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OZET

Bu ¢alismada, bocek patojeni oldugu belirlenmis 39 Bacillus izolatinin Bacillus
thuringiensis (B.t.) tiirline ait olanlar1 serolojik olarak belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu
amagla ti¢ adet B.t. serotipinin (B.t. thuringiensis, B.t. kurstaki, B.t. tenebrionis)
flagellar antijeni hazirlanmis ve hazirlanan antijenlerdeki protein miktarlar: B.t.
thuringiensis i¢in 3,4 mg/100 L, B.t.kurstakiigin 0,18 mg/100 L ve B.t.tenebrionis
icin 0,32 mg/100 L olarak tespit edilmistir. Hazirlanan antijenler tavsanlara dort
giinde bir olmak iizere toplam bes kez damar igine enjekte edilmistir. Son enjeksiyon
isleminden 6 giin sonra tavsanlardan tiim kan toplanmig ve serumlardaki son antikor
titre diizeyleri belirlenmistir. Antikor titre diizeyleri sirastyla; B.t.thuringiensis igin
1/8192, B.t.kurstaki i¢in 1/2048, B.t.tenebrionis i¢in 1/6400 olarak bulunmustur.
Hazirlanan antiserumlar 39 adet Bacillus izolatinin tanimlanmasinda kullanilmastir.
Bu 39 izolatdan 16 adedi pozitif reaksiyon vermis ve Bacillus thuringiensis tiiriine
ait oldugu belirlenmis, ancak 23 adedi ise hig reaksiyon vermemistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., Bacillus thuringiensis, serolojik tanimlama

DETERMINATION OF SOME ENTOMOPATHOGEN BACILLUS ISOLATES
BY SEROLOGYCALIDENTIFICATION

ABSTRACT

In this study, previously determined 39 entomopathogens Bacillus isolates,which
belong to Bacillus thuringiensis (B.t.) species, were identified by serological
approach. Thus, three B.t. serotypes (B.t. thuringiensis, B.t. kurstaki, B.t.
tenebrionis) were used in order to prepare the flagellar (H) antigens, and the
protein contents of H antigens were found to be 3,4 mg/100 L, 0, 18 mg/100 L and
0,32 mg/100 L respectively. The H antigens of B.t. serotypes were injected
intravenously to rabbits once every four days intervaly and they were bled 6
days after the last injection. Each blood sample was tested to determine the final
H aglutinin titer level. These levels were 1/ 8192 for B.t. thuringiensis; 1/ 2048 for
B.t. kurstaki and 1/ 6400 for B.t. tenebrionis respectively. In the identification of
these 39 Bacillus isolates, antisera were used. 16 of these isolates gave positive
reaction and were found to belong to B.
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1.GiRiS

Cesitli zararli bocek tiirlerine etkili gok sayida bakteri saptanmis, ancak bunlardan bes tiir kimyasal
miicadeleye alternatif olarak uygun bulunmustur. Bunlar Bacillus thuringiensis, Bacillus
sphaericus, Bacillus lentimorbus, Bacillus popilliae, Bacillus larvae'dir. Bunlar endospor
olusturan gram pozitif, sporlanma asamasinda entomopatojen toksin iiretme 6zelliginde bakterilerdir.
Birbirlerinden ayirimlari igin sporlanma 6zellikleri (Sporangiyum ve spor morfolojisi) ve biyokimyasal
aktivitelerine bakilmaktadir. Bu tip ¢calismalar uzun zaman aldig1 i¢in serolojik tanimlama ¢alismalarina
yonelinmistir (1-4).

Spor iireten insektisidal 6zellikteki bes tiir bakteri icerisinde boceklere en etkili iki tiir Bacillus
thuringiensis ve Bacillus sphaericus'dur. Bacillus sphaericus gesitli sivrisinek ve karasinek
tiirlerine etkili olmasina karsin, Bacillus thuringiensis (B.t.) pek ¢ok bocek tiiriine karsi etkili
bulunmustur. Bacillus thuringiensis tirii igerisinde farkli bocek tiirlerine etkili pek ¢ok sus
bulunmustur. Bu suslarin etkili olduklar1 bocek tiirlerinin farkli olmasi ve farkli toksin iiretmeleri
nedeniyle degisik gruplandirmalar yapilmis ve ticari preparatlari hazirlanmistir (5-9).

B.thuringiensis' in insektisidal aktiviteye sahip bazi toksinleri Lepidoptera, Diptera:
Nematocea, Coleoptera: Chrysomelidae ve Neuroptera iiyelerine karst kullanilmaktadir.
B.thuringiensis' in kullanim alani bulmus olan en 6nemli toksini, Lepidopter ve Dipter larvalari
tizerinde insektisidal aktiviteye sahip olan, glikoprotein yapisinda parasporal kristal bir protoksindir.
Bu protoksin, larvalarin sindirim sistemlerindeki, alkali pH'da meydana gelen enzimatik aktivite
sonucunda aktif toksin formuna dontismekte ve insektisidal etkisini gosterebilmektedir (4, 9,11).

B.thuringiensis' in flagellar proteinlerinin antijenik 6zelliklerine dayanilarak yapilan serolojik
siniflandirmalar ilk kez De Barjac ve Bonnefoi (1962) tarafindan gergeklestirilmistir. Daha sonraki
calismalarda B.thuringiensis serotiplerine yenileri dahil edilmis ve daha 6nce H antijenlerine gére
yapilmis olan siniflandirma yeniden diizenlenmistir (2, 3, 12-15).

Bu ¢alismada da, Bacillus thuringiensis'in bazi serotipleri kullanilarak flagellar antijenlerine
gore Bacillus thuringiensis tiiriine ait suslar belirlenmeye ¢aligilmistir

2. MATERYAL VE METOT

Calismada antiserum {iretimi i¢in {i¢ adet B.thuringiensis serotipi (B.t. thuringiensis, B.t.
tenebrionis, B.t. kurstaki) kullanilmistir. Bunlardan B.z. thuringiensis T01001, B.t. kurstaki TO3A001
ve capraz reaksiyonlarin varligini ortaya ¢ikarmakta kullanilan 15 adet B.t. serotipi Pasteur
Enstitiisti'nden temin edilmistir. B.£ fenebrionis ise Novo firmasinin ticari preparatindan izole edilmistir.
Daha 6nceki arastirmada bocek patojeni Bacillus tiirleri olarak tanimlanmis 39 adet sus ise TARMIK
6 no'lu projeden temin edilmistir (16). Pasteur Enstitiisii'nden temin edilen diger 15 serotip sirasiyla;
B.t.darmstadiensis T10001, B.t.nigeriensis TO8BO001, B.t. canadensis TO5SA001, B.t. aizawai
T07001, B.t. tolworthi T09001, B.t. finitimus T02001, B.t. kenyae T04B001, B.t. galleria T05001,
B.t. sotto T04001, B.t. entomocidus TO6A001, B.t. toumanoffi T11011, B.t. thompsoni T12001,
B.t. subtoxicus T06001, B.t. kyushuensis TI1A001 ve B.t. israelensis T14001'dir.

2.1. Antijeninin Hazirlanmasi

Peritrig flagellah B. thuringiensis, flagellar antijeninin hazirlanmast i¢in uygun bir bakteri olmakla
birlikte, gelismis flagella sayisinin arttirilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in, Craigie'in yontemi modifiye
edilerek kullanilmistir (17). Bu yontemde, bakteri serotipleri yamusak agar iceren, 17 mm ¢apinda,
15 cm uzunlugundaki cam tiip igerisine 5 mm ¢apinda, 9 cm uzunlugunda ince cam tiip yerlestirilerek
olusturulmus olan Craige tiiplerine aktarilmis ve bakterilerdeki flagella miktarlarinin arttirilmasina
calisilmistir (12). Kullanilan yumusak agar besiyeri, 8,0 g nutrient broth (Oxoid), 1,5 g
bacteriological agar (Oxoid), 1000 mL damitik su igermektedir. Ayrica flagella gelisme hizinin
saptanmasinda indikator olarak besiyerine, sterilizasyon dncesinde 1/50 (V/V) oraninda sulandirilmig
metilen mavisi ilave edilmistir.
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Inokiilasyon isleminde her bir bakteri serotipi i¢in iki paralel olmak iizere 6 tane Craige tiipii
kullanilmigtir. Nutrient broth'da gelistirilen bakteriler Craige tiiplerine aktarilmistir. Her inokiilasyon
Craige tiiplerinin i¢inde yer alan ince cam tiip icerisine 100 | olarak gergeklestirilmistir. Craige
tiiplerine yapilan bu aktarma islemi 15-20 giin boyunca tekrarlanmistir. Tiipler 37°C'lik etiivde 18
saat siireyle inkiibe edilmistir (18).

Bakteri suslarinin saatteki ilerleme hizi mm olarak tespit edilmistir. Ayrica bu tiiplere inokiile
edilen bakteri miktar1 yapilan kiiltiirel sayimla saptanmis ve gerekli hesaplamalar yapilmistir. Craige
tiiplerine aktarilarak, maksimum gelisme hizina eristirilen suslarin kiiltiirlerinden 1 ml alinip 100 mL
nutrient broth (Oxoid) i¢eren bir litrelik Roux siselerine ilave edilmis ve 30°C' da 18-24 saat siireyle
inkiibasyonda birakilmistir (15). Bu islem 2 giin arka arkaya 2 kez tekrarlanmistir. Roux siselerinde
gelistirilen kiiltiirler 6000 rpm' de 20 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Besiyerinden ayrilan pelet 2
kez serum fizyolojik ile yikanmis ve vejetatif hiicreleri 6ldiirmek i¢in formaldehit ile muamele edilmistir
(12). Bunun i¢in hazirlanan siispansiyona % 1,0 (V/V) oraninda formaldehit ilave edilip, 1 saat
stireyle 37°C' lik inkiibatorde birakilmistir. Hazirlanan bu antijenler immiinizasyon veya titrasyon
uygulamalarinda kullanilmak tizere -20°C'da saklanmistir. Formaldehid ilave edilmeden 6nce, biiiret
yontemiyle antijen olarak hazirlanan bakteri siispansiyonlarindaki protein miktarlar1 da belirlenmistir

(19).

TARMIK 6 no'lu proje kapsaminda izole edilen 39 adet Bacillus susunun Flagellar (H) antijenleri
de ayni sekilde hazirlanmistir.

2.2. Antiserumun Hazirlanmasi

Immiinizasyon uygulamalarinda her bir bakteri icin birer tavsan olmak iizere ii¢ adet ii¢ aylik
albino erkek tavsan kullanilmistir. Enjeksiyonlar kulaktan damar i¢ine yapilmistir (Cizelge 1) (20).
Hazirlanan ve protein igerikleri belirlenen antijenler verilmeden 6nce herbir tavsandan 0,5-1,0 mL
kan aliip serumdaki antikor titre diizeyi belirlenmistir. Tavsanlardan alinan kan oda sicakliginda 30
dakika -1,0 saat siireyle bekletilmistir. Pithtilasan kan 4000 g'da 15-20 dakika siireyle santrifiij
edilerek kanin serumundan ayrilmasi saglanmistir. Titrasyon isleminin hemen yapilmadigi durumlarda
serumlar -20°C'da saklanmistir. Kan serumundaki titre diizeyleri mikroagliitinasyon test teknigi
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Mikroagliitinasyon teknigi klasik agliitinasyon testinin titre plaklarina uygulanmasi seklinde
gergeklestirilmektedir.

Cizelge 1. Enjeksiyon uygulamalari ve titrelerin belirlendigi giinler

islem Miktar Giinler
Titre tayini - 0 giin
Birinci enjeksiyon 1 mL 0. giin
Titre tayini - 4. giin
ikinei enjeksiyon 1,5 mL 4. giin
Titre tayini - 8. giin
Usgiincii enjeksiyon 1,5 mL 8. giin
Titre tayini - 12. giin
Dardiincii enjeksiyon 2mL 12. giin
Titre tayini - 16. giin
Besinci enjeksiyon 2 mL 16. giin
Tavganlann disseksivonu 22. giin
Titre tayini 22. giin

22. giinde tavsanlarin tiim kani toplanmis ve serumlari ayrilip, steril bir tiipe alinmistir. Bu sekilde
hazirlanan antiserumlarin 6zgiilliigiinii arttirmak amaciyla antiserumlardan somatik antikorlarin
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagcla, antiserumlar1 hazirlanan ti¢ bakteri serotipi nutrient agar
(Oxoid) besiyerinde 37°C'da 18 saat siireyle gelistirilmis ve besiyerinden toplandiktan sonra, 2 saat
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boyunca 100°C'da kaynatilmistir. Bu sekilde hazirlanan somatik antijenler 1/3 oraninda serumlara
ilave edilmis ve bir saat boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 4000 g'de santrifiij
edilerek somatik antijen-antikor kompleksinin uzaklastirilmasi saglanmstir.

2.3. Antiserumlarda Titre Diizeylerinin Belirlenmesi

Elde edilen antiserumlarda antikor titre diizeyleri mikroagliitinasyon yontemiyle tespit edilmistir.
Mikroagliitinasyon kaplarinin (titerplate) 2.-12. siitunlar antiserum sulandirimlari i¢in, alt yatay iki
stitun ise antijen kontrolleri olarak kullanilmistir. Antiserum sulandirimlari 2. kuyucuktan baslayarak
soldan saga dogru 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048, 1/4096, 1/8192 olacak
sekilde yapilmistir. Bu sekilde hazirlanan mikroagliitinasyon kaplar1 50°C-52°C'lik su banyosunda
1,5-2,0 saat bekletilmistir.

TUBITAK Tarimsal Mikrobiyoloji Unitesi (TARMIK) 6 no'lu projeden temin edilen 39 adet
Bacillus izolat1 hazirlanan antiserumlarla tanimlanmaya ¢alisiimistir.

3. BULGULAR

B.t.thuringiensis' den hazirlanan antijendeki protein miktari digerlerinden daha fazla bulunmustur.
Bu durum immiinizasyonda ulasilan titre diizeyleri acisindan da farklilik gostermistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. B.t. serotiplerinden hazirlanan antijenlerdeki protein miktarlari ve elde edilen antiserumlarda ulasilan
titre diizeyleri

Serotip Antijendeki protein miktar: Antiserumlarmdaki son tiire
(mg/100 pL.) diizeyleri
B.t. thuringiensis 34 1/8192
B.t. kurstaki 0,18 1/2048
B.t. tenebrionis 032 1/6400

Elde edilen ii¢ antiserumla 39 adet bakteri izolatinin identifikasyonlar1 gergeklestirilmis olup,
ayni zamanda Pasteur Enstitiisii'nden temin edilmis serotiplerin bu antiserumlarla ¢apraz reaksiyon
verip verilmedigine bakilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Hazirlanan antiserumlarla ¢apraz reaksiyon veren Bacillus thuringiensis (B.t) serotipleri

B fluringiensis Antiserunmyla Capraz Reakdyon Veren B.t. Serotipleri

Bt kurstaki z

B.t. thowpsori +

B.t. kurstaki Antiserumuyla Clapraz Reaksiyon Veren B.t. Serotipleri
Bt thuringiensis +

Bt galleria +

B.t. tenehrionis Antiserumuyla Capraz Redksiyon Veren B.t. Serotipleri
Bt st +

Bt bushuenss +

Bt azawi +

Bt galleria +
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Yukarida belirtilen reaksiyon sonuglari goz 6niine alinarak TARMIK 6 no'lu proje kapsaminda
izolasyonlari yapilmis olan Bacillus izolatlarinin Bacillus thuringiensis tiiriine ait olanlar1 belirlenmeye
calisilmistir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Bacillus izolatlarinin hazirlanan antiserumlarla verdikleri reaksiyon sonuglari

Bacithesizolaflan B fuerisgiensis Biitenclwioris Bihostild
2 + - -
49
81
81
bl | - -
89 - -
102 - - Z
108 - - -
135 -
166 + - -
216 -
252 + - -
266 +
278 - - -
285 - Z Z
306 - - -
308 - - -
318 - - -
319 - - -
324 - - -
342 - - -
34 - - -
349 - - -
352 - - -
353 - - -
363 - + -
366 - - -
367 - - -
368 - + -
39% - - +
44 - -
420 - - +
435 + - -
461 - - -
463 - - -
44 - - -
48 - - -
487 - - -
511 - - -

+ + +
1
4+ 1

+

4. TARTISMA VE SONUCLAR

Hazirlanan antiserumlarla Pasteur Enstitiisti'nden temin edilen 15 adet B.thuringiensis serotipi
arasinda ¢apraz reaksiyonun mevcut olup olmadigina bakilmistir. Cizelge 2' de gériildiigii gibi B.+.
thuringiensis ve B.t. kurstaki arasinda ¢apraz reaksiyonun varlig1 ortaya ¢ikarilmistir. B.£. galle-
ria
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hem B.t. kurstaki antiserumu ile hem de B.t1. tenebrionis antiserimu ile ¢apraz reaksiyon vermistir.
Capraz reaksiyonlar, iki veya daha fazla bakteri arasinda ortak H antijenlerinin varligini
diisiindiirmektedir. B.t. tenebrionis antiserumu ile ¢apraz reaksiyon veren B.f. sotto, B.t.
kyushuensis, B.1. aizawai i¢in de ayni durum s6z konusudur.

Calismada sferik sporlartyla tipik olan Bacillus sphaericus' a ait oldugu belirlenen 89, 461, 463,
474,484, 487, 511, no'lu suslarin hazirlanan antiserumlardan higbiriyle reaksiyon vermemesi ve
antiserumlardaki somatik O antijenlerinin uzaklastirilmasi tiirler arasi ¢apraz reaksiyon sansini yok
etmistir.

108, 135,278,306,308,318,319, 324, 342,344, 349, 352,353, 366, 367 ve 404 no'lu izolatlar
hi¢cbir antiserumla reaksiyon vermemistir. B.t. thuringiensis antiserumuyla reaksiyon veren 2, 49,
81,81%*,166,252,266 ve 435 no'lu izolatlarin biyokimyasal tiplendirmede siniflandirilamamalarina
karsin serolojik agidan B.t. thuringiensis olarak belirlenmesi miimkiin olmustur. B.t. tenebrionis
antiserumuyla reaksiyon veren 216, 285, 363 ve 368 no'lu izolatlarin serotipleri capraz reaksiyon
vermeleri nedeniyle tam olarak belirlenememistir. B.£. fenebrionis olabilecegi gibi serotip H 5a 5b
(B.t.galleria), H 6 (B.t. entomocidus), H9 (B.t. tolworthi), H 11a 11c (B.t. kyushuensis) ve H 14
(B.t.israelensis) serotiplerine ait olabilecegi gériilmektedir. Diger taraftan 84, 102,396 ve 420 no'lu
izolatlar B.t. kurstaki antiserumu ile reaksiyona vermistir. Ancak bu antiserum B.t. thuringiensis ve
B.t.. galleria ile ¢apraz reaksiyona girmistir.

Sonug olarak Bacillus thuringiensis serotiplerinden hazirlanan flagellar antijenlere karsi
hazirlanan antiserumlar Bacillus izolatlarindan bu tiire ait olanlarin teshisinde basartyla kullanilmas,
ancak serotip diizeyinde belirlenmeleri serotipler arasi ¢apraz reaksiyonlardan dolay1 miimkiin
olmamistir. Bunun monoklonal antikor teknigi ile miimkiin olabilecegi diistiniilmektedir.

TESEKKUR

Bu ¢alismanin gergeklestirilmesi sirasinda maddi ve manevi yardimlarini esirgemeyen Sayin
Prof. Dr. Goniil Cetinkaya Donmez'e tesekkiir ederiz.

KAYNAKLAR

1. De Barjac, H., "Insect pathogens in the genus Bacillus" Academic Press, no: 241-50 (1981).

2. Lysenko, O. "Non-sporeforming bacteria pathogenic to insects: incidence and mechanisms" Ann. Rev.
Microbiol. 39: 673-95 (1985).

3. De Barjac, H. and Frachon, E. "Classification of Bacillus thuringiensis strains" Enfomophaga,35(2): 233-
240(1990).

4. Cetinkaya, G. ve Cakmakg1, M.L. "Toprak ve 6lii larvalardan izole edilen Bacillus thuringiensis izolatlarinin
patojenitesinin arastirilmast” Tr. J. Agriculture and Forestry,20: 63-65 (1996).

5. Fast, P.G., "The crystal toxin of Bacillus thuringiensis: microbial control of pests and plant diseases" H.D.
Burges (ed.), Academic Press,223-248, London (1981).

6. Bagci, H. ve Kence, A., "Degisik karasinek soylarina Bacillus thuringiensis'in farkl etkisi" Doga Bilim
Dergisi, A2: 139-46 (1985).

7. Lacey, L.A. and Undeen, A.H. "Microbial control of blackflies and mosquitoes" Ann. Rev. Entomol., 31:
265-296 (1986).

8. Porter, A.G., Davidson, E.W. and Liu, J, "Mosquitocidal toxins of bacilli and their genetic manipulation for
effective biological control of mosquitoes", Microbiol. Rev.,57(14): 838-61 (1993).

9. Hilbeck, A., Moar, W.J., Putsztai-Carey, M., et al. "Toxicity of Bacillus thuringiensis Cry1Ab toxin to the
predator Chrysperla" Environ. Entomol. 27(5): 1255-1263 (1998).

10. Cakmakgt, L., Bosgelmez, A., Giirkan, B., vd., "Bacillus thuringiensis' in {iretim olanaklar1 ve tarimda 6nemli
zararlara neden olan bazi Lepidopter tiirlerine karsi etkinliklerinin saptanmasi tizerine arastirmalar" Doga
Tiirk Tarim Ormancilik Dergisi, 11( 1): 94-104 (1987).

11. Cideria, D., Cappai, A., Vallasi, A. et al., "Anovel strain of Bacillus thuringiensis (NCMB 40152) active
against coleopteran insects," FEMS Microbiol. Ls., 81(2): 129-134 (1991).



Bazi Bocek Patojeni Bacillus Izolatlarinin Serolojik Olarak Tamimlanmas:

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

De Barjac, H. And Bonnefoi, “A.Essai de classification biochimique et serologicque de 24 souches de
Bacillus du type Bacillus thuringiensis”, Entomophaga, 7: 5-31 (1962).

Ohba, M., Aizawa, K. "Serological identification of Bacillus thuringiensis and related bacteria isolated in
Japan" J. Inverteb. Pathol.,32:303-309 (1978).

Ohba, M., Aizawa, K. "Bacillus thuringiensis subsp. japonensis (flagellar serotype 23): A new subspecies
of B. thuringiensis with a novel flagellar antigen" J. Inverteb. Pathol.,48: 129-130 (1986).

Ohba, M., Aizawa, K. "New flagellar (H) antigenic subfactors in Bacillus thuringiensis H serotype 3 with
description of two new subspecies, B. thuringiensis subsp. sumiyoshiensis (H serotype 3a: 3b) and B.
thuringiensis subsp. fukuokaensis (H serotype 3a: 3d: 3e)" J. Inverteb. Pathol., 54: 208-212 (1989).
Cakmakgi, L., Bosgelmez, A., Giirkan, B. vd., "Cesitli kaynaklardan Bacillus thuringiensis serotip H14,
B.sphaericus, B.thuringiensis izolasyonu ve bunlarin karasinek ve sivrisinek larvalarina kars1 etkinliklerinin
saptanmast iizerinde arastirmalar" Tiibitak TARMIK, (6) (1988).

Craige, J. "Studies on the serological reactions of Bacillus typhosus", J. Immun. 21(6):417-511,(1931).
Ohba, M. and Aizawa, K., "Distribution of the four flagellar (H) antigenic subserotypes of Bacillus
thuringiensis H serotype 3 in Japan" J. Appl. Bacteriol., 67: 505-509 (1989).

Robyt, J.F., White, B.J., "Biochemical techniques theory and practice". Belmont, California, Brooks/Cole
Publishing Company,407 (1987).

Ohba, M. Yu, Y.M. and Aizawa, K., "Occurrence of non-insecticidal Bacillus thuringiensis flagellar
serotype 14 in the soil of Japan”., System. Appl. Microbiol., 11: 85-89 (1988).

Gelis Tarihi:24.04.2001 Kabul Tarihi:07.01.2003



G.U.-Fen Bil.Derg., 16(1):1-7,2003 / Avten OZTURK, M. liitfii CAKMAKCI



