmaktadir.
Tarim alanlarinin yanlis kullanimi hem g¢evreyi hem de insan sagligini olumsuz
etkilemektedir. Bitkisel iiretim siirecinde bitkiyi koruma yontemleri ve uygulamalari

insana ve ¢evreye zarar vermeden yapilmalidir.

Bircok iilkede hedef olmayan faydali bocekler iizerindeki ve 6zellikle de omurgali
hayvanlar iizerindeki etkileri sebebiyle ve de gida ve su kaynaklarini Kirletmeleri
nedeniyle kimyasal insektisit kullanimi kisitlanmistir [1]. Bu olumsuz etkiler ve
cevresel kirlilige karst koymak i¢in biyolojik kontrol ajanlarnin (6zelliklede bocek
patojenlerinin) kullanim1 artmistir. Sonug olarak, entegre zararli miicadele (IPM)'nin bir
bileseni olarak biyo-pestisitlerin kullanimi, diinya iizerinde kabul gérmeye baslamistir.
Bununla birlikte, entomopatojen organizmalarda, potansiyel kontrol ajani olarak

cevreye salinmadan 6nce birkag 6nemli noktaya dikkat edilmelidir [1];

1- Hedef zararliya kars1 olduke¢a spesifik ve etkili olmalidir.

2- Organizma siirekli tiretim teknolojisi ile basarili bir sekilde islenebilme potansiyelini
gostermelidir.

3- Makul bir raf dmriine sahip olmal1 ve stabil olmalidir.

4- Insan ve hedef olmayan flora ve fauna igin zararsiz olmalidir.



Entomopatojen bir organizma olarak Bacillus thuringiensis (Bt) tiim bu sartlart
karsilamaktadir. Bt iirlinleri, tarim, ormancilik ve saglik alaninda zarar olusturan

boceklerin kontroliinde biopestisit olarak kullanilmaktadir [1].

Avantajlart; hedef boceklere karsi spesifik toksite, kalinti birakmama ve memeliler,
kuslar, amfibiler ve siiriingenler gibi hedef dis1 organizmalara kars1 giivenli olmasidir.
Fakat Bt suslarinin sporlanma esnasinda {irettikleri Cry toksinleri boceklere karsi
spesifik etki gostermekle birlikte, ayn1 organizma tiirline ait bazi suslarin vejetatif
haldeyken tirettikleri B-ekzotoksinler segici bir etki gdstermeden organizmalar tizerinde
oldiriicii etki gosterebilmektedir. Bu nedenle hazirlanan preparatlar icerisinde
termostabil p-ekzotoksin geni (thuE) bulunmamasi 6nem arzetmektedir. Bu calismada
bu tlir olumsuzlarin engellenmesine yonelik olarak laboratuvar stoklarimizda bulunan

ve B-ekzotoksin geni tasiyan yerel Bt suslarinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Bu sartlar1 saglayan Bt preparatlarinin her agidan ideal insektisit oldugu kanitlanmistir.
Bu iiriinler dogal dengeyi bozmadan hedef bocekleri kontrol eder. -ekzotoksinler bu
bakteride tanimlanan ilk yaygin vejetatif faktorlerden biridir [2]. Diger hiicre disi
insektisidal toksinler gibi, B-ekzotoksin de vejetatif biiylime sirasinda tretilir [2]. Bu
bilesik bir ATP analogu olup, bu benzerlik p-ekzotoksin'i DNA'ya bagli RNA
polimerazlarin bir inhibitorii yapar [2].

Tip I turingiensinler ile ilgili arastirmalardaki ilerlemelere ragmen tip II
thuringiensinlerin yapisi, Ozellikleri ve etki bigimleri hakkinda ayrintili ¢aligmalar
bulunmamaktadir. Biyokontrol amagli kullanilan Bt suslarinda thuringiensinlerin tespiti

ve miktarmin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin devam etmesi 6nem arzetmektedir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Bacillus thuringiensis’in tarihgesi

Bt, 6nce Japonya'da Shigetane Ishiwata (1901) tarafindan ipekbocegi (Bombyx mori)
larvalarinda sotto hastaliginin sebebi olarak kesfedilmistir [3]. Patojenisitenin
kaynaginin bir toksinden kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Daha sonra toksinlerin
morfolojik olarak tanimlanmasi Alman bakteriyolog Ernst Berliner tarafindan 1915
yilinda yapilmistir [4,5]. Aoki ve Ishiwata Bacillus sotto adi verdikleri organizmay1
detayli olarak tanimlayip spor olusturan kiiltiirlerde bdcek oldiiriicli aktivitesinin
oldugunu ancak vejetatif hiicre kiiltiirlerinde bu toksinlerin olmadigini belirtmislerdir
[6]. Yapilan calismalarda Bt'nin temel biyolojisi hakkinda ¢ok az sey anlasilmis olsada,

bazi lepidopter larvalarina kars1 patojenisite gosterdigi belirtilmistir.

Bununla birlikte, organik klorlu ve organofosfatli bocek dldiiriiciilerin kesfedildigi 1940
yilinda tamamen sentetik kimyasal bocek oldiiriiciiler ortaya ¢ikti. Bu bocek dldiirticiiler
biiyiime mevsimlerinde bocek zararlilarinin tiim gelisim evrelerinde etkili olmaktaydi
[1]. Bu bilesiklerin tiir spesifik olmamasi, dogal diigmanlar1 ortadan kaldirilmasi ve
zararli popiilasyonlarinda diren¢ ortaya ¢ikmasi nedeniyle 1950'de ciddi problemler
ortaya ¢ikmaya baglamistir [1]. Bt preparatlarinin kullanimina yonelik ilgi, bu tarihten
sonra Onemli bir artis gostermistir. Bt toksisitesinin parasporal kristallerden
kaynaklandig1 yapilan ¢aligmalarla ortaya koyulmustur [7]. Bu kesifle birlikte, Bt'nin
kristal yapisi, biyokimyast ve etki mekanizmasi lzerine ilgi artti. 1961 yilina

gelindiginde Bt EPA (Cevre Koruma Ajansi) tarafindan biyopestisit olarak tescilledi.



Fakat sonraki arastirmalarda bazi Bt {irlinlerinde Beta-ekzotoksin bulunmasi, ¢esitli
giivenlik sorunlarini da beraberinde getirmistir [8,9]. Bt tizerindeki arastirmalar, tarimda
kullanilabilecek ¢ok cesitli protein iiretme kapasitesine sahip genler oldugunu ortaya
cikarmis ve calismalar genisleyerek devam etmistir [10-15]. Bt firiinleri yiiksek
etkinlikleri ve spesifik hedef spektrumu dolayisiyla, zararli kontroliinde kullanilan

bircok genis spektrumlu kimyasal pestisitin yerini almistir [1].

Bt toksinlerinin bu derece etkili ve spesifik olmasi arastirmacilar1 gen aktarimi yoluyla
bitkilerde boceklere karsi dayaniklilik gelistirilmesine yoneltmis ve ekonomik degeri
bulunan bir¢ok bitkiye aktarim saglanmistir. Bitkiler arasinda en Onemlileri muisir,

pamuk, patates ve piring olup kullanimida olduk¢a yaygindir [1, 16].

Tiim bunlara ragmen Bt iirlinlerinin de baz1 dezavantajlari bulunmaktadir; 6rnegin,
1- Bt spreyleri bitkinin tiim kisimlarina homojen olarak uygulanamayabilmekte,
2- Bitki dokular1 i¢ine girememekte,

3- UV isinlarina karsi oldukca duyarli olup hizli bozulmaya ugrayabilmektedir [1]. Bu

nedenle dogadaki yar1 dmrii oldukca kisadir.

1.2 Bacillus thuringiensis’in biyolojik 6zellikleri

Bt, toprak, su, bitki yiizeyleri, tohum tozu, 6lii bocekler ve bocek diskisi gibi gesitli
cevresel kaynaklardan kolaylikla izole edilebilen, aerobik, gram pozitif ve spor
olusturan fakiiltatif bir entomopatojendir (Sekil 1) [1]. Seker, amino asit veya oksijen
gibi bir veya daha fazla unsurlarin sinirlayici etkisi ortaya ¢ikana kadar vejetatif biliylime
ve ¢ogalma devam eder [1]. Kosullarin siirlanmasi durumunda bakteri sporlanir ve
parasporal cisim iiretir ve daha sonra yukarida belirtildigi gibi kristal igeren formlarinda

bir veya daha fazla insektisidal protein olustururlar (Sekil 2).
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Sekil 2. Sy56.3 susunun spor ve kristal proteinlerin taramali elektron
mikroskop goriintiisii [18].



Bt flagellar serotiplendirmeye gore 70’den fazla alttiire ayrilmistir (Tablo 1.) [19]. Bt,
Bacillus cereus grup olarak adlandirilan B. cereus (Bc), B. anthracis (Ba) ve B.
thuringiensis (Bt) olmak iizere ii¢ bakteriden biridir. Genetik yapi olarak birbirinden
ayrilmasit oldukca giic olup Cry ve Cyt gibi proteinler iiretmesiyle digerlerinden
ayirdedilebilir. Bu nedenle bu gruptaki bakterilerin izolasyon g¢aligmalar1 dikkatli bir

sekilde yapilmalidir [1].

Cry ve Cyt proteinlerinin hepsi olmasada ¢ogu plazmitlerde kodlanir. Dolayisiyla, eger
bu plazmidler bir sustan kaybolursa ya da gesitli etkilere bagl olarak atilirsa elde edilen
sus Bc olarak tanimlanacaktir [20]. Baz1 ¢alismalarda, Bc, Bt ve Ba'in hepsinin ayni
tirde oldugu One stirilmistir [21]. Ba'de ise dogal olarak Cry proteinleri iceren

parasporal cisimler bulunmaz [1].

1.3. Bacillus thuringiensis'in yasam dongiisii ve spor olusumu

Bt'nin yasam dongiisii, vegetatif hiicre boliinmesi ve spor gelisimi olmak tizere iki faz
ile karakterize edilmistir [22]. Vejetatif hiicre ¢ubuk seklinde olup (2-5 um uzunlugunda
ve vyaklagik 1pm genisliginde) plazma zarinin ortasinda baslatilan bir septum
olusturularak iki tiniform hiicre olusturulur. Fakat sporulasyon asamasi hiicre igerisinde

asimetrik olarak gergeklesebilip yedi ana evreden olusur (Sekil 3) [23].

Sekil 3. Bacillus thuringiensis kristal olusum evreleri [23].



Sekil 3.’de goriildiigii gibi (Evre 1) niikleoidle mezosomlarin belirgin bir sekilde
karigsmadigi eksenel filament olusumu, (Evre II) mezosomlar1 igeren forespore septum
olusumu, (Evre III) mezozomla g¢evrelenerek igeri alinma, parasporal kristallerin ilk
goriinimii ve bir forespore olusumu, (Evre IV-VI.) ekzospor olusumu, spor
niikleoidinin transformasyonu ile birlikte ilk hiicre duvari, korteks ve spor katlarinin

olusumu, (Evre VII ve sonrasi) sporlarin olgunlagsmasi seklinde gergeklesir [23].

Sekil 4’de gorildigii gibi Bt'nin tamamen olgunlagsmis ve spor olusturmus bir
hiicresinde endospor boyunca uzanan parasporal kristaller bulunmaktadir [23]. Spor
olusumu sirasinda Bt tarafindan kristal proteinlerin {iretilmesi, spor olusumu sirasinda
su kaybini saglayarak stresin fiziksel olarak hafifletildigi ve konakg¢ida 6liimciil bir etki

yaparak sag kalma avantaji sagladigi, genetik olarak diizenlenen benzersiz bir olaydir

[23].

Sekil 4. Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni susunun spor hiicresinin
transmisyon elektron mikrografisi [24].

1.4 Bacillus thuringiensis'in sistematigi ve insektisit proteinleri

B. cereus, B. thuringiensis ve B. anthracis'in ayni tiiriin tiyesi oldugu belirtilmistir [20].
Bt plazmidlerinin Bc'ye aktarilabildigi ve cogaltilabildigi diger 6zelliklerin arasinda
gosterilsede, Ba'min toksinlerini kodlayan iki plazmit Bt veya Bc’de goriilmez ve bu

yiizden Ba'da Bt Cry proteinleri i¢eren parasporal cisimler bulunmaz [25].



Tablo 1. B. thuringiensis suslarinin H-antijenine gore sinifandirilmasi [19].

H-antijeni Serovar Kisaltmasi

1 thuringiensis thu

2 finitimus fin
3a,3c alesti ale
3a,3b,3c kurstaki kur
3a,3d sumiyoshiensis sum
3a,3d,3c fukuokaensis fuk
4a,4b sotto sot
4a,4c kenyae ken
5a,5b galleriae gal
5a,5¢ canadensis can
6 entomocidus ent

7 aizawai aiz
8a,8b morrisoni mor
8a,8c ostriniae ost
8b,8d nigeriensis nig
9 tolworthi tol
10a,10b darmstadiensis dar
10a,10c londrina lon
11a,11b toumanoffi tou
11a,11c kyushuensis kyu
12 thompsoni tho
13 pakistani pak
14 israelensis IS7
15 dakota dak
16 indiana ind
17 tohokuensis toh
18a,18b kumamotoensis kum
18a,18c y0S00 yos
19 tochigiensis toc
20a,20b yunnanensis yun
20a,20c pondicheriensis pon
21 colmeri col
22 shandongiensis sha
23 japonensis jap
24a,24b neoleonensis neo
24a,24c novosibirsk nov
25 coreanensis cor
26 silo sil
27 mexicanensis mex
28a,28b monterrey mon
28a,28c jegathesan jeg
29 amagiensis ama
30 medellin med
31 toguchini tog




Tablo 1. B. thuringiensis suslarinin H-antijenine gore sinifandirilmasi (Devami)

H-antijeni Serovar Kisaltmasi
32 cameroun cam
33 leesis lee
34 konkukian kon
35 seoulensis Seo
36 malaysiensis mal
37 andaluciensis and
38 oswaldocruzi osw
39 brasiliensis bra
40 huazhongensis hua
41 sooncheon S00
42 jinghongiensis jin
43 guiyangiensis gui
44 higo hig
45 roskildiensis ros
46 chanpaisis cha
47 wratislaviensis wra
48 balearica bal
49 muju muj
50 navarrensis nav
51 xiaguangiensis xia
52 kim kim
53 asturiensis ast
54 poloniensis pol
55 palmanyolensis pal
56 rongseni ron
57 pirenaica pir
58 argentinensis arg
59 iberica tbe
60 pingluonsis pin
61 sylvestriensis syl
62 zhaodongensis zha
63 bolivia bol
64 azorensis azo
65 pulsiensis pul
66 graciosensis gra
67 vazensis vaz
68 thailandensis tha
69 pahangi pah
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1.5. Bacillus thuringiensis'in biyolojik olarak aktif metabolitleri

Oldukga farkli siniflara ait ¢esitli zehirli metabolitler B. thuringiensis tarafindan
biiyiime dongiisii boyunca iiretilir [26]. Bunlar Tablo 2'de 6zetlenmistir. Bunlarin en

onemlisi olan delta-endotoksinler, Bt'yi digerlerinden ayiran 6nemli bir 6zelliktir [26].

Delta-endotoksin hemen hemen tek bagina 6nemli bir insektisid olma 6zelligine sahiptir.
Diger metabolitler olan o-ekzotoksin, B-ekzotoksin ve ekzoenzimler Bt gesitleri
tarafindan {iretilebilmektedir [26]. Beta-ekzotoksin vejetatif biiyiime sirasinda ortama
salinan bir sekonder metabolittir. Tesbit edilen Bt ¢esitlerinin yaklasik yaris1 beta-
ekzotoksin tiretir [26]. Faaliyet alan1 sadece bocekleri degil ayni zamanda diger
organizmalar1 da kapsayacak kadar genis spekturumludur [27]. ABD ve Bati Avrupa'da
pazarlanan Bt preparatlari, beta-ekzotoksin igermeyen suslardir [26]. Vejetatif durumda
ve spor lireten hiicreler konakgilarda 6zellikle Bt'nin cogalmasini destekleyen lesitinaz,

kitinaz ve proteaz enzimleri salgilarlar [26].

Tablo 2. Bacillus thuringiensis'in biyolojik olarak aktif metabolitleri [26].

Metabolit Yapisi Etki alami Onemi
Boceklerde ve Higbiri, ticari
Alpha- Protein (tanimlanmamus) yiksek preparatlarda
ekzotoksin konsantrasyonlarda mevcut degildir
omurgalilarda
ABD ve Bati
Avrupa'nin
Beta- Niikleotid analogu Omurgasizlar ve preparatlarinda
ekzotoksin Omurgalilar bulunmaz. Yiiksek

sivrisinek ve sinek
aktivitesi gosterir.

Lepidoptera,

Delta- Kristal protein Diptera, Coleoptera, Tiim Bt
endotoksin Hymenoptera, preparatlarinda
Nematod
Uygun bir substrat Ticari
Enzimler Lesitinazlar, Kitinazlar | varliginda hiicrelere preparatlarinda
ve Proteazlar ve organlara zarar rapor edilmemistir

verme yetenegi
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1.5.1. Alfa-Ekzotoksinler

Bu bilesik hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Krieg, boceklere ve farelere karsi aktif
olan, 1siya dayanikli bir protein olarak nitelendirmistir [28]. Fare faktorii olarak da
adlandirilan alfa ekzotoksin, Bt ve Bc suslari tarafindan iretilir. Krieg, a-ekotoksinin, bu
enzimi iretmeyen suslarin vejetatif hiicreleri tarafindan da olusturuldugu i¢in, lesitinaz

C ile 6zdes olma olasiligini harig¢ tutmustur [28].

1.5.2. Delta-Endotoksinler (6-Endotoksinler)

Kristal proteinler, biiylimenin sabit fazi boyunca parasporal Kristal olusum seklinde
tiretilir [29,30]. En yaygin olarak bilinen, Cry ve Cyt toksinleri de dahil olmak tizere o-
endotoksinlerdir [31]. Cry proteinleri homoloji ve molekiil yapisina gore gruplara
ayrilabilir. Omurgasizlara kargi etkisi bulunmayan Kristal toksinlerin hem Cry hem de
Ps tanimlamalar1 vardir [32]. Cyt proteinleri, ¢esitli diptera larvalarina, ozellikle
sivrisineklere ve kara sineklere kars1 insektisit aktivitesi olan daha kiiciik, kristal protein
gruplarini olustururlar [33-35]. Ek olarak, baz1 Cyt toksinleri diger Bt proteinlerinin
insektisit aktivitesini etkiliyor olabilir [35,36]. Bir proteinin Cry toksini olarak
adlandirilmasi, parasporal bir kristal olusturdugu gerg¢eginden kaynaklanir [31]. Sonug
olarak, Cry toksinleri tek bir homolog protein ailesine ait degildir. Bunun yerine, bir
takim ilgisiz soylart icerir [31]. En biiyiik grup, iyi bilinen Cry proteinlerini igerirken,
diger Cry toksinleri farkli protein ailelerine aittir [32]. Lysinibacillus sphaericus
tarafindan {iretilen binary Bin- ve ETX_MTX2 (Cry45 ya da Ps4, Cry46 ya da Ps2,
Cry64 ya da Ps5) benzeri toksinleridir [37,38]. Giiniimiizde, Cry proteinleri, Bacillus
tirlerinin irettigi en biiyiik bocek oldiiriicti protein grubunu olusturmaktadir. Bt Toxin
Adlandirma Komitesi bugiine kadar Bt ve Ls'den ve ETX_MTX2 ailesi proteinleri de
dahil olmak tizere 73 farkli (Cryl ila Cry73) Cry proteini siniflandirmis ve bunlarin
Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera ve Dipteralara karsi toksisite gosterdigi
belirtilmistir [39]. Ayrica Nematod ve bazi salyangoz [29,30,34,37,40-42] velveya

insan kanseri hiicreleri tizeridede toksisitesinin oldugu belirtilmistir (Sekil 5) [32].
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Cry1A-C; Cry2A
Cry4A-B; Cry10
Cry11A-B; Cry16A
Cry19A-B; Cry20A

Cry1A-K; Cry2A Cry24C; Cry27A
Cry78; Cry8D Cry328-D; Cry39A . ]
Cry9A-CE; Cry15A Cry44A; Cry47A E:;;/B\ 'Gcgjé‘occfmﬁ
Cry22A; Cry32A : By ’
Lol Crvdsa; Crydon Cry18A; Cry22A-8; Cry23A

CryS1A Cyt1A-B; Cyt2A-B
gl :4 24 Cry34A-B; Cry35A-B; Cry36A

H 1 Cry37A; Cry43A-B; Cry55A
Lepidoptera Diptera ke o
Coleoptera
Cry31A
Cry5A-B; Cry6A-B
Igry'l 2A; Crry‘l 3A gzz;//:
Cry14A; Cry21A Cry45A
Cry55A Cry46A
Rhabditida
Human-cancer
cells
Cry2A
Cry3A’~
Cry11A Cry3A
Cry22A
Hemiptera Gastropoda

Hymenoptera

Sekil 5. Bt é-endotoksinlerin (Cry ve Cyt) bilinen konak¢1 spektrumunu gésteren 6zet
bir goriinim [40,43]. crylA-C (tire ile ayrilmis), crylA, crylB ve crylC
toksinlerinin bir grubunu gosterir. crylB, I (virgiil ile ayrilmis), farkli crylB
ve cryll toksinlerini gosterir. Noktali virgiil ayr1 gruplar veya bireysel
toksinler. Cyt toksinleri kirmizi renktedir [31].

1.6. Bocek oldiiriicii proteinlerin toksitesi ve etki mekanizmasi

Cry toksinleri belirli bir spektrumda bocek oldiiriicii aktiviteye sahip olup genellikle
Lepidoptera (kelebekler ve giiveler), Diptera (sinekler ve sivrisinekler), Coleoptera
(Kabuklu bocekler), Hymenoptera (arilar) ve nematodlar iizerinde etkilidir [45]. Birkag
toksin, belirli bir sustaki toksinlerin kombinasyonu nedeniyle iki veya li¢ bocek takimini
kapsayan bir aktivite spektrumuna sahiptir. Cry proteinleri, 200'den fazla iiyeye sahip en
az 50 alt gruptan olusur [44] ve toksinler temel olarak sadece homolog amino asit dizisi
olarak siniflandirilir, her protoksin filogenetik siniflandirmaya gére Cry (ya da Cyt)

olarak adlandirilmistir [42].
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Cry ve Cyt proteinlerine olan agir1 ilgiden dolayi (Sekil 6a,b), diger metabolitler daha az
ilgi gormistiir [1]. Bunlarin igerisinde en 6nemlileri spor, B-ekzotoksin (thuringiensin
olarak da bilinir) ile Zwittermicin, vegetatif insektisidal proteinler (Vip's) gibi
antibiyotikler (Sekil 6c), fosfolipazlar, kitinazlar ve cesitli proteazlardir [25]. Cyt
proteinleri (Sekil 6b), bazi Bt suslari tarafindan firetilen hemolitik ve sitolitik
toksinlerdir [1]. Cyt toksinleride ayrica por olusturabilen proteinler olup Cry toksinleri
ile filogenetik olarak iliskili degildirler. Bunlar B-tabakali yap1 ve a-heliks yapidan
olusan tek bir o-p domaine sahiptirler [45]. Cyt toksinleri protein reseptorlerine
baglanmazlar ve gézenek olusturmak i¢in membrana yerlestirilen membran lipidleri ile
dogrudan etkilesirler [46] veya membrani deterjan benzeri bir etkilesimle bozarlar [47].
B-ekzotoksin I logaritmik biiyiime evresinde tiretilen, termostabil, spesifite gostermeyen
ve dolayisiyla da hedef olmayan organizmalar iizerinde zararli etki gosterebilen
metabolitlerdir. Ozellikle diptera tiirlerine karsi daha aktiftir. Ancak Coleoptera,
Lepidoptera ve bazi nematod tiirlerine karsi da etkindir [1]. Bu toksin, baglanma yerleri
icin ATP ile rekabete girerek RNA sentezini engeller. Dolayisiyla boceklerin deri
degistirme evresinde ve pupa evresinde Oldiiriicii doz altinda teratojenik etkilere neden
olmaktadir [48,49]. Cry-bagimli plazmitlerde bulunan B-ekzotoksin I {iiretiminden
sorumlu genetik belirleyiciler muhtemelen diizenleyici elementler olacak ve biiyiik
miktarlarda B-ekzotoksin 1 bu plazmidlerin yoklugunda iiretilebilecektir [1]. berAB
tarafindan kodlanan bir ABC (ATP-binding cassette) tasiyicisi, B-ekzotoksin I tiretimi
igin gereklidir [1]. B-ekzotoksin I iiretimi, belirli ¢evresel kosullara yanit olarak aktive
edilebilir [48,49]. Vegetatif bocek oOldiiriicii proteinler (Vip) (Sekil 6¢), vejetatif biiyiime
sirasinda bazi Bt suslar1 tarafindan {retilir [1]. Bu proteinler parasporal kristal
proteinlerinden olmayip vejetatif bilyiime sirasinda salgilanirlar ve Lepidoptera ve bazi

Coleopteralara kars1 biiyiik bir aktivite spektrumu gosterirler [50].
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Sekil 6. Cry ve Vip tersiyer yapisi [51]. a 6-endotoxin Cry4Aa tersiyer yapisi.
b. Sitolitik endotoksin Cyt2Ba'min tersiyer yapisi. ¢ Vip2 protein tersiyer

yapisi.
Zwittermicin baz1 Bt suslan tarafindanda tiretilebilir ve ikincil bir metabolit olarak
fitopatojenik mantarlara karsi anlamli etkinlik gosterebilir [52]. Endotoksin
kristallerinin etkili olmasi igin yutulmus olmasi gerekir. Yuttuktan sonra, kristaller
bocegin orta bagirsagindaki alkali kosullarda ¢oziinlir hale getirilir ve daha sonra
proteolitik olarak toksik hale doniistiiriiliir [37]. Insanlar da dahil olmak iizere bircok
omurgalida midedeki asidik kosullar altinda Cry ve Cyt protein kristalleri ¢oziilebilir,
fakat 2 dakikadan daha az siirede mide 6zsuyu tarafindan hizli bir sekilde etkisizlestirilir
[1]. Aktiflesmis toksinler orta bagirsak epitel hiicrelerinin apikal mikrovillus

membraninda bulunan resektorlere (glikoprotein ya da glikolipid) baglanir [53].
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Bazi toksinler icin farkli lepidopter boceklerde en az dort farkli baglanma yeri tarif
edilmistir: bunlar, cadherin-benzeri protein (CADR), glikosilfosfatidil-inositol (GPI)-
anchoredaminopeptidaz-N (APN), GPI baglantili alkalin fosfataz (ALP) ve birde 270
kDa boyutunda gliko-konjugat [54,55]. Baglandiktan sonra, toksin, hiicre zari igine
sokulmasina izin veren bir konformasyon ve bir katyon segici kanal olusturur [1]. Daha
sonra, oligomerizasyon olusur ve bu oligomer formlar membran {izerinde sinirlarina
dokunur, bulunan fonksiyonel reseptorler iginde katyonik gecirgenligin artmasiyla

indiiklenen bir gézenek veya iyon kanali olusturur [56].

1.7. Bacillus thuringiensis’in sekonder metabolitleri

Bacillus tiirleri arasinda Bt, parasporal protein kristalleri {ireten, en iyi bilinen ve en ¢ok
calisilan entomopatojenik bakteridir. Bunlar ¢esitli omurgasizlarin farkli tiirleri i¢in
secici olarak toksiktirler [57]. Bt'nin bir¢ok izolati, kiiltiir ortamina salgilanan g¢esitli
virtilans faktorlerinden bir {irlin yelpazesi iiretir ve ayn1 zamanda bu faktorler vejetatif
insektisidal protein (Vip) ve B-ekzotoksin I igerir. B-ekzotoksin ayrica thuringiensin
olarakta adlandirilir [58]. Vip ve Cry toksinlerinin aksine, B-ekzotoksin | spesifik
degildir ve dolayisiyla hedef olmayan organizmalar iizerinde zararh etkiler yapabilir
[58]. Ozellikle diptera tiirlerine kars: aktif olmakla birlikte Coleoptera, Lepidoptera ve
baz1 nematod tiirlerine kars1 da etkindir [48]. Bu toksin, baglanma yerleri i¢cin ATP ile
rekabete girerek RNA sentezini engeller. Dolayisiyla deri degistirme ve pupa evresini
etkiler ve subletal dozlarda teratojenik etkilere neden olur [24,48]. Cry-bagimh
plasmidlerde bulunan p-ekzotoksin I iiretiminden sorumlu genetik belirleyiciler
muhtemelen diizenleyici elementler olup biiyiik miktarlarda B-ekzotoksin I, bu tiir

plazmidlerin yoklugunda tiretilebilir [48,49].

Varsayillan ABC (ATP-Binding Cassette) tastyicist gerekli B-ekzotoksin I iiretimi igin
berAB tarafindan kodlanir. B-ekzotoksin I iiretimi, belirli ¢evre kosullarina tepki olarak
aktiflestirilebilir [48,49]. Boceklere karsi temel toksik maddeler olan parasporal kristal

proteinler ve sporlari, giines 15181na maruz kaldiktan sonra hizla inaktive olur [58].
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Melanin pigmentinin miikemmel bir fotokoruyucu oldugu goriilmiistir ve Bt
israelensis’in sivrisinek oldiiriicii aktivitesi melanin kullanilarak arastirilmistir [57].
Bazi arastirmacilar Bt'den melanin tireten Bt mutantlarin1 elde etmistir [48,59], fakat

ikincil bir metabolit olarak iiretilen melanin Bz’in yabanil suslarindan elde edildi [60].
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Sekil 7. Bacillus thuringiensis’in bazi sekonder metabolitleri [58].

Biiyiimeyle birlikte B-ekzotoksin I ortaya c¢ikmasina ragmen, melanin pigment
iretiminin diizenlenmesi pB-ekzotoksin I'den bagimsizdir [58]. Bt aymi zamanda

potansiyel bir antibiyotik ve antifungal bilesime sahip zwittermicin A tdretir (Sekil 7).
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Ayni zamanda bu bilesim ilk olarak Bc’tan izole edilmis olup yapist dogrusal bir
aminopolyol antibiyotiktir [58]. Yoncada Phytophthora medicaginis tarafindan neden
olan fide ¢okerten hastaligini Onlemistir [60]. Daha da Onemlisi zwittermicin A, Bt

endotoksinlerinin boceklere karsi aktivitesini arttirir [61].

1.8. p-Ekzotoksin (thuringiensin)

Bacillus thuringiensis, ¢esitli bocek zararlilarinin larvalari igin oldukga spesifik olan
bocek Oldiiriicii kristal (Cry) proteinleri tireten bir sporlu toprak bakterisidir. [30]. Bu
kabiliyet nedeniyle, Bt biyolojik zararlilarla miicadelede yaygin olarak kullanilmaktadir
[62,63,64]. Thuringiensin (thu), vejetatif bocek oldiiriicii proteinler (Vip) [65], secret
insecticidal protein (Sip) [66], zwittermicin A (ZwA) [67], Mtx-like toxin [68], ve Bin-
like toxin [69] gibi Cry proteinlerine ek olarak Bt'deki diger bir¢ok insektisit faktor
gozlemlenmistir. Bt tarafindan tretilen B-ekzotoksin olarak da bilinen thuringiensin
(thu), vegetatif biiylime sirasinda iretilen ve siipernatanda bulunan genis spektrumlu
vejetatif bir faktor olup termostabil bir ekzotoksindir [70]. Cry proteininin aksine,
thuringiensin, adenosin, glukoz, fosforik asit ve glukonik diasitten olusan spesifik

olmayan kiigiik molekiillii oligosakarittir [71].

Thu ilk olarak otoklavlanan sivi Bt kiiltiiriiniin 1959'da McConnell ve Richards
tarafindan cesitli bocek tiirlerine enjekte edildikten sonra bdceklerin  Sliimiiyle
sonuglanmasimin ardindan tespit edilmistir [72]. Thuringiensin, Diptera, Coleoptera,
Lepidoptera, Orthoptera, Hymenoptera ve Isoptera takimlarina ait bocek tiirlerinin yan1
sira ¢esitli nematod tiirlerine karsida toksik etki gosterir [73-75]. Thuringiensinler
protein olmayan ve suda ¢oziiniinebilen sekonder metabolitlerdir. Ayn1 zamanda 15 dk
boyunca 121°C ye kadar biyolojik aktivitelerini muhafaza eden 1siya dayanikli
ekzotoksinlerdir [76,77]. pH 7.0 da daha dayanikli oldugu bilinmektedir, ancak sicaklik
artigiyla stabilitesi diismektedir [78]. Diger ekstraseliiler insektisit toksinlerinde oldugu
gibi, bakteri inokule edilen kiiltiir ortaminda bazi suslar tarafindan vejetatif biiyiime

sirasinda tretilir [79].

Ancak sekonder metabolitlerin salgis1 bu nedenle gecici olarak degisir. Bu istenmeyen
ekzotoksin tanimlanmasinin eksikligini gidermek i¢in kiiltiir ortamindaki salgi veya

numune aktivitesinin zamansal bilgisi gereklidir [80].
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Thuringiensin'in farkli toksisite skalasi, yiiksek oranda sus tiretiminin ekim zamanina
bagl olup ayrica farkli kiiltir yogunlugu ve kiiltiir ortaminin degisken kosullar1 ile

aciklanabilir [80].

Thuringiensin'in sentezi ve etkinligi tizerinde pH ve glukoz konsantrasyonunun 6nemli
bir etkisinin oldugu belirtilmistir [81]. Suslar arasindaki fizyolojik farkliliklar toksin
¢esitliginin bir sonucu olabilir. Hatta ayn1 miktarda hiicre inokule edildiginde bile her
bir sus i¢in farkli toksisite profilleri ve sonug¢ olarak izolat iireticilerinin olasi bir
smiflandirma hatast meydana gelebilir [80]. Thuringiensin’in kimyasal yap1 formiilii
C,,H3,N;0,4P seklindedir (Sekil 8) [72].

Sebesta ve Horska (1970), bu ekzotoksinin adenin, fosforile alerik asit ve D-riboz ve D-
glikozun eter ile olagandis1 birlesimiyle sekillendirdigi bir seker pargasindan olustugunu
ileri stirmiigtiir [82]. Giinlimiizde, thuringiensinin benzersiz bir yapiya sahip oldugu ve
monosakaritlerin bir polimeri olarak asimetrik karbon atomlarina sahip oldugu

bilinmektedir [77].

Sekil 8. Thuringiensin (B-ekzotoksin) yapis1 [70].
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Farkl1 serotiplere ait birgok Bt susu ve bazi B. subtilis ve B. megaterium suslar1 toksini
disar1 salgilar [83,84], Bazi calismalarda Bc suslarinin thuringiensin iiretebildigini
belirtilmistir [85-88]. Ornegin, Perchat ve arkadaslar1 [89], 575 adet Bc susu ile yaptig
caligmada 270 tanesinin Tip Il ekzotoksin tirettigini belirtmiglerdir.

Ayrica potansiyel mikrobik bir insektisit olan thuringiensin iiretimi konusunda Bt sp.
darmstadiensis HD199 susu iizerinde c¢alisilmis ve penisilin G'nin, thuringiensin

salinimi i¢in hiicreleri tesvik ettigi gosterilmistir [90].

B-ekzotoksin, aslinda endojen kristallerin 6zelliklerinden farklidir. Bu 6zellikler

asagidaki gibi siralanabilir.

1- Siipernatanlarin biyolojik aktivitesi 15dk 121°C de bile etkinligini siirdiirebilir [72].

2- Duyarli bocek tiirlerinin spektrumu, endotoksin ile ilgili olanlardan farklidir [72,91]

3- Toksisitenin genel resmi farklidir; morfolojik anormallikler, sekil bozukluklari,
dejenerasyon, teratolojik degisiklikler, tily dokme veya pupasyon sirasinda Oliim,
yani fizyolojik olarak kritik asamalardaki hemosit degisikligi farklidir [91-98].

4- Endotoksin iiretmeyen Bt cesitleri, ekzotoksin igin hala biyolojik aktivite

Ozelliklerini korurlar [99].

1.9. Thu’nun insektisidal spekturumu

Thu, Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Orthoptera ve Isoptera bocek
tirleri ve birka¢ nematod tiirii i¢in toksiktir [73-75]. Thu'nun ii¢ ¢esit meyve sinegi i¢in
oldukga toksik etki gosterdigi belirtilmistir; Anastrepha ludens (Loew), Anastrepha
obligua (Macquart) ve Anastrepha serpentina (Wiedemann). Bunlarin LCsy degerleri
sirastyla 0.641, 0.512 ve 0.408 mg/cm®dir [73]. Saflastirilmis Thu Helicoverpa
armigera'ya verildinde ve biiylimeyi énemli derecede kisitladig: tespit edilmistir [100].
2002'de, Tsuchiya ve ark. Japonya’dan 2652 Bt susu izole ederek sigara bdcegi
Lasioderma serricorne'e (Coleoptera: Anobiidae) karsi toksisitesini degerlendirmistir.
Sonug olarak Thu'nun sigara bocegine (Lasioderma serricorne) karsi toksik etki
gosterdigini gozlemlemiglerdir [75]. Ayrica Thu bitki parazit nematodlarina kars1 da
etkilidir [77].
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1.10. Thu iiretimi ve plazmitler arasindaki iliski

Bt HD-2'de plasmid eliminasyonu ve bunu takiben bir trans-konjligasyon deneyi
gerceklestirilmis ve sonug olarak 75-MDa plazmidi kaybeden HD-2 tiirevlerinin Thu
tiretmedigi gozlenmistir [101]. Fakat plazmidi elde eden transkonjugantlar ise toksini

tirettigi gozlemlenmistir [101].

Biyoassayler, sadece 75-MDa plazmidini igeren suslarin sinekler i¢in toksik oldugunu
gostermistir [101]. Kristal geni olmaksizin Bt 407-1 (Cry) (Pig") mutant susunun
¢ozliniir kahverengi bir melanin pigmenti ile Onemli miktarda Thu irettigini
bildirilmistir [49]. Mini-Tn10 transpozonu kullanarak, 407-1 (Cry’) (Pig") mutant
suglarin bir kiitiphanesi kurulmus ve bozulmus Thu iiretimi olan pigmentli olmayan
mutantlar i¢in tarama yapilmig, sonug olarak, Thu tiretimi i¢in gerekli olan iki geni

(berA ve berB) barindiran bir genetik lokus tespit edilmistir [48].

2004 yilinda ayni arastirmacilar, bir gen kiimesinin karakterizasyonunu ve
transkripsiyonel analizini tanmimlamistir. Bt shsp. thuringiensis 407-1 susunda Thu
tiretimi i¢in sigW-ecfX-ecfY ’nin gerekli oldugunu belirttiler [49]. Toksik olmayan kiiltiir
supernatantlarinda sigW dizisinin olmadig1 goriilmiistiir. Arastirmacilar, yabani tiir 407
(cry”) susunda thu'nun bir cry geni tasiyan plasmid iizerinde bulunan belirleyicilerden
tiretildigini ve Bt'de cry gen tasiyan plazmidlerin yoklugunda sigW’nin Thu {iretimini
indiiklendigini belirtmislerdir [49].

1.11. Thuringiensin sentez genleri

Liu ve arkadaslar1 2010 yilinda, bakteri yapay kromozom kiitiiphanesinde heterolog
ekspresyon rehberli taramayi kullanarak tiim thu igin gerekli diziyi klonlamistir [70].
Thu dizisi, Bt CT-43 susunda crylBa igceren 110 kb'lik endojen bir plazmit {izerinde yer
almaktadir [70]. Bu dizi 11 agik okuma ¢ergevesinden olusur ve ayrica genom dizilimi

verileri ile dogrulanmaktadir (Sekil 9) [102].
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0 1 2 3 4 $ 6 7 8 9 10 11 12 Kbp

YNNI LW AN,

thuB thu1 thuC  thuD thu2 thuE thuF thuG thu4
Sekil 9. Tiim thu dizisi [70].

Bu nedenle, gen fonksiyonuna dayanarak, thuC'nin ve thuD'nin glikoz 6-fosfattan
anahtar prekiirsor glukonik diasidin (A Onciisii) sentezlenmesinden sorumlu proteinleri
kodlayabileceginin miimkiin oldugu anlagilmigtir [70]. ThuF ve thul, thu’nun

birlestirilmesinden sorumlu proteinleri kodlarlar [70].

Bir adenilasyon (A) alani, bir yogunlagma (C) alani ve bir agil tasiyici protein (ACP)
domaini ihtiva eden tahmini thu2 proteini thu'nun birlesme yeri olarak gorev
yapmaktadir [70]. ThuE geninin son olarak modifikasyonda (fosforilasyon) kullanilan
enzimi kodladigi tahmin edilmektedir. In vivo ve in vitro aktivite testleri ile thuE'nin -
ekzotoksin olusmunun son basamaktaki fosforilasyonundan sorumlu oldugu

belirtilmistir [77] (Tablo 3.)

Tablo 3. Thu dizisindeki genlerin, tahmini fonksiyonlar ve iglevleri.

Gen Uriin Islevi

thuA Glikoz-6-fosfat-1-dehidrogenaz Aldehidi, karbe?rlzs;ll(ik asite okside

thuB Racemase Izomerin mutarotasyonu.

thuC PEP-protein fosfotransferaz Fosfat gruplarini aktarma

thuD UDP-glikoz-6-dehidrogenaz Monobazik a_sidin dib_azik asite
oksitlenmesi

thuk Shikimate kinaz Fosfat gruplari ekleme

thuF Glikoziltransferaz Glikoz ekleme

thuG N-agil-d-glikozamin 2-epimeraz Adenozin ekleme

Ekzopolisakkarit polimerizasyon

thul - Polisakkariti polimerize etme
proteini

thu2 Non-ribozomal peptid sentetaz Birlestirme Onciisii

thu3 ABC tasiyici zar- aralayici permeaz Fonksiyonu bilinmiyor

thu4 SAM-bagl metiltransferaz Modifikasyon
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1.12. Thuringiensin biyosentez asamasi

Thu’nun biyosentez yolagi tahmin edilen gen fonksiyonlarina gore ¢ikarildi (Sekil 10)
[70].
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Sekil 10. Thuringiensin biyosentez semasi [70]. Adim 1: Anahtar 6ncii molekiil olan
glukonik diasitin (precursor A) sentezi, thuA, thuC ve thuD; Adim 2: glikonik
asit, glikoz ve adeninin thuF ve thul tarafindan birlestirilmesi; Adim 3:
precursor C'nin ThuE tarafindan fosforilasyonu [70]. Kirmiz1 yazilar
molekiiler agiliktir.

Yapisal formiil temelinde thu, dort onciiden tiiretilmistir: adenosin, glikoz, bir fosfat
grubu ve glukonik diasittir [70]. Ilk asamada, glukonik diasitin (precursor A) sentezi
baslar ve bu nedenle, thuC ve thuD iiriinlerini kullanir [70]. Baslangigta substrat olan
glikoz 6-fosfat, glikoz-6-fosfat 1-dehidrogenaz (thuA) tarafindan 6-fosfogluko-6 laktona
oksitlenir ve daha sonra 6-fosfoglikonik aside hidrolize edilir ve daha sonra 6-
fosfoglukonik asitin defosforilasyonu bir PEP-protein fosfotransferaz (thuC) tarafindan
katalize edilir [70]. Elde edilen glukonik asit daha sonra, bir hidroksil grubunu
dogrudan bir karboksil grubuna okside edebilen UDP-glikoz dehidrogenaz (thuD)
tarafindan glukonik diasit (precursor A) haline oksitlenir [70].
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Ikinci asamada glukonik asit, glikoz ve adenin, ThuF ve Thul tarafindan birlestirilir. ilk
olarak, glukonik diasit, ribozomal olmayan peptid sentetaz Thu2'nin ACP bdélgesine
baglanir [70]. Bir hidroksil grubu, Glukonik diasidin C-1’den kalan ACP proteini bir
stilfhidril grubuyla bir tiyoester bagi olusturur. Daha sonra, bir UDP-glikoz pargasi,
glikoziltransferaz ThuF tarafindan glukonik diasit-ACP kompleksi iizerine ilave edilir
ve glikoz ve glukonik diasit arasinda 1,5-glikozidik bir bag olusur. Nihai {iriin
(precursor B), bir ekzopolisakkarit polimerizasyon proteini (Thul) tarafindan
ATP/ADP/AMP'den adenozin ribozu ile polimerize edilir. Daha sonra, riboz ve glikoz
arasinda precursor C'yi iireten bir 4,5-glikozidik bag olusur. Sonunda, precursor C
ACP'den birakilir [70]. Ugiincii ve son asamada, precursor C ThuE tarafindan fosforile

edilir. Olgun Thu molekiilii hiicre tarafindan salgilanabilir [77].

1.13. Thuringiensin tipleri

High-performance liquid chromatography (HPLC) yontemi ile thuringiensinin iki tipi
belirlenmistir [102]. Tip | thuringiensin disiik molekiil agirlikli olup yaklasik 701 Da ve
adenozin glikoz, bir fosfat grubu ve glukonik diasitten olusmus bir karisima sahiptir
[77,103]. Uzun yillar boyunca, thuringiensin I'in, bu niikleotide biiyiik yapisal benzerlik
gosteren adenin niikleotidine benzeyen bir molekiil olduguna inanilmaktayd: [82,104,
105]. Ancak yakin zamanda Liu ve ark., (2010), aslinda adenin niikleozitten bir
oligosakarit oldugunu ileri stirmiistiir [77]. Adenine benzerligi nedeniyle, thuringiensin
I'in toksisitesi, genetik bilginin transferinde anahtar enzim olan RNA polimeraz
biyosentezinin inhibisyonu ile agiklanmistir. Bunun nedeni, bu ekzotoksin, polimeraz
reaksiyonunun polimerizasyonu asamasinda, ATP ile baglanma yerlerinde rekabete
girmesidir [89,106]. Daha spesifik olarak thuringiensin I ATP’nin spesifik bolgesine
adenozinin bir kismini (polimer igine katilmaksizin) tersine gevirerek baglanabilir [104].
Fareler ile yapilan deneyde RNA polimeraz sentezinde azalma goriilmiistiir. RNA
polimeraz sentezi tiim canlilarda temel islem oldugundan thuringiensin I hemen hemen

tlim canl1 organizmalar i¢in toksiktir [107].

Levinson ve ark. [101], Bt subsp. thuringiensis, Bt subsp. tolworthi ve Bt subsp.
darmstadiensis suslarinmn thuringiensin [ f{retimini kodlayan genin plasmidlerde
kodlandigini belirtmistir. Ozawa ve lwahana [108], ekzotoksin iiretiminin Bt subsp

darmstadiensis’in susunda 62-Mdal bir plazmit ile iligskili olduguna dair kanitlar
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saglamistir. Fakat Bt suslarinin thuringiensins 1 {ireten plazmitleri her yerde
bulunmadig: gibi baslangigta bir ABC (ATP-binding cassette) tasiyicinin bu ekzotoksini
salgiladig1 ve tiretimi ile ilgili olabilecegine inaniliyordu [48]. Thuringiensinler ile ilgili
arastirmalar insektisit aktivitesini Ol¢mek i¢in saflastirma stratejileri {izerine
yogunlagmistir. Cilinkii biyosentezinde yer alan genetik belirleyiciler iizerine yapilan
calismalar halen azdir [77]. Son zamanlarda thuringiensin I salgisi igeren ABC
tasiyicilarinda homolog thu3 geni kesfedildi [77]. Ekzotoksin sentezleyen genler
CrylBa proteinlerini sentezleyen genlerin yanisira 110 kb’lik dairesel endojen plazmit

gen kiimesini barindiran genler tarafindan da kodlanir [77].

Daha spesifik olarak, thuringiensin biyosentezinde, thuA, thuC ve thuD genleri, glikoz-
6-fosfattan bir glukonik diasit (6ncii A) olan 6ncii anahtar toxinin sentezinden sorumlu
proteinleri kodlar [109]. thuF ve thul genleri thuringiensin | de toplanan proteinleri
kodlar [109].

Baz1 caligmalar, thuringiensin I iiretiminin cry ve vipl/vip2 genlerini de barindiran
plazmidlerin varligr ile iligkili oldugunu rapor etmistir [101,110-112]. Yiiksek miktarda
turingiensin I'in iretilmesinin, kristal protein CrylB'yi kodlayan geni tasiyan
plazmidlerin varligmma bagli oldugunu rapor etmistir [110,113]. Ancak crystal
tiretmeyen Bt suslart da thuringiensin I iiretebilir. Bt 407-1'in (Cry-) mutant susu buna
ornektir [109]. Bu nedenle, thuringiensin I'in iiretimi, cry genleri iceren plasmidleri
kaybeden bir kolonide bile ortaya ¢ikabilir [110]. Bu endojen plazmitlerin thuringiensin
I kodlayicilarinin konukgu-parazit iliskisi yoluyla boceklerle birlikte evrimleserek,
yatay gen aktarimi ile edinildigine inanilmaktadir [109]. Essiz bir genetik kaynagi
temsil etmek ve adaptif genetik havuzun bir pargast olarak konakg¢i hiicrelerde Bt’in
evriminde ve biyolojide 6nemli bir rol oynayabilir [29]. Levinson ve digerleri, ayni
zamanda Bt subsp. morrisoni susunda bulunan bagka bir tip Il thuringiensin tiiriinii
tamimladi [101]. Tip I thuringiensin, urasil (UTP) ile benzer olup esas olarak
Coleoptera'ya kars tip I'e gore daha fazla etkilidir [30,77,89].

Tip Il thuringiensin ireten suslar plazmidlerinde ¢ogunlukla thuE geni
bulundurmayabilirler [114]. Bu toksin tiirii hakkinda az sayidaki ¢alismadan dolay,
yapist heniiz bilinmemektedir [79,115].
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1.14. Thuringiensin iiretimi

Belirli ¢evre sartlarina gore thuringinensin {retimi gerceklesebilir [48]. Bazi
arastirmacilar bu sekonder metabolitin, sporulasyon genlerinin transkripsiyonel
kontroliinden sorumlu molekiiler sinyal gorevi gorebilecegine inanmaktadir [116]. Daha
once belirtildigi gibi, thuringiensin iiretimi, bilylik plazmidlere baglidir [101]. Bt'nin
herhangi bir susunun herhangi bir serotipinin, thuringiensinleri konjiigasyon stirecinde
kodlayan bir plazmid eclde edebildigi gosterilmistir [79]. Bundan dolayi, bazi
aragtirmacilar, thuringiensin iiretiminin, Bt'nin bazi serovarlari ile smirl spesifik bir
ozellik olmaktan ziyade, suslara 6zgii bir 6zellik oldugunu iddia etmistir [2,88,117-
119].

Bt suslarinin serotipleriyle, thuringiensin iiretimini belirlemek giicken, bu ekzotoksinin
serotipleri ile liretimin arasinda giiclii bir korelasyon vardir [120]. Baska bir deyisle,
ortak ireticiler olarak kabul edilen darmstadiensis, thuringiensis veya tolworthi
serotiplerine ait suslar, bu metabolitin nadir ireticileri olarak siniflandirilan serovar
alesti, sotto, aizawai ve morrisoni'ye ait olan suslara kiyasla daha beta-ekzotoksin
tretimi daha fazladir [115]. Literatiirde, en az 13 Bt serotipinde turingiensinlerin
tiretildigi bildirilmistir [109] (Tablo 4).

Tablo 4. Bacillus thuringiensis serovarlarinin iirettigi thuringiensin tipleri (tip I ve II).

Bt serovarlari Thuringiensin tipleri Referanslar
darmstadiensis | [88,101,107,115,117,121]
galleriae | [107]
israelensis | [79]
kenyae | [75,79,117]
kunamotoensis | [88]
kurstaki | [75,79,101]
morrisoni I-11 [101]
pakistani I [79]
tenebrionis | [109]
thuringiensis | [75,101,107,115,121-124]
tohokuensis | [79]
tolworthi I-11 [88,101,121,124]
toumanoffi | [88,115,117]
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1.15. Thu’nun salinimi ve savunma sistemi

Thu kiimesi barindiran plazmid itizerinde 4 benzeri salgi sistemi (T4SS) bulunmustur.
Thu'nun salgilanmasinda T4SS’ler ve Thu3 goérev aldigi belirtilmistir [70]. Thu
kiimesinde thuE geni thuringiensinin son asamasinda forforilasyondan sorumludur. Bu
olay membran translokasyon isleminin son basamaginda gerceklesir. Olgun
thuringiensin, Thu3 ve T4SS kombinasyonu sirasinda ¢ikarildiginda hedef hiicrenin

Thu'nun olas1 zararlarindan korundugu goriilmiistiir [77].

1.16. Thuringiensin'in toksisitesi

Thuringiensin, diinyanin en 6nemli hastalik vektorleri, tarimsal zararlilar (Lepidoptera,
Coleoptera ve Diptera) ve nematot tiirlerine kars1 genis spekturumlu spesifik olmayan
bir etki etki gostermektedir (Tablo 5) [109]. Thuringiensinlerin etki big¢imi, o-
endotoksin'in etki tarzindan oldukga farklidir [125,126,127]. Bocek hiicrelerinin protein
sentezini inhibe etmek i¢in 2 mM ekzotoksinin yeterli olabilecegi belirtilmistir [128].
Dahasi, bazi nematod tiirlerinde bu ekzotoksin gelisme asamasindan bagimsiz olarak

olumciil etki gosterebilir. Bu nedenle hayat evresinin tiim asamalarinda etki gosterebilir

[106].

Tablo 5. Thuringiensin’in tarim zararlilarina kars1 toksik etkisinin siniflandirilmasi.

Taksonomi Oldiiriicii etkisi Referanslar

Larvalara mutajenik ve
Coleoptera [48,75,93,129,130]

teratojenik etki

] Yetiskin larvalara mutajenik ve
Diptera o ] [86,88,105,101,118,124,131-145]
teratojenik etki

Lepidoptera Larvalara teratojenik etki [88,121,146-152]

.. [153,154,155]
Nematod Ureme oranlarini azaltir

1.17. Thuringiensin'in hedef olmayan organizmalara karsi toksisitesi

Thuringiensin'in Apis mellifera’ya kars1 etkisi incelenmis ve yiiksek dozlarm 7 giin
iginde %100 6liime neden oldugu belirtilmistir [156]. Allium cepa (sogan) kok meristem

hiicreleri ile testler yapilmis ve ig iplikleri ve sitokinez olusumunu inhibe ettigi
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belirtilmistir [157]. Sonug olarak ekzotoksinlerin esas hedefinin kromozomlara ve

mikrotiibiil sistemlerine kars1 oldugu idda edilmistir.

1.17.1. Thuringiensin'in memelilere ve diger canhlara kars: toksisitesi

Thuringiensinlerin  omurgali canlilar {izerindeki etkileri damar i¢i, deri alt,
intraperitoneal enjeksiyonlar, mutajenite testleri ve insan kan kiiltiirleri ile memelilerde
giivenlik testleriyle saglanmistir [109]. insan kan ve kemik iligi hiicrelerinin kiiltiirlerini
kullanarak cesitli testler uygulanarak sitolojik etkisi kanitlandiktan sonra in vitro islem
ile thuringiensinlerin akut ve kronik etkileri ortaya ¢ikmigtir [158]. Birka¢ arastimaci
tarafindan memelilere toksisitesi oldugu rapor edilmistir [152,159,160].

Boceklerde ve memelilerde thuringiensinlerin toksisitesinde 6nemli bir fark oldugu
sonucuna varmak miimkiindiir [109]. Intraperitoneal yolla toksin verilen farelerin
idrarinda thuringiensinler degismeden atilmistir [104]. B-ekzotoksinler farelerin
dokularinda  birikmemistir  [104].  Thuringiensinlerin  intraperitoneal yol ile
uygulanmasinin oral yolla uygulanmasina gore daha toksik etki gosterdigi
dogrulanmistir  [30,105,149]. Bircok ¢alisma thuringiensin’in  yiiksek dozda
uygulandiginda zararli oldugunu kanitlamis olsada diisiik dozlarda zararli olmadigini

ortaya koyan ¢aligsmalarda vardir [161].

Farelerde go6zlenen thuringiensinlerin tim yan etkilerine ragmen, Bt kaynakli insanda
gida zehirlenmesine iliskin sadece bir rapor vardir [162]. Ancak, gastroenterit
olusturabilen firsat¢1 bir insan patojeni olan Bt ve Bc suslari arasinda farklilagsma

olmadigindan dolayi yetersiz temsil edildigi diistiniilmektedir [163].

Devidas ve Rehberger [164], Bt'den alinan iki ekzotoksin formiilasyonunun yani sira
kismen saflastirilmis bir formiilasyonun nematisidal aktivitesi degerlendirmis, bu
degerlendirilmede kullanilan yontemler dogrudan temasli nematisid testler, kulugka
testleri, enfeksiyon testleri tohum torbalarinda hiyar / kok-ur nematodu (Meloidogyne
incognita) ve serada kok-ur nematodunu kullanarak test yapilmig, M. incognita
yavrularina kontakt nematisit aktivitesi gozlenmemesine karsin, test organizmasi olarak
Caenorhabditis elegans nematodu kullanildiginda %100 o6lim meydana geldigi
goriilmistiir. Tohum torbasi tahlilindeki nematod enfeksiyonu degerlendirmeleri

nispeten yiiksek konsantrasyonlarda (> 10 mg kg?) kok kiigiilmesini azalttigin
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gozlemlemislerdir. Ayrica aragtirmacilar serada yapilan analizlerde toprak
popuslasyonunda kayda deger azalma gbzlemlemisler ve uygulanan materyal miktar ile
ilgili gal sayilarinda, larvalarin toprak / koklerden ve bitki biliylime parametreleriyle

iligkili olarak kontrol derecesi yeterli olmamustir.

Normand ve ark. [165], standartlagtirilmis spor ve Bt HD-1 susu ile B-ekzotoksin
karisimlarini igeren yapay bir diyetle beslenen Lymantria disparin (¢ingene giivesi)
larvalarina karsi sinerjik etki ortaya koydugunu gozlemlemislerdir. 5 giin maruz
kaldiktan sonra Bt'in LCsy degeri %0.01 ve %0.02'lik B-ekzotoksin ile karistirilmis ve
tek basmna Bt'ninkinden anlamli derecede diisiik oldugu gozlemlenmistir. Uygulama
sliresi 7 giine ¢ikarildiginda, larvalarin Bt'ye karsi duyarliligi %0.001 B-ekzotoksinin

ilavesiyle birlikte belirgin bir artis gostermistir.

Shoushtari ve ark. [166] Bt berliner'in B-ekzotoksin (thurigiensin) 'in Tetranychus
urticae’nin farkl evrelerine (iireme ve populasyon gelisimi) direkt toksisitesi laboratuar
kosullarinda degerlendirmislerdir. T. urticae'nin olgunlasmamis evreleri thuringiensin'e
yetiskinlerden daha fazla duyarli oldugu belirtilmistir. Disilerde 3 giin siireyle
kalintilara maruz birakildiklarinda T. urticae'nin iiremesini 6nemli ol¢iide azalmistir.
LCso'de, larvalar ve protonimfler, thuringiensin i¢in deutonymiflerden ve yetigskinlerden
onemli derecede daha hassastir ve thuringiensinin, yumurta evresine etkisinin olmadig:
belirtilmistir. Larva, protonimf, deutonym ve eriskinlerde LCsy sirasiyla 148, 176.6,
293.4 ve 318.5 ppm oldugu belirtilmistir. Giinlik yumurtalar, B-ekzotoksinin altt
konsantrasyonu arasinda onemli farkliliklar sergilemistir. Tiim konsantrasyonlar i¢in
kuluckalik yumurta ylizdesinde Onemli fark olmadigini gozlemlemisledir. Ayni
zamanda T. urticae i¢in Uremenin azalmasi en fazla %75 (500 ppm'de) olarak

belirtilmistir.

Herbert ve ark. [167] Bt'in p-ekzotoksinin, 1., 3. ve 4. instar Heliothis zea larvalari
tizerinde biyolojik olarak inceleme yapmus, larvalarm, 1-700 pg AI / ml diyet
konsantrasyonlarinda 6liimciil doza 7 giin sonra yanit verdigi goriilmiistir. Bu iki
degerlendirmede 1. 3. ve 4. instar larvalarin LCsq degerleri sirastyla 4.9, 134.6 ve 286.2
ug Al / ml ve diyet konsantrasyonlari sirasiyla 4.0, 17.6 ve 66.4 pg Al / ml olarak
belirtilmistir. Gelisme doneminden sonraki 7 giinde larvalar arasindaki farkliliklar daha

belirgin olmustur. Doz artisinin 6liim oranini yiikselttigi gézlemlenmis, p-ekzotoksin
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zehirlenmesinden 3. ve 4. instar larvalar sirasiyla %19 ve %38 oraninda hayatta

kalmustir.

Young T.K. ve ark. [168] Bt fermantasyonu ile 1siya dayanikli [B-ekzotoksin
saflagtirllmasiyla 9 ng B-ekzotoksin ile larva basmna 280 mg olgun larvaya enjekte
edildiginde olgun lahana tirtili (trichoplusia ni) agiz kisminda deformasyonlar oldugu
gbzlemlenmis ve larvaya 26 ng [-ekzotoksin enjekte edildiginde olgun larvalarin
%50’sinin agiz kisminda deformasyonlar olmustur. B-ekzotoksin varlig: ile protein ve
niikteik asit sentezinin inhibe edildigi gozlemlenmis ve spesifik olarak **C-valin, **C-
urasil ve 'C-timidin proteinlerinin RNA ve DNA ya katilmasiu engelledigini
gozlemlemislerdir. Her bir larvada 30 pg/lt B-ekzotoksin enjeksiyonundan 120 dakika
sonra inhibisyon yiizdesi %353(protein), %36(RNA) ve %41(DNA) olarak
gozlemlemislerdir. Sentezin inhibe olmasinin enjeksiyondan yaklasik 30 dakika sonra

gerceklestigi belirtilmistir

Lewis L.C. ve ark. [169] Bt'in alt1 alt tirii tarafindan {iretilen spor-kristal
komplekslerinin ve termostabil B-ekzotoksinin aktif olarak iliskili oldugunu
gozlemlemislerdir. Misir kurdu Ostrinia nubilalis'in larvalar1 kullanilarak yapilan
aragtirmada Bt subsp. Kenyae, Galleriae ve Kurstaki aktif spor-kristal kompleksleri
trettigi belirtilmistir. Buna karsilik Bt subsp. thuringiensis ve subsp. darmstadiens,
Ostrinia nubilalis'in larvalarina karsi aktif olarak termostabil (-ekzotoksin iirettigi
belirtilmistir. B. thuringiensis subsp. tolworthi’nin hem spor kristali kompleksi hem de

musir kurdu larvalaria kars etkili bir termostabil B-ekzotoksin tirettigi belirtilmistir.

1.18. Thuringiensin (B-ekzotoksin) etki mekanizmasi

Defosforile ekzotoksin enzim preparati, bu bilesigin biyolojik olarak inaktif oldugunu
gostermistir [82,170,171]. p-ekzotoksin yilan zehiri fosfatazlarma karsi direnglidir
[100]. Biitiin haldeki ekzotoksin, sadece bazi bocek tiirleri i¢in degil, ayn1 zamanda
memeliler iginde toksik etkisi vardir [99]. Ekzotoksinin RNA sentezini inhibe ettigi
belirtilmistir [172,173].

Daha ayrintili bir ¢alismadan sonra inhibitér etkinin DNA bagli RNA polimeraz

tarafindan katalize edilen polimerizasyon reaksiyonunda goriildiigii bildirilmistir [100].
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Inhibisyon spesifik olup ekzotoksin sadece ATP ile rekabet eder ve ek olarak diger

niikleotidlerin eklenmesi inhibisyonu etkilemez [82].
RNA polimerizasyonunun ardisik siiregleri su sekildedir [89]:

1. DNA matrisinin enzim ile birlesmesi;

2. Stabil bir 5'— 3' bag1 olusturarak zincir baglatma;

3. Zincir uzamasi;

4. Sentezlenmis poliriboniikleotid zincirinin matristen salinmasi.

Ekzotoksinin etki mekanizmasinin daha ayrintili bir karakterizasyonu igin iki tlirevi
hazirlanmustir. Bunlar inozin-eksotoksin ve N'-oksit ekzotoksindir. [82]. Ekzotoksinin
N'-oksidasyonunun adenin kismi toksisite kaybina yol agmis ve inosin-ekzotoksin ATP
ile azaltilmamis ancak GTP ilavesiyle azaldigi belirtilmistir [99]. Boylece
polimerizasyon tepkimesinin inhibisyonuna neden olur [99]. Farkli konsantrasyonlarda
ve devam eden RNA polimerizasyon reaksiyonunun farkli zaman araliklarinda ATP'nin
eklendigi diger deneyler, ekzotoksinin baglangi¢c reaksiyonunu biiyiikk o6l¢iide
etkilemedigini ve zincir uzamasini geri doniisiimsiiz olarak engellemedigini ortaya
koymustur [99]. Simdiye kadar elde edilen sonuglara dayanarak, ekzotoksin, ATP ile
yapisal benzerliginden otiiri, adenin kalintistyla DNA-enzim kompleksinin ATP
spesifik alanina baglandig1 varsayilabilir [82,104]. Molekiiliin asidik (allarik) kisminda
degistirilen ekzotoksin tiirevlerinin ve analoglariin uygulanmasi, bu bilesiklerin
polimerazin modifikasyon tiirtine bagli olarak farkli Olclide inhibe ettigini ortaya
koymustur [174]. landolo ve ark. Bt'in sporlarinda polimeraz inhibit6riiniin varligindan

bahsetmis ancak ekzotoksinin varligindan bahsetmemistir [175].

1.19. Thuringiensin iceren bocek oldiiriicii ilaclarin yasaklanmasi

Formiilasyonunda thuringiensin iceren biopestisidler, Bitoxibacillin [176], Muscabac
[85] veya Thuricide [177] gibi biyopestisitler Bt subsp. thuringiensis, M. domestica
larvalarmi kontrol etmek i¢in yaygin olarak kullanmilmistir [139,140], ayrica domuz
ahirlar1 ve mezbahalar istila eden sinekler iginde kullanilmistir [145,158,178]. Ancak,
thuringiensin'in farelerde oldiiriicii olduklarini belirttiginden [173], bu toksinin ticari

kullanimi elestirilmeye baglanmistir. Bundan dolay1r memelilere karsi potansiyel toksik
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etkisinden dolayr biyolojik miicadelede kullanim alani sinirlandirilmistir [78]. 1999
yilindan bu yana, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) Bt’nin thuringiensin iireten suslarini
biyo-pestisit formiilasyonunda kullanmamayi 6nerdi [33,103,107,163,177,179,180].

Bu nedenle biyolojik pestisitlerin kullanimi Bt’nin yeni suslarini segerken thuringiensin
tiretiminde simirlayici faktor olmustur [181]. Yeni bir entomopatojen mikroorganizma
biyolojik miicadele uygulamalarinda kullanim igin bir aday olarak sunuldugunda, hedef
olmayan organizmalar iizerindeki etkisi arastirilmalidir [156]. Bu nedenle, bu
istenmeyen ekzotoksinleri tespit etmek igin testlerin yapilmasi Onerilir ve eger
organizmanin  bunlart  {retebilecegi  disiiniiliirse, bunlarin  risk  dozlarinda
bulunmadigindan emin olunmalidir [107]. Cevresel performansin ve giivenligin
degerlendirilmesinde bir diger Onemli faktordiir, ek olarak fizyolojik toksite
thuringiensinin stabilizesine baglidir [62]. Baslangigta, birkag yazar bu ekzotoksinlerin
cevrede olduk¢a kalict oldugunu bildirmistir [149,171,172]. Thuringiensinlerin UV
isinlarina maruz kalarak bozunmadigini [183], ancak yakin zamanda bu ekzotoksinin
sulu ¢ozeltide kararsiz oldugunu ve toksit olmayan bilesikler iginde bozunabilecegini ve
biyotik, fiziksel ve kimyasal degisikliklerle ozelliklede pH ve sicaklik agisindan
giclendirilebilir  oldugunu goézlemlemislerdir [78]. Bu arastirmacilara  gore,
turingiensinler simiile edilmis gevresel kosullar altinda olduk¢a kararsizdirlar. Sulu
fazda yaklagik 2.72 ila 19 giin arasinda yari Omre sahiptirler (diger cevre
kirleticilerinden 6nemli Ol¢iide daha kisa) ve diger mikroorganizmalar olmadan %99
oraninda bozunabilirler [109]. Bu veriler, bu toksinin giivenlikle ilgili endiselerini

azaltabilir.

1.20. Thuringiensinlerin tesbiti icin uygulanan prosediirler

Thuringiensinlerin ilk saflastirma yontemleri icin santrifiij islemleri uygulanmistir
[185], ardindan CaCl, ile ¢okelme yontemi [185], 367 setilpiridinyum kloriir (SPK)
surfaktan ile miselle desteklenmis ultrafiltrasyon yontemi [186], fermantasyonun
ortasinda ayrigma i¢in kalsiyum silikat ve sodyum fosfat dibazik ile fiksasyon, ardindan
high-performance liquid chromatography (HPLC) ve ¢ozeltiden fazla tuzlarn
uzaklastirmak icin elektrodiyaliz veya siipernatana aseton ve asetonitril eklenerek

¢cokelmesini saglama bunlardandir [187,188].
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Ultrafiltrasyon igeren yontemler cesitli dezavantajlara sahiptir. Bunlar maliyeti yiiksek,
etkinligi diisiik ve uzun zaman almaktadir [188]. 2001 yilinda, Gohar ve ark. tarafindan
Onerilen bu yontem ile ¢ok disiik seviyelerde thuringiensin (0.3 pg/ml) tespit
edilebiliyor ve bundan dolay1 en ¢ok kullanilan yontemdir [188]. Thuringiensinlerin
tespiti icin en geleneksel yoOntem, toksisiteye bagli biyolojik tahlillere dayanir
[117,188]. Musca domestica larvalar1 gibi ekzotoksine o kadar ¢ok duyarlidir ki normal
yetiskinleri maruz kaldiktan sonra gelisme gostermezler ve bu organizmalar ile yapilan
biyolojik tahliller B-ekzotoksinlerin tanimlanmasi i¢in kullanilabilir [103,122,159,189].
Ote yandan bazi yazarlar thuringiensin tesbiti ve miktarin1 belirlemek i¢in HPLC
yontemini kullanmiglardir. Fakat bu yontem 9 giin siirdiigii icin zaman alict olmasi,
spesifik olmamasi, o6rneklerde yabanci maddeler olmasindan dolay:1 hatali tahminlerin
olmasit nedeniyle biyolojik analizlere alternatif yontem olarak kullanilir
[77,115,190,191]. Thuringiensinlerin HPLC ile tesbit limitleri 0.1 ile 10 pg/mL
arasindadir [192]. Ancak HPLC direk olarak toksiteyi degerlendirmez, yanlis sonuglar
verebilir ve pahali ekipmanlardir [103,117]. Buna karsilik ELISA yontemi HPLC'den
daha hassastir ve 0.1 ng/mL ye kadar miktar1 belirlenebilir. [77]. Liu ve ark., ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile, thuringiensinleri tesbit etmek ve ekzotoksinlerin niceligini
belirlemek ic¢in liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS) yontemini
kullanmiglardir [77]. Sauka ve ark., thuringiensin senteziyle alakali olan thuE geninin
tesbiti ile thuringiensin I iiretimini hizli bir sekilde tahmin etmek i¢in PCR yontemini
onermistir [114]. PCR teknigine ek olarak iyon degisim kromatografisi,
spektrofotometri, misel elektrokinetik  kilcal kromatografiside kullanilabilir
[101,191,192].



2. BOLUM

YONTEM ve MATERYAL

2.1. Materyaller

2.1.1. Calismada kullanilan Bacillus thuringiensis suslari

Toplam 81 adet standart ve yerel Bacillus thuringiensis susu Erciyes Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Bdliimii, Enzim ve Mikrobiyal Biyoteknoloji
arastirma laboratuvarinda bulunan stok kiiltiirden aktiflestirilerek kullanilmistir (Tablo

6).

Tablo 6. Aktiflestirilen Bt suslari.

Sira No Izolat Sira No Izolat
1 Sy 76 43 Sy 24
2 Sy 68 44 Sy 26
4 Sy2.la 45 Sy 30
5 Sy 49.1.3 46 Sy 48.2.2
6 Sy 95 47 Sy 9
7 Sy 25.1 48 Sy 110
8 HD 125 49 Sy 21
9 Sy 60 50 Sy 140
10 Sy 126 51 Sy 56
11 Sy 66 52 Sy 136
12 Sy 23 53 Sy 98
13 Sy 79 54 Sy 59.5
14 Syb5.1.1 55 Sy 2.2b.2
15 Sy 62 56 Sy 59
16 Sy 78.2.b 57 Sy 55
17 Sy 52 58 HD 1
18 Sy 90 59 HD 916
19 Sy 19 60 Sy 10
20 Sy 63 61 Sy 56
21 Sy 10 62 Sy 40
22 Sy 40 63 Sy 29
23 Sy45.1 64 Bt tenebrionis
24 Sy 54 65 Bt kurstaki
25 Sy 57 66 Sy 73.2
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26 Sy 116 67 Sy 79.b
27 Sy 46 68 Sy 48
28 Sy 27.1 69 Sy 58.4
29 Sy 58.2 70 Sy 27.3
30 Sy 15 71 Sy 73.3
31 Sy 61 72 Sy 35.1
32 Sy 69.4 73 Sy 62.1.a
33 Sy 28.5 74 Sy 49.1
34 Sy7 75 Sy 33.3
35 39.2 76 Sy 65.1.b
36 Sy 70 77 Bt israelensis
37 Sy71 78 Sy 1.15
38 Sy5 79 Sy 38.4
39 Sy 61.b 80 Sy 26.3
40 Sy 72 81 Sy 59.3
41 Sy 43

42 Sy 6.2.c

2.1.2. Calismada kullanilan primer ciftleri

Bt suslarinda B-ekzotoksin kodlayan genlerin belirlenmesi

islemlerinde Tablo 7 ve Tablo 8’de verilen primer ¢iftleri kullanilmistir.

Tablo 7. Calismada kullanilan thu dizisi primerleri ve 6zellikleri

icin yapilan PCR

Primerler Boyut
Gen thu Dizisi (bo) Pozisyonu Tm (°C) Referans
¢
F 5'-CGTGCGATACTCACATAC-3'
thuB 43°C [193]
R 5-GCTAACTAAGCGTTCTACT-3'
) F 5'-GGCGCTTCCTATGAACATGC-3' 6361-6380 . Bu galismada
thu4 49 °C
Thuringiensin R 5'-ATAGCGCGCTTGTGTTGTTG-3' 417 6777-6758 dizayn edildi
(thu) F 5.GCGGCAGCCGTTTATTCAAA-3’
thuE; 406 373-778 51°C [114]
R 5'-CCCCTTCCCATGGAGAAACA-3'
F 5-CAGTAAAAGGCCCATTGGAA-3’
thuk, 385 263-647 46 °C [114]
R 5 TTCCATGAATTTGCCGATTT-3’
Tablo 8. cryll primeri ve 6zellikleri
Gen Primer Boyut Pozisyon Tm(°C) Referans
(b¢)
F | 5-AACACTCAGTATATGAAT-3' 1059-1374
cryll 378 1437-1419 57°C [110]
R | 5-CACATGTGATGCTGAAAT-3’
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2.1.3. Calismada kullanilan besi ortamlar

Nutrient Agar (NA) besiyeri (pH 6.8+2): 1 It distile su igerisinde 1 gr et Oziitii, 2 gr
maya Ozitii, 5 gr pepton, 5 gr NaCI ve 15 gr agar olacak sekilde ¢ozelti hazirlanip 121
°C’de 15 dakika otoklav edilerek hazirlanmistir.

2.1.4. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan tampon ve c¢ozeltiler

10X Taq DNA polimeraz tamponu: 750 mM tris-HCI (pH 8.8), 200 mM
(NH3)2S04, %0.1°1ik tween 20

MgCl; (25 mM)

dNTPmix (10 mM)

Taq DNA polimeraz (5 u/pl)

Oligoniikleotid primerler (Tablo 7 ve Tablo 8).

NN NN SR

2.1.5. Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan ¢ozeltiler

v' Agaroz (%1): 2 gr

v’ Tris-asetik asit EDTA (1xTAE) tamponu, pH 8.0 (50x/litre): 242 gr trizma bazi,
57.1 ml glasiyel asetik asit, 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0),

v' Tris-borik asit EDTA (TBE) tamponu, pH 8.0 (5x/litre): 54 gr trizma bazi, 27.5 gr
borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0),

v" Etidyum bromiir (10 mg/ml).
2.2. Yontem

2.2.1. izolatlarin yetistirilmesi ve muhafazas

Topraktan izole edilmis olan B. thuringiensis suslari Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii, Enzim ve mikrobiyel biyoteknoloji laboratuvarindaki stok
kiiltiirlerden aktiflestirilerek standart suslarla birlikte kullanildi. Bakteriler gerektiginde
kullanilmak tizere cryo tiiplerde stoga alinarak (800 pl sivi LB, 200 ul gliserol) -80°C’
de saklandu.
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2.2.2. DNA izolasyonu

Bakteriyel kiiltiirler Nutrient Agar besiyerinde, 37 °C de bir gece biiyiitiildii. Bir 6ze
dolusu hiicre steril distile suyla karistirtlip -80 °C de 30 dakika bekletildi. Ardindan
kaynayan suda 10 dakika bekletildi. Daha sonra olusan lizat 10000 rpm de 1 dakika
santrifiij edilerek pellet uzaklastirildi. DNA miktar1 nanodrop ile belirlendikten sonra,
elde edilen siipernatant PCR analizlerinde DNA kalib1 olarak kullanilmistir.

2.2.3. PCR yontemi ile B-ekzotoksin geni tasiyan suslarin belirlenmesi

Izole edilen DNA &rneklerinde Tablo 7 ve Tablo 8’de dzellikleri verilen primer giftleri
kullanilarak PCR reaksiyonlart ile [-ekzotoksin geni tasiyanlar belirlenmistir.

Reaksiyon karisimi Tablo 9. da belirtildigi sekilde hazirlanmustir;

Tablo 9. Her bir 6rnek i¢in kullanilan PCR karigimi.

Bilesim Hacim
dH,0 16 pul
10x Taq Buffer 2.5l
2.5 Mm dNTP 2 ul
Forward Primer (10uM) 0.5 pul
Reverse Primer (10uM) 0.5 pul
Taq DNA Polymerase 0.5 ul
Kalip DNA 3ul
TOPLAM 25 ul
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PCR programi agagidaki gibi ayarlandi;

95°C 5 dakika (Baslangi¢ denatiirasyon asamasi)
95°C 0.30 dakika (Denatiirasyon)

*54°C 1 dakika (Annealing) 35 dongii
72°C 1 dakika (Uzama)

72°C 5 dakika (Son uzama asamasi)

* Erime sicakligi her bir primer ¢ifti i¢in Tablo 7 ve Tablo 8’de belirtildigi sekilde

ayarlanarak optimize edilmistir.

2.2.4. Agaroz jel elektroforezi

Elde edilen iirine 3 pl loading dye eklenip 25 pl alinarak agarose gel (%])
elektroforeziyle 100V’ta 90 dakika yiiriitiildiikten sonra Biorad ChemiDoc MP ile
gortintiilenmistir. DNA molekiiler agirlik marker’t olarak 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific, #SM0321) kullanilmistir.

2.2.5. thu4 primerinin olusturulmasi

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ web adresindeki veri tabani kullanilarak NCBI referans
sekans numarasi: NZ_ NTVS01000083.1 ve Protein ID numarasi: WP 000551407.1 olan

gen bolgesinden BLAST yontemiyle primer dizileri belirlenmistir. Sekil 11.°de

gosterilen Primer 4 ¢alismada kullanilmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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NZ_NTVS01000083.1: 6.1K..7.2K (L1Kkbp) | Find:
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Sekil 11. thu4 primerlerinin olusturulmasi.



3. BOLUM

BULGULAR

Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji A.B.D Enzim ve
Mikrobiyal Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvarindan temin edilen toplam 81 adet B.
thuringiensis bakterisine ait B. thuringiensis var. tenebrionis, B. thuringiensis var.
kurstaki, B. thuringiensis var. israelensis, HD125, HD1, HD916 standart suslar1 ve
yerel suslar kullanilarak B-ekzotoksin | (thu) dizisi olan thuE, thuB, thu4 ve cryll
tastyan genlerin belirlenmesi i¢in Tablo 7 ve Tablo 8’de referanslar1 ile verilen

primerler kullanilarak PCR yontemiyle tesbit edilip goriintiilenmistir.

75 adet Bt bakterisine ait yerel suslar ile yapilan ¢alismada thuE; thuE2, thu4, thuB,
cryll genlerinin yiizdesi sirsiyla 53.33, 2.67, 2.67 ve 5.33 olarak tespit edilmistir (Tablo
10). Yerel suslari 31 tanesinde (%41.33) thu geni tespit edilememis olup bunlardan
ozellikle Sy27.3, Sy49.1, Sy62.1.A, Sy25.1’in daha oOnce yapilan ¢aligmalarda
biyoassay denemelerinde etkili sonuglar verdigi ve dolayisiylada biyopestisit

gelistirilmesinde giivenli bir sekilde kullanilabilecegi gortilmiistiir.

Tablo 10. B-ekzotoksin ve cryll geni bulunduran Bt suslari

Suslar thug; | thug, | thuB thu4d cryll

Sy 76 +
Sy 68 +
Sy2.1A
Sy 49.1.3
Sy 95
Sy 25.1
HD 125 + + +
Sy 60 +
Sy 126
Sy 66




Tablo 10. B-ekzotoksin ve cryll geni bulunduran Bt suslar1 (Devami)

40

Sy 23

Sy 79

Sy5.1.1

Sy 62

Sy 98

Sy 52

Sy 90

Sy 19

Sy 63

Sy 78.2.b

+ |+ |+ |+

Sy 10

Sy 40

+

Sy 45.1

+

Sy 54

+

Sy 57

Sy 116

Sy 46

Sy 58.2

Sy 15

Sy 61

Sy 69.4

Sy 67

Sy7

Sy 28.5

Sy 39.2.b

Sy 70

Sy 71

Sy5

Sy 61.b

Sy 72

Sy 43

o o o I S [ [ [ A A o ol o e S

Sy 6.2.C

Sy 24

Sy 26

Sy 30

Sy 48.2.2

Sy 9

+ |+ |+ |+ ]|+

Sy 110

Sy 21

Sy 140

Sy 56

Sy 136

Sy 59.5

Sy 2.2B.2

Sy 59

Sy 55

HD 1

HD 916

Sy 10

Sy 56

Sy 40

Sy 29
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Bt tenebrionis +
Bt kurstaki +
Sy 73.2
Sy 79.B
Sy 48
Sy 58.4
Sy 27.3
Sy 27.1 + +
Sy 73.3
Sy 35.1 +
Sy 62.1.A
Sy 49.1
Sy 33.3
Sy 65.1.B
Bt israelensis
Sy 1.15
Sy 38.4
Sy 26.3
Sy 59.3

|+ |+ |+ ]|+

3.1. thuE; primerleri ile yapilan PCR ¢alismalari

Bt var. tenebrionis, Bt var. kurstaki, Bt var. israelensis, HD 125, HD 1, HD 916 standart
suglar1 ve diger suslarla Tablo 7. de belirtilen thuE; primerleri kullanilarak yapilan PCR
tiriinleri %1°lik agaroz jelde 100 V’da 90 dakika yiirtitiilerek Sekil 12-14’teki goriintii
elde edilmistir. Yerel Bt suslariin 40 tanesinin (%53.33) 400-410 aras1 bg¢ olusturdugu

goriilmiistiir.
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Sekil 13. thuE; primerleri ile elde edilen PCR fiiriinlerinin %1°lik agaroz jel goriintiisii.
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Sekil 14. thuE; primerleri ile elde edilen PCR iiriinlerinin %1°lik agaroz jel goriintiisii.

3.2. thuE; primerleri ile yapilan PCR ¢alismalari

Bt var. tenebrionis, Bt var. kurstaki, Bt var. israelensis, HD125, HD1, HD916 standart
suslar1 ve yerel suslarla Tablo 7. de belirtilen thuE; primerleri kullanilarak yapilan PCR
tirlinleri %1°lik agaroz jelde 100 V’da 90 dakika yiiriitiilerek Sekil 15.’deki goriintii elde
edilmistir. Bt Sy67 ve Sy29 suslarinin (%2.67) 380-400 arast b¢ olusturdugu

gorilmiistiir.
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Sekil 15. thuE; primerleri ile elde edilen PCR iiriinlerinin %1°lik agaroz jel goriintiisii.
3.3. thu4 primerleri ile yapilan PCR c¢alismalari

Bt var. tenebrionis, Bt var. kurstaki, Bt var. israelensis, HD125, HD1, HD916 standart
suslar1 ve yerel suslarla Tablo 7. de belirtilen thu4 primerleri kullanilarak yapilan PCR
tirtinleri %1°lik agaroz jelde 100 V’da 90 dakika yiiriitiilerek Sekil 16’daki goriintii elde
edilmistir. Bt Sy70 ve Sy69.4 suslarinin (%2.67) 400-450 arasi b¢ olusturdugu

goriilmiistir.
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Sekil 16. thu4 primerleri ile elde edilen PCR iiriinlerinin %]1°lik agaroz jel goriintiisii.

3.4. cryll primerleri ile yapilan PCR ¢alismalari

Bt var. tenebrionis, Bt var. kurstaki, Bt var. israelensis, HD125, HD1, HD916 standart
suslar1 ve yerel suslarla Tablo 8. de belirtilen cry1I primerleri kullanilarak yapilan PCR
tirtinleri %1°lik agaroz jelde 100 V’da 90 dakika yiiriitiilerek Sekil 17.’deki goriintii elde
edilmistir. Bt Sy27.1, Sy59, Sy60, ve Sy2.2b.2 suslariin (%5.33) 350-400 arasi bg

olusturdugu goriilmiistiir.
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Sekil 17. cryll primerleri ile elde edilen PCR {iriinlerinin
%1’ lik agaroz jel goriintiisii.

3.5. thuB primerleri ile yapilan PCR c¢alismalari

Bt var. tenebrionis, Bt var. kurstaki, Bt var. israelensis, HD125, HD1, HD916 standart
suslar1 ve diger suslarla Tablo 7. de belirtilen thuB primerleri kullanilarak yapilan PCR
triinleri %1°lik agaroz jelde 100V’da 90 dakika yiiriitiilerek fakat herhangi bir bant

goriintlisii elde edilmemistir.



4. BOLUM
TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1. Tartisma

Mikrobiyel insektisitler kimyasal insektisitlerin kullanimina bir alternatiftir, ¢iinkii
insanlarda ve evcil hayvanlarda toksik etki gdostermezler. Bacillus thuringiensis (Bt)
gram pozitif bir bakteri olup Cry ve Cyt proteinleri {ireten baslica Lepidoptera, Diptera
ve Coleoptera larvalarina karsi toksisite gosteren ¢ok basarili bir mikrobiyal ajandir
[194,195]. Bu proteinler, duyarli bocek larvalari tarafindan yutulduktan sonra alkali
ortamda ¢oziiniirler ve enzimatik olarak aktif hale gecerler [196]. Daha sonra bu toksik
proteinler, orta bagirsak hiicrelerinde gozenekler olusturarak ozmotik soka ve hiicre
olimiine neden olan belirli reseptorlerle etkilesir [197,198]. Alternatif olarak, B.
thuringiensis'in bazi1 suslar1 B-ekzotoksin (thuringiensin) veya sinek faktorii olarak ta
bilinen kiigiik bir termostabil toksin tretir [133,185]. Bu toksin ATP baglanma
bolgeleriyle rekabete girerek RNA sentezini inhibe edici 6zellik gosterir. Yani RNA
polimerazi etkileyen bir adenin niikleotid analogudur [131,199]. pB-ekzotoksin
sentezinden sorumlu genler bir plazmid tizerinde kodlanir ve bir gen kiimesinde

organize edilirler [200].

Thuringiensin'in biyolojik miicadele ¢alismalarinda umut verici uygulamalar1 vardir. -
ekzotoksinler Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Orthoptera, Hemiptera,
Isoptera ve ayrica g¢esitli nematod tiirleri ve ¢esitli akarlar dahil olmak {izere ¢ok cesitli
bocek takimlarinda toksik etkiye sahiptir [112,129,201,202]. Ancak, bu toksinin hedef
olmayan organizmalara ve insan eritrositleride dahil omurgalilara kars1 sitolitik ve

hemolitik etkinligi vardir [79,107,112,179].

Buna ragmen baz1 iilkelerde biyoinsektisit yapiminda kullanilmistir. Agizdan

uygulandiginda, thuringiensinler ¢ok ¢esitli bocek tiirlerine karsi oldukga toksik etkiye
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sahiptir [89]. Oliimciil olmayan dozlarda ise teratojenik etki gdsterebilmektedir
[48,75,93]. Baz1 durumlarda larval donemin siiresini uzatabilir veya boceklerin 6mrii ve
dogurganlhigim1 etkileyebilir [86]. Thuringiensinler ayrica bocek larvalarinin orta
bagirsak hiicrelerinin rejenarasyonunu engelleyerek onlari zehirler [24]. Bdcekler
arasinda Diptera takimi thuringiensine karst daha hassas olup meyve sineklerine

(Drosophila melanogaster) kars1 mutajenik etkisinin olduguda rapor edilmistir [135].

Boceklerde ve memelilerde thuringiensinlerin toksisitesinde belirgin bir farkliligin
oldugu bilinmektedir. Farelerde ortalama oliimciil doz (LD50), Galleria mellonella
larvalarina gore 30 kat daha yiiksektir (Lepidoptera: Pyralidae) [149]. Yiiksek
konsantrasyonlarda, thuringiensinler memeli sistemlerinde hiicre ve ¢ekirdek zarlarini
gecebilir.  B-ekzotoksinlerin  farelere uygulandiginda noérotoksik, mutajenik ve
teratojenik etki gdsterdigi belirtilmistir [151]. Oliimciil miktarlarda thuringiensin (10
ml/kg) enjeksiyonu, farelerde karaciger rahatsizliklarina, hiicresel dejenerasyona,
nekroza ve hepatik steatoza neden olabilir [151]. Farkli dozlardaki thuringiensin
uygulamasinin insan kan hiicrelerinde kromozomal anormalliklere neden oldugu
belirtilmistir [161]. Farelerin serebral korteksinde enzim adenilat siklazin aktivitesi
tizerindeki thuringiensinlerin etkisi degerlendirildiginde [160], B-ekzotoksinin enzimi
aktive edebildigi ve néroendokrin sistemlerde cesitli fizyolojik islevlerin 6nemli bir
aract olan cAMP ile sinyal iletimini (adenosin 3'—5'-monofosfat) bozdugu rapor
edilmistir [109]. Thuringiensinlerin intratrakeal as1 yoluyla farelere etkisi pulmoner
amfizemi, fibrozis ve Oliime yol agmustir [203]. Intrakeal instilasyon ile
turingiensinlerin ndrolojik bozukluklara ve akciger hiicrelerindeki bronslarin ug
noktasinda hasarlara yol acabilen, polimorfoniiklear nétrofillerin 6nemli bir
infiltrasyonu ile yiiksek derecede iltihaplanma etkisine neden oldugu, buna ek olarak,

kollojen birikimi nedeniyle fibrotik 6zellikler gosterdigi belirtilmistir [204].

Ancak thuringiensinler, enzimatik veya kimyasal olarak defosforile edildiginde,
biyolojik olarak pasif hale gelir [131]. Bu yiizden bu toksin memeliler tarafindan
alindiginda gastrointestinal sistemde toksisite ile sonuglanan enzimatik defosforilasyon
meydana gelebilir [104,105]. Thuringiensinlerin insanlar iizerindeki toksisite dozunun
10° hiicre/g olabilecegi varsayilmustir [205]. Farelerde LDs degeri 170 mg / kg veya
5000 mg / kg'dan fazla oral olarak verildiginde ya da intraperitoneal olarak enjekte

edildiginde, thuringiensinlerin omurgalilarda viicut agirligina goére 13-18 mg / kg
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oldugu ileri siiriilmiistiir [107]. Birgok Bt iirlinii, omurgalilara hava yoluyla kolayca
girebilmektedir. Farelerle yapilan c¢alismalarda thuringiensin'in  nefes yoluyla
alindiginda LCsp degerinin 4 saatlik maruz kalma ic¢in 0.024-0.30 mg /L'nin iizerinde
oldugu belirtilmistir [48]. Farelerde thuringiensin'in akut intratrakeal instilasyonunun

LDsg degeri viicut agirligina gore 4.4 mg/ kg oldugunu belirtilmistir [205].

Hall ve ark. [201], Bt B-ekzotoksini narenciye kirmizi akarina karsi sera ve laboratuvar
sartlarinda uygulamis ve yetiskin akarda yiiksek oranda 6liimciil oldugunu gostermistir.
Benzer sekilde yumurtalar ve olgun olmayan akarlarda da o6limciil etki gosterdigi

belirtilmistir.

Tim bunlardan dolayr 1999 yilinda Diinya saglik orgiiti (WHO) [-ekzotoksin
bulunduran suslarin biyoinsektisidal formulasyonunu yasaklamistir. [180]. B-ekzotoksin
I dretimi genellikle cry ve vipl/vip2 geni tasiyan plazmitlerle baglantihidir. 110 kb
plazmitte p-ekzotoksinin 11 a¢ik okuma ¢ergevesinde kiimelendigi belirtilmistir
[48,206]. Bu genlerden iiretilen enzimlerin bir yolak igerisinde c¢esitli basamaklari

katalizleyerek en sonunda thuringiensin tiretimini sagladigi belirtilmistir [70].

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile hizli bir sekilde tip I B-ekzotoksin tasiyan B.
thuringiensis suslar1 tahmin edilebilir. Bizde bu ¢alismada topraktan izole edilen ¢esitli
yerel Bacillus thuringiensis (Bt) suslarimi kullanarak (Tablo 6.) PCR yontemiyle B-
ekzotoksin I (thuringiensin) tasiyan suslari tesbit ettik. 11 ac¢ik okuma gergevesinden
olusan thu dizisini olusturan thu A, B, C, D, E, F, G, 1, 2, 3, 4’den Tablo 7.’de belirtilen
primerler kullanilmistir. PCR  yontemiyle tesbit edilen suslar arasindan thuE

bulunduranlarin B-ekzotoksin I iiretme yetenegine sahip oldugu diigiiniilmektedir.

B-ekzotoksin II tireten suslar thuE geni tasimayabilirler [114]. Bu nedenle thuE; ve
thuE, primerleriyle yaptigimiz PCR ¢alismasinda tesbit ettigimiz [-ekzotoksin |
bulunduran standart ve yerel suslarda B-ekzotoksin Il bulunmayabilir. p-ekzotoksin 1
tiretiminin crylB, vipl ve vip2 genlerini de barindiran plazmitlerin varligi ile iligkili
oldugu belirtilmistir [110]. Sauka ve ark. [114], yaptig1 arastirmayla, bu calismada
thuE; ve thuk; primerleri ile elde ettigimiz veriler benzer sonuglar ortaya koymustur.
Perani ve ark. [129], yaptigi ¢alismada topraktan Bt izole edilmis ve suslarin %35
kadarinin cryl1B'ye sahip oldugu ve bunlarin da %58'inin Thu tirettigi belirtilmistir.
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Espinasse ve ark. [110], yaptig1 ¢calismada, Bt'nin 640 dogal izolati incelemis ve dnemli
miktarlarda Thu salgisinin crylB ve vip2 ile giiclii bir sekilde iligkili oldugu ifade
edilmistir. Ayn1 arastirmacilar crylB ve vip2'yi tasiyan suslarin ayni plazmid tizerinde
yiilksek miktarda Thu {iretimini diizenlemek icin gerekli olan genetik bilgiye sahip

olduklart sonucuna varmislardir.

Bt kurstaki [75,79,101], israelensis [79], tenebrionis [107] suslar1 B-ekzotoksin I {iretme
yetenegine sahiptir. Bizde bu calismada thuE; primer giftlerini kullanarak Kkurstaki,
israelensis ve tenebrionis suslarinda B-ekzotoksin | goriilmiistiir. Fakat Levinson ve ark.
[101] B. thuringiensis morrisoni susunda B-ekzotoksin Il bulundugunu belirtmis ve
Leptinotarsa decemlineata’ya karst [(-ekzotoksin I’den daha etkili oldugunu

belirtmislerdir.

4.2. Sonuc ve Oneriler

Yapilan bu ¢alismada 75 adet yerel B. thuringiensis susu PCR y6temi ile taranarak 40
tanesinde thuE; oldugu belirlenmistir (Sekil 12-14). thuE; primer ciftleri ile yapilan
calismada ise sadece 3 susta beklenen boyutta bant elde edilmistir. Standart sus Bt
HD125 ve Bt Sy67 izolatinda hem thuE; hemde thuE; tasidigi belirlenmistir.

Sy 69.4 ve Sy 70 suslarinda thu4 belirlenmistir. Ote yandan thuE; ve thu4 tasidig
belirlenen suslar Sy 69.4 ve Sy 70 olarak belirlenmistir. cryll primerleri ile yapilan
caligmada Sy 60, Sy 2.2b.2, Sy 59 ve Sy 27.1 suslarinin bu geni tasidig1 belirlenmistir.
cryll tasiyan suslarin vip3 ile arasinda 6nemli 6lglide korelasyon oldugu belirtilmistir
[206]. Bu ¢alismada tesbit ettigimiz cryll geni tasiyan Sy 60, Sy 2.2B.2, Sy 59, ve Sy
27.1 suslarinda vip3 geninin arastirtlmasi gerekir. pf-ekzotoksin I iiretimi yapabilen
suslar ile crylB, vipl ve vip2 tasiyan plazmitler arasinda onemli Glgiide korelasyon
vardir. Bundan dolay1 thuE;, thuE, ve thu4 primerleri kullanarak belirlenen suslarda
crylB, vipl, vip2 bulundurup bulundurmadiklarinin arastirtlmasi gerekir. Yaptigimiz bu
calismada 75 adet yerel Bt susunun %53,33’inde thuE;, %2,67’sinde thuEk,,
%2,67’sinde thu4, %>5,33’tinde ise cryll geni tesbit edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
HD 125 ve Sy 27.1 susunda hem thuE hemde cryll geni bulundugu goriilmistiir. Daha
fazla sus ve izolatta tarama yapilmasi gerekmesine ragmen thuE ve cryll arasindaki

iliskinin detayl olarak incelenmesi gerekir.
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B. thuringiensis tarafindan iiretilen B-ekzotoksinler tiir spesifik olmayip hedef olmayan
birgok canliyr olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle PB-ekzotoksin tasidigi belirlenen
suslarin insektisidal preparat hazirlanmasinda dikkatli kullanilmasi gerekir. Calisma
sonuglar1 gostermektedir ki daha Once yapilan toksisite ¢aligmalarinda etkili oldugu
belirlenmis olan Sy27.3, Sy49.1, Sy62.1.A, Sy25.1 suslar1 insektisidal preparat
hazirlanmasinda giivenli bir sekilde kullanilabilir [18,207].

B-ekzotoksin 1 iizerinde oldukga fazla ilerleme kaydedilmesine karsin B-ekzotoksin Il
tizerinde fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ylizden B-ekzotoksin Il tasiyan sus ve

izolatlar tizerinde de arastirmalarin genisletilmesi gerekir.
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