T.C.
GEBZE TEKNIK UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU

REKOMBINANT BACILLUS THURINGIENSIS SUSLARI ILE
BUYUK OLCEKLI INSEKTISIT URETIMI VE YERLI
IZOLATLARIN SiVRISINEK LARVALARI UZERINDEKI
TOKSIK ETKiSININ DEGERLENDIRILMESI

EYLUL GUVEN DALKUREK

YUKSEK LiSANS TEZi
MOLEKULER BIYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

DANISMAN: PROF. DR. SEDEF TUNCA GEDIK

EKiM 2025



T.C.
GEBZE TEKNIiK UNIiVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

REKOMBINANT BACILLUS THURINGIENSIS SUSLARI
ILE BUYUK OLCEKLI INSEKTISIT URETIMI VE
YERLI IZOLATLARIN SIVRISINEK LARVALARI

UZERINDEKI TOKSIK ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

EYLUL GUVEN DALKUREK

YUKSEK LIiSANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM
DALI

DANISMAN: PROF. DR. SEDEF TUNCA GEDIK

EKIM 2025



T.R.
GEBZE TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL

LARGE-SCALE INSECTICIDAL PRODUCTION USING
RECOMBINANT BACILLUS THURINGIENSIS STRAINS
AND EVALUATION OF THE TOXIC EFFECTS OF
LOCAL ISOLATES ON MOSQUITO LARVAE

EYLUL GUVEN DALKUREK

A THESIS OF MASTER OF SCIENCE DEPARTMENT
OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

ADVISOR: PROF. DR. SEDEF TUNCA GEDIK

OCTOBER 2025



YUKSEK LiSANS JURi ONAY FORMU

GTU Lisansiistii Egitim Enstitiisii Yonetim Kurulunun 30/06/2025 tarih ve
2025/34 sayili karartyla olusturulan jiiri tarafindan 24/10/25 tarihinde tez savunma
smavi yapilan Eylil GUVEN DALKUREK ’in tez ¢alismasi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dalinda YUKSEK LiSANS tezi olarak kabul edilmistir.

JURI
UYE

(TEZ DANISMANI) : Prof. Dr. Sedef TUNCA GEDIK

UYE : Dr. Ogr. Uyesi Handan EMISOGLU KULAHLI
UYE : Dog. Dr. Fatma Inci OZDEMIR
ONAY

Gebze Teknik Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Y6netim Kurulunun

....... [eccooid.... tarith ve ......../....... say1l1 karar1.

IMZA/MUHUR



Aileme
ve

biricik esime



OZET

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), sivrisinek ve karasinek larvalarina karsi etkili,
cevre dostu bir biyopestisit olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bti, hedef
larvalarin sindirim sistemini bozan Cry ve Cyt proteinlerinden olusan parasporal
kristaller iiretir. Ozellikle Cry4A4, Cry4B, CryllA ve CytlA proteinleri, Diptera
tirlerine kars1 yiiksek toksisite gostermektedir. Polifosfat (poliP), enerji depolama ve
stres yanit1 gibi temel hiicresel siireglerde gorev alan bir polimerdir ve polifosfat kinaz
(PPK) enzimi tarafindan sentezlenir. Laboratuvarimizda daha once gergeklestirilen
caligmalarda, ppk genini yiiksek diizeyde ifade eden Bfi pHT315ppk susu ve genin
silinmesiyle elde edilen Bti Appk susunun yaban susa gore daha fazla d-endotoksin
irettigi gdzlenmistir. Laboratuvarimizda olusturulan bir diger rekombinant sus olan
Bti pHT315/on, hiicresel homeostazin korunmasinda gorevli ve cesitli fizyolojik
siiregclerde rol alan 6nemli bir enzim olan Lon proteazi yiiksek seviyede ifade
etmektedir. Bu tez c¢alismasinda, rekombinant suslarin d6-endotoksin {iretim
kapasitelerinin karsilastirilmasi, yiiksek iiretici susun secilerek optimum kosullarin
belirlenmesi ve biiyiik Olcekli iiretime gegis i¢in On denemelerin yapilmasi
amaclanmistir. Bunun yaninda sivrisinek larvalarmi oldiirebilen potansiyel Bacillus
thuringiensis suslarinin izole edilmesi de caligmaya dahil edilmistir. Rekombinant
suslar arasinda en yiiksek iiretim kapasitesine sahip sus B#i Appk olarak belirlenmis ve
bu susun 6-endotoksin liretimini artiran kiiltlir kosullar1t DSM besiyerinde optimize
edilmistir. En yiiksek iiretimin 25 °C, pH 8.0 kosullarinda ve ve nisasta igeren
besiyerinde gerceklestigi belirlenmistir. Ayrica, Bti Appk susunun sadece yiiksek
diizeyde endotoksin iliretmedigi ayn1 zamanda yaban tipe kiyasla daha hizli biiytidiigi
ve daha yiiksek sporlanma verimi gosterdigi saptanmustir. 2. ve 3. evre Culex pipiens
larvalar {izerinde gerceklestirilen toksisite analizlerinde ise, Bti Appk susu i¢in LCso
degeri 5,9 £ 2,0 ng/ml ve LCo degeri 45,8 + 22,8 ng/ml olarak belirlenmis ve
rekombinant susun yaban susa gore daha yiiksek larvasidal aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Biiylik 6lgekli liretim, 2 L’lik fermentdrde gergeklestirilmis, kristal
protein veriminin laboratuvar Slgegine gore diisiikk oldugu gozlendiginden, gelecek
calismalarda degiskenlerin fermentér ortamu igin tekrar optimize edilmesi gerektigi
sonucuna varilmistir. Tez kapsaminda ayrica farkli 6lii bocek orneklerinden § tane
Bacillus thuringiensis benzeri sus izole edilmis ve izolatlarin morfolojik, biyokimyasal
ve toksikolojik oOzellikleri degerlendirilmistir. Culex pipiens larvalariyla yapilan
biyoassay sonuglari, izolatlarin 5 tanesinin potansiyel biyoinsektisid aday1 oldugunu
gostermistir. Toksisitesi yliksek dogal izolatlarin rekombinant suglarla kombinasyonu
yoluyla etkinligi artirilmis biyoinsektisid karigimlarin hazirlanmasi i¢in 6n verilerin
toplandig1 bu ¢alisma, Bti suslarindan etkili bir biyopestisit elde edilmesi i¢in hem
genetik ¢aligmalarin hem de dogal izolatlarin 6nemini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, Polifosfat kinaz, Lon proteaz,
Biyoinsektisit, Biiyiik ol¢ekli iiretim

vi



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) is widely used as an environmentally friendly
biopesticide effective against mosquito and housefly larvae. Bti produces parasporal
crystals composed of Cry and Cyt proteins that disrupt the digestive system of target
larvae. Among these, Cry4A, Cry4B, CryllA, and CytlA proteins exhibit high
toxicity against Dipteran species. Polyphosphate (polyP) is a polymer involved in
fundamental cellular processes such as energy storage and stress response, and it is
synthesized by the enzyme polyphosphate kinase (PPK). In our previous studies, the
Bti pHT315ppk strain, which overexpresses the ppk gene, and the Bti Appk strain, in
which the gene was deleted, were observed to produce higher levels of 6-endotoxin
compared to the wild type. Another recombinant strain constructed in our laboratory,
Bti pHT315lon, expresses the Lon protease gene, an enzyme responsible for
maintaining cellular homeostasis and involved in various physiological processes.
This thesis aims to compare the d-endotoxin production capacities of recombinant
strains, select the high-crystal producing strain and determine the optimal conditions,
and conduct preliminary trials for transition to large-scale production. Furthermore,
the study incorporates the isolation of potential Bacillus thuringiensis strains, which
have the capacity to kill mosquito larvae. Among the recombinant strains, Bti Appk
was identified as the highest d-endotoxin producer, and the culture conditions
enhancing toxin production were optimized in DSM medium. It has been determined
that the highest production occurs at 25 °C, pH 8.0 conditions, and in a starch-
containing medium. Furthermore, it was determined that the Bti Appk strain not only
produces elevated levels of endotoxin but also exhibits accelerated growth and higher
sporulation yield in comparison to the wild type. Toxicity analyses performed on
second and third-instar Culex pipiens larvae revealed LCso and LCoo values of 5.9 +
2.0 ng/ml and 45.8 + 22.8 ng/ml, respectively, indicating that the recombinant strain
had higher larvicidal activity than the wild type. Large scale production was carried
out in a 2 L fermenter, and since the yield was lower compared to the laboratory scale,
it was concluded that further optimization of the fermentation parameters is required
for future studies. Within the scope of the thesis, 8 Bacillus thuringiensis-like strains
were also isolated from different dead insect samples, and their morphological,
biochemical, and toxicological characteristics were evaluated. Bioassay results
conducted with Culex pipiens larvae showed that 5 isolates are potential bioinsecticide
candidates. This study, which collected preliminary data for the preparation of
bioinsecticide mixtures with enhanced efficacy through the combination of toxic
natural isolates with recombinant strains, underscores the significance of both genetic
studies and natural isolates for the effective biopesticide development from B#i strains.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Polyphosphate Kkinase, Lon protease,

Bioinsecticide, Large scale production
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TESEKKUR

Oncelikle, bu yolculukta bana rehberlik eden, sabr1 ve bilgeligiyle her zaman yanimda
olan degerli danmismanim Prof. Dr. Sedef TUNCA GEDIiK'e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Bilimsel vizyonu, akademik disiplini ve sonsuz sabriyla bu siirecte bana yol
gosteren Sayin Hocam'a en derin siikranlarimi sunarim. Kendisinden aldigim egitim
ve rehberlik, yalnizca bu tezle sinirl kalmayacak, tiim akademik kariyerim boyunca
151k tutacaktir.

Ayni laboratuvart paylagsmaktan mutluluk duydugum ve her konuda destegini
esirgemeyen Dog. Dr. Fatma inci OZDEMIR'e siikranlarimi ve saygilarimi sunarim.

Laboratuvar arkadaslarim Zeynep Begiim OZMAN, Gézde SUKUR ve Efe AKSOY
ile gerceklestirdigimiz eglenceli laboratuvar sohbetlerimiz ve mutluluk ¢igliklarimiz
olmasa, bu tez bu kadar eglenceli bir siirecte bitmezdi. Kim bilir ka¢ kez bu sefer kesin
cikacak dedigimiz deneyler bize oyun oynadi, ¢ikmaz dediklerimiz ise bizi sasirtt1.
Tiim bu zorlu ve eglenceli siliregte yanimda oldugunuz i¢in size minnettarim.

Laboratuvarimizin degerli iiyelerinden Arastirma Gorevlisi Halil YILMAZ'a bilgi
birikimini comertce paylastigi icin, Sude KARA ve Asli BAYRAKTAR
KAVALCl'ya ilk giinlerimde gosterdikleri rehberlik i¢in, ayrica Nagihan GENEL,
Emine YARADIR ’a katkilar1 i¢in igten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu akademik yolculugumda, basta annem Giilfizar Yaprak GUVEN ve babam Ercan
GUVEN olmak iizere, her kosulda, her zaman yanimda olan ve desteklerini hicbir
zaman esirgemeyen aileme sonsuz minnettarim. Esimin ailesi Senay DALKUREK ve
Osman DALKUREK'e gosterdikleri sefkat ve destek igin ayrica igtenlikle
tesekkiirlerimi bor¢ bilirim. Ozellikle Osman babamin sivrisinek larvalar1 iizerinde
yirlitmiis oldugum deneysel ¢aligmalarima olan katkilar1 takdire sayandir. Her iki
ailemin de her anlamda yanimda oldugunu gérmek bana bu siiregteki en biiylik
motivasyon idi.

Hayat arkadagim canim esim Eren DALKUREK ’e, bu zorlu siiregte gosterdigi anlays,
sabir ve destek icin kelimelerle ifade edemeyecegim kadar minnettarim. Varligi, tim
zorluklar1 asmamda en biiyiik motivasyon kaynagim olmustur.

Ayrica, Gebze Enzim Tanima Merkezi (GETM) biinyesinde bizlere fermentor
kullanim1 ve optimizasyonu konusunda degerli bilgi ve deneyimlerini paylasarak
biiyiik destek saglayan Ars. Gor. Buse CALOGLU’na ve bu siirece izin ve katki
saglayan GETM Sorumlusu Prof. Dr. Baris BINAY ’a icten tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, bu akademik ¢aligmanin ger¢eklesmesinde dogrudan veya dolayli katkisi
olan tiim kisi ve kurumlara siikranlarim1 sunarim.

Bu caligmay1 gerceklestirmeme olanak saglayan 2023/1 donemi bursiyeri oldugum

TUBITAK BIDEB 2210-A Genel Yurt i¢i Yiiksek Lisans Burs Programi'na ve degerli
burs komitesi iiyelerine en derin siikranlarimi sunarim.
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SEKILLER DiZINI

(A) Bti’nin sporlanan hiicresi ve (B) bu tiiriin bireysel
toksin kapanimlarini ve toksin bilesimlerini gosteren tipik
bir parasporal govdesi.

Bacillus thuringiensis tarafindan iiretilen d-endotoksin
proteinlerinin hedef organizma yelpazesi.

Bacillus thuringiensis’in yasam dongiisii.

Bt hiicresinde sporulasyon siireci sirasindaki morfolojik
degisimler. B#’de sporlanmanin diyagramatik semasi.
Cry toksinlerinin hedef organizmanin larva
bagirsagindaki etki mekanizmasi.

Inorganik polifosfat (PoliP).

Lon proteaz alt ailelerinin sematik blok diyagrama.
Pitched blade (A) ve Rushton tipi (B) karistiricilar.

Bu ¢alismada kullanilan molekiiler belirtecler.

pHT315 plazmidi haritasi.

BSA ile olusturulan standart egri grafigi.

Bti suslarma ait kristal proteinlerin SDS-PAGE analiz
sonugclart.

E. coli ET12567 suslarindan izole edilen pHT315ppk ve
pHT315/on plazmidlerinin dogrulanmasi.

E. coli ET12567 hiicrelerinden izole edilen rekombinant
plazmidlerin kalip olarak kullanildig, farkli primer setleri
ile gerceklestirilen PCR reaksiyonlarina ait agaroz jel
elektroforez goriintiisii.

Bti hiicrelerinden elde edilen plazmidler ve bu
plazmidlerin uygun restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
sonucunda olusan bant profillerine ait agaroz jel
elektroforez goriintiileri.

Bti hiicrelerinden izole edilen rekombinant plazmidlerin
sablon olarak kullanildigi, farkli primer setleri ile
gerceklestirilen PCR reaksiyonlarina ait agaroz jel
elektroforez goriintiisii.

Bti yaban sus ve Bti Appk mutant sustan izole edilen
genomik DNA’larin agaroz jel elektroforezinde
goriintiilenmesi.

Bti Appk susunun PCR ile dogrulanmasi.

Bti suslarina ait kristal proteinlerin SDS-PAGE analizi.
Bti yaban susu ve Bti Appk susunun DSM besiyerinde
zamana bagli biiylime egrisi (ODsoo).

Bti yaban susu ve Bti Appk mutantinin 24., 48. ve 72.
saatlerdeki spor yogunluklarinin logaritmik (logio
CFU/ml) karsilagtirmas.

DSM besiyerinde biiyiitiilen Bt suslarinin farkl
inkiibasyon siirelerindeki 6-endotoksin tiretimine ait SDS-
PAGE analizleri.
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Farkli sicakliklarda (25 °C, 30 °C ve 37 °C) DSM
besiyerinde inkiibe edilen Bt yaban sus ve Bti Appk
susuna ait kristal proteinlerin SDS-PAGE analizi.

Farkli pH kosullarina sahip DSM besiyerinde Bfi yaban
sus ve Bti Appk susuna ait kristal proteinlerin SDS-PAGE
analiz sonuglar1.

Farkl1 karbon kaynaklar1 igeren DSM besiyerinde Bfi
yaban susu ve Bti Appk susuna ait kristal proteinlerin
SDS-PAGE analizi.

Bti yaban ve Bti Appk suslarinin normal ve optimum
kosullardaki d-endotoksin tiretimlerinin SDS-PAGE
analizi.

Bti Appk susunun 0—72 saat aras1 2 L biyoreaktor ve 500
ml Erlende biiylime egrisi.

Bti Appk susunun DSM besiyerinde sporlanma kapasitesi.
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1. GIRIS

Giiniimiizde artan insektisit direnci, ¢evresel kirlilik ve insan saghigina yonelik
tehditler, kimyasal bocek ilaclarmnin kullanimini tartismali hale getirmistir. Bu
sorunlara kars1t biyolojik miicadele stratejileri on plana c¢ikmakta olup, ozellikle
Bacillus thuringiensis (Bt) bu alanda en yaygin kullanilan mikrobiyal ajanlardan biri
olarak dikkat ¢ekmektedir. Bz, spor olusturan, Gram pozitif bir bakteri olup,
sporulasyon stirecinde Cry ve Cyt proteinleri igeren parasporal kristal yapilar
sentezler. Bu proteinler, hedef bocek larvalarinin orta bagirsaginda ¢oziinerek toksik
etkilerini gosterir ve hiicre zarii bozarak 6liimciil etki olusturur [Ben-Dov, 2014].
Bt’nin bir alt tiirii olan Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), ozellikle sivrisinek
larvalarina kars1 yliksek toksisiteye sahip kristal proteinler iiretir. Bu toksinlerin hedef
dis1 organizmalara zarar vermemesi, ¢evre dostu yapisi ve biyolojik cesitlilige katkisi
nedeniyle Bf#i glinlimiizde entegre zararli yoOnetim programlarinin temel

bilesenlerinden biri haline gelmistir [Federici vd., 2010; Lacey, 2007].

Polifosfat metabolizmasi, bakteriyel fizyolojide enerji depolama, stres yaniti,
sporulasyon ve biyofilm olusumu gibi bir¢ok temel siirecin diizenlenmesinde merkezi
bir rol oynamaktadir [Rao vd., 2009]. Polifosfat kinazlar (PPK), bu metabolizmanin
anahtar enzimleri olup hiicre i¢i polifosfat (poliP) sentezinden sorumludur. ppk geninin
silinmesi veya asir1 ekspresyonu, bakterilerde spor olusumu, biyofilm {iretimi,
antibiyotik toleransi ve viriilens gibi 6nemli fenotipik degisimlere yol agabilmektedir
[Shi vd., 2004]. Benzer sekilde, Lon proteazlar da hiicre i¢i protein kalitesinin
kontroliinden sorumlu, ATP’ye bagimli serin proteazlardir. Bu enzimler, 6zellikle
hatali katlanmig proteinlerin yikimi, stres yaniti, DNA replikasyonu ve sporulasyon
stireclerinde gorev alir [Gur, 2013]. Bacillus tiirlerinde Lon proteaz aktivitesindeki
degisimlerin spor olusumu, hiicre hareketliligi ve toksin iiretimi gibi fizyolojik

stirecleri dogrudan etkiledigi gosterilmistir [Barkad vd., 2021].

Laboratuvarimizda daha once gerceklestirilen calismalarda, ppk genini yiiksek
seviyede ifade eden Bf#i pHT315ppk, genomundan ppk geni silinmis Bti Appk ve lon
genini yiiksek seviyede ifade eden Bfi pHT315/on suglarinin yaban susa kiyasla d-
endotoksin iiretim kapasitelerinin belirgin bicimde arttig1 ve buna bagl olarak daha

yiiksek toksisite sergiledikleri gosterilmistir [Doruk vd., 2013; Barkad vd., 2021].

1



Ozellikle Bti pHT315ppk susunun Culex pipiens larvalarma kars1 larvasidal
aktivitesinin yaban tipe gore yaklasik 7,8 kat, Bti Appk susunun ise yaklasik 2,4 kat
daha yiiksek oldugu bildirilmistir [Doruk vd., 2013]. Buna karsin, Bti pHT315/on
susunda /on geninin asir1 ekspresyonu d-endotoksin iiretimini artirsa da sporulasyon
ve hareketlilik tizerinde olumsuz etkiler olusturdugu gosterilmistir [Barkad vd., 2021].
Bu calismada, rekombinant suslarin (Bti pHT315ppk, Bti pHT315lon, Bti Appk) o-
endotoksin tiretim potansiyelleri, kontrol suslar1 (B#i yaban sus ve Bti pHT315) ile
kargilastirmali olarak degerlendirilmistir. En yiiksek verimi saglayan sus segilerek,
Erlen diizeyindeki d-endotoksin iiretim kosullar1 optimize edilmis, ardindan biiyiik
Olgekli fermentor sistemlerinde iiretim verimi degerlendirilmistir. Tez kapsaminda
genetigi degistirilmis Bt suslartyla yapilan ¢alismalarin yaninda, dogadan izole edilen
farkl1 Bt benzeri suslar da izole edilerek morfolojik, biyokimyasal ve toksikolojik

ozellikleri degerlendirilmistir.

1.1. Literatiir Ozeti, Tezin Amaci, Katkis1 ve igerigi

Literatiirde, Bti suslarinda ppk ve lon genlerinin 6-endotoksin iiretimi lizerindeki
etkilerine iliskin sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Laboratuvarimizda daha once
yiiriitiilen ¢aligmalar, bu genlerin manipiilasyonunun d-endotoksin iiretimini anlaml
diizeyde etkiledigini gdstermistir [Doruk vd., 2013; Barkad vd., 2021]. Ozellikle ppk
geninin asir1 ekspresyonunun d-endotoksin iiretimini ve larvasidal etkinligi artirdig,
buna karsilik bu genin silindigi Bti Appk mutantinin da yaban tipe kiyasla daha yiiksek
toksisite gosterdigi belirlenmistir. /on geninin asir1 ekspresyonunun ise toksin

iiretimini artirmakla birlikte sporulasyon verimini azalttig1 bildirilmistir.

Bu tez ¢aligmasinin temel amaci, rekombinant Bt suslarinin (Bti pHT315ppk, Bti
pHT315lon, Bti Appk) d-endotoksin iiretim potansiyellerini karsilastirmak, yiiksek
iretici susun optimum kosullarin1 belirlemek ve bu verilerle biiyiik Olgekli
fermentorde tiretim gergeklestirmektir. Bunun yaninda, dogadan toksik etkisi giiclii Bt
benzeri yeni suslarin izole edilerek endiistriyel dlgekte kullanilabilecek alternatif
biyoinsektisit kaynaklarinin ortaya ¢ikarilmasi da ¢alismanin hedefleri arasindadir. Bu
calisma, Bti suslarinda d-endotoksin iiretimini etkileyen faktdrlerin anlasilmasina katk1
saglamasiin yani sira, biyoteknolojik iiretim siireclerinde kullanilabilecek yiiksek

verimli suslarin izolasyonu ve gelistirilmesi acgisindan deger tagimaktadir. Ayni



zamanda toksisitesi yiiksek B#i temelli biyoinsektisitlerin endiistriyel olarak

iiretilmesine yonelik bilimsel bir altyap1 sunmaktadir.



2. BIYOLOJIK ZARARLI MUCADELESINDE
BACILLUS THURINGIENSIS ISRAELENSIS

Vektorlerle tasinan hastaliklar, 6zellikle sivrisinek kaynakli enfeksiyonlar, glinlimiizde
kiiresel halk saglig1 i¢in en biiyiik tehditlerden birini olusturmaktadir. Diinya genelinde
her yil yiiz milyonlarca insan, basta sitma, dengue, chikungunya ve Zika viriisii olmak
iizere sivrisineklerle bulagsan hastaliklarla karsi karsiya kalmaktadir [Kilpatrick ve
Randolph, 2012]. Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore, yalnizca sitma yilda yaklasik
660.000 insanin Oliimiine yol agmakta ve bu Oliimlerin biiyiilk kismi Sahra Alti

Afrika’daki ¢cocuklar arasinda goriilmektedir [Ben-Dov, 2014].

Sivrisinek popiilasyonlarmin kontrol altina alinmasi, bu hastaliklarin yayilimini
Oonlemede kritik oneme sahiptir. 1950'lerden bu yana, bu amagla yaygin bi¢imde
kimyasal insektisitler kullanilmaktadir. Ancak bu maddelerin yaygin ve yogun
kullanimi, c¢evresel toksisite, insan sagligina olumsuz etkiler ve hedef dis
organizmalarin zarar gérmesi gibi ciddi sorunlara yol agmistir [Lee vd., 2018]. Dahasi,
sivrisinek tiirlerinde gelisen insektisit direnci, bu kimyasallarin etkinligini azaltmis ve

alternatif miicadele yontemlerine duyulan ihtiyact artirmistir [Weill vd., 2003].

Bu baglamda, biyolojik miicadele yontemleri ¢evre dostu ve etkili alternatifler olarak
one ¢ikmaktadir. Ozellikle Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) tarafindan iiretilen
toksinlerin kullanimi, hedef dis1 canlilara zarar vermeyen, direng gelisimini yavaslatan
ve ¢evresel olarak siirdiiriilebilir bir yaklagim sunmaktadir [Lacey, 2007; Federici vd.,
2010]. Bu ¢alismada, Bti'nin biyopestisit olarak dnemini, etki mekanizmasini, {iretim
yontemlerini ve biyolojik miicadeledeki potansiyelini detayli bir sekilde ele alarak,
kimyasal insektisitlerin yarattig1 problemlere siirdiiriilebilir bir ¢o6ziim 6nerisi sunmak

hedeflenmistir.

2.1. Bacillus thuringiensis israelensis’in Tarihcesi

Bacillus  thuringiensis (Bt), entomopatojenik 0Ozellikleri nedeniyle biyolojik
miicadelede uzun stiredir kullanilan Gram pozitif, spor olusturan bir bakteridir. Bz, ilk
kez 1901 yilinda Japon bilim insan1 Shigetane Ishiwatari tarafindan ipek boceklerinde

goriilen sotto hastalifinin etkeni olarak izole edilmistir. Bu nedenle baslangicta



“Bacillus sotto” olarak adlandirilmistir [Shigetane, 1901]. Bu kesiften yaklasik on yil
sonra, 1911 yilinda Alman arastirmaci Ernst Berliner, Almanyanin Thuringia
bolgesinde Ephestia kuehniella (Akdeniz un giivesi) larvalarindan izole ettigi benzer
bir bakteri tiirlinli tanimlamis ve bu mikroorganizmaya bdlgenin ismine atifla Bacillus
thuringiensis adim vermistir [Berliner, 1911]. Berliner, 1915 yilinda yayinladig:
calismasinda bakterinin yalnizca endospor degil, ayn1 zamanda ¢esitli kristalin
inkliizyonlar da i¢erdigini gostermistir [Berliner, 1915]. Bt kristallerinin varli§i daha
sonra Mattes tarafindan 1927°de dogrulanmis ancak bu yapilarin insektisidal etkisi
ancak 1950’11 yillarda net olarak anlagilabilmistir [Mattes, 1927]. 1953 yilinda Thomas
Angus, bu kristallerin insektisidal aktiviteye sahip oldugunu deneysel olarak
gostermis, [Angus, 1953] aymi yil Hannay, kristallerin aerobik spor olusturan
bakterilerde kristalin yapida oldugunu tanimlamistir [Hannay, 1953]. 1955 yilinda ise
Hannay ve Fitz-James bu kristallerin protein yapisinda oldugunu ortaya koymustur

[Hannay ve Fitz-James, 1955].

Br’nin sahadaki ilk biyolojik kullanimi 1920’li yillarda baslamis, bdylece tarimsal
zararhilara karsi mikrobiyal miicadelenin temelleri atilmistir. Ilk uygulama
Macaristan’da  yapilmis, ardindan 1930’larda Yugoslavya’da misir kurdu
miicadelesinde kullanilmistir [Husz, 1928; Vouk ve Klas, 1931]. ilk ticari Bt iiriinii
olan Sporeine ise, un giiveleri ile miicadele amaciyla 1938 yilinda Fransa’da

Laboratoire Libec tarafindan gelistirilmistir [Aronson vd., 1986].

1950’11 yillara gelindiginde kimyasal pestisitlerin yaygin kullanimiyla B#’ye olan ilgi
azalsa da, bu pestisitlerin ¢evresel zararlar1 ve direng gelisimi nedeniyle biyolojik
miicadeleye olan ilgi yeniden artmistir [Margalith ve Ben-Dov, 2000]. ABD’de ise ilk
Bt iiriinii 1958 yilinda piyasaya siirlilmiis ve Amerika Cevre Koruma Ajansi (EPA)

tarafindan biyo-insektisit olarak onaylanmistir [Hannay ve Fitz-James, 1955].

1970’lerin basinda ise, Dipteran tiirlere (sivrisinekler, karasinekler vb.) 6zgii toksinler
ireten ilk Bt alt tiirii olan Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), 1976 yilinda
Goldberg ve Margalit tarafindan Israil’de 6lii Culex pipiens larvalarindan izole
edilmistir [Margalit ve Dean, 1985]. Bu kesif, oOzellikle sivrisinek kaynakli
hastaliklarin biyolojik kontroliinde ¢1g1r agic1 bir gelisme olmustur. Bti, 6zellikle larval
evredeki sivrisineklere kars1 yiiksek 0zgiilliik ve etkinlik gosterdigi, ayrica hedef dis1
organizmalara minimal zarar verdigi i¢in entegre vektor kontrol programlariin temel

biyopestisit bilesenlerinden biri haline gelmistir [Fillinger ve Lindsay, 2006].
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Bti’nin sahadaki ilk uygulamalar1, 1980°1i y1llarin baginda israil, ABD ve Almanya’da
ylriitiilen sivrisinek kontrol projeleri ile baglamistir. Bu siirecte 6zellikle Culex, Aedes
ve Anopheles cinsine ait sivrisinek larvalariin yogun bulundugu bataklik, sulak alan
ve durgun su habitatlarinda genis ¢capli Bti uygulamalar1 gergeklestirilmistir. ABD nin
Florida eyaletinde 1982 yilinda yiiriitiilen bir ¢calismada, Bfi’nin kimyasal larvasitlere
cevre dostu bir alternatif olarak kullanilabilecegi ve halk saglig: stratejilerine entegre

edilebilecegi gosterilmistir [Lacey, 2007].

Ayn1 donemlerde, Bti dahil olmak {izere Bt alt tiirlerinin toksin {iretiminden sorumlu
cry genlerinin plazmidler tizerinde tasindig1 kesfedilmis, bu genler klonlanarak genetik
miithendislikte kullanilmaya baslanmistir [Schnepf ve Whiteley, 1981; Gonzalez vd.,
1982]. Bu molekiiler gelismelerin bir sonucu olarak, 1996 yilinda Bt pamuk gibi
genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) ticarilesmis ve biyopestisit temelli modern

tarim uygulamalar1 hiz kazanmistir [Shelton vd., 2002].

Ilerleyen yillarda, Bti igeren formiilasyonlar Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
da desteklenerek, sitma ve dang hummasi gibi vektor kaynakli hastaliklarin
kontroliinde birgok gelismekte olan iilkede yaygin bicimde kullanilmaya baglanmistir.
Ancak Bfi’nin dogada kaliciliginin smirli olmasi, etkinligini siirdiirebilmek adina
tekrarlayan uygulamalar1 zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle 1990’11 yillardan itibaren,
kontrollii salinim saglayan graniil, pelet ve sivi siispansiyon gibi c¢esitli Bti

biyopreparatlar1 gelistirilmistir [Becker, 2000].

Sonug olarak, giiniimiizde Bti, Diinya Saglik Orgiitii basta olmak iizere pek ¢ok saglik
otoritesi tarafindan onaylanmis, entegre vektdr yonetimi programlariin vazgegilmez

bir bileseni haline gelmistir [Lacey, 2007; Becker, 2000].

2.2. Bacillus thuringiensis israelensis ve 0-Endotoksin
Proteinler

Bacillus thuringiensis (Bt), spor olusturan ve kristal protein sentezleyen bir bakteri
olup, filogenetik olarak B. cereus, B. anthracis ve B. mycoides tiirleriyle yakin
akrabalik gosterir [Hofte ve Whiteley, 1989]. Ancak bu tiirler arasinda genetik ayrim
yapmak giictiir. 16S rRNA ve diger gen bolgelerine yonelik yapilan analizler yalnizca
birkac niikleotidlik fark gostermistir [Ash vd., 1991]. Chen ve Tsen (2002) de 16S

rDNA ve gyrB genlerini inceleyerek, Bt ile B. cereus’un giivenilir bigimde



ayrilmasinin zor oldugunu, bu ayrimda en giivenilir kriterin parasporal kristal

proteinler veya cry genleri oldugunu belirtmistir [Chen ve Tsen, 2002].

Bt tarafindan sentezlenen kristal proteinler Bfnin  smiflandirilmasinda
entomopatojenik etkinligin anlasiimasi agisindan biiyilk onem tasimaktadir. ilk
sistematik adlandirma, 1989 yilinda Hofte ve Whiteley tarafindan gelistirilmis ve
kristal proteinler hedef organizma gruplarina gore Cryl (Lepidoptera), Cryll
(Lepidoptera ve Diptera), CrylIl (Coleoptera) ve CrylV (Diptera) olmak iizere dort ana
gruba ayrilmistir [Hofte ve Whiteley, 1989]. Ancak bu siniflama proteinler arasindaki
genetik benzerlikleri yeterince yansitmadigr i¢in 1998 yilinda Crickmore ve
arkadaglar1 tarafindan amino asit dizilimine dayali dort seviyeli (6rnegin: Cry4Aa,
Cry4Ab) bir sistem Onerilmistir [Crickmore vd., 1998]. 2020°den beri Cry, Cyt ve Vip
proteinleri disinda benzer toksinler iireten diger tiirler de bu veri tabanma dahil

edilmistir [Crickmore vd., 2020].

Literatirde Cry ve Cyt proteinlerinin bilyiikk boliimii o-endotoksinler olarak
simiflandirilmaktadir. Bu toksinler, sporulasyon sirasinda ana hiicre igerisinde
sentezlenerek kristal yap1 halinde sporlarin yaninda birikir. Larvalar tarafindan
yutuldugunda, bu yapilar sindirim sisteminde ¢oziinerek aktif hale gelir ve hedef
organizmanin bagirsak epitelinde bulunan 6zgiil reseptorlere baglanarak toksik etki
olusturur. Endotoksin terimi, toksinin bakteri disina salinmaksizin etki gdstermesi

anlamina gelirken, “6” 6neki bu toksin sinifinin tanimlanmasinda ayirt edici bir 6zellik

olarak kullanilmaktadir [Bravo vd., 2007; Palma vd., 2014].

Bu tez kapsaminda kullanilan Bti ATCC 35646 susu, cry4, cryl0, cryll, cytl ve cyt2
genlerini tasimakta ve sirasiyla Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0Aa, CryllAa, CytlAa ve
Cyt2Ba gibi proteinleri kodlamaktadir [Ejiofor ve Johnson, 2002].

Bu proteinlerin tamamu (Sekil 2.1), 6zellikle Diptera takimi iiyeleri olan sivrisinek,
tatarcik ve karasinek larvalarinda yiiksek larvasit etki gostermektedir. Cry4Aa ve
Cry4Ba proteinleri, hedef organizmanin bagirsak hiicrelerinde 6zgiil reseptorlere
baglanarak hiicre zarinda por olusumuna neden olurken, Cryl10Aa ve Cry11Aa sinerjik
etki gostererek bu toksisitenin artmasina katkida bulunur [Laurence vd., 2011; Palma

vd., 2014].



Sekil 2.1: (A) Bti’nin sporlanan hiicresi ve (B) bu tiirlin bireysel toksin
kapanimlarini ve toksin bilesimlerini gosteren tipik bir parasporal
govdesi. Sp, spor; E, ekzosporium; PB, parasporal govde [Federici vd.,
2003].

Her Cry proteini belirli bir bocek grubuna 6zgii toksisite gostermektedir (Sekil 2.2).
Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0Aa ve CryllAa gibi proteinler 6zellikle Diptera iizerinde
etkilidir. Cyt proteinleri de genellikle Diptera ve Coleoptera’ya karsi etkilidir. Bu
proteinlerin biyolojik etkinlik diizeyi, hem hedef organizmadaki 6zgiil reseptorlerin
varligina hem de proteinlerin yapisal ozelliklerine bagli olarak sekillenmektedir
[Palma vd., 2014]. CytlA proteini, amino asit dizisi ve toksikolojik Ozellikleri
bakimindan Cry proteinlerinden belirgin sekilde farklidir. Cok sayida ¢alisma, Bti’nin
yiiksek toksisitesinin Cry proteinleri arasindaki ve 6zellikle Cytl A ile Cry proteinleri
arasindaki sinerjik etkilesimlerden kaynaklandigini gostermistir [Wu ve Chang, 1985;
Ibarra ve Federici, 1986; Crickmore vd., 1995; Wirth vd., 2000]. Daha da 6énemlisi,
Cytl A’nm sivrisineklerde Cry proteinlerine kars1 direng gelisimini geciktirebilecegini
ve gelistiginde bu direnci ortadan kaldirabilecegini gostermektedir [Georghiou ve
Wirth, 1997]. Ornegin, laboratuvar kosullarinda Culex quinquefasciatus
poptilasyonlarinda Cryl1A’ya kars1 >900 kat direng gozlenirken, Cryl1A’nin CytlA
ile 3:1 oraninda kombinasyonu bu direnci tamamen ortadan kaldirmistir [Wirth vd.,

1997].
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Sekil 2.2: Bacillus thuringiensis tarafindan iiretilen d-endotoksin proteinlerinin
hedef organizma yelpazesi [Palma vd., 2014].

2.3. Bacillus thuringiensis israelensis’in Yasam Dongiisii ve
Etki Mekanizmasi

Bti’nin yasam donglisii cevresel kosullara bagli olarak iki temel evrede ilerler:

Vejetatif biiylime ve sporulasyon (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Bacillus thuringiensis’in yasam dongiisli (Aguirre-Zapata vd., 2020’den
uyarlanarak, Eylil Giiven Dalkiirek tarafindan BioRender’da
olusturulmustur).



Vejetatif fazda hiicreler, uygun g¢evresel kosullarin saglandigi ve besin agisindan
zengin ortamlarda hizlica ¢ogalarak biyokiitle artis1 gosterir. Bu donemde bakteriler,
temel metabolik aktivitelerini siirdiiriir ve toksin iiretimi gerceklesmez. Bu faz,
bakterinin hizli biiyiime ve enerji iiretimi acisindan avantajli oldugu donemdir.
Besinlerin tilkenmesi veya c¢evresel stres kosullarinin baslamasiyla birlikte

sporulasyon siireci tetiklenir [Bravo vd., 2007].

Sporulasyon, kristal protein biyosentezinin es zamanli gercgeklestigi oldukga
Ozellesmis bir evredir. Bu siiregte polar boliinmeyle Onciil spor (forespore) ve ana
hiicre (mother cell) olusur. Ardisik olarak aktive olan sigma faktorleri (oF, oF, 69, ¥),
hem sporun yapisal gelisimini hem de Cry ve Cyt proteinlerinin genetik
ekspresyonunu diizenler. Ozellikle 6® ve oX, kristal proteinlerin sentezinde kritik rol
oynar [Deng vd., 2014; Sonenshein, 1989]. Bu molekiiler diizenleme, kristal protein
sentezinin zamanlamasinit spor olusumu ile senkronize ederek bakterinin hayatta
kalma ve patojenitesini optimize eder. Sporlagsma siireci boyunca Bt hiicreleri farkl

morfolojik evrelerden geger (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Bt hiicresinde sporulasyon siireci sirasindaki morfolojik degisimler. B#’de
sporlanmanin diyagramatik semasi. M: mezosom, CW: hiicre duvari, PM:
plazma zari, AF: eksenel filaman, OI: oval inkliizyon, PC: iki piramit
seklinde parasporal kristal, E: ekzosporiyum, S: spor [Bulla vd., 1980;
Rabinovitch vd., 2017].

Kristal protein sentezi bu siirecte spor olusumu ile es zamanlidir ve lizis sonrasi
kristaller sporla birlikte ¢evreye salinir. Sporogenez sirasinda biriken parakristal
yapilar hedef organizmalar i¢in 6ldiirticii etki gosterir. Bu kristallerin biiyiik cogunlugu
Cry ve Cyt proteinlerinden olusur. Dolayisiyla sporulasyon siireci yalnizca bakterinin
hayatta kalmasi i¢in degil, ayn1 zamanda entomopatojenik toksinlerin sentezi i¢in de

kritik oneme sahiptir [Stragier ve Losick, 1996].
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Bu noktadan sonra, spor ve kristal yapinin biyolojik rolii devreye girer. Bti suslarinin
entomopatojenik etkisi, sporogenez sirasinda sentezlenen J-endotoksinlerin hedef
organizmalar tarafindan yutulmasiyla baglar. Spor ve kristallerin birlikte gevreye
salinmasi, hedef organizmalar tarafindan alindiginda toksik siireci tetikler. Cry
proteinlerinin etki mekanizmasi, olduk¢a 6zgiil ve ¢ok asamali bir biyokimyasal

stirectir (Sekil 2.5) [Palma vd., 2014].
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Sekil 2.5: Cry toksinlerinin hedef organizmanin larva bagirsagindaki etki
mekanizmasi (Bravo vd., 2007’den uyarlanarak Eyliil Giiven Dalkiirek
tarafindan BioRender’da olusturulmustur).

Larvalar bu toksinleri yuttugunda kristal yapilar, alkali pH’a sahip orta bagirsakta
¢oziiniir hale gelir. Bu ¢6ziinme siireci, protoxinleri aktif toksin formlarina doniistiiren
orta bagirsak proteazlar1 tarafindan gerceklestirilir [Bravo vd., 2011]. Aktive edilen
Cry toksinleri, larva bagirsagindaki 6zgiil reseptorlere baglanir [de Maagd vd., 2001].
Reseptorlere baglanan toksinler, oligomerizasyon siireciyle birleserek ¢ok alt birimden
olusan yapilar haline gelir ve ardindan epitel hiicre zarina gémiilerek por olusturur
[Soberon vd., 2009]. Bu porlar hiicre i¢i iyon dengesini bozar, su girisine bagl hiicre

sismesi ve lizisle sonuglanir [Bravo vd., 2011].

Son yillarda yapilan calismalar, Cry toksinlerinin klasik por olusum modelinin

otesinde farkli hiicresel hedefleri etkileyebilecegini, alternatif sinyal yollarini
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bozabilecegini ve apoptoz mekanizmalarini tetikleyebilecegini gostermektedir
[Vachon vd., 2012]. Ayrica bazi Cry toksinlerinin oligomerlesme olmaksizin da por
olusturabilecegi one siiriilmektedir [Soberdn vd., 2009]. Boylece Cry toksinlerinin etki
mekanizmasinin tek bir modele indirgenemeyecek kadar karmasik bir biyolojik siireg

oldugu anlasilmaktadir.

2.4. Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) izolasyonu

Biyolojik miicadele, zararli boceklerin neden oldugu zararlari azaltmak amaciyla, bu
boceklere karst etkili olan dogal diismanlarin kullanilmasi seklinde tanimlanabilir.
“Dogal diigman” ifadesi parazitler, avci tiirler (predatorler) ve hastalik etkeni
mikroorganizmalar1 kapsamaktadir. Ancak, hastalik olusturan mikroorganizmalarin
kullanim1 6zel olarak mikrobiyal miicadele olarak adlandirilir [Peter, 1984].
Mikrobiyal miicadelede yer alan bakteriler, zararli bdceklerin popiilasyonlarini
baskilayabildikleri i¢in tarimsal zararlilarla savasta 6énemli bir yere sahiptir. Bti, bu
biyolojik miicadelede ozellikle sivrisinek ve kara sinek larvalarma karsi yiiksek
etkinlik gosteren spor olusturan bir bakteridir [Lacey, 2007]. Bu bakterinin dogal
ortamlardan izole edilerek laboratuvar kosullarinda ¢ogaltilmasi, biyoinsektisidal
iirlinlerin gelistirilmesi agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bti izolasyonu genellikle
toprak, su birikintileri, kompost materyalleri ve larva yogunlugu yiiksek alanlardan
alman 6rneklerle gergeklestirilir. Uygun besiyerlerinde yapilan inkiibasyon sonucunda
elde edilen koloniler, mikroskobik ve biyokimyasal analizlerle tanimlanarak
saflastirilir. Bu stireg, hem dogal suslarin etkinliginin test edilmesini hem de yeni,

potansiyel olarak daha etkili B#i varyantlarinin elde edilmesini miimkiin kilar [Santana

vd., 2008].

Bti suslarimin izolasyonu amaciyla yapilan ¢aligmalarda, ¢evresel orneklerin dogru
alanlardan ve uygun tekniklerle toplanmasi bilyiik 5nem tasimaktadir. Ozellikle toprak
[Santana vd., 2008; Al-Obaidy, 2014; Al Bouq, 2010], 6li veya canli bocekler [Kati
vd., 2017; Eski vd., 2018; Sezen vd., 2010; Dadasoglu ve Dadasoglu, 2016], c¢igekler
[Garcia-Sudrez, 2021], clirimeye baslayan yapraklar [Tilquin vd., 2008], bataklik
alanlar [Maeda vd., 2001], larva yogunlugu yiiksek dogal ortamlar gibi habitatlar
[Tilquin vd., 2008] Bti acisindan zengin kaynaklar olarak kabul edilmektedir. Ayrica,

ornek alman bolgelerin ekolojik ozelliklerinin kayit altina alinmasi, izole edilen
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suslarin g¢evresel baglamda degerlendirilmesini miimkiin kilar [Kati vd., 2017;

Bozlagan vd., 2010; Zothansanga vd., 2016].

Toplanan c¢evresel drneklerden Bti suslarinin secilmesi i¢in c¢esitli 6n isleme ve
seleksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu siire¢ genellikle 6rneklerin 80 °C’de kisa
stireli 1s1l isleme tabi tutulmasi ile baslamaktadir bdylece 1siya dayanikli spor
formundaki bakteriler segilerek diger mikroorganizmalarin biiyiimesi engellenir
[Lancini ve Lorenzetti, 1993]. Ardindan uygun besiyerlerine (6rnegin Nutrient Agar,
LB agar veya T3 agar) ekim yapilir ve kolonilerin morfolojik 6zellikleri incelenir.
Koloni morfolojisine gore siipheli Bz suglar1 belirlenir ve spor ile kristal yap1 olusumu
mikroskobik olarak degerlendirilir. Literatiirde, izole edilen Bt suslarinin koloni
morfolojilerinin beyaz ya da krem renkli, yuvarlak ve farkli kenar yapilarinda
olabilecegi belirtilmektedir [Cetinkaya, 2002; El-kersh vd., 2011; Kaviyapriya vd.,
2019; Navya vd., 2022]. Ayrica, bu bakterilerin sporlanma sirasinda olusturdugu
kristal yapilarin da sekil bakimindan ¢esitlilik gosterdigi ve bu morfolojik 6zelliklerin
toksisite ile iligkili olabilecegi ifade edilmektedir [Cetinkaya, 2002]. Bu baglamda, Bti
izolasyon caligmalar1 sadece mikrobiyal tanimlama acisindan degil, ayn1 zamanda
biyolojik etkinligin 6ngdriilmesi bakimindan da 6nem tasimaktadir [Santana vd.,

2008].

Bti suglarinin biyoinsektisidal potansiyelinin belirlenmesi, yalnizca morfolojik ya da
molekiiler tanimlamalarla smirlt degildir. Bu suslarin hedef canlilar iizerindeki
etkilerinin dogrudan test edilmesi de gereklidir [Lacey, 2007]. Bu amagla, ¢esitli bocek
larvalar tizerinde toksisite testleri yapilir [El-Kersh vd., 2011; Kat1 vd., 2017, Garcia-
Sudrez, 2021; Bozlagan vd., 2010]. Laboratuvar kosullarinda yapilan bu biyolojik
etkinlik testleri, izolatlarin kullanim potansiyelini degerlendirme agisindan 6nemli bir
Olgiit sunar. Bazi suslar kristal yapi {lretmesine ragmen biyolojik aktivite
gostermeyebilir. Bu nedenle biyolojik testler izolasyon siirecinin tamamlayict bir

par¢asidir [Ammouneh vd., 2011].

Sonug olarak, Bfi suslarinin dogadan izolasyonu siirecinde izole edilen suslarin hem
fenotipik oOzelliklerinin hem de biyoinsektisidal potansiyellerinin ortaya konmasi,
cevreye duyarl biyolojik miicadele stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiylik 6nem
tasimaktadir [de Barjac, 1990]. Bu baglamda, caligmada kullanilan izolasyon ve
degerlendirme adimlari, potansiyel olarak etkin ve yerel Bti suslarinin belirlenmesini

hedeflemistir.
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3. POLIFOSFAT KINAZ

Inorganik fosfat (Pi), hem toprak hem de sucul ekosistemlerde bulunan temel bir besin
elementidir ve bakteriyel biiylime ile metabolizmanin siirdiiriilebilirligi i¢in kritik
oneme sahiptir [Rao vd., 2009]. Yapilan c¢alismalar, Pi’nin tiikkenmesinin Bacillus
subtilis’te c¢evredeki Pi konsantrasyonunu algilayan sensor kinaz PhoR ve yanit
diizenleyici PhoP’den olusan PhoPR iki bilesenli sistemini aktive ettigini, bunun
sonucunda fosfat agligi regulonunun indiiklendigini ve duragan faza geciste cok sayida
genin ekspresyon profilinin degistigini gostermistir [Liu ve Hulett, 1997; Allenby vd.,
2005].

Hiicre i¢inde fosfat genellikle inorganik polifosfat (poliP) formunda depolanir. PoliP,
yiksek enerjili baglarla birbirine baglanmis ¢ok sayida fosfat molekiiliinden olusan bir
polimerdir (Sekil 3.1). Bakterilerde poliP metabolizmasi, iki temel enzim sinifi olan
poliP kinazlar (PPK1 ve PPK?2) tarafindan gerceklestirilir. Bu enzimler, ATP’nin
terminal fosfatin1 poliP zincirine ekleyerek polimerizasyonu saglar ve gerektiginde
poliP’yi tekrar ATP’ye déoniistiirebilirler [Zhang ve Kornberg, 2002]. Ote yandan,
polyP yikimi, terminal fosfati hidrolize eden eksozofosfataz (PPX) enzimiyle

gerceklesir [Shi vd., 2004].

(II) TI) (II)
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Sekil 3.1: Inorganik polifosfat (PoliP): [POs] biriminin n degeri, hiicresel konuma
ve metabolik duruma bagl olarak onlarca hatta yiizlerce arasinda
degisiklik gosterebilir [Rao vd., 2009].

PoliP sadece enerji metabolizmasinda degil, ayn1 zamanda stres yanit1 ve cesitli

fizyolojik siireclerin diizenlenmesinde merkezi rol oynar [Rao vd., 2009]. PoliP,

ozellikle besin kithig1 ve stres kosullarinda yikilarak ATP’ye doniistiiriiliir. Bu durum,
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hiicrenin enerji dengesini koruyarak hayatta kalma sansini artirir [Zhang ve Kornberg,

2002].

Genetik diizeyde ppk veya ppx genlerinin silinmesi ya da asir1 ekspresyonu, bakteriyel
biiylime hizi, hareketlilik, quorum sensing, biyofilm olusumu, sporulasyon ve viriilans
gibi pek ¢ok durumu etkileyebilir [Shi vd., 2004; Rao vd., 2009]. Ornegin, Bacillus
cereus’ta ppk geninin silinmesi (Appk mutasyonu), hiicredeki poliP diizeyinin ciddi
sekilde azalmasina neden olur. Buna bagli olarak, bakterinin hareket etme yetenegi ve
biyofilm olusturma kapasitesi de belirgin sekilde zayiflar. Spor olusturma yeteneginde
goriilen ciddi bozulmalar ise 6zellikle Appx (exopolifosfataz) mutantlarinda dikkat
cekicidir. Bu durum, poliP’nin hem sentez hem de yikim siire¢lerinin, farkli fizyolojik

ozellikleri farkli bigimlerde etkiledigini gostermektedir [Shi vd., 2004].

Model organizmalar ve bazi patojenik tiirlerde (6r. Pseudomonas aeruginosa, E. coli,
Salmonella), Appk mutasyonlar1 biyofilm olusumu, quorum sensing, viriilans, stres
tolerans1 ve duragan fazda uzun siireli yasam gibi onemli 6zelliklerde belirgin
bozulmalara yol agmaktadir [Rao vd., 2009; Rashid ve Kornberg, 2000; Rao ve
Kornberg, 1996]. Ancak, Vibrio cholerae gibi bazi tiirlerde temel biiyiime ve
kolonizasyon siiregleri etkilenmeyebilir. Bu da ppk fonksiyonunun tiire 6zgii fenotipik

sonuclar dogurabilecegini gostermektedir [Ogawa vd., 2000].

Laboratuvarimizda gercgeklestirilen bir calismada, Bti’de ppk geninin asiri
ekspresyonu, 9-endotoksin iiretimini ve buna bagli olarak larvasidal aktiviteyi anlaml
sekilde artirmistir. Calismada, ppk geni pHT315 vektoriine klonlanmis ve genin asiri
ifade edildigi rekombinant susun endotoksin {iretimi, yaban sus ve bos vektor tasiyan
suslarla karsilastirilmistir. Sonuglar, ppk geninin fazla ifade edildigi susun endotoksin
iretiminde anlamli artig sagladigini gdstermistir. Ayrica, bu rekombinant susun, Culex
quinquefasciatus sivrisinek larvalarina karsi toksisitesinin yaklasik 7,7 kat daha fazla
oldugu tespit edilmistir [Doruk vd., 2013]. Ayn1 zamanda, ppk’nin kromozomal
silinmesine yonelik glivenilir bir yontem gelistirilmis ve Appk mutantlarinin fizyolojik
etkilerinin sistematik olarak incelenmesine olanak saglanmistir. Bu baglamda, Appk
mutantinin da ayni sekilde d-endotoksin iiretiminin ve larvasidal aktivitesinin yaban
susa gore 2,4 kat artirdigi gosterilmistir [Doruk, 2013]. Bu ¢alismalar, polifosfat
metabolizmasinin sadece enerji depolama ve stres tepkisinde degil, ayn1 zamanda
biyoinsektisit biyosentezinde de rol oynayabilecegini ortaya koyan ilk ¢aligmalardan

biri olma o6zelligi tasimaktadir. Bulgular, biyoinsektisit {iretiminin genetik
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miihendislik yoluyla artirilabilecegini ve ¢evresel zararlilarla biyolojik miicadelede

etkili yeni stratejiler gelistirilebilecegini gostermektedir.

Son yillarda Bacillus ve polifosfat mekanizmasi konular1 tizerine duran bir ¢aligmada
ise, Yik ve arkadaslar1 (2023), ¢evresel stres etmeni olarak bakir iyonlarinin etkisi
altinda Bacillus thuringiensis Y1 susunun polifosfat ve polihidroksialkanoat
metabolizmasina ait gen ekspresyon profillerini incelemistir. Ozellikle polifosfat kinaz
(ppk), ekzopolifosfotaz (ppx) and NAD kinaz (ppnk), gibi polifosfatla iligkili genlerin
stres kosullarinda nasil davrandigima odaklanilmistir. Caligmanin temel bulgularina
gore, bakir stresi altinda bu genlerin ekspresyonu anlamli diizeyde artis gostermistir.
Bu da, B. thuringiensis’in asirt metal iyonlarina karsi verdigi savunma tepkisinde
polifosfat metabolizmasiin aktif bir sekilde devreye girdigini ortaya koymaktadir.
Calismada, polifosfatin, enerji depolama molekiilii olmasinin tesinde, iyon selatlama
ve oksidatif hasar1 azaltma gibi koruyucu roller {istleniyor olabilecegine deginilmistir.
Bu c¢aligma, polifosfat metabolizmasinin yalnizca fizyolojik stireclerde degil, ayni
zamanda cevresel stres yanitinda da kritik bir rol oynadigin1 gostermesi bakimindan
onemlidir. Ozellikle B. thuringiensis gibi endiistriyel acidan 6nemli tiirlerde stres
tolerans1 ve metabolik esneklik konularinda ppk/ppx genlerinin islevine dair giiclii

kanitlar sunmaktadir [Yik vd., 2023].
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4. LON PROTEAZ

Proteazlar, biyosistemlerde yaygin olarak bulunur ve hiicrelerin ve organizmalarin
biyokimyasal, fizyolojik ve diizenleyici siireclerinde c¢esitli roller iistlenir [Ward,
2019]. Hiicre i¢i proteolizi gergeklestiren 6zel bir proteaz grubu, hiicre sag kalimi i¢in
gereklidir. Bu proteazlar, 6zellikle proteomu tehdit eden stres kosullarinda hasarli,
islevsiz ve kisa Omiirlii proteinleri ortadan kaldirarak hiicresel protein homeostazinin
korunmasinda kritik bir rol oynar. Belirli fonksiyonel proteinlerin miktarmi
diizenleyerek, proteazlar transkripsiyonel ve  post-translasyonel yollarm
diizenlenmesine katilir. Bakterilerde, hiicre i¢i proteoliz, Lon gibi biiyilk AAA+
(ATPase Associated with various cellular Activities) protein ailesine ait ATP-bagimh

proteazlar tarafindan gergeklestirilir [Kirthika vd., 2023].

ATP'ye bagimli bir proteaz olan Lon, yanls katlanmis, oksidatif olarak hasar gérmiis
ya da goOrevini tamamlamis proteinlerin parcalanmasini saglayarak proteostazin
korunmasina katkida bulunur [Gur, 2013; Lee ve Suzuki, 2008]. Molekiiler olarak
Lon, alt1 alt birimden (hexamer) olusan halka seklinde bir kompleks halinde ¢alisir.
Her bir alt birim bir AAA+ ATPaz domaini ve bir serin-lizin proteaz domaini igerir.
Bu yapi, substrat proteinleri ATP’nin hidroliziyle acarak merkezi proteolitik bosluga
alir ve burada yikar. Yapilan yapisal analizler, Lon proteazlarinin yalnizca bakterilerde
degil, arkealarda (LonB) ve 0karyotlarda mitokondri ve kloroplast gibi organellerde
de bulundugunu, farkli tiirlerde LonA, LonB ve LonC alt ailelerine ayrildigim
gostermektedir. Ozellikle LonA alt ailesinin genis bir N-terminal domain tasidig1 ve
bu bolgenin substrat tanima ile kompleksin stabilitesinde kritik rol oynadigi

goriilmistiir [Gur, 2013; Wlodawer vd., 2022].

Son yillarda yapilan yapisal ve biyoinformatik ¢aligmalar, Lon proteaz ailesinde daha
once tanimlanmamis hibrit Ozellikler tasiyan yeni bir alt aile oldugunu ortaya
koymustur. Bu yeni alt aile, LonBA olarak adlandirilmistir ve o6zellikle Bacillus
subtilis’te detayli olarak incelenmistir (Sekil 4.1). Gustchina ve arkadaslar1 (2022),
proteaz (P) ve ATPaz (A) domainlerini hem kristal yapt hem de modelleme
yontemleriyle analiz ederek bu enzimin hem LonA hem de LonB ailelerinin

ozelliklerini birlikte barindirdigin1 gostermistir. Proteaz domaininde LonA-benzeri
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katalitik Ser-Lys ¢ifti bulunurken, ATPaz domaininde LonB’ye 6zgii yapisal motifler
korunmustur [Gustchina vd., 2022].
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Sekil 4.1: Lon proteaz alt ailelerinin sematik blok diyagrami. AAA+ modiillerinin
A ve B tipleri (agik mavi ve mavi) ile proteolitik (P) alanlarinin A ve B
tipleri (kirmiz1 ve turkuaz) renklerle gosterilmistir. LonB ve LonC’de
membran baglant1 alt alan1 (MA) ve helikal sa¢ tokas1 uzantis1 (HHE)
strastyla mavi ve yesil ile belirtilmistir [Wlodawer vd., 2022; Gustchina
vd., 2022].

Bu yapisal melezlik, LonBA’nin islevine dair 6nemli ¢ikarimlar sunmaktadir. LonBA
proteazinin Bacillus hiicrelerinde protein kalite kontroliinde rol aldigi, 6zellikle stres
kosullarinda yanlis katlanmig veya hasarli proteinlerin yikiminda gorev aldigi
diisiiniilmektedir. Ayrica ATP’ye afinitesi, substrat segiciligi ve muhtemel membran
iligkisi klasik LonA ve LonB proteazlarindan farklilik gosterebilir. Bu farkliliklarin
hiicredeki lokalizasyon, diizenleyici mekanizmalar ve proteolitik hiz {izerinde etkili

olabilecegi ongoriilmektedir [Gustchina vd., 2022].

Mevcut veriler, LonBA’nin ekspresyonunun hangi stres kosullar1 veya regiilatorler
tarafindan kontrol edildigi ve hangi spesifik substratlar1 hedef aldig1 konularinda hala
sinirlidir. Gelecek calismalarin, LonBA’nin Bacillus sporulasyonu, stres yaniti ve
metabolik diizenleme siireclerindeki roliinii a¢ikliga kavusturmasi beklenmektedir. Bu
bilgiler, hem temel hiicresel biyoloji hem de endiistriyel biyoteknoloji agisindan

onemli ¢ikarimlar sunacaktir [Gustchina vd., 2022].

Barkad ve arkadaglarinin laboratuvarimizda gerceklestirmis oldugu bir ¢aligmada,

hiicresel homeostazda merkezi bir rol oynayan Lon proteazin Bti’de endotoksin
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iretimi ve stres yaniti lizerindeki etkileri arastirilmistir. Calismada, /lon geni kendi
promotori ve terminatori ile birlikte ¢ok kopyali bir plazmite klonlanarak B#ti ATCC
35646 susunda yiiksek ifadesi saglanmistir. Rekombinant susta /on geninin bagarili bir
sekilde ifade edildigi ve tretilen Lon proteazin fonksiyonel oldugu gosterilmistir

[Barkad vd., 2021].

Elde edilen veriler, lon geninin asir1 ifadesinin sporiilasyon verimliligini diisiirdiglinii
ve hiicre motilitesini zayiflattigin1 ortaya koymustur. Buna karsilik, d-endotoksin
iiretiminin arttig1, biyofilm olusumunun yiikseldigi ve susun ozmotik stres, 1s1 soku ve
UV 1smina kars1 daha yiiksek tolerans gelistirdigi bulunmustur. Bu sonuglar, Lon
proteazin yalnizca protein kalite kontroliinde degil, ayn1 zamanda entomopatojenik
toksin iiretimi ve stres adaptasyonunda da kritik bir diizenleyici rol lstlendigini
diistindiirmektedir. Calisma, Bti’nin biyoinsektisit iiretim kapasitesinin genetik
mihendisligi ile artirilmasina yonelik ileri caligmalar i¢in degerli bir model

olusturmaktadir [Barkad vd., 2021].

Son donemde Wang ve ark. (2024) tarafindan yapilan molekiiler tabanli bir caligmada,
LonA proteazinin inaktivasyonunun 6zellikle sekresyona duyarli enzimlerin iiretimini
anlaml 6lctide artirdig1 gosterilmistir. Arastirmacilar, xilanaz (XynA) ve maltogenik
a-amilaz (AmyM) asir1 lireten Bacillus subtilis suslarinda transkriptom ve ribozom
profil analizleri yapmis ve LonA geninin silinmesinin XynA {retimini %140 kat,
AmyM {iretimini ise %20 oraninda artirdiini rapor etmistir. Bu sonuglar, LonA
proteazinin genetik olarak hedeflenmesinin, Bacillus’un rekombinant protein
iiretiminde kullanilabilecek giiclii bir strateji olabilecegini ve sekresyon kapasitesini

artirmaya yonelik calismalara 151k tutabilecegini gostermektedir [Wang vd., 2024].
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5. BACILLUS THURINGIENSIS
ISRAELENSIS’IN BIYOREAKTORDE
BUYUK OLCELI 6-ENDOTOKSIN URETIMI

Mikroorganizmalarin kontrollii kosullarda ¢ogaltilarak biyoteknolojik tiriin elde
edilmesi, endiistriyel biyoteknolojide temel bir uygulamadir. Fermentasyon siiregleri
genellikle kiiclik dlgekli fermentdrlerde baslatilir. Bu sistemler (2-5 L), sicaklik, pH
ve ¢Oziinmiis oksijen gibi parametrelerin hassas kontroliinii miimkiin kilar ve biiyiik
Olgekli iiretime gegiste kritik bir adimdir. Orta 6lgekli fermentdrler (20—100 L) pilot
iiretim i¢in kullanilirken, endiistriyel sistemlerde (500 L ve lizeri) 6zellikle oksijenin
s1v1 faza gegis verimliligini ifade eden kLa degeri, pervane tipi ve karistirma hiz1 gibi
parametrelerin yeniden optimize edilmesi gerekir [Mahdinia ve Demirci, 2019; Lidén,
2002]. Bti iiretimi genellikle sivi fazli fermentasyon sistemlerinde gergeklestirilir.
Ayrica, ekonomik besiyeri formiilasyonlar1 ve dlgeklendirme teknikleri, endiistriyel

iiretimin siirdiiriilebilirligi agisindan biiyiik Snem tasir [Ozkan vd., 2003].

Bti iiretiminin endiistriyel Olcekte gerceklestirilebilmesi i¢in farkli fermentor
stratejileri gelistirilmistir. Fermentor sistemleri, yalnizca yiiksek hiicre yogunlugu elde
etmeyi degil, ayn1 zamanda sporulasyon ve toksin iiretimini optimize etmeyi de
hedefler [Masri ve Ariff, 2020]. Endiistriyel 6l¢ekte Bti liretiminde sicaklik, hem
hiicresel biiyiime kinetiklerini hem de spor ve toksin sentezini dogrudan etkileyen en
kritik parametrelerden biri olarak kabul edilmektedir. Fermentor bazli ¢alismalarda,
30 °C’nin bu tiir iiretimler i¢in optimum sicaklik oldugu bir¢ok arastirmada teyit
edilmistir. Richardson ve ark. (2020), 2 L ve 5 L hacmindeki fermentorlerde
yirtttiikleri calismada, 30 °C’de en kisa boliinme siiresi ve en yiiksek biiylime oraninin
elde edildigini bildirmistir [Richardson vd., 2020]. Daha biiyiik 6l¢ekli ve kati
fermantasyon sistemlerine odaklanan bir arastirmada ise, 25-30 °C aralig1 en uygun
deger olarak belirlenmis ve bu sicakligin yiiksek spor yogunlugu, kristal protein
iiretimi ve dlgeklenebilirlik agisindan avantaj sagladigi gosterilmistir [Thao vd., 2021].
Dolayisiyla, fermentor kosullarinda 30 °C’nin tercih edilmesi endiistriyel oOlgekli
iiretimde verimlilik, enerji tasarrufu ve slire¢ stabilitesi agisindan da Onem arz

etmektedir.
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Fermentasyon ortaminin pH kontrolii ise hem bakterinin metabolizmas1 hem de toksin
salmimi agisindan kritik 6dneme sahiptir. Literatiirde fermentoér kosullarinda pH
kontroliiniin toksin sentezi acisindan denenen farkli kontrol stratejileri bulunmaktadir.
Awad ve ark. (2015), 16 L’lik biyoreaktorde yiiriittiikkleri ¢aligmada, pH kontrolii
uygulanmayan fermentasyonlarda daha yiiksek spor ve hiicre kiitlesi elde ettiklerini,
bdylece asit ve baz kullanim maliyetini diisiirerek pH kontrol cihazinin isletme ve
bakim maliyetinden tasarruf saglanabilecegini raporlamislardir [Awad vd., 2015].
Buna karsin, bazi calismalarda ise toksin verimliliginin sabit pH uygulamalarinda elde
edildigi goriilmektedir. Ornegin, Soccol ve ark. (2009), 2 L fermentdrde pH’nin dogal
dalgalanmalarina (5.8—8.4 arasi) kiyasla pH 7.0 sabitlemesinin en yiiksek toksisiteyi
sagladigin1 bildirmistir [Soccol vd., 2009]. Bu bulgular, pH kontroliiniin yalnizca
biliylime ve sporiilasyonu degil, ayn1 zamanda toksin sentezini de optimize ettigini

gostermektedir.

Fermentorlerde oksijen transferi, 6zellikle spor ve toksin iiretiminin hedeflendigi Bti
fermentasyonlarinda kritik bir parametredir. Oksijenin siv1 faza gecis verimliligini
ifade eden kLa degeri, basta pervane tipi, karistirma hizi (RPM) ve havalandirma
(VVM) olmak iizere ¢esitli operasyonel degiskenlerden etkilenmektedir. Bti’nin
fermentoér kosullarinda {iretiminde agitasyon (karistirma (RPM)) ve aerasyon
(havalandirma/oksijen verme (VVM)) hiicresel biiylime ile toksin ve spor lretimi
arasinda kritik bir dengeyi saglayan parametrelerdir. Richardson ve ark. (2020), B.
thuringiensis iretiminin 2 L ve 5 L hacmindeki fermentdrlerde sirasiyla 200 RPM/1,5
VVM ve 150 RPM/1,5 VVM kosullarinda en yiiksek biiyiime orani ve en kisa boliinme
stiresini elde ederek oksijen saglanmasinda 1,5 VVM aerasyonun belirleyici oldugunu
gostermistir. Bu bulgular ayn1 zamanda farkli hacimlerdeki fermentorlerin farkli
kosullarda optimize olabilecegini gostermektedir [Richardson vd., 2020]. B.
thuringiensis iretiminde 14 L fermentor kullanilan baska bir calismada 1 VVM’de 300
rpm’lik agitasyon hizinin 200 rpm’e kiyasla spor iiretimini yaklasik 60 kat, kristal
protein verimini ise %72 oraninda artirdigin1 gostermistir [Zafar vd., 2003]. Ancak
baska bir ¢aligmada ise daha biiyiik 6l¢eklerde agitasyon hizinin fermentor hacmiyle
ters orantili olarak azaldig1 gériilmektedir. Ornegin Kim ve ark. (2011), Bacillus
thuringiensis kurstaki iretiminde 20 L fermentérde 300 rpm, 1000 L fermentorde ise
175 rpm ile benzer oksijen aktarimi saglanmis ve spor verimleri birbirine yakin

cikmistir [Kim vd., 2011]. Sekil 5.1°de gosterilen Pitched blade (A) ve Rushton tipi
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(B) karnstiricilar, biyoreaktorlerde karistirma ve oksijen transferi performansi
acisindan yaygm olarak kullanilan iki farkli g¢ark tasarimidir. Pitched blade
kanistiricilar, diisiik kesme kuvvetiyle daha yumusak akis saglarken, Rushton tipi
karigtiricilar, yiiksek kesme kuvveti ve daha etkili gaz—s1vi karigimi igin tercih edilir

[Paciello ve Parascandola, 2020].

Sekil 5.1: Pitched blade (A) ve Rushton tipi (B) karstiricilar [Paciello ve
Parascandola, 2020].

Endiistriyel o6lgekli fermentasyonlarda yaygin olarak kullanilan Rushton tipi
pervaneler, yiiksek gaz dagilim kapasitesi saglarken, hiicreler lizerinde olusturdugu
yiiksek kesme kuvveti nedeniyle bazi durumlarda olumsuz etkilere yol agabilir.
Alternatif olarak kullanilan pitched-blade pervaneler, daha diisiik kesme kuvvetiyle
caligarak hem yeterli oksijen transferi saglar hem de hiicre biitiinliigiinii korur [Paciello
ve Parascandola, 2020]. Bu sonuglar, pervane tipinin, hava giris basinci ve karistirma
sisteminin birlikte optimize edilmesinin 6l¢ek biiyiitmede iiretkenligi korumada kritik

oldugunu gostermektedir [Kim vd., 2011].

Endiistriyel Olcekte Bfi iliretiminde en Onemli kisitlardan bir digeri, kullanilan
besiyerlerinin yiiksek maliyetidir. Glikoz, nisasta, siilkroz ve mannitol gibi rafine
karbon kaynaklar1 laboratuvar kosullarinda verimli olsa da, biiylik hacimlerde
kullaniminda ciddi ekonomik yiik olusturmakta ve endiistriyel uygulanabilirligi
sinirlamaktadir. Bu nedenle, literatiirde ¢ok sayida calisma tarimsal ve endiistriyel
organik atiklarin uygun maliyetli substratlar olarak degerlendirilmesine odaklanmustir.
Bu kapsamda, Prabakaran ve Balaraman (2006), yerel olarak temin edilebilen soya
unu, yer fistig1 kiispesi ve bugday kepegi ekstresi gibi tarimsal yan {iriinleri kullanarak
100 litrelik bir fermentoérde Bfi iiretmis, ozellikle soya unu igeren ortamda yiiksek
sporulasyon ve toksisite degerleri elde etmislerdir [Prabakaran ve Balaraman, 2006].

Benzer sekilde, Yezza ve arkadaglar1 (2006), atik su ve atik su camuru gibi endiistriyel
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organik atiklar1 degerlendirmis ve Bt liretimini 150 L’lik pilot 6lgekli fermentdrlerde
basarili bir sekilde gergeklestirerek biyopestisit iiretimini saglamigtir [Yezza vd.,
2006]. Bu calismalar, endiistriyel dlgekte Bt iiretiminde atik bazli ve tarimsal kdkenli
hammaddelerin kullanimi ile hem maliyetlerin diisiiriilebilecegini hem de {iretim

verimliliginin artirilabilecegini ortaya koymaktadir.

Bti fermentasyonlar1 sirasinda, oOzellikle yogun havalandirma ve karigtirma
kosullarinda kopiik olusumu yaygin bir sorundur. Bu durum, hem sensér okumalarinin
bozulmasina hem de kontaminasyon riskinin artmasina yol agabilir. Kopiik kontrolii
icin genellikle kimyasal kopilik kesiciler ya da mekanik kopiik kirict sistemler
kullanilmaktadir. B. thuringiensis bazl1 biyopestisitlerin {iretiminde kopiik
kontroliiniin toksin verimine etkisini inceleyen bir ¢alismada, polipropilen glikol
(PPG)’lin Bt 'nin biiylimesi lizerinde toksik etki gosterdigi ve toksin verimini azalttig
belirlenmistir. Buna karsilik, Antifoam A (Sigma Chemicals) daha az olumsuz etkiyle
kopiik kontrolii saglamistir. Ayrica, dogal yaglarin biiytime ve toksin liretimi tizerinde
olumsuz bir etki yaratmadan kopiik kontrolii sagladig1 ve spor ile toksin iiretimini
artirdig1 rapor edilmistir. Ozellikle kanola, zeytin ve yer fistig1 yaglar1 yiiksek kopiik
baskilama kapasitesine sahip bulunmus, tekli doymamis yag asitleri bakimindan
zengin yaglarin toksin tiretimini artirdigir gozlemlenmistir. Ek olarak, yer fistig1 ve
soya yaglarinin, PPG’ye kiyasla yaklagik 20 kat daha ekonomik koptik 6nleyici ajanlar
oldugu ifade edilmistir [Vidyarthi vd., 2000].

Bti iiretiminde downstream processing, yani fermentasyon sonrasi saflastirma ve
stabilizasyon siire¢leri, irliniin biyolojik etkinligini koruyarak ticarilesmesini saglayan
kritik bir agamadir. Bt iiretiminde elde edilen baslica {iriin, sporlu kristal toksin
kompleksidir ve bu yapi hedef boceklerde toksik etki gosterir. Bu kompleksin
fermentasyon ortamindan verimli sekilde ayrilmasi i¢in santrifiij [Prabakaran ve Hoti,
2008], filtrasyon [Villafana-Rojas vd., 1996], sprey kurutma (spray drying) [Zhang
vd., 2024] ve dondurarak kurutma (freeze drying) [Ouattara vd., 2025] gibi ¢esitli

yontemler kullanilir.

Bt iretiminde downstream processing asamalarinda trliniin etkinligini ve daha
sonrasinda iiriiniin raf dmriinii artirmak amaciyla potasyum sorbat gibi antimikrobiyal
koruyucularin eklenmesi 6nerilmektedir. Bu koruyucular, 6zellikle nemli ortamlarda
mikrobiyal kontaminasyonu Onleyerek iirliniin stabilitesini artirir. Depolama kosullar

acisindan ise diisik nemli ortamlar, 4-25 °C arasinda sabit sicaklikta muhafaza,
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biyopestisit etkinliginin uzun siire korunmasini saglamaktadir [Brar vd., 2006].
Bacillus thuringiensis tenebrionis izolat1 ile ylriitilen calismada, fermentasyon
sonrasinda elde edilen spor-kristal karistminin mikrobiyal kontaminasyona karsi
korunmas1 amaciyla formiilasyona %0,5 potasyum sorbat eklenmistir. Antimikrobiyal
bir koruyucu olarak kullanilan potasyum sorbat, iirlinlin depolama siirecinde
stabilitesini artirmig ve bozulmalara kars1 ek bir giivenlik saglamistir. Bu yaklagim,
biyopestisit formiilasyonlarinda sadece etkinlik degil, ayn1 zamanda raf omrii ve
giivenilirligin de gelistirilmesi agisindan 6nemli bir katki sunmaktadir [Eski vd.,

2017].

Ozetle, Bti tabanh biyopestisitlerin iiretimi, cevresel siirdiiriilebilirlik, insan saglig1 ve
tarimsal verimlilik a¢isindan biiyiik 6neme sahiptir. Bu bakterinin biyopestisit 6zelligi,
onu kimyasal pestisitlere kiyasla daha giivenli ve hedefe 6zgii bir alternatif haline
getirmistir. Ancak yiiksek verimli ve maliyet etkin iiretim siirecleri i¢in yalnizca
fermentasyon degil, fermentasyonun her asamasi (fermentdr tasarimi, sicaklik
kontrolii, pH kontrolii, oksijen transferi, kopiik kontrolii, dlcekleme stratejileri ve
downstream iglemler) bir biitlin olarak optimize edilmelidir. Tiim bu teknik faktorlerin
basarili sekilde entegre edilmesi, Bti’nin hem bilimsel arastirmalarda hem de
endiistriyel uygulamalarda siirdiiriilebilir ve ekonomik bir biyopestisit olarak

kullanimin1t miimkiin kilmaktadir [Kumar vd., 2019; Kough, 2008].
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6. MATERYAL VE YONTEMLER

6.1. Kullanilan Materyaller
6.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Ekipmanlar

Tez kapsaminda yapilan deneylerde kullamilan cihazlar ve teknik ozellikleri ve

kullanim amaglar1 Tablo 6.1°de verilmistir.

Tablo 6.1: Laboratuvarda kullanilan cihazlar ve teknik 6zellikleri.

R Cihaz Adx Marka / Model = GLEL BT
No Amaci
1 4 °C Buzdolab1 Samsung Numune ve ¢ozelti
saklama
) -20 °C Derin S DNA, enzim ve kimyasal
Dondurucu amsung madde saklama
_20 °C Derin Thermo Scientific, Uzun siireli DNA, RNA
3 Forma —86 °C ULT ve bakteri stoklarinin
Dondurucu
Freezer saklanmasi
4 Buz Makinesi BAR-LINE, BF85 DAL
karsilanmasi
5 Yatay Elektrpforez Bio-Rad DNA/RNA elektroforezi
Sistemi
Dikey . SDS-PAGE gibi protein
J Elektroforez Sistemi LT analizlerinin yapilmasi
, - Bio-Rad PowerPac Elektroforez sistemine
7 Gii¢c Kaynagi . .
Basic voltaj saglanmasi
E_— e Heraeus, Labofuge Orta hacimli 6rneklerin
& s Ui Sl 400R santrifiijlenmesi
- s Beckman Coulter, Kiigtik hacimli 6rneklerin
? Masa Ustii Santrifuj Microfuge 22R santrifiijlenmesi
10 Otoklav NUVENC S e mElEme v G
sterilizasyonu
. . Cozeltilerin homojen
11 Manyetik Karistirict Heidolph MR Hei sekilde karigtirilmasi ve
Standard
1sitilmasi
Hanna Instruments, el e
12 pH Metre pH 211 pH ol¢iimii
13 Steril Kabin Heraeus, HP48 Laminar flow ile steril
calisma ortami
14 Btiiv Binder, 9010-007§ ~ _uru sicaklik ile islak
malzemelerin kurutulmasi
C Heraeus, D-63450 Sabit sicaklikta bakteri
15 Inkiibator

Heraus inkiibasyonu
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Tablo 6.1: Devami.

Sira Cihaz Ad1 Marka / Model Agiklama / Kullanim
No Amaci
Stvi1 kiiltiirlerin
. Edmund Biihler, KS-
16 | Calkalamali Inkiibator i 1;1 b havalandirmali
inkiibasyonu
A i
17 | Gérintileme Cihazi CEMIDOC saroz JEHn
goriintiilenmesi
DNA lazmidleri
18 Elektroporator Gene Pulser Xcell . 'Ve}'/a'p AZIICIEH
hiicre icerisine aktarilmasi
TECHNE, TE-10A Sicaklik kontrolli
19 Su Banyosu -
Tempette inkiibasyon
Tiipler igerisindeki
20 Bloklu Isitict WiseTherm numunelerin kontrollii
sicakliklarda inkiibasyonu
UV Goriintiileme Beckman Coulter DU Agaroz jel izerindeki
21 O,ru we ciman o DNA/RNA bantlarmin
Cihaz1 530 e .
goriintiillenmesi
Hizl1 1s1t t
22 Mikrodalga Firin Samsung IZ..I St n.la’ ampon
¢ozme islemleri
Bakteriyel kiiltiirlerin
Floreasn Bio-Rad, Smartspec optik yogunluk (OD)
23 - .
Spektrofotometre 3000 Olciimleri ve
konsantrasyon analizleri
DNA, RNA ve
. proteinlerin
NanoDrop Lit
24 anolirop Lite Thermo Scientific konsantrasyonlarini hizli
Spectrophotometer T
ve az hacimli 6l¢limle
belirlemek
PCR T 1
25 . "errr?a. Applied Biosystems DNA amplifikasyonu
Dongiileyici
) : Hassas agirlik
26 | Kapali Hassas Terazi Shimadzu . ..
Olctimlerinin yapilmasi
Asirlik Sleiimlerini
27 Hassas Terazi Precisa ST ofguTiTetit
yapilmasi
2 L olgekli fermentor
ihazinda bakteri
28 Biyoreaktor Applikon Bio cthazinda bakietl
fermentasyonunun
yapilmas.
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6.1.2. Kimyasallar

Tez kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan kimyasallar ve detaylar1 Tablo 6.2°de

verilmistir.

Tablo 6.2: Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar, formiilleri ve markalar1.

Kimyasal Ad Kimyasal Formiil Marka Adi
Sodyum kloriir NaCl Merck
Pepton - Pronadisa
Maya - Biolife
Agar tozu - Titan Biotech
Glikoz CesH1206 Sigma
Stikroz/Sakkaroz - Caisson
Coziilebilir nisasta - Merck
Maltoz - Merck
Kalsiyum nitrat tetrahidrat CaNO3.4H20 Merck
Magnezyum siilfat heptahidrat MgS04.7H20 Fluka
Demir (II) siilfat heptahidrat FeSO4.7H20 Sigma-Aldrich
Manganez (IT) klortir tetrahidrat MnCl2.2H20 Merck
Nutrient broth (besiyeri) - Biolife
Potasyum hidrojen fosfat K2HPO4 Merck
Potasyum fosfat monobazik KH2PO4 Riedel-de Haen
Stikroz Ci2¢H22011 Caisson Labs
Magnezyum Klortir MgCla AFG Bioscience
Etanol C:Hs0H Merck
Glasiyal Asetik asit C2H402 Merck
Akrilamid - Fisher BioReagents
Amonyum persiilfat (NH4)2S:20s AppliChem
TEMED CsHi6N2 AppliChem
2-merkaptoetanol C2HsOS Merck
Izopropil alkol / 2-Propanol CsHsO Merck
Hidroklorik asit HCl Riedel de Haen
Potasyum hidroksit KOH Riedel de Haen
Tris CsH1INO3 Merck
Sodyum dodesil siilfat NaCi2H25504 Merck
Gliserol %99 C3HsO3 Isolab
B-merkaptoetanol C2HeOS Merck
Bromofenol mavisi - Sigma-Aldrich
Metanol CHs;OH Merck
Coomassie mavisi C47Hs50N3NaO7S2 Merck
Asetik asit CH3COOH Sigma-Aldrich
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6.1.3. Enzimler

Bu ¢alismada kullanilan enzimler, konsantrasyonlar1 ve hazirlanma yontemleri Tablo
6.3’te sunulmustur. Enzim reaksiyonlari, iiretici firmalarin 6nerdigi uygun tampon
cozeltiler kullanilarak gerceklestirilmistir. Plazmid izolasyonunda, genomik DNA
izolasyonunda ve protein saflastirmalarinda lizozim enzimi, PCR reaksiyonlarinda
Taq polimeraz, kesim reaksiyonlarinda ise HindIIl ve Kpnl restriksiyon enzimleri
kullanilmistir. Tez boyunca kullanilan enzimler Thermo Scientific (ABD) tarafindan
saglanmistir. Lizozim ve RNaz enzimleri, Green ve Sambrook (2012) tarif ettigi

standart protokole gore hazirlanmistir [Green ve Sambrook, 2012].

Tablo 6.3: Kullanilan enzimler ve depolama kosullar1.

Hazirlama Yontemi ve Saklama

Enzim Ad1 Maxlcrad Kosullan

100 mg lizozim, 10 ml deiyonize su
veya Tris-EDTA (pH 7.4) i¢inde ¢oziiliir.
Steril tiipe aktarilir ve ¢oziinene kadar
karigtirilir. —20 °C’de alikotlar halinde
saklanir [Green ve Sambrook, 2012].

Lizozim (10 mg/ml) Thermo
Scientific

10 mg RNaz, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
icinde ¢ozilir. 100 °C’de 15 dk 1sitilir,

RNaz (10 mg/ml Th
az (10 mg/ml) ermo oda sicakliginda sogutulur. —20 °C’de

Scientifi
clentiiie alikotlar halinde saklanir [Green ve
Sambrook, 2012].
. Thermo
Taq polimeraz . Kullanima hazirdir, —20 °C’de saklanur.
Scientific
) Thermo
HindIII L. Kullanima hazirdir, —20 °C’de saklanir.
Scientific
Thermo
Kpnl o Kullanima hazirdir, —20 °C’de saklanur.
Scientific
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6.1.4. Kitler ve Molekiiler Belirtecler

Plazmid izolasyonu sonrasinda izole edilen plazmidlerin saflastirilmasi i¢in PCR
Temizleme Kiti (Macherey-Nagel, Almanya) kullanilmigtir. Agaroz jel elektroforezi
analizlerinde GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, ABD), SDS-PAGE
analizlerinde ise PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (10-250 kDa) (Thermo
Scientific, ABD) kullanilmistir (Sekil 6.1).

A) B)
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder kDa
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, ~~1801
ready-to-use P
y m - ~130-
bpng/05pg % D)
<
a =~100- "=
10000 300 60 )
8000 200 8.0 - .
/ B000 700 140 Qs 70 1 5
7, 2000 300 b.) 7))
7 %00 300 80 ® 55 18
3500 0, X =~ -
7300 700 140 e
= —— e S 40
Z 000 25 . .40
g — 1500 250 50 >
3 1000 600 120 P L _35 188
8 — 750 250 50 Lz}
o = -
3 —500 250 50 ;: - .05 —
= - 250 250 50 3
= N
z v | - ~15 -1 ..
2 -
® e
0.5 padane, & cm length gel, 8 "=
1XTAE, 7Viem, 45 min

Sekil 6.1: Bu calismada kullanilan molekiiler belirtegler. A) DNA belirteci:
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific), B) Protein belirteci:
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).

6.1.5. Antibiyotikler

Bu tez kapsaminda kullanilan antibiyotik bilgileri, konsantrasyonlar1 ve hazirlama
yontemleri Tablo 6.4’te gosterilmektedir. Kullanilan antibiyotikler, Green ve
Sambrook (2012) tarif ettigi standart protokole gore hazirlanmistir [Green ve

Sambrook, 2012].
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Tablo 6.4: Antibiyotik 6zellikleri, konsantrasyonlar1 ve hazirlanma yontemi.

Stok

Antibiyotik  Kis. E. coli Bacillus ¢ 50 Depolama
kons. kons. kons.

. - 300 %100 o
Eritromisin Ery 25 mg/ml ug/ml 25 pg/ml etanol -20 °C
Ampisilin Amp 100 mg/ml 100 ddH20 -20 °C

ug/ml
0
Kloramfenikol Chl  25mg/ml 25 ug/ml - /0100 -20 °C
etanol
Nalidiksik asit Nal 25 mg/ml - 25 pg/ml NaOH -20 °C
o . %100 o
Nistatin Nis 50 mg/ml - 50 pg/ml metanol -20°C
Hazirlama Yontemi
Antibiyotik Ad1 Hazirlama Yontemi Kaynake¢a
10 mg/ml stok ¢ozeltisi  igin 200 mg
Eritromisin (20 ml) eritromisin, 20 ml %100 etanolde ¢oziilii. ~ Green ve
(20 ml’lik stok c¢ozeltisi  Steril tiipe aktarilir, homojen olarak ¢dziinene ~ Sambrook,
icin) kadar karistirilir. -20 °C’de alikotlar halinde 2012
saklanir.
25mg/ml stok ¢ozeltisi igin 250 mg
Kloramfenikol (10 ml) kloramfenikol, 10 ml %50 etanolde ¢oziilir. =~ Green ve
(10 ml’lik stok ¢ozeltisi  Steril tiipe aktarilir ve homojen olarak  Sambrook,
icin) ¢Oziinene kadar kanstirilir.  -20°C’de 2012
alikotlar halinde saklanir.
Ampisilin (10 ml) 100 mg/ml stok ¢ozeltisi i¢in 1 g ampisilin, Green ve
(10 ml’lik stok ¢ozeltisi 10 ml c¢ift distile suda (ddH:0) c¢oziiliir.
. . . 2. . Sambrook,
icin) 0,22 um membran filtre ile sterilize edilir. 2012
-20 °C’de alikotlar halinde saklanir.
2 tartil lidiksik asit t M
Nalidiksik asit (10 ml) 0,25 gra{n a. 1. an na.‘ldl..S{ “2151 ozu, 9,3
(10 mPlik stok cizeltisi NaOH c¢ozeltisinde ¢ozdiiriiliir, son hacim 10 Gruft. 1965
L. MHETELE Stof cozerist ml’e tamamlanir. -20 °C’de alikotlar halinde it
icin)
saklanir.
Nistatin (10 ml) 015 g nistat'in ) tartilir, 10 ml 1jnetan01de ‘
(10 mPlik stok cizeltisi ¢oziiliir. Steril tiipe aktarilir, homojen olarak ~ Al-Obaidy,
coz coziinene kadar kanstirlir.  -20 °C’de 2014

icin)

alikotlar halinde saklanir.
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6.1.6. Besiyerleri

Bu calismada kullanilan besiyerleri ve igeriklerine Tablo 6.5’te yer verilmistir. Tim

besiyerleri, kullanilmadan 6nce 121 °C’de 20 dakika boyunca sterilize edilmistir.

Tablo 6.5: Kullanilan besiyerleri ve igerikleri.

Besiyeri Icerik Kaynak
5 kstresi, 10 g tript
Luria-Bertani (LB) Sivi § Mmaya cistrest, 118 Tpton
.. ve 10 g NaCl, distile su ile 1
Besiyeri (pH 7.5) .
litreye tamamlanir.

Gust vd., 2003
LB s1v1 besiyerine %1,5 HsEve

Luria-Bertani (LB) A
uria-Bertani (LB) Agar oraninda agar eklenerek

Besiyeri (pH 7.5) hazirlanir

10 ml %50 glikoz
1 ml Ca(NO3)2'4H20,
1 ml MgSO4‘7H20,

. e . . 1 ml FCSO4'7H20, .
Difco Sporiilasyon Besiyeri | ml MnClL-2H:0. Nicholson ve

DSM) (pH 6.8 Setl 1990
( ) (p ) 4 ¢ nutrient broth, o

4,35 g KoHPO,,
3,40 g KH2PO4
1 litreye tamamlanir.

Beyin Kalp Infii

cyin Bap “ntizyon 37 ¢ BHL distile su ile 1 litreye
Besiyeri (BHI)

H 74402 tamamlanarak hazirlanir.
(pH 7,4+0,2) Macaluso ve
BHIG Besiyeri 37 g BHI ile 10 g glikoz tartilir, Mettus, 1991
Brain Heart Infusion (BHI) distile su ile 1 litreye
+ %1 Glikoz (w/v) tamamlanarak hazirlanir.
Trvofi Besiveri

ryptic Soy SwiBesiyerl 5 15, distile su ile 1 litreye
(TSB)

tamamlanarak hazirlanir. Powers, 1968,;

(pH 7,3%0,2)

. . — Uwamahoro
Tryptic Soy Agar Besiyeri TSB siv1 besiyerine %1,5 vd.. 2018
(TSA) oraninda agar eklenerek v
pH 7,4+0,2 hazirlanir.
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6.1.7. Cozelti ve Tamponlar

Tez calismasinda kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri Tablo 6.6’da, kullanilan tampon

cozeltiler ve igerikleri Tablo 6.7°de gosterilmistir.

Tablo 6.6: Kullanilan soliisyonlar/¢ozeltiler.

Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullanilan Soliisyonlar

50X TAE Tamponu (200 ml)
48,4 g Tris
11,42 ml Glasiyal Asetik Asit
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
dH2O0 ile 200 mililitreye tamamlanir.

%0,8 Agaroz Jel (40 ml)
0,32 g Agaroz
40 ml 1X TAE tamponu
3 ul RedSafe
dH2O0 ile 40 mililitreye tamamlanir.

SDS-PAGE i¢in Kullanilan Soliisyonlar

4X SDS Yiikleme Tamponu (20 ml)
4 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8)
1,6 g SDS
8 ml %100 Gliserol
2ml 0,5 M EDTA
820 pL B-merkaptoetanol
16 mg Bromofenol mavisi
dH2O ile 20 mililitreye tamamlanir.

Coomassie Blue Boyasi (1 L)
1 g Coomassie Brilliant Blue R 250
450 ml Metanol
100 ml Glasiyal Asetik Asit
dH20 ile 1 litreye tamamlanir.

2X Yiiriitme Tamponu (2 L)
28,8 g Glisin
6,04 g Tris
2 g SDS
1,8 L dH20
dH20 ile 2 litreye tamamlanir.

Boya Arindirma Cozeltisi (1 L)
50 ml Metanol
70 ml Asetik asit
dH20 ile 1 litreye tamamlanir.

%12 SDS-PAGE

Yiikleme jeli (15 ml)
3,2 ml dH20
4 ml %30 Akrilamid
2,6 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
100 pl %10 SDS
100 pl %10 Amonyum persiilfat (APS)
10 ul TEMED

Ayirma jeli (6 ml)
2,975 ml dH20
0,67 ml %30 Akrilamid
0,625 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
50 ul %10 SDS
50 ul %10 Amonyum persiilfat (APS)
5 ul TEMED

E. coli Suslarindan Plazmid izolasyonunda Kullamlan Cézeltiler

Cozelti I (200 ml) Cozelti IT* (10 ml) Cozelti I11 (200 ml)
5ml 1 M Tris (pH=8) 200 ul 10 N NaOH 120 ml 5SM KOAc
4 ml 0,5 M EDTA (pH=8) 500 pl %20 SDS 23 ml Glasial asetik
3,96 ml %50 Glikoz dH>0 ile 10 ml'e asit
dH>0 ile 200 ml'e tamamlanir. dH>0 ile 200 ml'e
tamamlanir. tamamlanir.

* Cozelti I taze hazirlanir.
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Tablo 6.6: Devami.

Bti Suslarindan Plazmid izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

TGE Tamponu, pH 8.0
(50 ml)
0,1514 g Tris-HCl
0,18612 g EDTA

Cozelti A* (10 ml)
10 ml TGE tamponunda
100 mg Lizozim ve 100

mg RNaz ¢oziiliir.

Cozelti B* (10 ml)
200 ul 10 N NaOH
500 ul %20 SDS
dH20 ile 10 ml'e

. tamamlanuir.
0’4504 g tho'z . . * Cozelti B taze
dH20 ile 50 ml'e * Cozelti A taze A —

tamamlanir. hazirlanir.

3 M Potasyum Asetat, pH Fenol-Kloroform- Buz Sogugu Etanol

4.8 (20 ml) Izoamil Alkol Cézeltisi (%100 ve %70)
(25:24:1)
5,89 g Potasyum Asetat 50 ml i¢in; %100 Etanol ve %70
dH20 ile 20 ml'ye 25 ml Fenol Etanol -20 °C’de
tamamlanir. 24 ml Kloroform saklanir.

1 ml Izoamil Alkol

Bti suslarindan Genomik DNA izolasyonunda Kullanmilan Cozeltiler

Tris-EDTA tamponu

(pH 7.4) (1 litre) 5 M NacCl (30 ml) CTAB/NaCl (100 ml)
1,21 g Tris 10 ‘(%"}il;\](a (;La a
0,372 g EDTA 8,77 g NaCl & eklenig ¥
pH 7.4’e HCl ile dH20 ile 30 ml’e sitilarak (= 55-60 °C)
ayarlanir, dH20 ile 1 tamamlanir. L ,
litreye tamamlanir. dH%[aOnial;nllgr(l)l?l ©
Soguk Etanol (%100 Fenol-Kloroform-izoamil Alkol Cozeltisi
ve %70) (25:24:1)
%100 Etanol ve %70 50 ml igin;
Etanol -20 °C’de 25 ml Fenol
saklanir. 24 ml Kloroform
1 ml izoamil Alkol
Biyokimyasal Tami Testlerinde Kullanilan Soliisyonlar
%3’liik Hidrojen Coomassie Brilliant
Peroksit Blue Cozeltisi
%30’luk H202’den 1 ml | Coomassie brilliant blue
alinir ve dH20 ile 10 0,125 gram

ml’e tamamlanir.

Etanol 25 ml
Asetik asit 3,5 ml
dH20 ile 50 ml’e

tamamlanir.
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Tablo 6.7: Kullanilan tampon ¢6zeltiler ve icerikleri.

Tampon Cézeltileri Icerik
200 ml i¢in, 44,5 g sakkaroz ve 0,041 g
Elektroporasyon Tamponu (200 ml) MgCl> tartilir.

dH20 ile 200 ml’e tamamlanir ve 121
°C’de 20 dakika otoklavlanir.

TGE Tamponu (Hiicre siispansiyon
tamponu), pH 8.0 (50 ml)

50 ml i¢in, 0,1514 g Tris-HCI, 0,18612 g
EDTA ve 0,4504 g Glikoz tartilir, pH
8.0’e ayarlanir, dH20 ile 50 ml'e
tamamlanir.

Tris-EDTA (TE) tamponu (pH 7.4)
(1 litre)

1 litre i¢in, 1,21 g Tris ve 0,372 g EDTA
tartilir, pH 7.4’e HCl ile ayarlanir, dH20
ile 1 litreye tamamlanir.

Tris-EDTA (TE) tamponu
(Lizis tamponu) (pH 7.4)

10 mg/ml lizozim hazirlanirken TE
tamponu igerisinde ¢ozdiiriiliir. Bu
tampon ¢ozelti endotoksin izolasyonu
asamasinda kullanilir.

4X SDS Yiikleme Tamponu (20 ml)
(Laemmli Tamponu)

4 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 1,6 g SDS, 8
ml %100 Gliserol, 2 ml 0,5 M EDTA,
820 ul B-merkaptoetanol, 16 mg
Bromofenol mavisi

dH2O ile 20 mililitreye tamamlanir.

50X TAE Tamponu (200 ml)

200 ml i¢in, 48,4 g Tris tartilir ve
11,42 ml Glasiyal Asetik Asit ile 20 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) eklenerek

dH20 ile 200 mililitreye tamamlanir.

1X TAE Tamponu (1 Litre)

1 litre hazirlamak i¢in, 20 ml 50X TAE
¢Ozeltisinin tlizerine 980 ml dH20 eklenir.
Homojen karistirilir ve 1 L 1X TAE
tamponu elde edilir.

R Buffer (Thermo Scientific)
Tango Buffer (Thermo Scientific)

Kullanima hazir halde teslim edilir,
-20 °C'de saklanir.

Taq Polimeraz Tamponu
(Thermo Scientific)

Kullanima hazir halde teslim edilir,
-20 °C'de saklanir.
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6.1.8. Mikroorganizmalar

Bu c¢alismada kullanilan bakteri suslart ve genetik Ozellikleri Tablo 6.8'de
listelenmistir. Caligmada kullanilan yaban sus (Bfti ATCC 35646), Amerikan Tip
Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC) temin edilmistir. Bti 'nin genetik modifikasyonlari
ile elde edilen rekombinant suslar Doruk, 2013 ve Barkad, 2021’1n ¢alismalarindan
temin edilmistir [Doruk vd, 2013; Barkad vd., 2021]. Diger yandan, bocekten izole
edilen Bt benzeri izolatlar numaralandirilarak isimlendirilmis ve bu calismada elde

edilmistir.

Tablo 6.8: Bu ¢aligmada kullanilan suslar ve plazmidler.

Bakteriyel Suslar Genotipik Ozellikler Kaynak

Escherichia coli tiirleri

MacNeil vd.
ET12567 dam, dem, hsdS, cat, tet acmel Ve
1992
E. coli ET12567 pHT315ppk plazmidini tagiyan E. coli Doruk, 2013
pHT315ppk ET12567
E. coli ET12567 pHT315/on plazmidini tasiyan E. coli
Barkad, 2021
pHT315/0n ET12567 arkad, 20

Bacillus thuringiensis tiirleri

Bti ATCC 35646 — yaban sus ATCC

Bti pHT315 pHT315 plazmidini tasiyan Bti Doruk, 2013
Bti pHT315ppk pHT315ppk plazmidini tagiyan Bti Doruk, 2013
Bti pHT315/on pHT315ppk plazmidini tagiyan Bti Barkad, 2021
Bti Appk Appk rekombinant sus Doruk, 2013

Bocekten izole edilen Bt#i benzeri suslar

Izolat Numarast
(Numaralar halinde 1,4,5,6A,7,9,16, 19 Bu ¢alisma
isimlendirilmistir.)
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6.1.9. Plazmidler

Bu calismada kullanilan temel rekombinant plazmidlerin detaylarina ait bilgiler Tablo
6.9°da verilmistir. E. coli-Bacillus mekik vektorii olan pHT315 eritromisin (Ery") ve
ampisilin (Amp") direng genlerini tasimaktadir. Doruk (2013), calismasinda bu vektorii
temel alarak pHT315ppk rekombinant plazmidini, Barkad (2021) ise pHT315/on
rekombinant plazmidini olusturmustur [Doruk vd, 2013; Barkad vd., 2021]. pHT315

plazmidine ait harita [ Arantes ve Lereclus, 1991] Sekil 6.2°de sunulmustur.

Tablo 6.9: Bu calismada kullanilan plazmidler ve 6zellikleri.

Plazmidler Aciklama Kaynak
E. coli-Bacillus arasinda ¢alisan
pHT315 (shuttle) vektor, 6.5 kb, Eryr, Arantes ve Lereclus, 1991

Ampr direnci tasir.

ppk geni pHT315 plazmidine

klonlanmistir. Doruk, 2013

pHT315ppk

lon geni pHT315 plazmidine

klonlanmustir. Barkad, 2021

pHT315/on

Kisaltmalar: Ery" — Eritromisin direnci ve Amp"— Ampisilin direnci

Ex ]
553885

[Sspl/Baf] [Hpal/BamHl) [KpnltSspl]
Scal Acd Scal  Hincll Scal
{ | ] | lacZpo _gm
VIS IIY

- L —— e ————— —
- R R

HindM
BamH|

Kpnl
Ssil
EcoRl

A

oril03Q Er Ap oriEc
(2.6 kb) {1.2 kb) (pUC19 : 2.7 kb)
lkb

Sekil 6.2: pHT315 plazmidi haritas1 [ Arantes ve Lereclus, 1991].
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6.1.10. Primerler

Bu tez c¢alismasinda, rekombinant plazmidlerin dogrulanmasi ve hedef gen
bolgelerinin varliginin kontrolii amaciyla 6zgiil primerler kullanilmigtir. Kullanilan
plazmidlere ait sekans bilgisi, PCR sonucu elde edilen {iriin uzunlugu ve kullanim

amaglarina Tablo 6.10’da yer verilmistir.

Tablo 6.10: Kullanilan primerler ile ilgili bilgiler.

Primer . . PCR Kullanim
Dizi (5' — 3') Uriin
Ad1 - Amaci
Uzunlugu
5'-AGAGCAGCGAGAATTTATAG- ppk geninin
Bti-ppk-F
3 varligini
538 be o
5'-TAAATCTAATGGCCCATCCA- dogrulamak i¢in
Bti-ppk-R
3’ kullanilir.
Bti-lon-F | 5'-CTTGTTGGTTGGTGACGTA-3' fon geninin
varligini
2204 bg 5 o
Bti-lon-R | 5'-GGGATTGGCGGATCTAATG-3' dogrulamal i¢in
kullanilir.
5'-ATTCCGGGGATCCGTCGACC- Appk suslarmda
Bti-apr-F o
3’ apr geninin
genomda ppk
1382 bg yerine basarili
Bti-apr-R | 5'-TGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3' entegrasyonunu
dogrulamak i¢in
kullanilir.
5'- Plazmid
. . ATAAGAATGCGGCCGCTAAACT lizerinde
-ert-not
ATCTTAGAAGCAAACTTAAGAG- bulunan erm
3 1200 b¢ | geninin varhigmi
dogrulamak
5'-GACTAGTCATCGATACAAA amacivla
R-ert-spel TTCCCCGTAG-3' g
kullanilir.
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6.2. Metot
6.2.1. Bti suslarindan 3-Endotoksin Izolasyonu ve SDS-PAGE

Bti suslarindaki kristal proteinlerin tespit edilmesi amactyla spor-kristal komplexleri,
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde analiz edilmistir. Protein
izolasyonu, Donovan ve arkadaglar1 (1988) tarafindan tanimlanan yontemde bazi
modifikasyonlar yapilarak gergeklestirilmistir [Donovan vd., 1988]. i1k olarak, bir 6ze
dolusu Bt kiiltiirii, uygun antibiyotik (Ery, 25 pg/ml) iceren 10 ml LB siv1 besiyeri
bulunan 50 ml’lik Falkon tiiplere inokiile edilmistir. Tiipler 30 °C’de, 180 rpm’de,
calkalamali inkiibatorde 12-16 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
hiicrelerin optik yogunluklar1 600 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve esit miktarda hiicre,
uygun antibiyotik bulunduran (Ery, 25 pg/ml) 100 ml Difco Sporiilasyon Besiyeri
(DSM) iceren Erlenmeyer siselere aktarilmistir. 72 saatlik inkiibasyon sonunda, 100
ml kiiltiirden 10 ml alinarak 4 °C’de, 4000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatant atilmis, elde edilen hiicre peletleri dnce 500 ul 1 M NaCl iginde ¢oziilmiis,
ardindan 7000 rpm’de, 7 dakika santrifiij edilmistir. Peletler 500 ul saf dH-O ile
yeniden siispanse edilmis ve bu yikama islemi iki kez tekrarlanmistir. Yikama sonrasi
elde edilen peletlerin 1slak agirliklart 6l¢iilmiis ve 1slak agirliklar tiim 6rnekler igin
esitlenmistir. Esitlenen agirliklar 100 mg/ml (1slak agirlik) olacak sekilde saf dH-O
icinde yeniden siispanse edilmistir. Her 6rnekten 50 pl alinarak, 50 pl lizozim igeren
lizis tamponu (10 mg/ml lizozim, TE tamponu igerisinde ¢ozdirilmustiir) ile
karistirilmistir. Lizis tamponu eklenen hiicre karisimlar1 37 °C’de, 30 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan, her tiipe 10 pl %2 SDS eklenmis, karisimlar 30 saniye
vortexlenmis ve 6000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra peletler 50 pl %0,2 SDS igerisinde ¢oziilmiistiir.

Protein izolasyonundan sonra Bradford un gelistirdigi yontem ile protein miktari tayin
edilmistir [Bradford, 1976]. Kontrol olarak BSA kullanilmis ve mikroplaka
kuyucuklarma 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 ve 24 ng BSA eklenerek standart egri
olusturulmustur (Sekil 6.3). Izole edilen proteinlerden her bir kuyucuga 1’er pl
eklenmistir. Her kuyucuga 200 pl Bradford reaktifi ilave edilmis, oda sicaklifinda
karanlikta 10 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan absorbans degerleri 595 nm’de

spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.
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Yiikleme yapilmadan 6nce 4X SDS ytikleme boyasi ve protein 6rnegi karisimi 5 dk 90
°C’de bekletilmistir. Bu islem sonucunda jellere yiiklenmeye hazir hale gelen
orneklerden her bir kuyucuga 10 pl yiiklenmis ve 90 Volt’ta yiirtitiilmistiir. Jel,
Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyanmis, ardindan boya arindirma ¢ozeltisinde

yeterince bekletilerek protein bantlari net sekilde goriintiilenmistir.

BSA Standart Egri
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1 y=0,0009x + 0,0488
R2=0,9899
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Sekil 6.3: BSA ile olusturulan standart egri grafigi.

6.2.2. Rekombinant Suslarin Olusturulmasi ve Dogrulanmasi

6.2.2.1. E. coli ET12567 Susundan Plazmid Izolasyonu

E. coli ET12567 suslarindan plazmid izolasyonu, Sambrook ve ark. (1989) tarafindan
tanimlanan protokol temel alinarak gergeklestirilmistir [Sambrook vd., 1989]. E. coli
ET12567 hiicreleri, 100 ul kloramfenikol 25 (pg/ml) ve 100 ul ampisilin (100 pg/ml)
iceren 100 ml LB s1v1 besiyerinde 37 °C’de, 200 rpm’de 12—16 saat inkiibe edilmistir.
Gece boyunca inkiibe edilen kiiltiir 4000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatant atilmis, olusan pelete 800 ul Cozelti I eklenerek vortekslenmis ve karisim
5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Her biri 200 pl igerecek sekilde bu karisim 8
adet Eppendorf tiipline boliinmiistlir. Arindan, tiiplere taze hazirlanmig 400 pl Cozelti
IT eklenerek hafifce ters ¢evrilmis ve hemen buz iizerine alinmistir. Tiim tiipler 5

dakika buzda bekletildikten sonra, her birine 300 pl Cozelti III ilave edilerek hafifce
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karigtirilmig ve tekrar buzda 10 dakika inkiibe edilmistir. 10. dakikanin sonunda tiipler
14.000 rpm’de, 4 °C’de 20 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatantlar yeni Eppendorf
tiiplerine aktarilmais, her tiipe 600 pl izopropanol eklenerek karistirilmis ve en az 1 saat
oda sicakliginda bekletilmistir. Karigimlar, 11.000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmis,
slipernatantlar atilmis ve her pelet 25 pul saf su i¢inde ¢oziilmiistiir. Tiiplerden elde
edilen ornekler birlestirilerek her 100 pl’lik 6rnege 10 pl RNaz (10 mg/ml) eklenmis
ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Elde edilen plazmidin saflastirilmasi
amaciyla, Macherey-Nagel firmasma ait “PCR Clean-up” kiti kullamlmustir. Uretici
firmanin 6nerdigi talimatlar sonucunda elde edilen plazmidler —20 °C’de saklanmustir.
Izole edilen plazmid DNA’larinin konsantrasyonlar1 ve saflik oranlari, NanoDrop Lite

spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak degerlendirilmistir.

6.2.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Plazmid izolasyonu sonrasi plazmidleri goriintiilemek amaciyla %0,8 agaroz jel
hazirlanmistir. Agaroz tozu, 1X TAE tamponu igerisinde ¢oziindiiriilerek 1sitilmis ve
oda sicakligina sogutulduktan sonra RedSafe (Intron) (20.000X) boyas1 5 nl/100 ml
oraninda eklenmistir. Jel, dokiim kalibina aktarilmis ve oda sicakliginda polimerize
olmasi1 beklenmistir. Plazmid 6rnekleri TriTrack DNA yiikleme boyasi (6X) (Thermo
Scientific) eklenerek jelin kuyucuklarma yiiklenmistir. Elektroforez, 1X TAE
tamponu igeren tankta 80—-100 V’da, 50—60 dakika yiiriitiilmiis ve jel goriintiileme

sistemi ile goriintiilenmistir (ChemiDoc).

6.2.2.3. Rekombinant Plazmidlerin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

Rekombinant plazmidlerin (pHT315ppk ve pHT315/on) yapisal dogrulamasin
saglamak {izere restriksiyon endoniikleaz kesim reaksiyonlar1 uygulanmistir.
Kullanilan enzimler, firmalarin 6nerdigi kosullar dogrultusunda se¢ilmis, her enzim
icin uygun tampon ¢dzeltileri ve inkiibasyon sicakliklar1 dikkate alinarak reaksiyonlar
hazirlanmigtir. Enzimlerin STAR aktivitesi gosterip gostermedikleri kontrol
edilmistir. Tiim kesim reaksiyonlar1 37 °C’de gerceklestirilmis, ardindan agaroz jel
elektroforezi (Bio-Rad) ile analiz edilmistir. Kesilmeyen plazmidler ise kontrollii bir

deneyin saglanmasi amaciyla jelde karsilastirma olmasi amaciyla yiiklenmistir.
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6.2.2.4. Rekombinant Plazmidlerin PCR ile Dogrulanmasi

Rekombinant plazmidlerin varligi ve tasidiklar1 gen bolgelerinin dogrulanmasi
amaciyla, izole edilen pHT315ppk ve pHT315/on plazmidlerinin kullanildig:
polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR) gercgeklestirilmistir. Bu reaksiyonlarda,
eritromisin diren¢ geni tastyan pHT315 plazmidinin dogrulanmasi i¢in erm genine
0zgli eritromisin primerleri kullanilirken, plazmidlerin icerdigi genlerin dogrulanmasi
icin ppk ve lon genlerine 6zgiil ppk ve lon primerleri tercih edilmistir. Kullanilan
primerlere iliskin bilgiler Tablo 6.10°da verilmistir. PCR reaksiyonlari, Taq DNA
Polimeraz (Thermo Scientific) enzimi ile gergeklestirilmis olup iiretici firmanin
onerdigi tampon c¢ozeltiler, enzim konsantrasyonlar1 (Tablo 6.11) ve dongii
protokollerine uygun sekilde yiiriitiilmiistiir. Primer baglanma sicakliklari, ppk
primerleri i¢in 53 °C, erm ve lon primerleri i¢in ise 63 °C olarak optimize edilmistir
(Tablo 6.12). PCR reaksiyonlari, PCR Termal Ddngilileyici (Applied Biosystems)
cihazinda toplam 30 dongii olarak yiiriitiilmistiir. PCR {iriinleri, %0,8’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiis (Bio-Rad), sonuglar icin jel goriintiileme cihazi

kullanilmistir (ChemiDoc).

Tablo 6.11: Rekombinant plazmidlerin dogrulanmasi i¢in kurulan PCR

reaksiyonlart.
Icerik Toplam Hacim Toplam Hacim
dH20 14,25 ul 14,25 ul
10X Taq polimeraz Buffer 25l 2.5l
tamponu
dNTP karisim (2.5 mM) 2 ul 2 ul
fleri primer (10 pM) 1 ul 1 ul
Geri primer (10 pM) Il 1 ul
MgCl: (25 mM) 2 ul 2 ul
Taq DN%}’F:’E)‘“WZ S 0.25 ul 0.25 ul
Sablon DNA pHT315ppk pHT315lon
Son Hacim 25 ul 25 ul
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Tablo 6.12: Rekombinant plazmidlerin dogrulanmasi i¢in kurulan PCR dongii

detaylari.
Asama Derece Siire Dongii
IIk Denatiirasyon 95 °C 05:00 dakika
Denatiirasyon 95 °C 00:30 saniye
Primer Baglanmasi 53-63 °C 00:30 saniye } 30 dongii
Uzama 72 °C 01:30 saniye
Son uzama 72 °C 05:00 dakika
Bekleme 4°C 00

6.2.2.5. Elektrokompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi ve
Elektroporasyon
Elektrokompetan Bt hiicrelerin hazirlanmasi ve elektroporasyon islemi, Macaluso ve
Mettus (1991) protokolii temel alinarak, bazi modifikasyonlarla yiriitiilmistiir
[Macaluso ve Mettus, 1991]. Bti yaban susu, antibiyotik icermeyen LB besiyerine
inoktile edilerek 37 °C’de bir giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin elde
edilen kolonilerden biri, 10 ml antibiyotiksiz BHIG s1v1 besiyerine inokiile edilerek
30°C’de, 200 rpm hizinda sallamali inkiibatorde 12—16 saat On kiiltiir olarak
biiytitiilmistiir. Ertesi giin, 100 ml taze BHIG besiyerine 2 ml 6n kiiltiir eklenerek ayni
kosullarda inkiibasyon siirdiiriilmiistiir. Yaklasik 1 saatlik inkiibasyon sonunda ODsoo
degeri 0,4 seviyesine ulastiginda hiicre biiylimesi durdurulmustur. Biiyiitiilen 100 ml
kiiltiir 4.000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen hiicre peletleri, 20 ml
4°C elektroporasyon tamponu ile ¢dziilmiis ve tekrar santrifiijlenmistir. Ikinci kez
santrifiijlenen peletler, bu kez 2 ml 4 °C elektroporasyon tamponu ile ¢oziilmiis ve
300 ul’lik alikotlar halinde Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Hazirlanan
elektrokompetan hiicreler —80 °C’de saklanmistir. Elektrokompetan Bt hiicrelerinden
0,3 ml alinarak 1pg plazmid DNA ile karistirilmis ve buzda sogutulmus
elektroporasyon kiivetlerine aktarilmistir. Elektroporasyon deneyi elektroporator
(Gene Pulser Xcell) cihazinda gergeklestirilmis olup, gerilim, direng ve kapasitor

degerleri Tablo 6.13’te sunulmustur.
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Tablo 6.13: Elektroporasyon deneylerinde transformantlarin elde edildigi deney

kosullart.
Plazmid Gerilim (V) Direnc (Q2) Kapasitor (pF)
pHT315ppk 2500 200 25
pHT315/on 2500 200 25

Elektroporasyonun ardindan transformantlarin elde edildigi hiicre siispansiyonuna
600 ul 4 °C’ye sogutulmus antibiyotiksiz sivi LB eklenmis ve 37 °C’de, 200 rpm’de 2
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi 100 ul hiicre siispansiyonu, segici
antibiyotik olan Ery (25 pg/ml) igeren kat1 LB besiyerine yayma yontemi kullanilarak
ekilmis ve 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin olusan rekombinant
kolonilerden birisi secilerek antibiyotikli kati LB besiyerine (25 pug/ml Ery) alt
kiiltiirlenmis ve saf kiiltiir elde edilmistir. pHT315ppk ve pHT315/on plazmidlerini
iceren kolonilerin dogrulugu plazmit izolasyonu gerceklestirildikten sonra hem
restriksiyon enzimleri ile kesilerek hem de PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilerek

kanitlanmustir.

6.2.2.6. Bti Suslarindan Plazmid DNA izolasyonu

Elektroporasyon isleminin adindan olusturulan rekombinant Bti suslarindan (Bti
pHT315ppk ve Bti pHT315lon) plazmid DNA izolasyonu, Birnboim ve Doly (1979)
tarafindan  tanimlanan  yontem esas alinarak, baz1i  modifikasyonlarla
gerceklestirilmistir [Birnboim ve Doly, 1979]. ilk olarak, bir ze dolusu alinan Bti
kiiltiirdi, eritromisin (Ery, 25 ug/ml) iceren 10 ml LB s1v1 besiyerine inokiile edilerek
37°C’de 200 rpm hizinda 6—8 saat inkiibe edilmistir. Bu kisa siireli inkiibasyonun
ardindan, kiiltiirden 2 ml alinarak Ery (25 pg/ml) iceren 100 ml LB s1v1 besiyerine
aktarilmis ve ayn1 kosullarda 12—16 saat inkiibasyon siirdiiriilmiistiir. Biiytitiilen 100
ml kiiltiir 4 °C’de 4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, siipernatant atilarak hiicre
peletleri elde edilmistir. Peletler, lizozim ve RNaz igeren Cozelti A igerisinde
cozdiirilmiistiir. Karigim, 300 ul’lik alikotlar halinde Eppendorf tiiplerine aktarilmis
ve 37°C’de 45 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan her bir tiipe taze
hazirlanmig Cozelti B’den (SDS ve NaOH igeren) 400 pul eklenmis ve karisim buz
iizerinde 7 dakika bekletilmistir. Ardindan, her bir tiipe 300 ul 3 M Potasyum Asetat
(pH=4.8) eklenmis ve tiipler buzda 10—15 dakika bekletildikten sonra 4 °C’de 14.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen {ist faz baska yeni Eppendorf
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tiiplerine aktarilmig ve her birine 600 ul fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1)
karigimi ilave edilerek nazik¢e karistirilmistir. Karisim oda sicakliginda 14.000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeniden yeni bir tiipe aktarilmis, ardindan
80 ul 3 M K-Asetat ve 800 ul buz soguklugunda %100 etanol eklenerek c¢oktiirme
islemi i¢in —20 °C’de en az 2 saat bekletilmistir. Cokelme sonrasinda Eppendorf tiipler
4°C’de 14.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmis, olusan pelet %70 etanol ile
yikanarak etanol buharlastirilmistir. Kurutulan peletler 30 ul saf su igerisinde
cozlilmustiir. Elde edilen plazmidlerin saflagtirilmasi amaciyla, Macherey-Nagel
firmasina ait "PCR Clean-up" kiti kullanilmistir. Kit protokolii {iretici firmanin
yonergelerine uygun olarak uygulanmigtir. Saflagtirilan plazmidler —20 °C’de
saklanmig, konsantrasyon Ol¢limii ise NanoDrop Lite Spektrofotometre (Thermo
Scientific) cihaz1 ile gergeklestirilmistir. izolasyonun dogrulugu %0,8’lik agaroz jel

elektroforezi (Bio-Rad) ile teyit edilmistir.

6.2.2.7. Bti suslarindan Genomik DNA Izolasyonu

Bti suslarindan genomik DNA izolasyonu, Wilson (2001) tarafindan tanimlanan
protokolde bazi modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir [Wilson, 2001]. Ilk
olarak, bir 6ze dolusu Bt kiiltiirii, 10 ml s1vi LB besiyerine inokiile edilerek 37 °C’de,
200 rpm’de, 68 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, bu kiiltiirden 1 ml alinarak 50 ml
taze LB sivi besiyerine aktarilmis ve ayni kosullarda inkiibasyon 12—16 saat
stirdiiriilmiistiir. Elde edilen hiicre kiiltiirii 4 °C’de, 4.000 rpm’de, 10 dakika santrifiij
edilerek siipernatant atilmistir. Hiicre peletleri, Tris-EDTA tamponu (pH 7.4)
icerisinde yeniden siispanse edilmistir. Cozeltiye lizozim (10 mg/ml) eklenmis ve
karisim 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, karistma 1 ml 5 M NaCl ve 1 ml
CTAB/NaCl c¢ozeltisi ilave edilerek elde edilen karisim 65 °C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Bu islemden sonra, toplam hacme esdeger miktarda kloroform:izoamil
alkol (24:1) eklenerek karisim 11.000 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz
yeni bir tiipe aktarilmig ve hacim kadar fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1)
cozeltisi eklenerek ayni kosullarda tekrar santrifiij edilmistir. Ardindan, bir kez daha
iist faz alinip hacim kadar kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenmis ve santrifiij islemi
tekrarlanmistir. Son olarak, list faz yeni bir tiipe aktarilmis ve karigima 4 °C’ye
sogultulmus %100 etanol eklenerek DN A'nin ¢oktiiriilmesi i¢in —20 °C’de en az 2 saat
bekletilmistir. Sonrasinda tiipler 4 °C’de, 14.000 rpm’de, 30 dakika santrifiij
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edilmigtir. Elde edilen genomik DNA peletleri, %70 etanol ile yikanarak etanol
buharlastirilmis; ardindan 30 pl saf su i¢inde ¢oziilmiistiir. Elde edilen genomik DNA
ornekleri —20°C’de saklanmig, konsantrasyon Olclimleri NanoDrop Lite
Spektrofotometre (Thermo Scientific) cihazi ile gergeklestirilmistir. Izolasyonun

dogrulugu, agaroz jel elektroforezi (Bio-Rad) ile dogrulanmistir.

6.2.2.8. Bti Appk Susunun PCR ile Dogrulanmasi

Bti Appk mutant susunun genotipik dogrulamasi amaciyla, ppk ve apr gen bolgelerine
0zgiil primer setleri (Tablo 6.10) ile PCR analizleri gerceklestirilmistir. Bu dogrulama
calismasinda, sablon DNA olarak Bti yaban sus ve Bti Appk suslarina ait genomik
DNA'lar kullanilmistir. PCR protokolii, daha 6nce E. coli kaynakli plazmitlerde
uygulanan yontemle ayni olup detaylar Boliim 6.2.2.4’te agiklanmistir. Reaksiyonlar,
iiretici firmanin 6nerdigi tampon sistemi, enzim konsantrasyonu ve termal dongi
kosullarma uygun sekilde, Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific) kullanilarak
ylriitilmistir. ppk primerlerinin optimum baglanma sicaklig1 53 °C, apr primerleri
icin ise 63 °C olarak optimize edilmistir. PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitilmiis,

sonuclar Bio-Rad (ChemiDoc) jel goriintiileme cihaziyla analiz edilmistir.

6.2.3. Bti Appk Susunun Optimizasyon Calismalari

6.2.3.1. Biiyiime Egrisinin Olusturulmasi ve Sporlanma Kapasitesinin
Belirlenmesi

Bti Appk sugunun biiylime egrisini belirlemek amaciyla -80 °C gliserol stogu kullanilan

bakteri LB agarda 30 °C’de 12-16 saat inkiibe edilmistir. Tek koloniden alinan 6rnek

10 ml LB broth igerisine inokiile edilmis ve 30 °C’de, 180 rpm’de 12—16 saat 6n kiiltiir

hazirlanmustir. Ertesi giin 6n kiiltiir ODsoo degeri spektrofotometrede olgiilmiis ve esit

hiicre yogunlugu saglanacak sekilde 100 ml DSM besiyerine 3 biyolojik tekrar halinde

inokiile edilmistir. Referans susu olarak Bti yaban sus kullanilmistir.

Bakteri kiiltiirleri 72 saat boyunca 30 °C’de, 180 rpm’de inkiibe edilmistir. 0., 2., 4.,
6., 8., 10., 12., 24., 48. ve 72. saatlerde 3 biyolojik tekrar halinde 6rnekler alinmstir.

Biiylime ODsoo degerleri spektrofotometrede l¢iilmiistiir.

Sporlanmanin kantitatif olarak degerlendirilmesi i¢in 24., 48. ve 72. saatlerde alinan

orneklerle, Schaeffer ve Fulton (1933) tarafindan gelistirilen protokole gore spor
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sayim1 yapilmistir. Bu yontemde kiiltiirlerden alian 1 ml 6rnek, 80 °C’de 10 dakika
1s1 islemine tabi tutulmus ve ardindan buzda sogutulmustur. Daha sonra %0,85 NaCl
kullanilarak seri diliisyonlar hazirlanmis, elde edilen siispansiyonlar LB agara ekilmig
ve 30 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda koloni olusturan
birimler (CFU/ml) sayilarak logio degerleri hesaplanmistir [Schaeffer ve Fulton,
1933].

6.2.3.2. Farkh Inkiibasyon Siirelerinin 3-Endotoksin Uretimine Etkisi

Farkli inkiibasyon siirelerinin Bti Appk susunda o-endotoksin iiretimi {iizerindeki
etkisini incelemek amaciyla, mutant ve yaban sus DSM besiyerinde 180 rpm 30 °C’de
24,48, 72,96 ve 120 saat siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan elde edilen
hiicrelerden d-endotoksin izolasyonu gerceklestirilmis ve elde edilen protein profilleri

SDS-PAGE analizi ile degerlendirilmistir.

6.2.3.3. Farkli Sicaklik ve pH Degerlerinin 3-Endotoksin Uretimine
Etkisi

Farkli sicakliklarin Bti Appk susunun d-endotoksin iiretimi tizerindeki etkisini

arastirmak icin mutant ve yaban sus, 25 °C, 30 °C ve 37 °C’de 180 rpm’de DSM

besiyerinde 72 saat biiylitiilmiis, inkiibasyonun ardindan elde edilen hiicrelerden o-

endotoksin izolasyonu yapilmis ve SDS-PAGE analizleri ile protein profilleri

degerlendirilmistir.

Farkli pH degerlerinin 6-endotoksin iiretimi tlizerindeki etkisini degerlendirmeye
yonelik yapilan deneylerde DSM besiyerinin baslangi¢c pH’s1 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0
olacak sekilde, HCl ve KOH ¢ozeltileri kullanilarak ayarlanmistir. Her bir pH
grubunda kiiltiirler, standart inkiibasyon kosullar1 (30 °C, 180 rpm) altinda 72 saat
biiyiitiilmiistiir. d-endotoksin 1izolasyonu, o©nceki protokollere uygun bigimde

yurltilmistiir.

6.2.3.4. Farkl Karbon Kaynaklarinin 3-Endotoksin Uretimine Etkisi

Bti suslarindan §-endotoksin izolasyonu i¢in uygulanan standart protokol referans
almarak, Bti Appk ve yaban susun DSM besiyerindeki farkli karbon kaynaklarinin
endotoksin {iretimi iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla optimizasyon

calismalar1 gergeklestirilmistir. Deneylerde kullanilan DSM besiyerinin igerigi,
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standart formiilasyona uygun sekilde hazirlanmig ancak besiyerinde karbon kaynagi
olarak glikoz yerine nisasta, mannitol ve siikkroz kullanilmistir. d-endotoksin

izolasyonu, dnceden anlatildig: sekilde yapilmstir.

Bu deneyde, literatiirde yaygin olarak kullanilan gram/L yaklasimi benimsenmistir.
DSM besiyerinde standart olarak 1 litre basmma 5 g glikoz kullanildigindan, bu
calismada da karsilastirmali analiz yapilabilmesi amaciyla diger karbon kaynaklari
olan siikroz, mannitol ve nisasta, her biri litre basina 5 g olacak sekilde besiyerine
eklenmistir. Glikoz ve siikroz, %50 (w/v) stok ¢ozeltiler halinde hazirlanmis ve 0,22
um membran filtreden gecirilerek steril edilmistir. Mannitol, 5 g olarak dogrudan
DSM besiyerine eklenmis ve otoklav ile sterilize edilmistir. Nisasta ise 5 g olarak DSM
icine ilave edilmis, tamamen ¢oziinmesi i¢in siirekli karistirilarak 1s1 uygulanmus,
ardindan otoklav ile sterilizasyonu saglanmistir. Tiim karbon kaynagi1 denemelerinde
kiiltiirler standart inkiibasyon kosullarma uygun sekilde, 30 °C’de, 180 rpm c¢alkalama
hizinda ve 72 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda endotoksin
izolasyonu gerceklestirilmis ve elde edilen proteinler SDS-PAGE yontemiyle analiz
edilmistir. Bu deney setinde kullanilan karbon kaynaklarina ait detayli bilgiler Tablo

6.14’te sunulmustur.

Tablo 6.14: DSM besiyerinde kullanilan farkli karbon kaynaklarina ait bilgiler.

Karbon Kimyasal Stok 1 L icin Sterilizasyon
< .. . . Kullanilan .. .
Kaynagi Formiil Derisim . Yontemi
Hacim
Glikoz CHuOsH:0 %50 wiv 10m 022 wm membran
filtre
Nisasta Ci12H220n - 5 gram Otoklav
Mannitol CsH1406 - 5 gram Otoklav
Siikroz (CHuO)n %50 wiv jom  %?? “rglgl:mbm

6.2.4. Sivrisinek Larvalariyla Toksisite Calismasi

Bti yaban susu ve Bti Appk susundan 72 saatlik fermantasyon siireci sonunda elde
edilen endotoksin proteinlerinin biyolojik etkinligi, Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
tarafindan Onerilen biyotest protokolii esas alinarak degerlendirilmistir [WHO, 1999].
Bti suslarindan edilen proteinler 0,005, 0,01, 0,02 ve 0,04 mg/l konsantrasyonlarinda

hazirlanmig ve her doz grubu iki tekrarla test edilmistir. Deneyler, 2. ve 3. evre Culex
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pipiens larvalart ile gerceklestirilmis ve her konsantrasyon grubu ic¢in 10 larva
kullanilmigtir. Uygulamadan sonra larvalar 6 saat boyunca izlenmis, her saat sonunda
olii larvalar kaydedilmistir. Oliim oranlari, her iki tekrarm ortalamasi alinarak
degerlendirilmistir. Elde edilen mortalite verileri, LCso ve LCo degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilmistir. Analiz siirecinde, dozlara karsilik gelen mortalite
oranlar1 bireysel gozlemlere doniistiiriilmiis (61i = 1, canli = 0) ve logaritmik doniisiim
(logio) uygulanarak Probit regresyon modeli kurulmustur. Model parametreleri
kullanilarak, her sus i¢in %50 ve %90 mortaliteye karsilik gelen konsantrasyonlar

hesaplanmistir. Analizler boyunca Excel tabanli hesaplamalardan yararlanilmistir.

6.2.5. Bti suslarimin Fermentor Olceginde Biiyiitiilmesi

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda gergeklestirilen fermentdr ¢aligmalarinin ilk asamasinda,
5 L kapasiteli Eppendorf BioFlo 120 fermentdriinde (biyoreaktor) fermentasyon
denemeleri gerceklestirilmistir. Kiiltiirler DSM besiyerinde, pH 7.0 sabit tutulacak
sekilde, %20 ¢oziinmiis oksijen (DO) seviyesi hedeflenerek ve 30 °C’de 72 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Ancak istenilen verim alinamadigi ic¢in deneylerin

devaminda 2 L kapasiteli Applikon biyoreaktorii kullanilmistir.

Bti Appk susunun fermentasyonu laboratuvar 6lc¢ekli bir fermentorde (2 L, Applikon,
Getinge, Hollanda) gerceklestirilmistir. On kiiltiir hazirlig1, bakterinin hem katidan
siviya gecis adaptasyonunu hem de besiyeri adaptasyonunu saglamak amaciyla iki
asamal1 olarak yiiriitiilmiistiir. ik asamada, LB agar iizerinde biiyiitillen Bti Appk
kolonilerinden steril 6ze yardimiyla alinan inokulum, 10 ml sivi LB besiyerine
eklenmis ve 180 rpm’de, 30 °C’de 6 saat inkiibe edilmistir. Ikinci asamada, bu
kiiltiirden %2 oraninda alinan inokulum, 100 ml DSM besiyeri iceren steril 500 ml’lik
Erlenmeyer siselerine aktarilmis ve ayni kosullarda 12-16 saat c¢alkalamali

inkiibatorde biiylitiilerek on kiiltiir elde edilmistir.

Fermentasyondan bir giin 6nce, toplam 1 L DSM besiyeri hazirlanmis ve 2 L ¢alisma
hacmine sahip fermentore aktarilmistir. Besiyeri iceren fermentor, 121 °C’de 20
dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sterilizasyon oOncesi pH probunun
kalibrasyonu yapilmais, sterilizasyon sonrasi pH probu iyon stabilizasyonu i¢in gece
boyunca bekletilmistir. Ertesi giin, tamamen sogumus besiyerine aseptik kosullarda 20
ml %50 glikoz ¢ozeltisi (0,22 um filtreden gecirilerek steril edilmis) ve 3—4 damla

kopiik kesici (otoklavda steril edilmis) ilave edilmistir. Ardindan oksijen probu kalibre
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edilmis ve hazirlanan 6n kiiltiir %2 inokulum olacak sekilde 20 ml olarak aseptik
sartlarda fermentor igerisine eklenerek fermentasyon baslatilmigtir. Fermentasyon 72
saat boyunca, 30 °C sicaklikta, 1,5 VVM (Litre hava / litre kiiltiir hacmi / dakika) hava
akis1, 200 rpm karistirma hizi ve %20 ¢6ziinmiis oksijen (DO) seviyesi hedeflenerek
yiirltiilmistiir. pH 8.0 degerinde sabit tutulmus, bu amagla baz beslemesi 3 M NaOH

cozeltisi ile saglanmis, asit beslemesi uygulanmamistir.

6.2.5.1. Gram Boyama

Kiiltir homojenligini ve Kkiiltiiriin kontamine olup olmadigim1 degerlendirmek
amaciyla belirli saatlerde alinan Orneklere Madigan ve ark., (2018) tarafindan
tanimlanan klasik Gram boyama protokolii uygulanmistir [Madigan vd., 2018]. Sivi
kiiltiirden bir miktar alinan 6rnek ile preparat hazirlanmig, hazirlanan preparat oda
sicakliginda kurutulmus ve ardindan bek alevinden 1-2 kez gecirilerek sabitlenmistir
(fikse edilmistir). Fiksasyon sonrasinda, preparat sirasiyla; 1 dakika kristal viyole ile
boyanmis ve musluk suyu ile yikanmistir. Ardindan 1 dakika siireyle Lugol ¢ozeltisi
ile muamele edilip tekrar yikanmistir. Daha sonra preparatlar alkol-aseton karigimiyla
kisa siire islem gormiis ve bu iglem iki kez tekrarlanmistir. Ardindan 1 dakika siireyle
safranin ile karsit boyama yapilmistir. Son asamada preparatlar son kez yikanarak agik
havada kurutulmus ve 151k mikroskobuna immersiyon yagi damlatilarak 100X objektif

lens ile incelenmistir.

6.2.5.2. Spor Sayimi

Sporlanmanin kantitatif olarak degerlendirilmesi amaciyla, 24., 48. ve 72. saatlerde
alian 6rneklerle Schaeffer ve Fulton (1933) tarafindan gelistirilen protokole gore spor
sayimi yapimistir. Bu yonteme iliskin detayli bilgiler “6.2.3.1. Biiylime Egrisinin

Olusturulmasi1 ve Sporlanma Kapasitesinin Belirlenmesi” baslig1 altinda sunulmustur.

6.2.5.3. Kristal Proteinlerin Coomassie Brilliant Blue ile Boyanmasi

24., 48. ve 72. saatlerde alinan kiiltiir 6rneklerindeki kristal inkliizyon yapilarinin
varlig1 Sharif ve Alaeddinoglu (1988) tarafindan onerilen Coomassie Brilliant Blue
cozeltisinin kullanildig1 prosediir ile gerceklestirilmistir [Sharif ve Alaeddinoglu,
1988]. Oncelikle kiiltiirden alman &rnek temiz cam lamlar iizerine yayilmis ve oda

sicakliginda tamamen kuruyana kadar bekletilerek preparat hazirlanmistir. Kuruyan
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preparat, bek alevinden 1-2 kez hizlica gecirilerek fikse edilmistir. Fikse edilen
preparat {lizerine hazirlanan Coomassie Brilliant Blue boya ¢ozeltisi damlatilmig ve
yaklasik 3 dakika siireyle bekletilmistir. Siire sonunda preparat yavasca musluk suyu
ile yikanarak fazla boya uzaklastirilmis ve kurumasi i¢in acik havada bekletilmistir.
Tamamen kuruyan preparat, immersiyon yagi damlatilarak 100X objektif lens altinda

151k mikroskobunda incelenmistir [Sharif ve Alaeddinoglu, 1988].

6.2.6. Dogal Kaynaklardan Bti Benzeri Suslarin izolasyonu

6.2.6.1. Olas1 Bacillus thuringiensis (Bf) Tiirii Bakterilerin Izolasyonu

Bu ¢alisma i¢in gerekli olan karisik bocek drnekleri Istanbul ili, Tuzla ilgesi, Gogbeyli
Koyili'nden Haziran 2024 tarihinde toplanmistir. Laboratuvara getirilen ergin ve
saglikli bocekler steril bir kaba yerlestirilmistir. Toplanan bocek orneklerinin %70
etanol ile yiizey dezenfeksiyonu saglanmis ve ardindan bocekler steril distile su ile

durulanmistir [Bozlagan vd., 2010].

Bt tiirli bakterilerin izolasyonu, Lancini ve Lorenzetti (1993) tarafindan yayimlanan
Biotechnology of Antibiotics and Other Bioactive Microbial Metabolites kitabinda
aciklanan bakteri izolasyonu yonteminde bazi modifikasyonlar yapilarak
gerceklestirilmistir [Lancini ve Lorenzetti, 1993]. Yiizey sterilizasyonu saglanan
boceklerden homojen bir soliisyon elde etmek iizere bdcekler steril bir havana
yerlestirilmis ve ezilmistir. Homojenize edilen bocek dokusu 10 ml steril distile su ile
karistirilip olusan siispansiyon steril 50 ml’lik Falkon tiipiine alinmistir. Tiipe alinan
stispansiyon oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Sporlu bir bakteri olan Bt tiirii
bakterilerin sporlu olmayan bakterilerden elimine edebilmek amaciyla 1s1l iglem ve
%350 etanol uygulamasi gerceklestirilmistir. Bu sebeple, elde edilen 10 ml
slispansiyonun yarist 1sil iglem uygulamasi igin, kalan yarist ise %50 etanol
uygulamasi i¢in ayrimistir. Deney planma dair detayli bilgiler Tablo 6.15°te
verilmistir. Isil islem uygulamasi i¢in ayrilmis olan 5 ml’in yaris1 80 °C'de 10 dakika,
kalan yaris1 ise 80 °C'de 20 dakika inkiibe edilmistir. Diger yandan, %350 etanol ile
islem goriilmek tlizere ayrilan 5 ml’in yarist %50 etanolde (2,5 ml siispansiyon {izerine

2,5 ml etanol eklenmistir) 1 saat, diger yarisi ise 2 saat boyunca bekletilmistir.
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Tablo 6.15: izolasyon deneylerinde sporlanan bakterilerin se¢imi i¢in uygulanan
on islem kosullart.

. Toplam Kullanilacak
Islem Miktar Miktar Kosullar
2,5 ml 80 °C’de 10 dakika bekletilmistir.
Isil islem S5ml
2,5 ml 80 °C’de 20 dakika bekletilmistir.
2.5 ml %350 etanol 1 sa‘at'(25 °C)
%50 etanol 5l bekletilmistir.
uygulamasi %150 etanolde 2 saat (25 °C)
2,5ml .
bekletilmistir.

Seri olarak seyreltilen hiicre siispansiyonlari, sporlarin korunmasi ve vejetatif
hiicrelerin eliminasyonu amaciyla yapilan 6n islemler sonrasinda, nalidiksik asit (25
mg/ml) ve nistatin (50 mg/ml) iceren [Gruft, 1965; Al-Obaidy, 2014] LB agar
plakalara yayilmistir. Hazirlanan LB plaklar1 30 °C’de 2448 saat inkiibe edilmistir.
Izolatlar, ilk inkiibasyondan sonra TSA veya TSB besiyerinde biiyiitiilmiistiir.

6.2.6.2. Koloni Morfolojisine Dayali On Secim

TSA besiyerinde 24-48 saatlik inkiibasyon sonrasi olusan koloni morfolojileri
gozlemlenmis, krem beyaz renkte, dairesel, kabarik yapili ve diizgiin kenarli olanlar
literatiirde Bacillus thuringiensis igin tanimlanan kriterlere gore secilmistir [Mallick

vd., 2023; Zothansanga vd., 2016].

6.2.6.3. Gram Boyama

Secilen izolatlara, Madigan ve ark., (2018) tarafindan tanimlanan klasik Gram boyama
protokolii uygulanmistir [Madigan vd., 2018]. Gram boyama prosediirii i¢in izolatlar
TSA besiyerinde 30 °C’de 1 gece boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Uygulanan
protokol “6.2.5.1. Gram Boyama” baslig1 altinda detaylandirilmistir.

6.2.6.4. Spor Boyama

Schaeffer ve Fulton (1933) tarafindan gelistirilen protokole gore spor boyama islemi
uygulanmustir [Schaeffer ve Fulton, 1933]. Spor boyama i¢in bakteri kiiltiirleri TSA

besiyerinde en az 3 giin boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra
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preparatlar hazirlanmistir: Temiz lamlar lizerine dH-O damlatilarak bakteri kiiltiirleri
yayilmis ve hava ile kurutulduktan sonra lamlar 1-2 kez bek alevinden gecirilerek
fiksasyon saglanmistir. Fikse edilmis preparatlar, %5°lik malasit yesili ¢ozeltisi ile
tamamen kaplanarak kaynama noktasina yakin sicaklikta (buhar ¢ikist olusacak
sekilde) 15 dakika boyunca hafif 1s1 altinda tutulmustur. Bu siire boyunca boya
miktarinda azalma gozlenirse iizerine taze boya ilavesi yapilmistir. Isil iglemin
ardindan lamlar musluk suyu altinda yaklasik 30 saniye siireyle yikanmistir. Ardindan,
zit boyama amaciyla preparatlar %5’lik safranin ¢ozeltisi ile 1 dakika siireyle
boyanmis ve tekrar su ile yikanarak agik havada kurutulmustur. Boyama islemi
tamamlanan lamlar, 151k mikroskobunda immersiyon yag1 damlatilarak 100X objektif

lens ile incelenmistir [Schaeffer ve Fulton, 1933].

6.2.6.5. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Loewen ve Switala (1987) tarafindan bildirilen yontem temel alinarak, izolatlarda
katalaz enzimi varliginin belirlenmesi amaciyla, katalaz testi uygulanmistir [Loewen
ve Switala 1987]. Bunun i¢in, temiz lam iizerine 6nceden hazirlanmis %3 liik hidrojen
peroksit (H202) damlatilmig ve lizerine kati besiyerinde biiyiimiis taze bakteri kolonisi
0ze yardimiyla aktarilmistir. Test sonucunda katalaz pozitif izolatlarda lam tizerinde
hizli sekilde oksijen kabarciklar1 gozlenmistir. Oksijen kabarciklari ¢ikaran suslarin
cikardiklar1 oksijen miktarlar1 referans susu olan Bt yaban susu ile karsilagtirilmistir

[Loewen ve Switala, 1987].

6.2.6.6. Kristal inkliizyon Yapilarin Coomassie Brilliant Blue ile
Boyanmasi

Kristal inkliizyon yapilarinin varligi Sharif ve Alaeddinoglu (1988) tarafindan 6nerilen

Coomassie Brilliant Blue ¢6zeltisi ile boyama prosediirii ile gerceklestirilmistir [Sharif

ve Alaeddinoglu, 1988]. Kristal yapilarin yeterince salgilanabilmesi amaciyla izolatlar

LB agar besiyerinde 72 saat boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Protokole

ait tim detayli bilgiler “6.2.5.3. Kristal Proteinlerin Coomassie Brilliant Blue ile

Boyanmas1” bagligi altinda sunulmustur.
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6.2.6.7. SDS-PAGE Analizi

Izolatlara ait spor-kristal komplekslerinden endotoksin proteinleri izole edilmis
[Donovan vd., 1988] ve SDS-PAGE analizi [Laemmli, 1970] uygulanmistir. Protokole
ait tiim detayl bilgiler “6.2.1. Bti suslarindan Endotoksin Izolasyonu ve SDS-PAGE”

baslig1 altinda sunulmustur.

6.2.6.8. Biyolojik Aktivite Deneyleri

72 saatlik fermentasyon siirecinin sonunda elde edilen endotoksin proteinlerinin
biyolojik etkinligi, Diinya Saglik Orgiitii’niin onerdigi biyotest protokolii [WHO,
1999] esas alinarak degerlendirilmistir. Protokol detaylarina ait bilgiler Boliim 6.2.4°te

verilmistir.

6.2.6.9. izolatlarin Saklanmasi

On-tamimlamalar1 yapilan izolatlarin uzun siireli muhafazasi, %40 gliserol iceren
ortamda -80 °C’de dondurularak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in, dncelikle TSB sivi
besiyerine inokiile edilen izolatlar, 30 °C’de 180 rpm’de 6 saat boyunca 6n kiiltiir
olarak inkiibe edilmistir. Elde edilen bu 6n kiiltiirden %2 oraninda inokulum alinarak
taze TSB besiyerine aktarilmis ve ayni kosullarda 12—16 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin, 500 pl %40°lik steril gliserol ¢ozeltisi iceren Eppendorf
tiiplerine, gece boyunca inkiibe edilmis kiiltiirden 500 pl ilave edilerek toplam 1 ml

hacme ulagilmigtir. Hazirlanan gliserol stoklar1 etiketlenip -80 °C’ye kaldirilmistir.
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7. SONUCLAR

Calisma kapsaminda Oncelikle, laboratuvarimizda daha Onceki c¢alismalarin
sonucunda elde edilmis olan yiiksek iiretici rekombinant suslar ve Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti) yaban susun kristal protein liretimleri karsilagtirilmistir.
Polifosfat kinaz (ppk) ve Lon proteaz (lon) genlerini yiiksek diizeyde ifade eden bu
rekombinant suglardan (Bti pHT315ppk ve Bti pHT315lon) izole edilen kristal
proteinlerin SDS-PAGE analizleri Sekil 7.1’°de verilmistir. Bti ATCC 35646 susuna ait
protein profillerinde yaklagik olarak 130 kDa, 80 kDa, 72 kDa, 30 kDa ve 27 kDa
civarinda bantlar gézlemlenmistir. Bu bantlar sirasiyla literatiirde bu susta bulundugu
bildirilen cry4, cry10, cryl1, cytl ve cyt2 genlerinin kodladig1 8-endotoksin proteinleri
ile uyumludur. ~130 kDa civarindaki bant, Cry4A/B proteinlerine karsilik gelmekte
olup, bu kristal toksinler Bti'nin larvasit etkisinde temel rol oynamaktadir. 72—80 kDa
araliginda gozlemlenen yogun bantlar, Cryl0A ve CryllA proteinlerinin yiiksek
ekspresyonuna, ayrica 27-30 kDa araliginda gozlemlenen bantlar ise sitolitik aktivite

gosteren Cytl A ve Cyt2A proteinlerine isaret etmektedir [Ejiofor & Johnson, 2002].

Daha once yapilmis ¢aligmalara gére hem Bfi pHT315ppk hem de Bti pHT315/on
susunun yaban susa gore daha fazla d-endotoksin iirettigi bilinmektedir [Doruk vd.,
2013; Barkad vd., 2021]. Ancak Sekil 7.1°de goriildiigii gibi rekombinant suslar
yliksek toksin tiretim profillerini kaybetmislerdir. Bu durumun, suslarin uzun siire —80
°C’de muhafaza edilmelerine bagli oldugu diisiiniildiigiinden s6z konusu suslar tez

calismasi kapsaminda yeniden hazirlanmstir.

Bti pHT315ppk hem de Bti pHT315/on suslar tekrar hazirlandiktan sonra ¢alismaya,
ppk geni daha 6nceki ¢alismalarda silinmis olan Bti Appk susu da dahil edilmistir. Bu
rekombinant suslarla siirdiiriilen deneylerin yaninda, caligma kapsaminda farkl tiirlere

ait 6li boceklerden dogal Bt benzeri suslar izole edilerek toksisiteleri ¢aligilmistir.
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Sekil 7.1: Bti suslarma ait kristal proteinlerin SDS-PAGE analiz sonuglar1 (3
biyolojik tekrar ile). M: Protein marker (Thermo Scientific), Kuyu 1-
3: Bti yaban sus, Kuyu 4-6: Bti pHT315ppk susu, Kuyu 7-9: Bti
pHT315/on susu.

7.1. Bti pHT315ppk ve Bti pHT315lon Suslarinin
Olusturulmasi ve Dogrulanmasi

Daha onceki c¢alismalarda olusturulmus rekombinant plazmidler, pHT315ppk ve
pHT315/on, E. coli ET12567 suslar1 iginde —80 °C’de muhafaza edilmistir. Bu E. coli
susunun metilasyon yoksunu olmasi, izole edilen plazmidlerin Bacillus restriksiyon
sistemi tarafindan parcalanmasii Onlemesi agisindan Onemlidir. Suslardan izole
edilen plazmidlerin dogrulugunun gosterilmesi i¢in restriksiyon enzim kesimi ve PCR

yapilmistir.

7.1.1. E. coli ET12567 Suslarindan Plazmid Izolasyonu ve
Dogrulanmasi

pHT315ppk ve pHT315lon plazmidleri metilasyon yoksunu E. coli ET12567

suslarindan basariyla izole edilmis ve restriksiyon enzimleri ile kesilerek

dogrulanmistir. pHT315ppk plazmidinin HindIII ile kesimi sonucunda 6510 ve 2570

baz ¢ifti, pHT315/on plazmidinin HindIIl ve Kpnl ile kesimi sonucunda ise 6500 ve

2200 baz cifti uzunlugunda olmak {izere, beklenen DNA fragmanlari elde edilmistir

(Sekil 7.2).
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Sekil 7.2: E. coli ET12567 suslarindan izole edilen pHT315ppk ve pHT315/on
plazmidlerinin dogrulanmasi. A) izole edilen plazmidler. M: 1 kb DNA
belirteci (Thermo Scientific), Kuyu 1: pHT315/on plazmidi, Kuyu 2:
pHT315ppk plazmidi. B) pHT315ppk plazmidine ait restriksiyon kesim
sonucu. Kuyu 1: Kesilmemis pHT315ppk plazmidi, Kuyu 2: HindIII ile
kesilen pHT315ppk plazmidi, C) pHT315/on plazmidine ait ¢ift enzim
kesim sonucu. Kuyu 1: HindIIl ve Kpnl ile kesilmis pHT315/on
plazmidi, Kuyu 2: Kesilmemis pHT315/on plazmidi.

Her ne kadar restriksiyon enzim analizleri ile plazmidler dogrulanmis olsa da
plazmidlerin s6z konusu genleri tasiyip tagimadiklarini belirlemek i¢in pHT315’e
secicilik kazandiran eritromisin diren¢ genine 0zgii erm primerleri ile ppk ve lon
genlerine 6zgli ppk ve lon primerleri (Tablo 6.10) kullanilarak PCR reaksiyonlari
gergeklestirilmistir (Sekil 7.3). Laboratuvarimizda daha 6nce izole edilmis pHT315,
pHT315ppk ve pHT315/on plazmitleri PCR’da pozitif kontrol olarak kullanilmigtir
(Tablo 7.1). PCR analizleri sonucunda pHT315 vektoriine 6zgii erm primerleri ile
1200 bg, ppk genine 6zgii primerlerle 538 bg, ve lon genine 6zgii primerlerle yaklasik
2200 bg’lik amplikonlar elde edilmistir. Elde edilen bant boyutlari, plazmitlerin ilgili

genleri icerdigini dogrulamaktadir.
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Tablo 7.1: PCR analizlerinde kullanilan pozitif kontroller.

PCR Hedefi Kullanilan Primer Pozitif Kontrol Kamtlanan
(Gen) Plazmit Ozellik
Erlt‘r omisin En.t romisii pHT315 erm geni varligi
direnci primerleri
lon geni lon primerleri pHT315/on lon geni varlig
ppk geni ppk primerleri pHT315ppk ppk geni varligi

B)

Sekil 7.3: E. coli ET12567 hiicrelerinden izole edilen rekombinant plazmidlerin
kalip olarak kullanildigi, farkli primer setleri ile gerceklestirilen PCR
reaksiyonlarina ait agaroz jel elektroforez goriintiisii. (+): Pozitif kontrol,
(-): Negatif kontrol, M: 1 kb DNA belirteci (Thermo Scientific), A) erm
primerlerinin kullanildigt PCR reaksiyonu. Kuyu 1: pHT315/on
plazmidi. Kuyu 2: pHT315ppk plazmidi, B) ppk primerlerinin
kullanildig1 PCR reaksiyonu sonuglari. Kuyu 1: pHT315ppk plazmidi,
C) lon primerlerinin kullanildigi PCR reaksiyonu sonuglari. Kuyu 1:
pHT315/on plazmidi.

7.1.2. Rekombinant Plazmidlerin Bti’ye Aktarilmasi ve Dogrulanmasi

Metilasyon yoksunu E. coli ET12567 suslarindan elde edilen ve dogrulugu ispatlanan
rekombinant plazmidler (pHT315ppk ve pHT315/on), Bti yaban susuna
elektroporasyon yontemi ile aktarilmigtir. Elektroporasyon sonrasi elde edilen zaman

sabiti degerleri Tablo 7.2’de gosterilmistir.
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Tablo 7.2: Elektroporasyon deneylerinde transformantlarin elde edildigi sartlar.

Plazmid Gerilim (V) Zaman Sabiti (ms)
pHT315ppk 2499 3.8
pHT315/on 2477 42

Elektroporasyon sonrasi eritromisin (25 pg/ml) igeren besiyerinde biiyiiyen olasi
rekombinant Bt transformatlarindan plazmidler basariyla izole edilmistir (Sekil 7.4).
Izole edilen plazmidlerin dogrulanmasi amaciyla restriksiyon enzim kesimleri
yapilmistir. pHT315ppk plazmidinin HindlIII ile kesimi sonucunda 6510 ve 2570 baz
cifti, pHT315/on plazmidinin HindIII ve Kpnl ile kesimi sonucunda ise 6500 ve 2200
baz ¢ifti olmak iizere, beklenen DNA fragmanlari elde edilmistir (Sekil 7.4).

A)

Sekil 7.4: Bti hiicrelerinden elde edilen plazmidler ve bu plazmidlerin uygun
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucunda olusan bant profillerine
ait agaroz jel elektroforez goriintiileri. A) Izole edilen plazmidler. M: 1
kb DNA belirteci (Thermo Scientific), Kuyu 1: pHT315/on plazmidi,
Kuyu 2: pHT315ppk plazmidi. B) pHT315ppk ve pHT315/on
plazmitlerinin restriksiyon enzimleri ile kesim sonuglari. Kuyu 1:
Kesilmemis pHT315ppk plazmidi, Kuyu 2: HindIIl ile kesilen
pHT315ppk plazmidi, Kuyu 3: Kesilmemis pHT315/on plazmidi, Kuyu
4: HindlIII ve Kpnl ile kesilmis pHT315/on plazmidi.
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Ek bir dogrulama yontemi olarak, pHT315 plazmidine 6zgii erm primerleri, ppk ve lon
genlerine 6zgii ppk ve lon primerleri kullanilarak ti¢ farkli primer setiyle (Tablo 6.10)
PCR reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmistir (Sekil 7.5). Termal dongii cihazinda uygulanan
30 dongiiliik amplifikasyon sonucunda elde edilen amplikon boyutlarinin hedeflenen
gen bolgeleri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. pHT315 vektoriine 6zgii erm primerleri
ile 1200 bg, ppk genine 6zgii primerlerle 538 b¢ ve lon genine 6zgili primerlerle
yaklasik 2200 b¢’lik amplikonlar elde edilmistir (Sekil 7.5). Elde edilen bant boyutlari,
ilgili plazmitlerin hedef genleri icerdigini dogrulamaktadir. Bu bulgular, rekombinant

plazmidlerin Bti’ye basaril1 bir sekilde aktarildigini ispatlamistir.

A) B)

Sekil 7.5: Bt hiicrelerinden izole edilen rekombinant plazmidlerin sablon olarak
kullanildig1, farkli primer setleri ile gerceklestirilen PCR reaksiyonlarina
ait agaroz jel elektroforez goriintlisti. (+): Pozitif kontrol, (-): Negatif
kontrol, M: 1 kb DNA belirteci (Thermo Scientific), A) erm
primerlerinin kullandig1 PCR reaksiyonu. Kuyu 1: pHT315/on plazmidi.
Kuyu 2: pHT315ppk plazmidi, B) ppk geni i¢in ppk primerlerinin
kullandig1 PCR reaksiyonu sonuglari. Kuyu 1: pHT315ppk plazmidi, C)
lon geni i¢in lon primerlerinin kullandigi PCR reaksiyonu sonuglari.
Kuyu 1: pHT315/0on plazmidi.
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7.2. Bti Appk Susunun Dogrulanmasi

Daha 6nceki ¢alismalar kapsaminda hazirlanmis olan Bti Appk susunda mutasyonun
korunup korunmadiginin test edilmesi i¢in B#i yaban sus ve Bfi Appk mutant susun
genomik DNA’lar1 izole edilmistir (Sekil 7.6). Bti yaban susunda ppk geninin varligim
ve Bti Appk mutant susunda ppk geni yerine apramisin direng kaseti entegrasyonunu
dogrulamak amaciyla apramisin ve ppk primer setleri ile (Tablo 6.10) PCR
reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir (Sekil 7.7).

Bti yaban sus genomik DNA's1 ile yapilan PCR sonucunda, ppk primerleri
kullanildiginda beklenen biiyiikliikte (538 bg) spesifik bir amplifikasyon iiriinii elde
edilmistir. Bu sonug, Bfi yaban susun genomunda ppk geninin dogal olarak
bulundugunu dogrulamaktadir. Ayn1 6rnek, apramisin primerleri ile test edildiginde
ise beklendigi gibi herhangi bir amplifikasyon iiriinii gdzlenmemistir. Bti Appk mutant
susu ppk primerleri ile denendiginde amplifikasyon iiriinii alinmamis, ancak apramisin
primerleriyle yapilan PCR sonucunda net bir bant (1382 bg) elde edilmistir (Sekil 7.7).
Bu bulgu, ppk geninin genomdan basarili sekilde silindigini ve yerine apramisin direng

kasetinin entegre edildigini gostermektedir.

Sekil 7.6: Bti yaban sus ve Bti Appk mutant sustan izole edilen genomik DNA’larin
agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi. Kuyu 1: Bti Appk, Kuyu 2:
Bti yaban sus, M: 1 kb DNA belirteci (Thermo Scientific).

60



Sekil 7.7: Bti Appk susunun PCR ile dogrulanmasi1 A) Bti suslarinda ppk gen
varliginin ppk ve apramisin spesifik primer ¢iftleri kullanilarak PCR ile
gosterilmesi. M: 1 kb DNA belirteci (Thermo Scientific), Kuyu 1: Bfi
yaban sus genomik DNA + ppk primerleri, Kuyu 2: Bfi yaban sus
genomik DNA + apramisin primerleri, Kuyu 3: Pozitif kontrol, Kuyu 4:
Negatif kontrol. B) Bti suslarinda ppk geni yerine apramisin kaseti
entegrasyonunun ppk ve apramisin spesifik primer ¢iftleri kullanilarak
PCR ile gosterilmesi. Kuyu 1: Bti Appk genomik DNA + apramisin
primerleri, Kuyu 2: Bti Appk genomik DNA + ppk primerleri, Kuyu 3:
Pozitif kontrol, Kuyu 4: Negatif kontrol.

7.3. Dogrulugu Teyit Edilen Rekombinant Suslardan
Endotoksin izolasyonu ve SDS-PAGE

Tez kapsaminda kullanilan rekombinant suslarin (Bti pHT315ppk, Bti pHT315lon ve
Bti Appk) dogrulanmasinin ardindan suslarin J-endotoksin iiretim seviyeleri
karsilastirilmistir (Sekil 7.8). Bti yaban susunda (Kuyu 1), yaklasik 134 kDa (Cry4Aa),
72 kDa (Cryl1Aa) ve 27 kDa (Cytl Aa/Cyt2Ba) boyutlarinda bantlar belirgin bicimde
gozlenmistir. Bti Appk mutant1 (Kuyu 2), ayn1 bantlar1 daha yogun sekilde sergilemis
ve Ozellikle Cry11Aa ile Cyt proteinlerinde belirgin artis gézlenmistir. Plazmit tagiyan
rekombinant suslar Bti pHT315ppk (Kuyu 3) ve Bti pHT315/on (Kuyu 4) ile bos
plazmit tagiyan kontrol susu B#i pHT315 (Kuyu 5) daha zayif bant profili ortaya
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koymustur. Bti pHT315ppk ve Bti pHT315/on suslarinin kristal protein {iretimlerinin
onceki ¢alismalardan [Doruk vd., 2013; Barkad vd., 2021] farkli olmas1 dikkat ¢ekici
olup olas1 sebepleri tezin son bdliimiinde tartisilmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda, yaban susa kiyasla daha yiiksek diizeyde &-endotoksin iirettigi
gosterilen ve plazmit igermeyen Bti Appk susu, fermentdr tabanl {iretim c¢alismalari

icin aday olarak se¢ilmigtir.

M 1 2 3 4 5

180kDa——p : i 1 ~134 kDa
130 kDa —» — 3 (Cry4A)
100 kDa
70 kDa ~ 72 kDa
(Cryl0A/Cryl1A)
55 kDa
40 kDa
35kDa
~27 kDa
25 kDa (Cyt1A/Cyt2A)

. AL

e e e R O o e ]

Sekil 7.8: Bt#i suslarma ait kristal proteinlerin SDS-PAGE analiz sonuglari.
M: Protein marker (Thermo Scientific), Kuyu 1: Bfi yaban sus, Kuyu
2: Bti Appk, Kuyu 3: Bti pHT315ppk, Kuyu 4: Bti pHT315/on, Kuyu
5: Bti pHT315.
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7.3.1. Bti Appk Susunun DSM Besiyerindeki Biiyiime Egrisi ve
Sporlanma Kapasitesi

Bti yaban sus ile Bti Appk mutant susun DSM besiyerinde biiyiime egrileri
karsilastirimistir (Sekil 7.9). Her iki sus da yaklasik 6. saatte log faza ulagmis ve 12.
saat civarinda maksimum biiyiime diizeyine erismistir. Bti Appk susu, yaban susa
kiyasla daha yiiksek hiicre yogunluguna ulagsmis ve bu diizeyi fermentasyon boyunca
korumustur. Iki sus arasindaki biiyiime degerleri istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, 6, 8, 10, 12, 24, 48 ve 72. saatlerde anlamli farkliliklar tespit
edilmistir (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < (0,0001). Bu sonuglar, Bti
Appk susunun yaban susa kiyasla daha yiiksek biiylime profili sergiledigini

gostermektedir.

Bti ve Bti Appk’min DSM besiyerinde bilyiime egrisi

10 e ok ke ok
9 B seokeok
8
—_ 71
g
A 6
)
5 3 —8— Bti yaban sus
2 Bti Appk
a3
9 Hkk
1 g
0 oet®

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72

Zaman (saat)

Sekil 7.9: Bti yaban susu ve Bti Appk susunun DSM besiyerinde zamana bagl
biiytime egrisi (ODsoo). Her iki susun optik yogunluk degerleri diizenli
olarak oOl¢lilmiis ve biiylime dinamikleri karsilastirilmigtir. Ortalama
degerler + standart sapma ile gosterilmistir. Iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak degerlendirilmis olup, anlamlilik seviyeleri grafik
iizerinde * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ve **** (p<0,0001) ile
gosterilmistir. Anlamli fark gézlenen zaman noktalar1 6, 8, 10, 12, 24, 48
ve 72. saatlerdir.

24., 48. ve 72. saatlerde yapilan spor sayisi 6l¢iimlerinde, Bti Appk mutantinin spor
sayisinin yaban susa gore belirgin sekilde fazla oldugu goriilmektedir (Sekil 7.10).
Istatistiksel analizler, 24. saatte (p < 0,05), 48. saatte (p < 0,05) ve 6zellikle 72. saatte
(p <0,01) gozlenen farklarin anlamli oldugunu ortaya koymustur. Ayni sartlarda daha
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iyi biiyliyen, daha fazla sporlanan ve daha fazla kristal protein liretebilen Bti Appk
susu, biiyilk hacimli iiretim uygulamalari agisindan gii¢lii bir aday olarak ©ne

cikmaktadir.

Bti ve Bti Appk'nin spor iiretimi
11

10,5 ok

= 2,
£ ?
2 10 *
< T
= 7 —e— Bti yaban sus
22}
- £ .
? 9 -|- Bti Appk
=
g, v
@A

8,5

8

20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72
Zaman (saat)

Sekil 7.10: Bti yaban susu ve Bti Appk mutantinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki spor
yogunluklarinin logaritmik (logie CFU/ml) karsilastirmasi. Her veri
noktasi, ii¢ biyolojik tekrarin ortalamasini ve standart sapmasini
gostermektedir. Bti Appk mutant1 tiim zaman noktalarinda yaban susa
gore daha yiiksek spor sayisi1 gostermektedir. Spor sayilari, 80 °C’de 10
dakika 1s1 soku sonrasi CFU/ml olarak belirlenmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda, 24. saatte iki sus arasinda anlamli fark
gbzlenmistir (*p < 0,05). 48. saatte fark daha da belirginlesmis (*p <
0,05), 72. saatte ise istatistiksel anlamlilik diizeyi artarak (**p < 0,01)
kaydedilmistir.

7.3.2. Bti Appk Susunun Zamana Bagh 6-Endotoksin Uretimi

Bti ve Bti Appk suglarmin 6-endotoksin iiretimi, DSM besiyerinde farkli inkiibasyon
stirelerinde (24—120 saat) SDS-PAGE yontemiyle analiz edilmistir (Sekil 7.11). Bti
yaban susunda, 24. saatte o-endotoksin bantlar1 diger saatlere kiyasla daha silik
gozlemlenmistir. 48. saatte Ozellikle ~27 kDa bolgesinde Cyt proteinleri
belirginlesmeye baslamis, ~72 kDa ve ~134 kDa'daki Cry protein bantlar1 ise zayif
sekilde belirginlesmistir. 72. saatte anlamli bir degisiklik gézlenmezken, 96. saatte tiim

bantlar (Cry4A, Cryl0A/Cryl11A ve Cytl A/Cyt2A) en yiiksek yogunluga ulasmis ve
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bu zaman noktas1 toksin iiretiminin zirvesi olarak degerlendirilmigtir. 120. saatte ise

Cry ve Cyt bantlarinda hafif bir azalma egilimi gozlenmistir.

Ote yandan, Bti Appk susunda 24. saatte endotoksin bantlar1 zayif seviyede kalmis ve
iiretimin heniiz baglangi¢c asamasinda oldugu degerlendirilmistir. 48. saatte, 6zellikle
~27 kDa’daki Cyt protein bantlar1 belirginlesmis, ayrica ~72 kDa ve ~134 kDa bantlar:
da goriinlir hale gelmistir. 72. saatte hem Cry hem Cyt proteinlerine ait bant
yogunluklar1 hafif seviyede azalmis ancak, 96. saatte tekrar en yiiksek seviyeye
ulasmistir. 120. saatte ise Ozellikle Cry protein bantlarinda kismi bir azalma

gbzlenmistir.

Bu bulgular dogrultusunda, Bfi yaban susunun d-endotoksin {iretiminin 48. saatte
basladigi, 72. saatte korundugu ve 96. saatte en yliksek diizeye ulastig1 goriilmiistiir.
Bti Appk susunda ise d-endotoksin iiretiminin 48. saatte maksimuma ulastig1 ve bu
diizeyin 48—-96 saatlik zaman diliminde hemen hemen stabil kaldigi, 120. saatte ise bir

miktar azaldig1 gortilmektedir.

Genel anlamda ise Bti Appk susunun 48-120 saatlik siire boyunca iirettigi bant
yogunluklarinin Bf#i yaban susuna gore daha yiiksek oldugu gdzlemlenmistir. Tez
kapsamindaki ¢aligsmalarin Doruk (2013) ve Barkad (2021)’1n ¢alismalari ile anlamli
sekilde kiyaslanabilmesi i¢in suslarin DSM besiyerinde 72 saat inkiibe edilmesine

karar verilmistir.

A)

250 kDa —»

150 kDa

~134 kDa

(CrydA)

100 kDa
75 kDa

~ 72 kDa
(Cryl0A/Cryl1A

~27kDa
(CYUIA/Cy124)
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B)

250 kDa

150 kDa
~134 kDa
(Cry4A)

100 kDa

75 kDa

~ 72 kDa
(Cryl0A/Cryll1A)
50 kDa

37 kDa

25kDa

20 kDa ~27kDa

(CYtIA/Cyt2A)

15 kDa

10 kDa

Sekil 7.11: DSM besiyerinde biyiitillen Bf#i suslarmin farkli inkiibasyon
siirelerindeki 6-endotoksin iiretimine ait SDS-PAGE analizleri. M:
Protein marker (Thermo Scientific). A) Bti yaban susunun sirasiyla
24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerindeki protein profilleri. B) Bti Appk
mutant susunun sirastyla 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerindeki protein
profilleri.

7.3.3. Bti Appk Susunun Endotoksin Uretiminde Sicakhigin EtKkisi

Farkli sicakliklarda inkiibe edilen Bfti suslarinin SDS-PAGE analizleri, sicakligin o-
endotoksin iiretimi {izerinde belirgin bir etkisi oldugunu ortaya koymustur (Sekil
7.12). Hem yaban sus hem de Bti Appk suslarinda 25 °C’de Cry4A (~134 kDa),
Cryl0A/Cryl1A (~72 kDa) ve CytlA/Cyt2A (~27 kDa) bantlarinin yogun olarak
gorildiigi tespit edilmistir. 30 °C’de bant yogunlugu 25 °C’ye kiyasla azalmig, 37
°C’de ise Cry ve Cyt proteinlerine ait bantlarin diger sicakliklarla karsilastirildiginda
iyice zayifladig1 gézlenmistir. Ayrica, Bti Appk susu her {i¢ sicaklikta da yaban susa
kiyasla daha yogun bant profili sergilemistir. Ozellikle 25 °C’de Bti Appk susu en
giiclii endotoksin iiretim kapasitesine sahip olmustur. Ancak kullanilan ¢alkalamali
inkiibatoriin sogutma kapasitesi yetersiz oldugundan, deneysel uygulamalarda sicaklik
stabilitesinin korunabilmesi i¢in 30 °C ¢aligma sicaklig1 secilmistir. Ayrica endiistriyel
Olcekli fermentdr uygulamalarinda sogutma maliyetlerinin de g6z Oniinde
bulundurulmasi gerektiginden, 30 °C’nin tercih edilmesi proses Olgeklenebilirligi

acisindan da uygun goriilmektedir.

66



130 kDa ——9 —— ~134kDa
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Sekil 7.12: Farkl sicakliklarda (25 °C, 30 °C ve 37 °C) DSM besiyerinde inkiibe
edilen Bti yaban sus ve Bti Appk susuna ait kristal proteinlerin SDS-
PAGE analizi. M: Protein marker (Thermo Scientific); Kuyu 1: Bti
yaban sus 25 °C, Kuyu 2: B#i Appk 25 °C, Kuyu 3: Bti yaban sus 30
°C, Kuyu 4: Bti Appk 30 °C, Kuyu 5: Bti yaban sus 37 °C, Kuyu 6: Bti
Appk 37 °C.

7.3.4. Bti Appk Susunun Endotoksin Uretiminde pH’min Etkisi

Farkl1 pH kosullarinda Bti yaban susu ve Bti Appk susunun endotoksin tiretimleri SDS-
PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 7.13). Bti yaban susu i¢in pH 5.0 kosulunda kristal
proteinlerine 6zgii belirgin bantlar gézlenmezken, pH 6.0 ve 7.0 degerlerinde 6zellikle
~72 kDa (Cryl0A/Cryl1A) ve ~27 kDa (CytlA/Cyt2A) protein bantlarinin daha
yogun oldugu tespit edilmistir. pH 8.0 ve 9.0 degerlerinde ise kristal proteinlere 6zgii
bantlarin yogunlugu azalmistir. Bti Appk susunda ise pH 5.0 kosulunda protein bantlari
zay1f goriilmiis, pH 6.0 ve 7.0°de orta yogunlukta bantlar elde edilmistir. Buna karsin
pH 8.0 ve ozellikle pH 9.0°da ~134 kDa (Cry4A), ~72 kDa (Cryl10A/Cryl11A) ve ~27
kDa (Cytl A/Cyt2A) bantlarinin yogunlugu artmis ve yaban susa kiyasla daha belirgin
hale gelmistir. Bu bulgular, Bti Appk susunun alkali kosullarda yaban susa gore daha

yliksek endotoksin tiretim kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 7.13: Farkli pH kosullarina sahip DSM besiyerinde Bti yaban sus ve Bti Appk
susuna ait kristal proteinlerin SDS-PAGE analiz sonuglari. M: Protein
marker (Thermo Scientific). Kuyu 1-5: Bti yaban sus. Kuyu 1: pH=5.0,
Kuyu 2: pH=6.0, Kuyu 3: pH=7.0, Kuyu 4: pH=8.0, Kuyu 5: pH=9.0,
Kuyu 6-10: Bti Appk. Kuyu 6: pH=5.0, Kuyu 7: pH=6.0, Kuyu 8:
pH=7.0, Kuyu 9: pH=8.0, Kuyu 10: pH=9.0.

7.3.5. Bti Appk Susunun Endotoksin Uretiminde Farkh Karbon
Kaynaklarimin Etkisi

Farkl1 karbon kaynaklarinin 6-endotoksin iiretimi iizerine etkisi SDS-PAGE analizi ile
degerlendirilmistir (Sekil 7.14). Yaban susta en belirgin protein bantlari mannitol ve
siikroz igceren besiyerlerinde gozlenmistir. Buna karsilik Bti Appk susunda Cry4A
(~134 kDa), Cry10A/Cryl11A (~72 kDa) ve Cytl A/Cyt2A (~27 kDa) protein bantlar1
Ozellikle nisasta ve glikoz kullanilan besiyerlerinde daha yogun olarak tespit
edilmistir. Ote yandan, siikroz kullanilan besiyerinde de gii¢lii bantlar gériilmekle
birlikte mannitol igeren besiyerinde diisiikk yogunlukta iiretim gerceklesmistir. Bu
sonuglar, yaban susun ve Bti Appk susunun karbon kaynagina bagl olarak farkli
endotoksin Uretim profilleri sergiledigini ve optimum iretimin kullanilan karbon

kaynagina gore degistigini gostermektedir.
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Sekil 7.14: Farkli karbon kaynaklar1 iceren DSM besiyerinde Bt yaban susu ve Bti
Appk susuna ait kristal proteinlerin SDS-PAGE analizi. M: Protein
marker (Thermo Scientific). Kuyu 1: Bti yaban sus (glikoz), Kuyu 2: Bti
yaban sus (nisasta), Kuyu 3: Bti yaban susu (mannitol), Kuyu 4: Bti
yaban susu (siikroz), Kuyu 5: Bti Appk (glikoz), Kuyu 6: Bti Appk
(nisasta), Kuyu 7: Bti Appk (mannitol), Kuyu 8: Bti Appk (siikroz).

7.3.6. Optimum Kosullarda Endotoksin Uretimi

Bti yaban ve Bti Appk suslarinin normal (DSM besiyeri pH: 6.8, glikoz, 30 °C, 72 saat)
ve optimum kosullardaki 6-endotoksin  {iretimleri karsilagtirmali  olarak
degerlendirilmistir (Sekil 7.15). Bti yaban susunda, optimum kosullar (pH 7, mannitol,
30 °C, 72 saat) altinda iiretilen protein bantlarinin normal kosullara kiyasla daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle ~72 kDa (Cryl0A/Cryl1A) ve ~27 kDa (Cyt
proteinleri) bantlarindaki artig belirgindir. B#i Appk susunda ise optimum kosullar (pH
9, nigasta, 30 °C, 72 saat) altinda protein bant yogunluklari normal kosullardan ¢ok da
farkli bulunmamistir. Bu 6zellikle ~134 kDa (Cry4A) ve ~72 kDa (Cryl11A/Cryl10A)

bantlarinda net bir sekilde gozlenmistir.
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Sekil 7.15: Bti yaban ve Bti Appk suslarinin normal ve optimum kosullardaki d-
endotoksin iiretimlerinin SDS-PAGE analizi. M: Protein marker
(Thermo Scientific). Kuyu 1: Bti yaban sus (normal kosullar), Kuyu 2:
Bti yaban sus (optimum kosullar; pH 7, mannitol), Kuyu 3: Bti Appk
sus (normal kosullar), Kuyu 4: Bti Appk sus (optimum kosullar; pH 9,
nisasta).

7.3.7. Biyolojik Aktivite Deneyleri

Bti yaban ve Bti Appk suslarinin 2. ve 3. evre Culex pipens cinsi sivrisinek larvalari
iizerinde gergeklestirilen biyolojik analizleri sonucunda, hem B#i Appk mutant susunun
hem de Bti yaban susun larvalar iizerinde doz ve zamana bagl olarak artan bir
oldiriiciiliik etkisi gosterdigi belirlenmistir (Tablo 7.3). 6 saat boyunca gozlemlenen
bu caligmada 6. saatin sonunda biitiin larvalarin 6ldigi, bu sebeple LCso ve LCoo
degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in 2. saat verilerinin kullanilmasinin daha dogru

olacagina karar verilmistir (Tablo 7.4).
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Tablo 7.3: Bti yaban susun ve Bti Appk suslarmin larva mortalitesi % 6liim oranlar1

Ortalama + SD).
Konsant
Sus rasyon 1. Saat 2. Saat 3.Saat 4. Saat 5.Saat 6. Saat
(mg/l)
Btiyaban [ 00+ 250+ 700+ 750+ 900+ 950+
sus ’ 0,0 7.1 14,1 7.1 14,1 7.1
Briyaban [ 100+ 350+ 750+ 90,0+ 950+ 1000
sus ’ 14,1 7.1 7.1 14,1 7.1 +0,0
Bfiyaban | 20,0+ 450+ 850+ 100,0 100,0 1000
sus ’ 14,1 7.1 7.1 +0,0 +00 +0,0
Biyaban [ 20,0 950+ 100,0 100,0 100,0  100,0
sus ’ 0,0 7.1 £0,0 £0,0 00 00
] 100+ 400+ 550+ 70,0+ 90,0 1000
Bd Appk | 0005 - 14.1 71 0.0 00  +00
) 200+ 70,0+ 850+ 100,0 100,0 1000
Lt byt D 14,1 0,0 212 £0,0 +00 +00
) 40,0+ 80,0+ 100,0 100,0 100,0  100,0
Bd Appk | 0,02 0.0 00  +00 +00 +00 +00
, 650+ 850+ 100,0 1000 1000  100,0
BaAppk [ 004 )5 71  +00 +00 +00 +00

Tablo 7.4: Bti yaban susun ve Bti Appk suslarinin 2. saatteki LCso ve LCoo sonuglari
(Ortalama + SD).

Saat Sus LCso0 (ng/ml) LCoo (ng/ml)
2. saat Bti Appk 5,9+2,0 45,8 £22.8
2.saat Bti yaban sus 13,9+2,3 56,8 £20,6

Bti yaban susu ve Btfi Appk mutantinin larvasidal aktiviteleri probit analizi ile
degerlendirilmis ve LCso ile LCoo degerleri 2. saat verilerine gore hesaplanmustir. 2.
saatte Bti yaban susu i¢in LCso degeri 13,9 £+ 2,3 ng/ml, LCoo degeri ise 56,8 + 20,6
ng/ml olarak bulunmustur. Ayn1 zaman noktasinda Bti Appk susu i¢in LCso degeri 5,9
+ 2,0 ng/ml olup LCoo degeri 45,8 + 22,8 ng/ml olarak belirlenmistir.

7.4. Bti Suslarinin Fermentor Olgeginde Biiyiitiilmesi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen fermentor caligmalarinin ilk agamasinda,
5 L kapasiteli Eppendorf BioFlo 120 fermentoriinde (biyoreaktdr) deneyler
gergeklestirilmistir. Ancak oksijen kontroliiniin manuel olarak yapilmasi, siireg
boyunca DO seviyelerinde dalgalanmalara yol agmis ve bu durum kiiltiiriin log fazda

kisa siire kalarak hizlica duragan faza gegmesine neden olmustur. Gram boyama ve
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kristal boyama sonuglari ile desteklenen verilerde, sporulasyonun ge¢ baslamasina
ragmen 72. saate gelindiginde dahi serbest spor olusumu gozlenmemis, ayrica kristal
protein olusumu da yeterli diizeye ulasmamistir. Bu sonugclar, degiskenlerin, 6zellikle
oksijen konsantrasyonunun kontroliindeki yetersizligin kiiltiirlin biiylimesini ve
sporulasyon verimini sinirladigini diisiindiirmektedir. Bu nedenle sonraki asamalarda,
proses parametrelerinin daha iyi kontrol edilebildigi Applikon (Getinge, Hollanda)

fermentorii kullanilarak yeni fermentasyon c¢alismalari planlanmustir.

7.4.1. Bti Appk Susunun Fermentorde Biiyiitiilmesi

Bti Appk susunun Erlen ve fermentor sartlarindaki biiytimesi karsilastirilmistir (Sekil
7.16). Fermentor kosullarinda rekombinant sus, tipik bir bakteriyel biiyiime egrisi
sergilemistir. Erlen ve 2 L fermentdr kosullarinda elde edilen biiyiime egrileri
karsilastirildiginda, Erlen ortaminda biiyiimenin daha hizli basladigi ve 12. saatte
ODsoo degerinin ~9 seviyesine ulastigi goriilmektedir. Ancak fermentdér ortaminda
biliylime daha yavas baslamasina ragmen 24. saatte ODeoo =~ 13,2 ile Erlen ortamina

kiyasla daha yiiksek degerlere ulasmis ve bu seviyeyi daha uzun siire korumustur.

Bti Appk susunun DSM besiyerinde 2 L fermentor ve
500 ml Erlen kosullarinda biiyiime egrisi

14
12
10
g /
a
o 8 { .
e Bti Appk -
g 6 —e— Biyoreaktor Ortamu
g‘ Bti Appk - Erlen
4 Ortarm
2
0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72
Zaman (saat)

Sekil 7.16: Bti Appk susunun 0—72 saat aras1 2 L biyoreaktdr ve 500 ml Erlende
biiyiime egrisi. Mavi Renk: Kiiltiir DSM besiyerinde, 2 L’lik Applikon
fermentorde (Getinge, Hollanda) 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Kiiltir DSM besiyerinde Erlende 72 saat boyunca
inkiibe edilmistir.
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7.4.2. Bti Appk Susunun Fermentorde Spor ve Canh Hiicre Sayimi

Bti Appk susunun DSM besiyerinde Erlen ve 2 L fermentdr kosullarinda spor iiretimi
incelendiginde (Sekil 7.17), her iki ortamda da 24. saatten itibaren spor sayisinin
diizenli olarak arttig1, ancak fermentdr kosullarinda artisin daha dik oldugu
goriilmektedir. 48. saatte ise Erlen ortamina gore belirgin sekilde daha yiiksek spor
iretimi saglandig1 dikkat ¢ekmektedir. Bu durum 72. saatte korunmus olup fermentor

kosullarinda elde edilen spor sayis1 Erlen ortamindakine kiyasla daha yiiksek kalmistir.

2 L fermentdrde gerceklestirilen fermentasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde alinan
orneklerle spor sayist (Sekil 7.17) ile canli hiicre sayis1 (Tablo 7.5) belirlenmis,
hiicrelerin morfolojik goriintiisii ise Gram boyama (Sekil 7.18) sonrasi incelenmistir.
Sonuglar birlikte degerlendirildiginde B#i Appk susunun beklenen biiyiime ve
sporulasyon profilini sergiledigi goriilmektedir. 24. saatte hiicrelerin ¢cogu vejetatif
formda bulunurken (Sekil 7.18, 24. saat) spor sayis1 nispeten diisiik, canli hiicre sayis1
ylksektir. 48. saatte ODesoo degerinin maksimuma ulastigi (Sekil 7.16) ve Gram
boyamanin c¢ogunlukla uzun, aktif boliinen hiicreleri gdsterdigi goriilmiis, spor
sayisinda logaritmik artis ve canli hiicre sayisinda da zirve gozlenmistir. 72. saatte
hiicre morfolojisi belirgin sekilde degismis, kristal proteinler ve sporlar mikroskobik
olarak goriinlir hale gelmis (Sekil 7.18, 72. saat), spor sayist maksimuma ulasmis
(Sekil 7.17) ve buna paralel olarak canli hiicre sayis1 bir diisiis sergilemistir. Bu egilim,
vejetatif hiicrelerin biiyiik kisminin spor formuna gegtigini ve popiilasyonda metabolik
olarak aktif hiicrelerin oraninin azaldigin1 gostermektedir. Mikroskobik goriintiiler
(Sekil 7.18), fermentdr kosullarinda biiyiiyen kiiltiiriin homojenligini, mikrobiyal

saflig1, kontaminasyondan uzak oldugunu gostermektedir.
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Bti Appk susunun DSM besiyerinde 2 L biyoreaktor ve S00 ml
Erlen kosullarinda spor iiretimi (log CFU/ml)

115
11
105
10
9,5

9

Spor sayisi (logio CFU/ml)

v

8,5

8

20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72

Zaman (Saat)

Bti Appk -
Biyoreaktdr Ortarm
Bti Appk - Erlen
Ortam

Sekil 7.17: Bti Appk susunun DSM besiyerinde sporlanma kapasitesi. Mavi Renkli
Egri: 2 L biyoreaktdrde spor tiretimi (logio CFU/ml).

500 ml Erlende spor iiretimi (logio CFU/ml). Kiiltiirler 30 °C’de

72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Tablo 7.5: Fermentor kosullarinda bliyiiyen Bti Appk susunun canli hiicre sayimi

sonuglari.
Canh Hiicre Sayimi
Zaman (Saat) logio (CFU/mL)
(CFU/ml)
24 1,0 x 101 10,00
48 4,23 x 10'° 10,63
72 1,0 x 10° 9,00
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Sekil 7.18: Fermentor kosullar: altinda biiyiiyen Btz Appk susunun Gram boyama
sonucunun 100X objektif kullanilarak 151k mikroskobu altindaki
goriintiileri.

7.4.3. Bti Appk Susunun Fermentorde Kristal Protein Uretimi

Bti Appk susunun fermentor kosullarinda 24., 48. ve 72. saatlerde alinan 6rnekleri 151k
mikroskobu altinda incelendiginde, zamanla kristal protein yapilarmin olustugu
gdzlenmistir (Sekil 7.19). Ozellikle 48. ve 72. saatlerde kirmizi cemberlerle isaretlenen
amorf yapilar, bu susun karakteristik 6-endotoksin kristallerine isaret etmektedir. Bu
bulgu, susun sporlagma fazina gegisle birlikte insektisidal kristal protein liretmeye

bagladigini gostermektedir. Boylece mikroskobik incelemeler, elde edilen OD ve CFU



verileriyle uyumlu olarak, 24. saatten sonra baslayan

olusumunun basladigint dogrulamaktadir.

duragan fazda kristal
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Sekil 7.19: Fermentér kosullarinda DSM besiyerinde biiylitilen Bti Appk

susunun kristal boyama sonuglar1. Kiiltiirlerden alinan 6rnekler 24.,
48. ve 72. saatlerde 151k mikroskobu altinda (100X objektif)
incelenmistir. Kirmiz1 ¢emberler iginde amorf yapida gozlenen
muhtemel d-endotoksin kristalleri igaretlenmistir.

Fermentasyon boyunca 24., 48. ve 72. saatlerde alinan Orneklerden endotoksin

proteinleri izole edilmis ve bu ornekler ayni susun Erlen diizeyindeki endotoksin

proteinleri ile karsilastirmali olarak SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 7.20).

180kDs —» o ; ;

130kDa —» & g u <+—— -134kDa
% - ’ (CrysA)

100kDa —p >

e
70kDa — 5 NS
S5kDa —

40kDa —p

35kDa ——»

25kDa —p I

15kDa __p

10kDa—» ‘

~ 72kDa
4—— (Cryl0A/CryllA)

~27kDa
(CYIA/Cy12A)

Sekil 7.20: Bti Appk susunun 24, 48 ve 72. saatlerde Erlen ve biyoreaktor
kosullarinda {iretilmis protein profillerinin SDS-PAGE analizi. M:
Protein marker (Thermo Scientific). Kuyu 1: Bti Appk 24. saat erlen
kiiltiiri, Kuyu 2: Bti Appk 24. saat fermentor kiiltiiri, Kuyu 3: Bti
Appk 48. saat Erlen kiiltiirti, Kuyu 4: Bti Appk 48. saat fermentor
kiiltiiri, Kuyu 5: Bti Appk 72. saat Erlen kiiltiiri, Kuyu 6: Bti Appk

72. saat fermentOr kilturd.
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Elde edilen SDS-PAGE sonuglarina gore 24. saatte Erlen kiiltiirii 6rnekleri zayif Cry
ve Cyt protein bantlar1 sergilerken fermentor kosullarinda bu bantlar daha kalin ve
belirgindir. 48. saatte Erlen kiiltiir 6rneklerindeki Cry ve Cyt protein bantlari
maksimum seviyeye ulasirken 48. saatte fermentor 6rneklerindeki bantlarin bir 6nceki
saate gore daha yogun hale geldigi, ancak Erlen seviyesine ulasamadig:
gozlemlenmistir. 72. saatte fermentor Orneklerinde bant yogunluklarinda hafif bir
azalis gozlemlenmistir, ancak bu saatin Erlen diizeyindeki Cry ve Cyt protein
bantlariin seviyesine ulasamamistir. Bu sonuglar, fermentor ortaminda ileri

optimizasyon ¢aligmalarinin gerekliligini ortaya koymaktadir.

7.5. Olii Béceklerden Olas1 Bt Suslarinin izolasyonu

Tez calismasi1 kapsaminda elimizde var olan rekombinant suglarin analizleri devam
ederken kristal protein iretebilen dogal suslarin izolasyonuyla ilgili deneyler
ylriitiilmistiir. Bunun icin farkl tiirlere ait 6lii bocek ornekleri toplanmis ve bu
orneklerden Bt benzeri bakterilerin izolasyonu gergeklestirilmistir. Izolasyon
sonucunda elde edilen siispansiyonlar seri diliisyonlar halinde nalidiksik asit (25
mg/ml) ve nistatin (50 mg/ml) iceren besiyerlerine ekilmis ve oda sicakliginda 48 saat
boyunca biiylimeye birakilmistir. 48. saatin sonunda elde edilen bakteri kiiltiirlerinin

koloni morfolojileri Sekil 7.21°de sunulmustur.

B)

Sekil 7.21: Bocek orneklerinden izole edilen bakteri kiiltiirlerinin antibiyotik igeren
besiyerine ekiminden sonra elde edilen koloni goriintiileri. A) Etanol 6n
islemine tabi tutulan 6rnekten elde edilen kiiltiir. B) Is1l islem uygulanan
siispansiyondan elde edilen kiiltiir.
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7.5.1. Koloni Morfolojisine Dayali On Se¢im

Elde edilen bakteri kiiltiirlerinden oncelikle koloni morfolojisine dayal1 bir 6n segme
islemi literatiirde Bt i¢in tanimlanan kriterlere gore diiz beyaz ve kenarlart
diizenli/dlizensiz olarak tanimlanan koloniler secilmistir [Zothansanga vd., 2016;
Mallick vd., 2023]. ilk tarama sonras: biiyiime karakteristikleri B¢ suslarma en ¢ok
benzeyen 48 izolat se¢ilmis ve bu izolatlar, sekiz bolgeye ayrilmis Petri kaplarinda alt
kiiltiirleme yapilarak yeniden degerlendirilmistir. Bu ikinci degerlendirme asamasinda
koloni morfolojisi ve gelisim hizi goz dnilinde bulundurularak toplam izolat sayis1 24’°e
diisiiriilmiistiir. Ornek olarak bazi izolatlarin morfolojik goriintiisii Sekil 7.22’de

sunulmustur.

Sekil 7.22: A) ilk alt kiiltiirleme sonuglarina érnek olarak paylasilan suslar. B)
Morfolojik olarak Bf’ye benzeyen 24 izolatin ikinci alt kiiltlirleme
sonuglarina drnek olarak paylagilan suslar.

7.5.2. Gram Boyama

Gram boyama sonrasinda elde edilen mikroskobik goriintiiler degerlendirilmis ve
incelenen 24 susun tamaminin Gram pozitif oldugu belirlenmistir. Ornek teskil etmesi
amaciyla bu suslardan birine ait mikroskobik goriintii Sekil 7.23’te sunulmustur.
Incelenen 24 sus arasinda ¢ubuk morfolojisi gdstermeyip kok formunda gézlemlenen
4 sus calisma kapsami disinda birakilmistir. Ayrica alt kiiltiirleme sonrasi iireme
gostermeyen 12 sus elenmistir. Boylece, morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri uygun
bulunan toplam 8 sus ile sonraki analizler siirdiiriilmiistiir. Bu suslarin kat1 besiyeri

iizerindeki koloni morfolojilerine iligkin detaylar Tablo 7.6’da sunulmaktadir.
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Sekil 7.23: Gram pozitif, gubuk morfolojisine sahip olan bakterilerden bir tanesinin
Gram boyama sonucu (Izolat #16).

Tablo 7.6: Kati1 besiyeri tizerindeki koloni morfolojileri.

izolat Koloni Morfolojisi
#1 Beyaz, diiz, yuvarlak, kizarmis yumurta (fried egg), diizgiin kenarl
oy Beyaz, diiz, yuvarlak, kizarmis yumurta (fried egg), rizoid (kok benzeri
uzantil) yapil

#5 Beyaz, diiz, yuvarlak, diizgiin kenarli

#6B Acik beyaz, diiz, yuvarlak, diizgiin kenarl

#7 Beyaz, diiz, diizgiin kenarli

#9 Acik beyaz, diiz, diizgiin kenarl

#16 Beyaz, diiz, diizglin/rizoid yapili

#19 Beyaz, diiz, diizgiin kenarli

7.5.3. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz testi sonucunda oksijen kabarciklari g¢ikaran suglar ¢ikardiklari oksijen
miktarlarina gore karsilastirmali olarak Tablo 7.7°de verilmistir. Katalaz testi sonucu
8 susun hepsi katalaz pozitif olarak raporlanmistir. Pozitif kontrol olarak Bti yaban sus

kullanilmistir.
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Tablo 7.7: Katalaz testi sonuglart.

#1: + #7: +

#4: ++ #9: +

#5: + #16: +

#6B: + #19: ++

Az (+), Normal (++) Pozitif Kontrol: +

7.5.4. Spor Boyama

Malasit yesili ile yapilan boyama sonucunda 8 izolattan 5’nin sporlandigi goriilmiistiir.
Ornek olarak izolatlardan bir tanesinin boyama sonucu Sekil 7.24’te verilmistir.
Izolatlarin sporlanma durumlarma ait detayli degerlendirmeler Tablo 7.8°de

verilmistir.

Sekil 7.24: izolat #19°m spor boyama sonucu. 100X objektif kullanilarak 151k
mikroskobu altinda gézlenen sporlar kirmizi ¢ember igerisine alinmus,
mavi ok ile gosterilmistir.

Tablo 7.8: Spor boyama sonuglari.

#1: Spor pozitif #7: Spor negatif
#4: Spor pozitif #9: Spor pozitif
#S: Spor negatif #16: Spor pozitif
#6B: Spor negatif #19: Spor pozitif



7.5.5. Kristal Proteinlerin Boyanmasi

Izole edilen 8 susun kristal protein {iretim potansiyelini belirlemek amaciyla, suslar ii¢
giin boyunca DSM besiyerinde inkiibe edilmis ve ardindan kristal boyamasi
yapilmistir (Sekil 7.25). Mikroskop analizleri sonucunda izolatlarin sahip olduklari
kristal yapilar iki ana grupta siniflandirilmistir: Bipiramidal/piramidal yapida kristaller
ve ovoid/amorf yapida kristaller. Izolatlarm {iretmis oldugu kristal proteinlerin
yapilarina ait detayli degerlendirmeler Tablo 7.9°da sunulmustur. Ayrica, referans
olarak kullanilan Bt#i yaban susunun ayni kosullar altinda olusturdugu spor-kristal

yapilar1 karsilagtirma amactyla Sekil 7.25’te gdsterilmistir.

Sekil 7.25: DSM besiyerinde 72 saatlik inkiibasyon sonrasi olusan spor-kristal
yapilarmin 100X objektif kullanilarak 151k mikroskobu altindaki
goriintiileri. A) Bipiramidal yapida olan kristaller (Izolat #7), B) Ovoid
veya amorf yapida olan kristaller (Izolat #19), C) Referans susu Bti
yaban susuna ait amorf ve piramidal yapidaki kristal yapilari. Kristal
yapilar kirmiz1 daire igerisine alinmis, spor yapilart mavi ok ve mavi
cember igerisinde gosterilmistir.
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Tablo 7.9: Kristal proteinlerin yapilari.

#1: Bipiramidal, amorf (sekilsiz) #7: Ovoid, amorf
#4: Bipiramidal, amorf #9: Cubuk, amorf
#5: Bipiramidal, amorf, gubuk #16: Bipiramidal, amorf, cubuk

#6B: Bipiramidal, piramidal, amorf #19: Bipiramidal, amorf

7.5.6. SDS-PAGE Analizi

DSM besiyerinde 72 saat biiyiitiilen izolatlara ait kristal proteinlerin SDS-PAGE
analiz sonuclar1 Sekil 7.26’da verilmistir. Referans susu olarak Bf#i yaban susu
kullanilmigtir. Analiz sonuglarina gore, baz1 izolatlarda ~134 kDa (Cry4A), ~72 kDa
(Cryl10A/Cryl1A) ve ~27 kDa (Cyt1 A/Cyt2A) bantlar1 referans susla benzer sekilde
gozlemlenmistir. Ozellikle izolat #5 (Kuyu 3), izolat #9 (Kuyu 6) ve Izolat #19 (Kuyu
8)’de Cry ve Cyt protein bantlarmin yogunlugu, Bti yaban susundan yiiksek diizeyde
bulunmustur. Bu izolatlarin 6-endotoksin {iretim kapasitelerinin yiiksek oldugu ve

biyoinsektisidal potansiyel a¢isindan 6ne ¢iktig1 belirlenmistir.

Buna karsilik, bazi izolatlarda bant yogunluklar1 zayif veya eksik gozlenmistir.
Ornegin Izolat #6B (Kuyu 4), Izolat #7 (Kuyu 5) ve izolat #16 (Kuyu 7)’de Cry ve Cyt
protein bantlarinin belirgin olmadigr ve farkli bant profillerinin tespit edildigi
goriilmiistiir. Bu durum, s6z konusu izolatlarin sinirli 3-endotoksin iretim kapasitesine

sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 7.26: DSM besiyerinde 72 saat biiylitiilen izolatlara ait kristal proteinlerin
SDS-PAGE analiz sonuglari. M: Protein marker (Thermo Scientific),
Kuyu 1: izolat #1, Kuyu 2: izolat #4, Kuyu 3: Izolat #5, Kuyu 4: Izolat
#6B, Kuyu 5: izolat #7, Kuyu 6: izolat #9, Kuyu 7: izolat #16, Kuyu
8: Izolat #19, Kuyu 9: Bti yaban sus.

7.5.7. Biyolojik Aktivite Deneyleri

Deneylerde, 2. ve 3. evre Culex pipiens sivrisinek larvalar1 kullanilmis, pozitif kontrol
olarak Bti yaban sus kullanilmistir. Gergeklestirilen biyotestler sonucunda #1, #4, #5,
#9 ve #19 numarali izolatlarin Culex pipiens larvalar1 iizerinde Oldiiriicii etki
gosterdigi, diger izolatlarn ise herhangi bir toksik etki olusturmadigi gézlemlenmistir.
Bu suglar i¢in LCso degerleri hesaplanmamuis, bir 6n ¢aligma olarak suslarin yalnizca

toksisiteleri degerlendirilmistir.

7.5.8. Olasi1 Bt izolatlan I¢cin Genel Degerlendirme

Boceklerden izole edilen bakteri suslarina ¢ok asamali bir 6n eleme ve karakterizasyon
analizleri uygulanmistir. Oncelikle koloni morfolojilerine dayali 6n segim
gerceklestirilmis, daha sonra Gram boyama ile hiicre morfolojisi belirlenmis ve katalaz
aktivitesi degerlendirilmistir. Bu analizler dogrultusunda se¢ilen suglarin 3-endotoksin
kristallerinin varligimi tespit etmek amaciyla Coomassie Brilliant Blue boyamasi
yapilmis ve kristal inkliizyon yapisina sahip olanlar belirlenmistir. Ardindan, protein
profillerinin degerlendirilmesi amaciyla SDS-PAGE analizi yapilmistir. Son olarak,

secilen suglarin biyolojik etkinlikleri degerlendirilmistir.
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Secilen 8 izolatin Gram pozitif oldugu, katalaz aktivitesine sahip olduklari, bazi
izolatlarin spor olusturdugu ve 2. evre Culex pipiens larvalari iizerinde 6ldiiriicti etki

gosterdigi tespit edilmistir.
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8. TARTISMA

Bu tez calismasinda, laboratuvarimizda daha 6nce olusturulmus rekombinant Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti) suslarinin Jd-endotoksin iiretim potansiyelleri
karsilastirilarak, endiistriyel iretim i¢in en uygun sus sec¢ilmis, kiiltiir kosullari
optimize edilmis ve fermentor kosullarinda toksin {iretimi gerceklestirilmistir.
Boylelikle ilgili susun endiistriyel uygulamalara yonelik iiretim potansiyeli de ortaya
konmustur. Ayrica ¢alisma kapsaminda, 6lii bocek Orneklerinden izole edilen B.
thuringiensis benzeri suslar koloni morfolojisi, kristal yapilari, toksin iiretim
kapasiteleri, sivrisinek Oldiiriicii  etkileri agisindan incelenmis ve etkili

biyoinsektisidlerin gelistirilmesi i¢in umut vadeden izolatlar elde edilmistir.

Calismaya, Doruk (2013) ve Barkad (2021) tarafindan olusturulan Bti pHT315ppk ve
Bti pHT315lon rekombinant suslarin -80 °C’deki gliserol stoklariyla baglanmistir
[Doruk vd., 2013; Barkad vd., 2021]. Bu suslar kullanilarak gerceklestirilen
endotoksin izolasyonu sonrasinda yapilan SDS-PAGE analizlerinde sonuglar Doruk
(2013) ve Barkad (2021) tarafindan gerceklestirilen SDS-PAGE analizleri ile tutarlilik
gostermemistir [Doruk vd., 2013; Barkad vd., 2021]. Bu durumun, suslarin uzun siire
—80 °C’de saklanmasindan kaynaklanan biyolojik aktivite kaybina bagli olabilecegi
degerlendirilmistir. Literatiirde yapilan ¢esitli caligmalar, bakteriyel suglarin -80 °C’de
uzun siireli olarak gliserol igerisinde stoklanmasinin, plazmid stabilitesi agisindan her
zaman giivenli olmayabilecegini gdstermektedir. Ornegin, Sheppard ve ark. (2016)
nematodlara karsi toksik Cry proteinlerini kodlayan biiylik bir plazmidi tasiyan
Bacillus thuringiensis (Bt) susunun -80 °C'de gliserol igerisinde saklandiktan sonra,
plazmidi hizla kaybettigini bildirmistir [Sheppard vd., 2016]. Benzer sekilde, Marston
ve ark. (2005) da -80 °C gliserol icerisinde saklanan Bacillus anthracis suslariin
viriilans plazmidlerini kaybettiklerini tespit etmistir [Marston vd., 2005]. Bu
calismalar, -80 °C gliserol stoklar kullanilarak kiiltiirlenen suslarda plazmid kaybi
yasanmasinin biyolojik olarak beklenebilir bir durum oldugunu gosterdiginden, tez
calismasi kapsaminda Bti pHT315ppk ve Bti pHT315/on suslar1 yeniden olusturulmus
ve ¢aligmaya ppk geni olmayan Bti Appk mutant susu da dahil edilmistir.

Bti pHT315ppk, Bti pHT315lon ve Bti Appk suslarinin toksin iiretimleri 6zellikle
Cry4A (~134 kDa), CryllA (~72 kDa) ve CytlA/Cyt2A (~27 kDa) kristal

proteinlerine odaklanarak karsilastirilmistir. B#i Appk mutanti, yaban susa kiyasla bu
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toksinleri daha yogun sekilde tiretmis, 6zellikle Cryl11A ve Cyt proteinlerinde belirgin
bir artis sergilemistir. Bu sonuglar, Bti Appk mutantinin endotoksin {iretim
kapasitesinde anlamli bir artisa isaret etmektedir. Buna karsin, yeniden olusturulan
plazmit tastyan rekombinant suslar (Bti pHT315ppk ve Bti pHT315lon) daha zayif
profil sergilemis, Ozellikle Cry proteinlerinin yogunlugu diismiistiir. Bu suslarda
gozlenen diisilk bant yogunlugu, plazmid stabilitesine bagli olarak endotoksin
genlerinin etkin sekilde ifade edilememesi ya da toksin genlerini tagiyan plazmidin

kaybedilmesi ile aciklanabilir [Bentley ve Kompala, 1989; Sarrafzadeh vd., 2007].

Kristal proteinlerin karsilastirildigt SDS-PAGE jellerinde Bti Appk susunun hem
yaban susa goére hem de diger rekombinant suslara gore daha yiiksek diizeyde o-
endotoksin lrettigi gozlenmistir. Low ve ark., (2023) ile Atkinson (2010) Bacillus
hiicrelerinde poliP metabolizmasinin diizenlenmesinin endotoksin iiretimi iizerinde
pozitif etkiler olusturabilecegini vurgulamistir [Low vd., 2023; Atkinson, 2010].
Yesilirmak ve ark. (2018) tarafindan yiiriitiilen proteomik analiz ¢alismasinda, ppk
geninin silindigi Bacillus thuringiensis mutantlarinda kristal protein sentezinde artis

oldugu rapor edilmistir [Yesilirmak vd., 2018].

Plazmit tasiyan rekombinant suslarin endiistriyel Olgekli iiretim agisindan uygun
olmamasi, ayrica genetik stabilitesinin daha fazla olmasi sebebiyle biiyiik 6lcekli
fermentasyon siirecleri icin Bti Appk susu segilmistir. Oncelikle, Bti Appk susunun
biliyiimesi ve sporlanma kapasitesi yaban susla karsilagtirilmis, ardindan DSM
besiyerinde d-endotoksin liretimi iizerinde sicaklik, pH ve farkli karbon kaynaklarinin

etkilerini belirlemeye yonelik optimizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Bti Appk susunun yaban susa kiyasla daha yiiksek hiicre yogunluguna ulastig1 ve bu
seviyeyi daha uzun siire koruyabildigi gosterilmistir. Bu sonug, sadece endotoksin
iiretim kapasitesi agisindan degil, ayn1 zamanda hiicre ¢ogalmasi ve kiiltiir stabilitesi
bakimindan da B#i Appk susunun avantajli bir sus oldugunu gdstermektedir. Ayrica,
sporlanma verileri bu avantaji pekistirir niteliktedir. Bti Appk susu, fermentasyonun
ornek alinan her saatinde (24., 48. ve 72. saatlerde) yaban susa kiyasla anlamli
derecede daha yiiksek sayida spor iiretmistir. Sporulasyonun Cry proteinlerinin
sentezinde tetikleyici rol oynadigi ve spor iiretiminin endotoksin birikimi ile paralellik
gosterdigi daha once de belirtilmistir [Aronson, 2002]. Dolayistyla, bu mutant sus

yalnizca genetik modifikasyonla endotoksin iiretimi artirilmis bir varyant olarak degil,
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ayn1 zamanda biyokiitle ve spor olusumu agisindan da endiistriyel biyopestisit tiretimi

icin potansiyel bir aday olarak degerlendirilebilir.

Zamana bagli SDS-PAGE analizleri, Bti Appk susunun 6-endotoksin {iretiminin 48.
saatte baslayip maksimum degere ulastigini, 72. saatte hafif bir azalis ile 6-endotoksin
iiretimine devam ettigini ve 96. saate kadar bu diizeyde siirdiigiinii gostermektedir.
120. saatte ise bant yogunlugunda kismi bir diislis gézlenmistir. Bu bulgular, 48 saatlik
fermentasyonun endotoksin iiretimi acisindan optimum siire oldugunu ortaya
koymustur. Liu ve Tzeng (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, B. thuringiensis
suslarinda sporulasyon ve toksin iiretiminin log faz sonrasinda hizlandigi ve bu
iretimin zamanla degiskenlik gosterdigi bildirilmistir [Liu ve Tzeng, 2000].
Dolayisiyla, Bti Appk susunda goézlenen erken ve giiclii iiretim profili, bu susun
biyopestisit iiretimi i¢in zaman verimliligi agisindan 6nemli avantajlar sundugunu
gostermektedir. Tez caligsmasi kapsaminda, laboratuvarimizda gergeklestirilen dnceki
deneyler ile karsilastirmali analizlerin yapilabilmesi amaciyla, Btfi suslarmin

inkiibasyon siiresinin 72 saat olmasina karar verilmistir.

Farkl1 sicakliklarda yiirtitilen SDS-PAGE analizleri, sicakligin endotoksin liretimini
dogrudan etkiledigini gostermektedir. Hem yaban susta hem de Bti Appk mutantinda
25 °C'de en yiiksek bant yogunlugu elde edilmis, 6zellikle Cry ve Cyt proteinleri bu
sicaklikta daha belirgin gézlenmistir. 30 °C'de bant yogunlugu azalmis, 37 °C’de ise
endotoksin bantlar1 olduk¢a zayiflamistir. Literatiirde de benzer sekilde, diisiik sicaklik
kosullarinda B. thuringiensis suslarmin daha verimli kristal protein iiretimi
gerceklestirdigi bildirilmistir. Ornegin Afkhami ve ark., (1993) yapmis oldugu
calismada, Bacillus thuringiensis (B.t. 81) susunun 25 °C’de en yiiksek, 42 °C’de ise
en diisiik kristal protein {iretimi gézlenmistir [Afkhami vd., 1993]. Ancak endiistriyel
fermentdr uygulamalarinda 25 °C’nin sogutma maliyetlerini artiracagi goz Oniine
alindiginda, 30 °C’nin hem tiretim verimliligi hem de maliyet agisindan daha uygun
oldugu sdylenebilir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda 30 °C optimum sicaklik olarak

secilmigtir.

Farkli pH degerlerinde yapilan SDS-PAGE analizleri, ortamin asidik ya da alkali
olmasinin Bti suslarinin 6-endotoksin tiretim kapasiteleri tizerinde belirleyici oldugunu
gostermektedir. Bti yaban susu optimum tiretimi pH 6.0—7.0 araliginda gosterirken, Bti

Appk mutant susu Ozellikle pH 8.0 ve 9.0 kosullarinda daha yiiksek {iiretim
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sergilemistir. Bu durum, B#i Appk susunun alkali ortamlarda endotoksin {iretiminde

yaban susuna gore daha avantajli oldugunu gostermektedir.

Fermentasyon ortaminda Bf’nin vejetatif biliylime evresinde karbon kaynaklarinin
(6rnegin glikoz, nisasta) hizla tiiketilmesiyle organik asitler (6rnegin asetat, laktat,
piriivat vb.) olusmakta ve bu da ortamin pH’sinda diisiise yol agmaktadir. Sporlanma
evresine gecildiginde ise protein ve amino asitlerin yikimi, amonyak ve bazik
bilesiklerin salinimini beraberinde getirerek ortam pH’sinin yiikselmesine ve ortamin
baziklesmesine sebep olmaktadir [Choe vd., 2022; Molina-Penate vd., 2023; Sharma
vd., 2022]. Dolayisiyla, hiicresel faz degisimi pH’ nin yoniinii belirleyen faktorlerden
biri olarak kabul edilebilir, ancak bu mekanizma tek basina tim pH degisimini
aciklamaktan uzaktir. Ortam bilesimi (6rnegin C/N orani, karbon ve azot kaynaklari),
¢Oziinmiis oksijen diizeyi (aerasyon/karistirma durumu), sicaklik gibi proses
parametreleri de pH dinamigi iizerinde belirleyici rol oynamaktadir [Malairuang vd.,

2022].

Literatiirde, pH degisimlerinin B¢’ nin sporulasyon ve kristal protein sentezini énemli
olciide etkiledigi bildirilmistir. icgen ve Ozcengiz (2002), farkli pH kosullarinda
kristal protein biyosentezinin diizenlenebilecegini ve pH 6.8—7.0 civarinin ¢ogu Bt
susu i¢in optimum aralik oldugunu belirtmistir [Icgen ve Ozcengiz, 2002]. Ancak Bti
Appk gibi mutant suslarda bu optimum araligin kayabilecegi ve alkali pH’larin daha
verimli iiretime olanak taniyabilecegi bu ¢alismanin ¢iktilarindan biridir. Dolayisiyla
Bti Appk susunun alkali ortamlarda yaban susa kiyasla daha yiiksek endotoksin
iiretmesi, bu susu biiyiik 6lgekli liretim icin daha avantajli bir aday haline getirdigi

diistintilebilir.

Farkli karbon kaynaklarinin 6-endotoksin iiretimine etkisi degerlendirildiginde, yaban
susun mannitol ve siikroz iceren ortamlarda daha belirgin protein bantlar sergiledigi,
buna karsilik Bfi Appk mutantinin 6zellikle glikoz ve nisasta igeren ortamlarda daha
yogun Cry ve Cyt protein iiretimi gergeklestirdigi goriilmiistiir. Karbon kaynaklarina
yonelik literatiir taramasinda, i¢gen ve ark. (2002) ile Ozkan ve ark. (2003) tarafindan
yapilan ¢alismalar, siikroz ve laktoz gibi karbon kaynaklarinin toksin {iretimini tesvik
ettigini; glikoz gibi daha kolay metabolize edilebilen sekerlerin ise ¢ogunlukla hiicre

biiytimesini destekledigini ancak toksin liretimini sinirlayabildigini ortaya koymustur
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[lcgen vd., 2002; Ozkan vd., 2003]. Ancak bu ¢alismalarda mannitoliin kullanimina

dair veri bulunmamaktadir.

Literatiirde yalnizca smirl sayida ¢alisma, mannitolii B ile iliskilendirmistir. Ornegin
Kaur ve ark. (2006) baz1 Bti izolatlarinin mannitolii karbon kaynagi olarak fermente
edebildigini ve bu kosullarda toksin iiretimi gergeklestirdigini belirtmistir [Kaur vd.,
2006]. Rabha ve ark. (2017) ise toprak kokenli Bt#i suslarinin karakterizasyonunda
mannitol igeren besiyeri kullanmistir [Rabha vd., 2017]. Ancak bu calismalar
genellikle izolasyon ve tanimlama odaklidir, dogrudan endotoksin optimizasyonuna

yonelik degildir.

Deneysel gozlemler, mannitoliin teknik agidan avantajli bir karbon kaynag1 oldugunu
gostermistir. Glikoz ve siikroz, otoklavlama sirasinda karamelize olma riski nedeniyle
filtre edilerek ortama eklenmek zorunda oldugundan endiistriyel Olcekli
uygulamalarda pratik degildir. Ote yandan mannitol, dogrudan ortam bilesenleriyle
birlikte otoklavlanabilir, kolay ¢6ziiniir ve kullanim kolaylig1 saglar. Tez kapsaminda
kullanmis oldugumuz nisasta, Bti Appk susunda toksin iiretimini artirmis olsa da diisiik
¢Oziintirliikte ve yliksek 1sida uzun siireli karistirilarak ¢oziinmiis oldugundan tiretim
stireclerinde kullanimi uygun bulunmamistir. Kullanilan karbon kaynaklar1 arasinda
mannitol yalnizca toksin iiretimini tesvik etmesi yoniinden degil, ayn1 zamanda
endiistriyel uygulanabilirlik agisindan da 6ne ¢ikmaktadir. Fakat, mannitoliin bu
calismada kullanilan diger karbon kaynaklarina kiyasla daha yliksek maliyetli olmasi,
endiistriyel 6lgekte uygulanabilirligini sinirlamaktadir. Dolayisiyla, hem ekonomik
acidan daha uygun hem de iiretim slireclerinde kolay hazirlanabilir karbon

kaynaklarinin belirlenebilmesi i¢in ilave ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Optimizasyon ¢alismalarinin ardindan, yaban sus ve Bti Appk susunun 2. ve 3. evre
Culex pipens larvalart tizerindeki larvasidal toksisitesi LCso ve LCoo degerleri
cinsinden belirlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, Bti Appk mutantinin erken
saatlerde (2. saat) daha diisik LCso ve LCoso degerleriyle mortalite sagladigi
goriilmistiir. Calismamizda 2. saatte Bti yaban susu icin belirlenen LCso degeri 13,9 +
2,3 ng/ml olup Lahkim-Tsror ve ark. (1983) tarafindan rapor edilen 10 ng/ml LCso
degerine olduk¢a yakin bulunmustur [Lahkim-Tsror vd., 1983]. Ayni zaman
noktasinda Bti Appk susu i¢in LCso degeri 5,9 + 2,0 ng/ml olarak belirlenmis ve yaban
susa kiyasla daha diisiik deger elde edilmistir. Bu durum Bti Appk susunun yaban susa
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gore daha yiiksek larvasidal aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Mutant sus,
uygulamanin erken siireglerinde larvalart etkili bir sekilde oldiirmiistiir. Clark ve ark.
(2005), Cryl VB toksininin bagirsagin apikal membraninda delikler ve vezikiil benzeri
sigskinlikler olugturarak dakikalar—saatler ol¢eginde hizli hiicre hasarina yol agtigini
gostermistir [Clark vd., 2005]. Bti Appk susunun da yaban susa kiyasla kisa zamanda

larva 6liimiinii baglatan hizli etki mekanizmasina sahip oldugu dnerilmektedir.

Larvasidal aktivite deneylerinin ardindan, dncelikle Bti yaban susu ile 5 L kapasiteli
Eppendorf BioFlo-120 biyoreaktorde DSM besiyerinde 72 saatlik iiretimi
gerceklestirilmistir. Kullanilan gaz Linde TS.2.1.05 standardinda tanimlanan sentetik
kuru hava olup, oksijen manuel olarak saglandigindan ¢6ziinmiis oksijen diizeyi siire¢
boyunca dalgalanmistir. Bu durum, ozellikle fermentasyonun son evrelerinde
kontrolsiiz oksijen artisina yol agmis ve siirec boyunca diisiik ¢6ziinmiis oksijen

seviyeleri gézlenmistir.

Literatiirde oksijen konsantrasyonunun B¢ sporulasyonu ve o6-endotoksin iiretimi
iizerinde 6nemli etkileri oldugu, yiiksek ve diisiik DO seviyelerinin her ikisinin de
metabolik siirecleri baskilayabilecegi bildirilmistir [Boniolo vd., 2012; Sarrafzadeh
vd., 2014; Ghribi vd., 2007; Konz vd., 1998]. Ayrica pH degisimleri ve ara metabolit
birikiminin sporulasyon geg¢islerinde belirleyici oldugu bilinmektedir [Benoit vd.,
1990]. Calismamizda gozlenen yetersiz spor olusumu ve iiretim verimliligi, biiyiik
Olciide oksijen kontroliiniin saglanamamasiyla iligkilendirilmistir. Bu nedenle
fermentdr deneyleri, daha kontrollii oksijen ve pH regiilasyonu saglayan Applikon
(Getinge, Hollanda) fermentorii kullanilarak tekrarlanmistir. Fermentor kosullarinda
Bti Appk susunun biiylime egrisi, spor iiretim potansiyeli ve Cry/Cyt toksin sentez
profilleri ¢alisilmis ve degerler Erlen’de elde edilenlerle karsilastirilmistir. Bti Appk
susunun biiyiime egrileri incelendiginde, flask ortaminda ODsoo degeri hizli bir sekilde
artarak 12. saatte ~9,2’ye ulasirken, fermentor ortaminda biiylime daha yavas baglamis
ancak 24. saatte ~13,2 ODsoo ile daha yiiksek seviyelere ulagsmistir. Bu sonug,
literatiirdeki c¢alismalar ile benzerlik gostermekte olup fermentoér ortamindaki
kontrollii aerasyon sayesinde daha yogun ve siirdiiriilebilir hiicre biiylimesinin

miimkiin oldugunu ortaya koymaktadir [Elsayed vd., 2014].

Spor sayimi sonuglart da bu durumu destekler niteliktedir. Fermentdr ortaminda spor

sayis1 48. saatte 3,0 x 10'° CFU/ml, 72. saatte ise 1,37 x 10" CFU/ml’e ulagilmistir.
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Buna karsilik, Erlen ortaminda ayni zaman noktalarinda spor sayilar1 daha diistiktiir.
Literatiirde, sporulasyonun log faz sonrasinda hizlandig1 ve 48—72. saatler arasinda en
yiiksek seviyelere ulastigi bildirilmektedir [Liu ve Tzeng, 2000; Benoit vd., 1990].
Awad ve ark. (2015) Erlen ve fermentor ortamlarim karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda,
fermentorde daha kisa siirede biiylimenin tamamlandigini ve spor iiretiminin belirgin

sekilde arttigin1 gostermislerdir [Awad vd., 2015].

SDS-PAGE analizleri, 24. saatte fermentor Orneklerinde Cry ve Cyt bantlarin
belirgin hale gelmesi, bu kosullarda kristal protein iiretiminin erken basladigini
gostermektedir. 48. saatte fermentdr drneklerinde bant yogunluklar1 artmaya devam
etmis ancak flask diizeyinde gézlenen maksimum seviyelere ulagmamaistir. 72. saatte
ise bant yogunluklarinda hafif bir azalma goriilmiis olsa da, iiretimin devam ettigi
ancak Erlen 6rneklerindeki seviyeye ulasamadigi saptanmistir. Bu sonuglar, kontrollii
oksijen transferi ve pH regiilasyonunun $-endotoksin sentezini destekledigini, ancak
maksimum verim i¢in daha ileri optimizasyon c¢alismalarina (6r. aerasyon hizinin
artirilmasi, fed-batch stratejileri) ihtiya¢ oldugunu ortaya koymaktadir [Boniolo vd.,
2012; Sarrafzadeh vd., 2014; Ghribi vd., 2007].

Bti ATCC 35646 yaban susu, yurt dis1 menseli olmasi1 nedeniyle yerli tiretimde etik ve
yasal sinirlamalara tabidir [Rajendran, 2021; Li vd., 2017]. Bu sustan tiiretilen Bti
Appk susunun endiistriyel Olcekte biyoinsektisid olarak {iretilme potansiyeli giicli
olmakla beraber toksik etkisi artirilmis kombine {irtinler elde etmek amaciyla bu tez
caligmasinda, yerli Bt suslarinin elde edilmesine yonelik izolasyon g¢aligmalar1 da

gergeklestirilmistir.

Cesitli bocek orneklerinden toplam 48 Bt benzeri 1zolat elde edilmistir. Yapilan 6n
degerlendirmeler sonucunda bu say1 21’e diismiis ve bu suslarin morfolojik
karakteristikleri, Gram boyama 6zellikleri, sporlanma kapasiteleri, katalaz aktiviteleri
ve kristal protein yapilar1 incelenmistir. Suslarin bir kism1 +4 °C’de agar plaklarinda
uzun siire saklandiginda biiylime yeteneklerini kaybetmis, bazilar ise kontaminasyon
nedeniyle elenmistir. Sonu¢ olarak bu say1r 8’e diismiis ve bu suslar karakterize

edilmistir.

Literatiirde yapilan farkli ¢alismalar, Bt suslariin koloni morfolojilerinin genellikle
beyaz veya krem renkli, yuvarlak, diiz ya da diizensiz kenarli ve zaman zaman rizoid

veya kizarmig yumurta benzeri yapilarda olabilecegini ortaya koymustur [Cetinkaya,
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2002; El-kersh vd., 2011; Kaviyapriya vd., 2019; Navya vd., 2022]. Bu ¢alismada elde
edilen 8 dogal izolatin degerlendirilmesi de bu bulgularla uyumlu olup izolatlarin
tamaminin diiz ylizey morfolojisine sahip oldugu, 6nemli bir kisminin diizgiin kenarli,

bir kisminin ise rizoid yapili oldugu belirlenmistir.

Cesitli arastirmalar, B¢ suslarmin kristal yapilarinin bipiramidal, kiiresel, ovoid,
kiiboidal, piramidal ve amorf gibi farkli morfolojilerde olabilecegini gostermektedir
[Cetinkaya, 2002; El-kersh vd., 2011; Navya vd., 2022]. Bu calismada analiz edilen
izolatlarin kristal yapilar1 literatiir ile benzerlik gostermis ve bipiramidal, amorf

(sekilsiz), cubuk, piramidal ve ovoid olmak {izere bes ana sinif altinda toplanmustir.

Kristal proteinlerin varligi biyolojik aktivite icin gerekli olmakla birlikte tek basina
belirleyici degildir. Baz1 arastirmalarda kristal yapilar tespit edilmesine ragmen
sivrisinekler lizerinde larvasidal etki gézlenmedigi bildirilmistir [Al Bouq vd., 2010;
El-kersh vd., 2011]. Bu ¢aligmada da kristal yap1 barindirmasina ragmen biyolojik etki
gostermeyen suslarin varligi dikkat ¢ekmistir. Bu bulgu, Bt suslarimin biyolojik
etkinliklerinin alt tlirler arasinda farklilik gosterebilecegini ve yalnizca morfolojik

gozlemlere dayali siniflandirmalarin yeterli olmayabilecegini ortaya koymaktadir.

Sonug¢ olarak, bu g¢alisma bocek kokenli yerli Bt benzeri suslarin morfolojik,
biyokimyasal ve biyolojik agidan cesitlilik sergiledigini ortaya koymustur. Bazi
izolatlarin Culex pipiens larvalart {izerinde Oldiiriicii etki gdstermesi, bu suslarin
potansiyel biyoinsektisit olarak deger gorebilecegine isaret etmektedir. Bu bulgu,
ileride yapilacak molekiiler karakterizasyon ve genis 6l¢ekli biyolojik etkinlik testleri

i¢cin temel olusturmaktadir.

Tez calismasinda elde edilen bulgular, sadece Bti Appk susunun yiiksek 6-endotoksin
iiretim potansiyelini ortaya koymamis ayni zamanda bu susun biiyiik hacimde
iretimine yonelik kritik bilgiler saglamistir. Ayrica biyoinsektisid olarak
kullanilabilecek yeni suslarin izole edildigi bu c¢alismanin sonuglari, etkili
biyopestisidlerin ya da karigimlarin hazirlanabilmesi i¢in potansiyel tasimaktadir.
Ileride yapilacak ¢alismalarla, erlen diizeyinde aerasyon hizinin ve farkli karbon
kaynaklarinin kullanimini i¢ceren optimizasyon stiregleriyle hem Bti Appk hem de yeni
izolatlarin iiretim verimliliginin artirilmasi 6nerilmektedir. Elde edilen verilerin fed-
batch veya stirekli kiiltiir gibi gelismis uygulamalarda denenmesi ile yiiksek verim elde

edilebilir. Ayrica endiistriyel dlgekte iiretime uygun maliyetli siireglerin gelistirilmesi
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amaciyla organik atik bazli besiyeri formiilasyonlarinin test edilmesi stirdiiriilebilirlik
kapsaminda degerlendirilebilir. Yiiksek tiretici suslarla, yiiksek verimlikle elde
edilecek {riinlerin sprey kurutma veya dondurarak kurutma (freeze-drying)
yontemleriyle hazirlanarak sivrisinek larvalari izerindeki toksisitesi test edilebilir ve
bu formiilasyonlarn farkli kosullarda (sicaklik, nem vb.) ve farkli ambalajlarda

stabiliteleri incelenebilir.
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