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OZET

KROM VE KURSUN METALININ BACILLUS THURINGIENSIS’IN
INSEKTISIDAL AKTIiVITESI UZERINE ETKISI

Neslihan CICEK

Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Ana Bilim Daly

Damisman: Yrd.Dog. Dr. Ayten Oztiirk

Agustos 2003, 34 Sayfa

Bu ¢alismada, Krom ve kursun metalinin Bacillus thuringiensis’in insektisidal
aktivitesi lizerine etkili olup olmadigi arastirtimigtir. Bu amagla Nigde izolat1 bir sus. krom
ve kursun metalleriyle muamele gordiikten sonra bityiikmum giivesi Galleria mellonellu L.
larvalarina tatbik edilmistir. Deneme siiresi sonunda larva besinine karistirilan kursun ve
krom metallerinin % 100 oramnda 6liime neden oldugu ve pozitif kontrol ile
karsilastirildiginda krom ve kursun ile muamele gdrmiis B.thuringiensis 51H2 susunun

insektisidal aktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Bacillus thuringiensis, biyosorpsiyon, toksik metal giderimi
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SUMMARY

MASTER THESIS

INFLUENCES OF LEAD AND CHROMIUM METAL ON INSECTICIDAL
ACTIVITY OF BACILLUS THURINGIENSIS

Neslihan CiCEK

University of Nigde
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ayten OZTURK
August 2003, 34 pages
In this work, the effects of the chromium and lead metals on the insecticidal activity
of the Bacillus thuringiensis was investigated. For this reason isolate of Nigde was treated
with each of chromium and lead and applied to Galleria mellonella. The addition of Cr and

Pb to larval nutrient showed 100 % death when they compared to the control. B.

thuringiensis treated with Cr and Pb showed a decrease in the insecticidal activity.

Keywords: Bacillus thuringiensis, biosorption, toxic metal removal
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BOLUM I

1. GIRIS

Zararhlarla miicadelede kullanilan kimyasal ilaglarin toprakta birikimi ve besin
zinciriyle canhlar iizerinde olumsuz etkileri, alternatif olarak biyolojik miicadele yollarinin
gelistirilmesine neden olmustur. Bunlardan bazilant igerisinde yer alan mikrobiyel
insektisidler genis bir kullanima sahiptir. |

Biyolojik miicadelede, viriis, bakteri ve funguslar gibi cesitli mikrob;ganizmalar da
kullanim olanagina sahip olxﬁustur. Bunlardan 6zellikle Bacillus cinsine dahil olan Bacillus
thuringiensis (B.t)) ve Bacillus sphaericus suslarinin gegitli zararh bocek tiirlerine karst
sporulasyon evrelerinde trettikleri protoksin sayesinde Onemli derecede insektisidal
aktivite gosterdikleri bulunmus ve ticari preparatlar olarak gelistirilmistir. Laboratuvar
ortaminda {retimleri kolay ve ekonomik olan mikrobiyel insektisidlerin kullanildig:
cevrede uzun bir siire etkinliklerini devam ettirmeleri de 6nemli bir 6zellikleridir.

Bugiine kadar yapilmig arastirmalarda, biyoinsektisidlerin ¢evresel faktorler
tarafindan etkinlikleri Gizerindeki farkliliklar belirlenmeye galigilmig (Griego and Spence
1978, Van Essen and Hembree 1982), ancak gevredeki kirleticilerin 6rmegin insektisid,
herbisid ve agir metallerin biyoinsektisidlerin aktivitesini nasil etkiledigi  konusu
calistimamgtir. Bu g¢alismayla, bu bilgi boslugunun giderilmesinde bir adim atilmast

hedeflenmigtir.



BOLUM II
2. ONCEKi CALISMALAR

2.1. Bakteriyel insektisidler

Bocek patojeni ¢ok sayida bakterinin bulunmasina ragmen, diZer canhilan
etkilemeden giivenle kullanilacak az sayida bakteri bulunmustur. Bunlarin ¢ogu
Bacillaceae familyasina ait endospor tireten bakteriler olup bunlardan sadece bes tiiriin
biyoinsektisid olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Bunlar Bacillus thuringiensis,
Bacillus sphaericus, Bacillus lentimorbus, Bacillus popiliae ve Bacillus larvae 'dir.
Insektisidal ozellikteki bu Bacillus tiirlerini topraktan izole etmek ve diger tiirlerden

ayirmak miamkindir (Cizelge 2.1).

A}

Cizelge 2.1. Insektisidal Bacillus tiirlerinin ayirim anahtari (De Barjac 1981)

A. Bakteriler genis cubuk seklindedir (Hiicrelerin gapt > 1.0 um)

Siskinlik olugturmayan sporangiyumlar iginde eliptik endosporlar bulunur.

Yuvarlak kare geklinde veya sekli belirsiz parasporal kristaller bulunur.
Lepidoptera ve Diptera ve baz1 Coleptera larvalarina patojendirler.
= Bacillus thuringiensis
B. Bakteriler daha kiigiik gubuklar geklindedir (Hiicrelerin gapt < 1.0 pum)
1. Sigkinlik yapan sporangiyumlar iginde eliptik sporlar bulundurur ve basit
besiyerlerinde iireyemezler.
Baz1 koleopterlere patojendirler.
Cesitli gekillerde parasporal kristaller olugtururlar.
= Bacillus popiliae
Parasporal kristaller bulunmaz.
= Bacillus lentimorbus
Parasporal kristaller bulunmaz. Balarist larvalarina patojendir.
= Bacillus larvae
2. Siskinlik yapan sporangiyumlar iginde yuvarlak endosporlar butunur. pH’s1 6 olan basit
besiyerlerinde gelisirler.
Bazi suslan sivrisinek larvalarina patojendir.

= Bacillus sphaericus



Birinci grubu sigkinlik olugturmayan eliptik endospor igeren sporangiyumlari
bulunan bakteriler (Bacillus thuringiensis) olugtururken, ikinci grubu sigkinlik olusturmus
oval veya eliptik endosporlari igeren sporangiyumlari bulunan bakteriler (B. thuringiensis,
B. sphaericus, B. lentimorbus, B. popiliae ve B. larvae) ve uglincii grubu ise siskinlik

olusturan yuvarlak sporlara sahip sporangiyum olugturan bakteriler olusturmaktadir.

2.2. Bacillus thuringiensis Tiiriiniin Ozellikleri

B.thuringiensis Gram pozitif Ozellikte, endospor olusturan, fakiiltatif anaerob
gelisme ozelligine sahip, toprak kokenli bir bakteridir. Itk defa 1901 yilinda Ishiwata
tarafindan 6li ipekbocegi larvasindan izole edilmigtir (Lacey and Undeen 1986).

Bu bakteriler tarafindan iiretilen protein yapidakf parasporal kristallerin insektisidal
aktivitelerini, bocek larvalarinin alkali pH'ya sahip barsak sistemlerinde kazandigi ve bu
protein yapinn alkali pH'da bir kag oligopeptide ayrilarak gesitli barsak proteazlar
tarafindan insektisidal aktivite gosteren toksine donustirildugi bulunmustur (Lacey and
Undeen 1986, Porter et al 1993).

2.2.1. B.thuringiensis'in simflandiriimasi

Simdiye kadar izole edilen B.thuringiensis izolatlarimin siniflandiriimasinda
biyokimyasal ve serolojik kriterler goz oniinde bulundurulmugtur. Bundan baska
B.thuringiensisin  simflandinlmast i¢in bagka yaklagimlar da kullanilmus, . vejetatif -
hiicrelerinin esteraz tiplerine gore flagella (H) ve kristal antijenlerine uygun olarak
simiflandinimaya caligilmigtir. Cogu kez H serotipi kristal antijen tipiyle karekterize
edilmigtir. Ayrica spesifik bir H antijenine (flagella antijenine) sahip oldugu belirlenen
B.thuringiensis serotiplerinin, spesifik biyokimyasal reaksiyonlar verdigi ve etkili olduklar
bocek tiiflerinin tipik oldugu ifade edilmistir (De Barjac 1981). Bu simflandirmaya
haraketsiz bir alttir de B.zwuhanensis olarak dahil edilmistir (Cizelge 2.2). Biitiin alt
tiirlerin toksisiteleri nitelik ve nicelik agisindan suglara gore farklilik géstermektedir (De
Barjac 1990).



Cizelge 2.2. Bacillus thuringiensis’in siniflandirtimas: (De Barjac and Frachon, 1990)

H antijen Serovaryete Kisaltma | Iik kaynak

1 thuringiensis THU Berliner, 1915; Heimpel& Angus, 1958

2 finitimus FIN Heimpel&Angus, 1958

3a alesti ALE Toumanoff & Vago, 1915; Heimpel& Angus, 1958

3a3b kurstaki KUR De Barjac&Lemille, 1970

4adb sotto SOT Ishiwata 1905; Heimpel& Angus, 1958

4adc kenyae KEN Bonnefoi&De Barjac , 1963; l

5a5b galleriac GAL Shevetsova, 1959; Dc Barjac&Bonncfoi, 1962

5a5c canadensis CAN De Barjac&Bonnefoi. 1972

6 entomocidus ENT Heimpel& Angus, 1958

7 aizawai AlZ De Barjac&Bonnefoi, 1963

8a8b morrisoni MOR De Barjac&Bonnefoi, 1963

8a8¢c ostriniae OST Gaixin, Ketian, Minghua and Wingmin 1975

8b8d nigeriensis NIG De Barjac, Frachon, Rajagopalan & Cosmao,
yaymlanmadi

9 tolworthi TOL Norris, 1964; De Barjac&Bonnefoi, 1968

10 darmstadiensis DAR Krieg, De Barjac&Bonnefoi, 1968

11allb toumanoffoi TOU Krieg, 1969

Ilallc kyushuensis KYU Ohba& Aizawai, 1979

12 thompsoni THO De Barjac & Thomson, 1970

13 pakistani PAK De Barjac, Cosmao Shaik& Viviane, 1977

14 israclensis ISR De Barjac, 1978

15 dakota DAK De Lucca, Simonson&Larson, 1979

16 indiana IND De Lucca, Simonson&Larson, 1979

17 tohokuensis TOH Ohba, Aizawai& Shiizu, 1981

18 kumamotoensis KUM Ohba, Ono, Aizawai&ivanomi, 1981

19 tochigiensis TOC Ohba, Ono, Aizawai&Ivanomi, 1981

20a20b yunnanensis YUN Wan-yu, AQi—fang, Xue-ping & You-wei, 1979

20a20c pondicheriensis PON DeBarjac, Frachon, Rajagopalan&Cosmao, yayinlanmad:

21 colmeri COL De Lucca, Palmgren&De Barjac, 1984

22 shandongiensis SHA Ying, Jie&Xichang, 1986

23 Jjaponensis JAP Ohba& Aizawai, 1986

24 neoleonensis NEO Rodriguez-Padilla, Galan-Wong, De Barjac, Dulinage,
Tamez-Guerra &Roman Calderon, 1988

25 coreanensis COR De Barjac & Lee, yayinlanmad:

26 silo ‘ SIL De Barjac&lecadet, yayilanmadi

27 mexicanensis MEX Rodriguez-Padilla, Galan-Wong, 1988




2.2.2. Bacillus thuringiensis’in toksinleri

B.thuringiensis'e ait suglarin 100'den fazla Lepidoptera iiyesi bocek larvasina,
Diptera ve Koleoptera iiyelerinin gesitli tirlerine kargt patojenik etki gosterdigi
belirlenmistir. B.thuringiensis suglarimn alfa ekzotoksin, beta ekzotoksin ve delta
endotoksin olmak iizere temelde ii¢ tip toksini sentezledigi ve toksin tiplerinin her birinin
biyokimyasal yapisinin ve aktivitesinin sugtan susa degisebildigi bulunm}xstur. Bununla
birlikte simdiye kadar izole edilen B.thuringiensis alttiirlerine ait suglarin her~ birinin, farkl:
bocek tirlerine patojen olabildigi de gosterilmisticr (Whiteley and Schnepf 1986).
B.thuringiensis serotiplerinin toksin bilegimlerinin farkh bécek tiirlerinde farkli sekilde
reaksiyonlar verdigi ve bu durumun bocegin barsak kimyasi ile de ilgili oldugu
belirlenmistir. Buna karsin bocek tiirlerine etki Mmekanizmalarinin benzer oldugu

bulunmustur (Fast 1981).

2.2.3. Bacillus thuringiensis’in parasporal kristal endotoksini

Toksinin bipiramidal kristal (kristal toksin) yapisinin B.thuringiensis'in biitiin alt
tirleri i¢in tipik bir 6zellik olmadigi yapilan gesitli aragtrmalarla ortaya konmustur.
Lepidoptera larvalarina patojen suslarin bipiramidal tipte (Ohba et al 1981a), Diptera
larvalarina patojen suélarm yuvarlak ve oval tipte (Orduz et al 1992), Koieoptera
larvalarina patojen suslarin ise rhomboidal (karsihikl kenar ve agilan esit, dik acis:
bulunmayan paralel kenar) tipte, kristal olusturdugu belirlenmis, ancak bu sekilde bir
ayrimin da tam olarak yapilamayacag: cesitli ¢alismalarla ortaya konmustur (Padua et al
1980, Cetinkaya vd 1995a). Diptera larvalarina patojen bulunan B.f.tohokuensis
kristallerinin rhomboidal (Ohba et al 1981b), lepidopterlere toksik B.zjaponensis (serotip
23)in (Ohba and Aizawai 1986), B.tsumiyoshiensis ve B.t.fukuokaensisin (Ohba and
Aizawai 1989), yuvarlak tipte kristal olugturdugu tespit edilmistir. Ayrica insektisidal
aktivite gosteremedigi belirlenen B.tneoleonensis'in ugkoseli (triangular) kristal yapiya
sahip bir protein trettigi de tespit edilmigtir (Rodriguez-Padilla et al 1990).

Sivrisinek larvalarina toksik B.trisraelensis ve B.t.morrisoni PG 14 suslarinin
sporulasyon evresinde iig biiyiik kristal protein urettigi ve bu kristal proteinlerin, 134, 128,
70, 58 ve 27 kDa'luk agirliga sahip, en az beg adet polipeptitten olustugu belirlenmistir. Bu
alt tniteler disilfit ve hidrofobik baglarla bir arada tutulmaktadir. Antijenik ozellikleri ve

bitytiklikleri bakimindan B.sphaericus toksininden farkli oldugu anlasiimigtir. 27 kDa'luk



Polipeptidin hemolitik aktiviteye sahip olmasina karsin 6nemli bir insektisidal aktivite
gosteremedigi, buna kargin hemolitik olmayan 134, 128 ve 70 kDa'luk polipeptidlerin
Aedes cinsine ait biitiin sivrisinek larvalarina toksik oldugu gosterilmistir (Porter et al-
1993, Federici et al 1990).

B.tisraelensis {izerinde yapilan ¢ahigmalar sonucunda toksin yapismin % 1.0
oramnda notr seker icerdigi ve tam bir aktivite gosterebilmesi igin N-asetil glukozamin
oligosakkaritini igermesi gerektifi ve % 1.7 oraninda amino sekerleri igeren bir
glikoprotein yapisinda oldugu bulunmustur (Crickmore et al 1990, Federici et al 1990,
Porter et al 1993). Cesitli serotiplere ait kristal toksik proteinlerin amino asit igeriklerinin
farklt oldugu, metiyonin oraminin digiik, asparajin, glutamik asit, glisin ve 16sin oraninin
fazla oldugu saptanmigtir (Cakmakgt vd 1985).

B.tLisraelensis kristal toksik polipeptidlerin hi¢ birinin tam bir toksin proteini gibi
insektisital aktivite gosteremedigi bulunmugtur. Bu durum kristal polipeptidleri arasinda
bir sinerjizm oldugunu diigindirmiigtiir. 27 kDa'luk polipeptid ile ya 70 kDa'luk polipeptid
arasinda ya da 128 ve 134 kDa'lik polipeptidlerin karigimlar: arasinda bir sinerjizm oldugu
gosterilmistir (Crickmore et al 1990, Federici et al 1990, Porter et al 1993). Toksik kristal
proteinin, sporulasyonun bagladigi ilk ti¢ saat icerisinde sentez edilmeye baslandig1 ve beg

saat siiresince devam ettigi belirlenmigtir (Porter et al 1993).

2.2.4. Kristal endotoksinin etki mekanizmasi

Insektisidal B.thuringiensis toksinlerinin baglanma bolgelerinin bocek barsagindaki
mikrovillus hiicre membranlan lizerinde oldugu aragtiricilarca ortaya konmus ve toksik
polipeptidlerin bocek duyarlilig: ile iligkisi incelenmigtir (Schnepf et al 1990, Garczynski
et al 1991). Etki mekanizmasinin aydinlatilmasiyla ilgili bu tip arastirmalar bocegin barsak
mikrovillus hiicre zar1 ve bunlarin doku kiiltiirii hazirlanarak yapilmigtir.

Bu ¢aligmalar sonucunda hangi faktorlerin, B.thuringiensis'in kristal toksinlerinin
insektisidal 6zelligini ve bocek spesifikligini tayin ettigi bulunmustur. Toksinlerin konak
genisligi izerinde ti¢ belirgin faktoriin etkili oldugu ortaya ¢ikariimigtir:

I. Toksik proteinin ¢ozinirligini etkileyen larva barsaklarindaki farklihklar ortaya
konmugtur: Farkli bocek gruplarinda barsak proteaz spektrumunun da, pH'min da farklh
olabildigi ve toksisitedeki potansiyeli ve spesifikligi etkiledigi belirlenmistir.

II. Islem gormils protoksinin etkinligi belirlenmigtir: Toksisitenin toksik proteinin

¢ozinirligine bagli olmakla birlikte tek bir faktor olmadify, toksik proteinin



¢oziinmesinden sonra da bocek spesifikliginde onemli 6lgiide farkliliklarin olabilecegi
ortaya konmustur.

[II. Toksine olan duyarlilik igin gerekli olan barsak duvarindaki reseptorlerin mevcudiyeti
ve ifadesi (ekspresyonu) de insektisidal aktiviteyi etkilemektedir: Lepidoptera iiyesi
boceklerin Cry 1 toksin tipine olan direngliliine, toksin proteinin reseptorlere olan
affinitesinin azligy ya da yiksek affinite bolgesinin tiimiiyle olmayist neden olarak

gosterilmistir (Porter et al 1993).

Toksisitede ilk adim, muhtemelen fosfolipid olan ve doymamis yag asitlerini igeren
reseptor bolgelerine toksin proteinin baglanmasidir. Buna karsin baglanma bélgelerinin
yapist tam olarak belirlenememistir. Ancak toksin spesifikliinden toksinin seker kismimmn
sorumlu olabilecegi belirtilmistir. Toksinin resepttrlere baglanmasi, barsak hiicrelerinin
plazma membraninda kiigiik porlarin olugmasina neden olmaktadir. Bu durum porlardan
kesintisiz olarak iyon ve su akigiyla hiicrelerin gigmesine neden olup, ozmotik lizize yol
agmakta ve paraliz sonucu larvanin 6lmesine neden olmaktadir (Lacey and Undeen 1986,
Federici et al 1990, Chilcott et al 1990). Travers ve arkadaglart (1976) tarafindan yapilan
bir galigmada, Bombyx mori (ipek bocegi)'nin barsak epitelinden izole edilen mitokondride,
toksik polipeptidlerin ATP uretimini engelledigi ve oksidatif fosforilasyonun engelleyici

(uncoupler) ajant olarak rol aldiklar: saptanmugtir.

2.2.5. Kristal endotoksin preparatlarinin kullanimi ve giivenligi

B.thuringiensis'in hayvan ve insan saghig agisindan giivenirliginin test edildigi
¢aligmalarda hedefin digindaki canlilara toksik olmadig: belirlenmigtir. Fare, si¢an, tavsan
ve kobay uzerinde, B.t.thuringiensis, B.1.kurstaki ve B.1.israelensis preparasyonlarinin oral,

deri, derialti, intraperitonal, damarici, gozigi ve teneffiis yoluyla yapilan uygulamalari
sonucunda, 107-108 bakteri/hayvan diizeyindeki preparasyonlarin akut veya kronik

toksisiteye ya da enfeksiyona neden olmadify, sadece 100 canli bakteri/fare diizeyinde, fare
beynine yapilan bir enjeksiyonun oliime neden oldugu bulunmustur. Yapilan diger
gahigmalarda, bu bakterinin kristal toksinlerine maruz kalan balik, kurbaga gibi diger
vertebratlanin, sivrisinek predatorii olan artropodlarin (eklembacaklilarin), yumusakgalar
ve diger su canhilarinin olumsuz yonde etkilenmedifi ortaya ¢ikarilmustir (Krieg and
Miltenburger 1984, Lacey 1985, Lacey and Undeen 1986).

Zararhilarla miicadelede sulu konsantrelerinin laboratuvar ve saha kosullarinda

basarih bir sekilde kullamildig1 B.thuringiensis’in preparatlari, stivi ya da toz halde



hazirlanmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda sivi preparatlarin hazirlanmasindaki kolayliga
kargin, toz preparatlarin raf omrinin daha uzun oldugu tespit edilmistir (Krieg and
Miltenburger 1984, Porter et al 1993). Her iki formulasyon tipinin kullanildigi yerler
birbirinden farklidir, Toz preparatlarin kulanildiklar: alanlarda yerlesik olma &zelliklerinin
(adaptasyonlarinin) ve devamlibiklarim koruma oranlarimn  daha disik  oldugu
bulunmustur. Senkronize olmayan sivrisinek tiirlerinin larvalart genellikle uygulamanin
yapildifs 3. ya da 4. giin igerisinde yeniden goriilmektedir. Preparatlarda yer alan kristal
endotoksinler uygulamay: takiben zararhlara olan etkisini 6 dakika ile 24 saatlik bir stirede
uygulama dozuna bagh olarak etkisini gosterirken (Lahkim-Tsror et al 1983, Cetinkaya et
al 1995b), spor formundaki B.thuringiensis etkisini daha sonra ve daha uzun siireli olarak
gosterebilmektedir. Dolayistyla preparatlardaki spor formlarinin, uygulamadan sonra da o
bolgelerde devamliliklarini korumalari bu agidan son derece onemlidir (Porter et al 1993,
Cetinkaya et al 1995b).

B.thuringiensis preparatlarinin  saha etkinliginin tespitiyle ilgili ¢alismalarda,
B.thuringiensis suglarimnin dogada kalim siiresini etkileyen faktorler de aragtinlmustir. Boyle
bir aragtirmada tuzun (NaCl) ve kisa siireli giinigigina maruz kalmanin B.thuringiensis
(H14)'tn aktivitesini etkilemedigi belirlenmistir. Bununla beraber UV radyasyonuna maruz
brrakilan B.thuringiensis sporlarimin 6lmesine karsin, kristal toksinlerinin halen aktif
oldugu da gosterilmigtir (Lacey 1985).

B.thuringiensis spor ve kristallerinin uygulamadan sonra ne kadar siireyle o bolgede
varhigimi korudugu, etkinligi yiksek formiilasyonlarin olusturulmasi agisindan oldukga
onemlidir. Bu konuyla ilgili olarak toprak, su ve diger habitatlarda kalim siiresinin
belirlenmesiyle ilgili ¢esitli ¢aliymalar yapilmistir. B.#huringiensis'min topraktaki kalim
siresinin immiinofloresan yontemiyle belirlenmesinin hedeflendigi bir ¢alismada, canli

vejetatif hiicrelerinin topraktan gok hizli bir sekilde (ilk 24 saatte % 91'inin) yok oldugy,

buna kargin sporlarin daha uzun siire (25°C'de 91 giin) degismeden kaldig belirlenmistir.
Fakat bu siire zarfinda bakteri Sporlarmda herhangi bir sekilde germinasyonun olustugu
gozlenmemigtir (West et al 1984).

Ticari olarak iretilen preparatlarin etkinligi genellikle bocek larvalan tizerinde
gergeklestirilen laboratuvar denemeleri ile ortaya konmaktadir. Ancak biyoinsektisitlerin
laboratuvarda ve saha denemelerinde etkinligi habitat ve larval faktorlerin dahil oldugu
gesitli faktorler tarafindan da etkilenmektedir. Bunlar igerisinde, kullamlan preparat tipi,
larva geligmesinin goruldiigii cesitli habitatlardaki kirlenme, suyun derinligi, bulamikhig ve

iyonik bilesimi, sicaklik, mikrofloranin etkisi, larval gida kaynaklarmin bulunmast, bitki



ortiisii, larva yasi, larva yogunlugu ve larvalanin beslenme davramgsi gibi parametreler
aktiviteyi etkileyen bazi faktorler olarak goriilmektedir (Klowden et al 1983, Lacey 1985,
Sutherland and Khoo 1987).

Yiizen preparatlarin, Anopheles larvalan gibi suyun yiizeyinden beslenen sivrisinek
larvalarina etkili olabilmesi umuduyla gelistirilmesi istenmektedir. Buna kargin yavas
salinan ozellikte ve asilt duran preparatlarin ultraviyole radyasyonu kargisinda etkinliginin
azaldigt ve spor sayisinin da distiigii gozoniine alinacak olursa, UV 1s1gina direngli ve
diger gevresel faktorlere dayanikli B.thuringiensis suglarinin geligtirilmesi’ gerektigi agiktir
(Porter et al 1993).

2.3. Biiyiik Balmumu Giivesi (Galleria mellonella L.) ve Zararlan

Biryiik balmumu giivesi, mum giivesi ti’lrlerinin' en Onemlisidir. Bu zararlinin uygun
kosullar altinda larva gelisim siireci, ortalama 40 giin olup, bu siirenin uzamast veya
kisalmasi (33-50 giin), bulundugu kosullara gére degisim goOstermektedir (Tutkun ve
Bosgelmez 2003).

Yumurtalar pembe, krem ve beyazimtrak renkte, kurvozoid (beyzi) bir yapida, 0,45
mm uzunlugunda ve 0,4 mm g¢apindadir. Embriyonal geligim, optimum kosullarda 4,5 giin
oldugu halde, bu siire uzayabilmektedir. Yumurtalarin agilma siiresi, 25°C’de 5-9 giin
arasinda degigim gosterdigi halde, yagh digi yumurtalarinda 8-17 giin olabilir. Yumurtadan
yeni gikan larva, krem renginde ve oldukga hareketlidir. Larvanin geligmesi i¢in en uygun
sicaklik 30-32°C’dir. Larvalar, 7 evre gegirerek geligmelerini tamamlar. Tam geligmis
larvanin boyu, 22-28 mm arasinda degismektedir. Larvalar son donemde beslenmeden
kesilirler. Genellikle olgun larvalar optimum kosullarda son larval dénemin baglangicindan
itibaren 5. veya 6. ginde ipeZimsi yapida kozalanm o¢rmeye baglar. Kozalar
tamamlandiktan 2 giin sonra prepupa ve daha sonra da pupa haline gegerler. Pupa dénemi,
8-62 giin kadar devam etmektedir. Yeni ¢ikan erginler, agik kahverengi-gri renktedir.
Disiler, erkek kelebeklerden daha biyiiktiir. Erginler, iklim kosullarina bagli olarak, 2-5
hafta arasinda degisen 6miir uzunluguna sahiptir. Pupadan gikan erginlerin bir siire sonra
kanatlar1 gelisir. Aksam karanli1 bagladig1 zaman kelebekler, agag veya galiliklara ugar ve
orada ¢iftlegirler. Ciftlesmeyi tamamlayan disiler, sabahin erken saatlerinde arlarin
koloniyi terk etmelerinden hemen sonra, kovana girmeye ¢aligirlar. Bir disi yasadig siire
iginde yaklagik 300 yumurta birakabilmektedir, 1600 adet yumurta birakan disilere de
rastlanmugtir (Tutkun ve Boggelmez 2003).



2.4.1. Fiziksel metotlar

Fiziksel metot olarak iki yontem kullanilmaktadir. Bunlar, sicaklify artirma veya
digiik sicaklikta tutma uygulamasidir. Her iki miicadele metodu da, bal anlarimin yer

almadigi1 depo kosullarinda uygulanmaktadir.

Sogutma, en uygun ve en ucuz metottur. Sogutma igleminde, -12 °C’de 3 saat veya
~15°C’de 2 saat tutulan balmumu giivesinin biitin donemleri 6lmektedir (Tutkun ve

Bosgelmez 2003).

Yiiksek sicaklik uygulamast 49°C’de 40 dakika da balmumu igine gizlenmemis
halde bulunan olgun yastaki giiveleri dldiirmek igin yeterli goriilmektedir. Bu yontem, bos
petekler, kovanlar veya yap1 malzemelerinin zararlidan ‘temizlenmesinde kullanilmaktadir.
Ancak, peteklerde bal varsa, 49°C’nin {izerindeki sicakliklarda balmumunun yumusayip
akmasi ve petek gozlerinin bozulmas: s6z konusu olacagindan, bu sicakliklarda balh
petekleri uzun siire tutmak dogru degildir (Tutkun ve Boggelmez 2003).

Ayrica yurt diginda gamma radyasyonu kullanilan iilkelerde vardir. Kobalt 60 ile
yapilan uygulama sonunda, giive larvalarinin tiim evrelerinin 6ldiirilmektedir. Uygulama
sonunda balin Kkalitesinde olumsuz bir etki gorilmedigi bildirilmigtir (Tutkun ve
Bosgelmez 2003).

Biiyiik balmumu-giivesi eiginleri, bal arist kovanlarina girerek onlarla ayni kovam
paylagmakta va zamanla kovana hakim olmaktadirlar; ancak saghkli ve gigli bal arsi
kolonileri, genellikle bu saldirtya kargi kendilerini koruyabilmektedirler (Tutkun ve
Bosgelmez 2003).

2.4.2. Kimyasal metotlar

Bazi kimyasal ilaglar, bog kovanlara, bali siiziilmiis ve depolanmig gergevelere
uygulanmaktadir.

Ulkemizde G.mellonella'ya karsi, yasaklanmig olmasina ragmen halen yaygin
olarak Naftalin (Paradichlorobenzen) kullanilmaktadir. Fumigasyon igin ABD ve Avrupa
tilkelerinde Etilen dibromit (EDB), Kiikiirt dioksit (SO,) (Ritter et al. 1992, Charriere and
imdorf 1999), Etilen oksit (C,H40), Karbon dioksit (CQO;), Aliiminyum fosfiir (AIP) (Lee
and Choi 1991), Kalsiyum fosfit (CaP) (Sattigi) et al. 1993), Kalsiyum siyanit (CaCN),
Metil bromid (CH3Br) (Morse 1980) gibi fumigant ilaglar onerilmekte ise de titkemizde bu

fumigantlar rubsatsiz oldugu igin Uretici diizeyinde ender olarak kullanilmaktadir,
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Fumigasyon yapilirken ortaya ¢ikan zehirli gazlardan korunmak igin gaz sizdirmaz bir
ortam hazirlanmalidir (Tutkun ve Boggelmez 2003).

Ulkemizde éneri digt kullamlan naftalin uygulamasi sonunda balda ve balmumunda
bakiye kalmakta ve bal dig satimi zaman zaman durma noktasina gelmektedir. Ayrica
ilkbaharda naftalinle kabartilmig bog petekler tizerinde anlar istekle ¢aliymamakta, hatta

kovan terkleri gorilmektedir (Tutkun ve Bosgelmez 2003).

2.4.3. Biyolojik metotlar

G. mellonella’ya karst biyolojik kontrol metotlari oldukga fazladir. Bunlar arasinda

bakteriler, funguslar, predator (aver bocek)’ler sayilabilir.

a) Galleria mellonella’ya kars: bakterilerin kullamlmasi

Bakteriler arasinda Bacillus thuringiensis’in ayn bir o6nemi vardir. B.
thuringiensis’in balmumu givesi miicadelesinde onemli potansiyele sahip oldugu, 19602l

yillarda gesitli titkelerde, ortaya konmugtur (Tutkun ve Boggelmez 2003).

Ticari olarak iiretilen toz formiller ve stabilize edilmis siispansiyonlarin her biri,
bakteri sporlan ve zehirli (toksik) proteinleri igermektedir. Geng lepidoptera larvalar, gok
az miktarda bile olsa bu materyali sindirim sistemlerine aldiklarinda kristal, zehir etkisi
yapmaktadir. Hem bakteri sporu hem de kristalin, insanlara ve bal arilarina olumsuz bir

etkisi bulunmamaktadir (Tutkun ve Boggelmez 2003).

Peteklere B. thuringiensis preparatlarinin uygulanmasimin, fabrikada petek baskisi
sirasinda  yaglama  yapilr  gibi  seyreltilmis  siispansiyonlar  kullanilarak
gerceklestirilmesinin  miimkiin oldugu ortaya konulmugtur. Ayrica, spor ve kristal
agirhginin  uygulamada 1/100 oramim gegmemesi gerektigi belirtilmistir(Tutkun ve
Bosgelmez 2003).

Bityiik balmumu giivesi larvalar, geng larva dénemlerinde B. thuringiensis spor ve
kristal kanigimma gok hassastir. Ornegin, Bosgelmez ve arkadaslari (1983) tarafindan
yapilan bir ¢aliymada, biyilk mum givesi iizerinde laboratuvar kosullarinda
B.thuringiensis’ten hazirlanan toz preparatlarin etkileri arastinlmistir. Biiyilk mum giivesi
larvalarma kars1 uygulanan preparat dozlan sirasiyla 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3 gr seklinde
olmugtur. 1.5-3 gr’lik tim dozlarda etki elde edilmis, geng larva evrelerinin ise 0.5 - 1.0

gr’lik dozlara duyarli olduklar1 belirlenmistir (Tutkun ve Boggelmez 2003).
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B. thuringiensis preparatlanimin uygulamasinin gegitli faktorlere baglh oldugu
bilinmektedir. Ornegin, suni besi yerlerine B. Thuringiensis preparatlariin kanstiriimast
ile elde edilen diyetlerde, G. mellonella larvalarimin yetistirilmesi sonucu 6liim orani,
konsantrasyona, preparatin kristal icerigine ve larva yagina bagh olarak degismektedir
(Tutkun ve Boggelmez 2003).

Cantwell and Shieh (1981), B. thuringiensis’in Certan ticari adi ile hazirlanmis bir
preparatimin, depolanmis petek materyali Gizerinde zarar yapan balmumu giivesine karst
miicadelede basartli oldugunu kaydetmistir. Ayrica, bu preparatin arih kovanlarda isci
artlant ve koloni yasamini engellemediBi, balin 6zelliginde bir degisme yapmadig ve

insanlara zarari bulunmadiZint belirtmistir (Tutkun ve Bosgelmez 2003).

Cakmakg1 ve arkadaslari tarafindan 6zel olarak gelistirilen Tarmik-A isimli
mikrobiyal preparat da, 40x10° gr spor yogunlugunda hazirlanarak eritilmis balmumuna
toz halinde kangtirilmig ve 6zel temel petekler elde edilmistir. Bunlarin kovanlara
verilmesi ile yaptlan miicadelede, balmumu giivesinin yasl larvalarina karsi %71 oraminda

basar: saglanmustir (Tutkun ve Bosgelmez 2003).

b) Viriisler

Biiyiik balmumu giivesi larvalarina etkili virislerin kullamimi simrht olmast,
etkilerinin simirli olmasy, tiretiminin de ¢ok pahali olmasi nedeniyle miicadelede viriislerin

kullaniimasi ekonomik degildir (Tutkun ve Bosgelmez 2003).

¢) Funguslar

G. mellonella yumurtalarimn Aspergillus flavus sporlan ile enfekte edildiginde,
yumurtalarin tzeri miselyum ortiisii ile kaplamr. Ayrica, konidiumlarin sadece saglikli
yumurtalarda degil, zarar gérmiiy larvalarda da etkili olmaktadir(Tutkun ve Bosgelmez

2003).

¢) Nematodlar

Agamermis spp. (Strongylida:Mermitoidae) gibi baz1 nematod tirleri boceklerde
asalak olarak yagamakta, bir kismi ise konukgusunu bir siire sonra 6ldiirmektedir (Tutkun

ve Bosgelmez 2003).

Son yillarda, konukgusunu oldiiren entomopatojenik nematodlarin  biyolojik
miicadelede kullamlmasi yoniindeki aragtirmalara yogun olarak devam edilmektedir

(Tutkun ve Bosgelmez 2003).
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BOLUM 11
3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteriler ve balmumu giivesi

Bu ¢aligmada kullamlan Bacillus thuringiensis 51H2 susu Nigde civarindan izole
edilmistir (Coban 2000).

Denemelerde kullanilacak biiyiik balmumu giivesi (Galleria mellonella L.) Ankara

Koy Hizmetleri Midurliigi Zirai Miicadele ve Aragtirma laboratuvarindan alinnustir.

3.1.2. Arag, gerec ve kimyasal maddeler
Nigde Universitesi Biyoloji Boliimii laboratuvarlarinda bulunan arag, gereg ve

kimyasal maddeler kullanilmgtir.

3.2. Metot

3.2.1. Bakterinin iiretimi

Bakterinin aktiflegtirilmesinde, tiretiminde ve saklanmasinda nutrient siv1 besiyeri

ve nutrient agar kati besiyerleri kullanilmusgtir.

3.2.2. Galleria mellonella’nin éiretimi

Galleria mellonella’nin iretimi igin 70x110 cm ebatlarinda bes tarafi cam ile
kapatilmig kabin kullamlmistir. Kabin igin %50-70 arasinda nispi nem ve 25-30 °C

sicakliga sahip bir ortam olarak hazirlanmugtir. Bityilk mum giivesinin larva besini (Halict

2001) olarak agagidaki bilesim hazirlanmstir.

Siittozu disinda diger besiyeri bilegimleri otoklavda sterilize edilmis ve daha sonra
aseptik kosullarda kanstirntmugtir. Larva iiretimi igin gerekli kavanozlar ve larvanmn

yumurtalarint birakmasi i¢in gerekli filtre kagitlan da sterilize edilmistir.



Biiyiik mum giivesinin besiyeri bilegimi:

Un 890 g
Kuru maya 222 g
Bal 500 g
Gliserin 500 g
Stttozu 445 g
Bugday kepegi 445 g

Bu kangim igerisine bityik mum giivesi yumurtalan gelisebilmeleri igin

birakilmistir.

3.2.3. Bakteri preparatlarimin hazirlanmasi

% 1.0 g kursun olacak gekilde kursun nitrat‘(Pb (NOs);) ve potasyum kromat
(K2Cr07) ¢ozeltisi distile su igerisinde hazirlanmg ve otoklavda sterilize edilmigtir.
Bakteri preparatlerinin bu metal ¢ozeltiler ile muamelesi 20 saat siireyle oda sicakliginda

bekletilerek gergeklestirilmigtir.

Aranmig’in (2002) kullandigt yontem degistirilerek bakteri preparatlar hazirlanmig
ve larvalara tatbik edilmigtir. Bu amagla, bakteri nutrient agar besiyeri igeren petri kutulart
igerisine yaytlarak inokiille edilmis 35°C de bir gece inkiibasyona kaldinlmistir,
inkiibasyon sonrasinda oda sicakhiginda 15 giin bekletilerek bakterilerin spor olugturmas:
saglanmmstir. Daha sonra basit boyama yapilarak spor olusturup olusturmadigi kontrol
edilmigtir. Spor olusturdugu saptanan petri kutularindaki bakteriler insektisidal aktivite
denemelerinde kullamlmigtir. Bunun igin bakteriler, distile su yardimiyla petri kutularindan
toplanmig ve eppendorf tiiplere konularak 5 dakika siireyle 13 000 rpm'de santifriij
edilmistir. Her bir petri kutusu i¢in yag agirhgi 0.2 g olacak sekilde bakteri elde edildikten
sonra iki defa distile su ile yikanmugtir.

Metalle muamele etmek igin ayrilan bakteri ¢okelekleri 1.0 ml % 1.0'lik metal
iceren gozeltide 25°C’de 20 saat siireyle bekletilmigtir. Bu siire sonunda santifriij edilip,
bakteri ¢okelegi igindeki metali uzaklagtrmak tizere iki defa distile su ile yikama
gergeklestirilmistir. Daha sonra ¢okelek 1.0 ml distile su iginde ¢oziilmisgtiir.

Metallerle muamele edilmis ve edilmemis ¢oziinmiig bakteri solusyonlar1 1.0 g
yemle (untkepek) kangtinlarak petri kutulan igerisine yayilmus ve bir gece bekletilerek
kurutulmustur. Petri kutularindaki kuru kangim ezilip, ogiitilmis ve 1.0 g bal ile

kanstirilarak larvalara yedirilecek hale getirilmisgtir.
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3.2.4. insektisidal aktivitenin saptanmas

Boliim 3.2.2” de hazirlamsglan anlatilan preparatlarin bulundugu her bir petri kutusu
icerisine 3. ve 4. evrede bulunan 10 adet larva birakilmigtir. Bu deneme hem metal
icermeyen hem de metal ile muamele edilmis preparatlarla yapilmistir. Olii larva sayimlari

birinci giinden baglayarak 33 giin igerisinde gerceklestirilmigtir.
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BOLUM 1V
4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bakterilerin insektisidal Aktivitelerinin Saptanmas

Denemelerde kullanilan bakterinin 1. giinden itibaren insektisidal aktivitesi
degerlendirilmeye baglanmigtir (sekil.4.1, sekil 4.2, sekil 4.3). Aktivite olii larvalarin
saymmyla belirlenmistir (Cizelge 4.1). Denemeler bes paralel olarak yiiritildiigiinden bu
bes paralel setten alinan sonuglar toplanmig ve toplam 6lii larva sayisi olar:a‘k‘ verilmigtir.

Cizelge 4.1. Insektisidal aktivite saytsal sonuglart

O L U LAR V A S AY 11T S 1
GUN Besiyeri Bakteri Krom Kursun | Kursuntbakteri | Krom+Bakteri
1 0 0 0 ] 2 0
2 0 2 7 1 |2 0
3 0 2 16 21 2 0
4 0 5 29 29 2 2
5 0 11 36 37 2 3
6 0 13 41 42 2 5
7 0 17 45 42 2 6
8 0 18 - 147 46 2 7 .
9 0 21 47 48 6 13
10 0 22 48 50 9 16
11 0 25 48 50 13 17
12 0 29 148 50 15 17
13 0 29 48 50 18 18
14 0 31 49 50 24 21
15 0 36 50 50 26 22
16 0 39 50 50 28 24
17 0 42 50 50 30 28
18 0 43 50 50 31 31
19 0 44 50 50 33 33
20 0 46 50 50 35 34
21 0 47 50 50 38 35
22 0 47 50 50 38 38
23 0 47 50 50 40 38
24 0 47 50 50 40 42
25 0 47 50 50 43 44
26 0 47 50 50 44 44
27 0 47 50 50 45 44
28 0 48 50 50 48 46
29 0 48 50 50 48 46
30 0 48 50 50 49 46
31 0 49 50 50 50 146
32 0 50 50 50 50 47
33 0 50 50 50 50 50




Insektisidal aktivite deneylerinde 0.2 g bakteri, 2.0 g yem ile karistirilarak tatbik
edilmigtir. Bu oranin elde edilebilmesi igin galleria mellonella'ya karsi etkinligi % 100
olarak tespit edilen ve Nigde izolati olan B.thuringiensis 51H2 sugunun 0.05, 0.1 ve 0.2 g
miktarlar1 kullanimistir.

Sonuglara bakildidinda, agir metallerin toksik olmasindan dolay1 krom ve kurgun

metalinin daha ¢abuk larva 6liimlerine neden oldugu goriilmektedir.

Bununla birlikte kurgun ve krom metali ile muamele gormiis bakterinin insektisidal
aktivitesinin azaldig: tespit edilmigtir. Daba 6nce yapilmig bir galigmada kﬁ%sun metali ile.
muamele goren ¢ok sayida bakterinin insektisidal aktivitesinin ilk yedi giinde diigtagu, 14.
gine dogru ise artti tespit edilmistir (Aranmug 2002). Bu caligmada da, bakterinin,
metalin ve metallerle muamele edilmis bakteri preparatlarinin benzer sonuglar verdigi

tespit edilmigtir (sekil 4.1, sekil 4.2, sekil 4.3).

60 -

olii larva say1s

Sekil 4.1. Kurgunun B. thuringiensis'in insektisidal aktivitesi tizerine etkisi

H2: B. thuringiensis 51H2 susu Besiyeri: Metal ve bakteri igermeyen yem
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Sekil 4.2. Kromun B. thuringiensis 'in insektisidal aktivitesi lizerine etkisi

H2: B. thuringiensis 51H2 susu Besiyeri: Metal ve bakteri icermeyen yem

6lii larva sayis

Sekil 4.3. Deney setleri arasinda insektisidal aktivitenin kargilagtiriimasi

H2: B. thuringiensis 51H2 susu Besiyeri: Metal ve bakteri igermeyen yem

Sekil 4.1 ve sekil 4.2’ye bakildiginda kursun ve krom ile muamele edilmis bakteri
preparatlarinin  insektisidal aktivitelerinin azaldii ve etki siiresinin uzadifi tespit

edilmigtir.
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Aranmig (2002) cesitli B.thuringiensis suglariyla yaptigt caliymada, kursun
metalinin insektisidal aktiviteyi ne sekilde degistirdigi tespit edilmeye caligtimig sonuglar
7. ve 14. giinde alinmigtir. 7. giine kadar sayilan larva Olimleri metal ile muamele
edilenlerde diigiik bulunmugken, 14. giine kadar larva éliimlerinde metalle muamele edilen
bakteri preparatlarim yiyenlerde artig gorilmiistir. 7. Giinde yapilan sayim sonuglarina
gore metal, insektisidal aktivite de % 7.7.’lik bir azalmaya neden olmustur. Buna karsin 14.
giinde yapilan sayim sonuglarina gére metalin % 18’lik bir artiga neden oldugu

PN

saptanmustir.

Insektisidal aktivitenin daha uzun sireler etkisini gostermesini saglayan yapilar
sporlardir. Sporlar larva tarafindan alindiktan sonra kosullarin uygunluguna gore larva
biinyesinde vejetatif forma dénmektedir (Federici et al 1990, Chilcott et al 1990, Porter et
al 1993). Deneme siiresi zarfinda, spor igerisinde yer alan metallerin, kristal toksine oranla
daha uzun dénemde etkili oldugu ve larvalarin 6limiine yol agtifi disiiniilmektedir.
Aranmig’in (2002) yaptig: ¢aligmada, insektisidal ozellige sahip olmayan Bacillus subtilis
bakterisi de denemelerde kontrol grup olarak metal ile muamele edilerek kullaniimigtir. Bu
bakterinin metal igermeyen preparatt oliime neden olmazken, metalle muamele edilen
preparati larvalarin Oliimine neden olmugtur. Bu olay, bakterinin larva biinyesine
alindiktan sonra vejetatif forma doniigtigiinden, icerdigi kursun metalinin zehirleyici
etkisine maruz kaldig: seklinde degerlendirilmistir.

Sekil 4.3.'de gorildiigi gibi kursun ve krom metalleri insektisidal aktivite de
belirgin bir diisiise neden olmustur. Biitiin bu sonuglar kursun ve krom metallerinin kristal
toksin proteininin yapisina girdikten sonra larvanmin barsak pH' sinda polipeptidlerine
ayrilamadigimt digiindiirmektedir. Yapilan aragtirmalar, kristal toksin proteininin barsak
pH'sinda ve barsak enzimlerince polipeptidlerine ayrlldlgml, insektisidal ozelligi bu
polipeptidlerden birinin gosterdigini, bu polipeptidin ise barsakta yer alan reseptorlere
baglandigint ortaya gikarmugtir (Lacey and Undeen 1986, Federici et al 1990, Chilcott et al
1990, Porter et al 1993).
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5. SONUC

Bu ¢alisma sonunda, kursun ve krom metalinin B. thuringiensis'in insektisidal
aktivitesini etkiledigi belirlenmis ve su sonuglar elde edilmistir:
1. Kursun ve krom metalinin insektisidal aktiviteyi distirdiigii belirlenmis, ancak bakteri
spor yapilarinin vejetatif duruma gecerken ne kadar kursun ve krom metalinin salidiginm
belirlenmesi gerektigi ortaya gikarilmistir.
2. Kursun ve krom metallerinin B. thuringiensis in spor ve kristal yapilariidan daha toksik
oldugu, ancak bu metallerle muamele edilerek hazirlanan bakteri preparatlarinin
toksisitesinin ise en diisiik oldugu tespit edilmistir.
3. Istatistiksel olarak T testi ile degerlendirme yapilmis, kursunun bakterinin insektisidal
aktivitesi tizerindeki etkisinin anlamh oldugu (1 3 .= 8.25, P< 0.0001), kromunda
bakterinin insektisidal aktivitesi tizerindeki etkisinin de anlamli oldugu (t 32y = 8.845. <

0.0001) tespit edilmistir.
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