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OZET

KURSUN METALININ Bacillus thuringiensis TN BAZI SUSLARININ INSEKTISIDAL
AKTIVITELERI UZERINE ETKISI

ARANMIS, Az

Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Yrd.Dog.Dr. Ayten Oztiirk

Temmuz 2002, 35 Sayfa

Bu ¢aligmada, kursun metalinin Bacillus thuringiensis tiiriine ait bakterilerin insektisidal
aktivitesi lizerine etkisi belirlenmisti. Bu amagla toplam ii¢ referans bakteri (B.t.
var.morrisoni T08001, B.t. var. thuringiensis T01001, Bacillus subtilis 06100) ve 16 adet
Nigde yoresinden izole edilmis B.t. suslari kurgun metali ile muamele edildikten sonra,
insektisidal aktiviteleri yoniinden un giivesi (Ephestia kuehniella L.) iizerinde denenmistir.
Denemelerde kursun ile muamele edilen suglann ilk 7.giinde insektisidal aktivitelerinde
diisme gorililmiis, 14.glinde ise insektisidal aktivitenin arttif1 tespit edilmigtir. Metal ile
muamele edilmis suslardaki kristal ve spor yapilar1 morfolojik olarak elektron mikroskopta
incelenmis ve kursun ile muamele gérmiis spor ve kristal yapimin normalden farkl
olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica kursun igerifi bakimindan yapilan kimyasal analiz
sonuglarina gore, hem sporlarin hem de kristal yapiin farkli oranlarda kursun metalini

adsorbladig belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bacillus thuringiensis, kursun, insektisidal aktivite
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SUMMARY

ARANMIS, Arzu

i}

INFLUENCE OF LEAD METAL ON INSECTICIDAL ACTIVITY OF
SOME STRAINS OF Bacillus thuringiensis

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

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ayten OZTURK

July 2002, 35 pages

In this study, the influence of metal lead on insecticidal activity of of Bacillus thuringiensis
(B.t.) strains was determined. Three reference bacteria (B.t. var.morrisoni T08001, B.t.
var. thuringiensis T01001, Bacillus subtilis 06100) and 16 Bacillus thuringiensis strains
isolated Nigde were treated with lead metal and tested on Ephestia kuehniella for their
insecticidal activity. Strains treated with metal lead showed decrease in activity within the
first 7 days but, an increase in activity in 14 days. Examination of the crystal and spore
structures under the electron microscope showed that morphological features of crystal and
spores treated with lead was any different from the original ones. However, different levels

of lead was observed to have been adsorbed in spores.

Key words: Bacillus thuringiensis, lead, insecticidal activity
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BOLUM I
GIRiS

Zararli bocek tiirleriyle miicadele de alternatif metotlardan biri biyolojik
miicadeledir. Kimyasal ilaglarin toprakta birikimi ve diger zararli olmayan canlilar
iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle uzun yillardan beri bilim adamlar1 alternatif bir
metot olarak biyolojik miicadele yollarim1 gelistirmektedir. Gelistirilmis metotlardan

bazilar i¢erisinde mikrobiyel insektisidler genis bir kullanima sahiptir.

Biyolojik miicadelede kullanilan canlilar igerisinde viriis, bakteri ve funguslar gibi
¢esitli mikroorganizmalar da bulunmaktadir. Bunlardan 6zellikle Bacillus cinsine dahil
olan Bacillus thuringiensis (B.t.) ve Bacillus sphaericus suglarin cesitli zararli b6cek
tiirlerine karst sporulasyon evrelerinde iirettikleri protoksin sayesinde nemli derecede
insektisidal aktivite gosterdikleri bulunmug ve ticari preparatlar olarak gelistirilmistir.
Laboratuvar ortaminda iiretimleri kolay ve ekonomik olan mikrobiyel insektisidlerin
kullamildig1 ¢evrede uzun bir siire etkinliklerini devam ettirmeleri de ©nemli bir
ozellikleridir.

Bugiine kadar yapilmis arastirmalarda, biyoinsektisidlerin g¢evresel faktorler
tarafindan etkinlikleri Uzerindeki farkliliklar belirlenmeye g¢aligilmig, ancak cevredeki
kirleticilerin 6rnegin insektisid, herbisid ve agir metallerin biyoinsektisidlerin aktivitesini
nasil etkiledigi konusu ¢aligilmamigtir. Bu ¢aligmayla, bu bilgi boslugunun giderilmesinde

bir adim atilmasi hedeflenmistir.



BOLUM 11
ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Bakteriyel Insektisidler

Bocek patojeni ¢ok sayida bakterinin bulunmasina karsin, diger canlilar
etkilemeden giivenle kullamlacak az sayida bakteri bulunmustur. Bunlarin ¢ogu
Bacillaceae familyasina ait endospor tlireten bakteriler olup bunlardan sadece bes tiirtin
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 miimkiindiir (Cizelge 2.1).

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

A. Bakteriler genis gubuk seklindedir (Hiicrelerin ¢gap1 > 1.0 um)
Siskinlik olusturmayan sporangiyumlar iginde eliptik endosporlar bulunur.
Yuvarlak kare seklinde veya sekli belirsiz parasporal kristaller bulunur.
Lepidoptera ve Diptera larvalarina patojendirler.
= Bacillus thuringiensis
B. Bakteriler daha kiigiik gubuklar seklindedir (Hiicrelerin ¢apt < 1.0 um)
1. Sigkinlik yapan sporangiyumlar iginde eliptik sporlar bulundurur ve basit
besiyerlerinde iireyemezler.
Baz1 koleopterlere patojendirler.
Cesitli sekillerde parasporal kristaller olustururlar.
= Bacillus popiliae
Parasporal kristaller bulunmaz.
= Bacillus lentimorbus
Parasporal kristaller bulunmaz. Balarisi larvalarina patojendir.
= Bacillus larvae
2. Siskinlik yapan sporangiyumlar iginde yuvarlak endosporlar bulunur. pH’s1 6 olan basit
besiyerlerinde gelisirler.
Baz1 suglan sivrisinek larvalarina patojendir.

= Bacillus sphaericus



Birinci grubu (A) siskinlik olusturmayan eliptik endospor igeren sporangiyumlari
bulunan bakteriler (Bacillus thuringiensis) olugtururken, ikinci grubu (B) sigkinlik
olusturan oval veya eliptik endosporlar1 igeren sporangiyumlart bulunan bakteriler (B.
lentimorbus, B. popiliae ve B. larvae) ve siskinlik olusturan sporangiyumlu yuvarlak
sporlara sahip bakteriler (B.sphaericus) olusturmaktadir.

2.2. Bacillus thuringiensis Tiiriiniin Ozellikleri

B.thuringiensis gram pozitif 6zellikte, endospor olusturan, fakiiltatif anaerob
gelisme ozelligine sahip, toprak kokenli bir bakteridir. ilk olarak Ishiwata (1901)
tarafindan 6lii ipekbdcegi larvasindan izole edilmigtir (Lacey and Undeen 1986).

Bu bakteriler tarafindan iiretilen protein yapidaki parasporal kristallerin insektisidal
aktivitelerini, bécek larvalarmin alkali pH'ya sahip barsak sistemlerinde kazandig1 ve bu
protein yapinin alkali pH'da bir kag oligopeptide ayrilarak gesitli barsak proteazlari
tarafindan insektisidal aktivite gosteren toksine doéniistiiriildiigti bulunmustur (Lacey and
Undeen 1986, Porter et al. 1993).

2.2.1. Bacillus thuringiensis'in siniflandirilmasi

Simdiye kadar izole edilen B.thuringiensis izolatlarimin simiflandirilmasinda
biyokimyasal ve serolojik Kkriterler géz Oniinde bulundurulmustur. Bundan bagka
B.thuringiensis'in smflandirilmas1 i¢in bagka yaklagimlar da kullanilmig, vejetatif
hiicrelerinin esteraz tiplerine gore flagella (H) ve kristal antijenlerine uygun olarak
sintflandirilmaya ¢alisgtlmigtir. 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
bdcek tiirlerinin tipik oldugu ifade edilmigtir. (De Barjac 1981). Bu siniflandirmaya
haraketsiz bir alttiir de B.f.wuhanensis olarak dahil edilmigtir (Cizelge 2.2). Biitiin alt
tiirlerin toksisiteleri kalite ve kantite agisindan suslara gore farklilik g6stermektedir (De
Barjac 1990).



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

H antijen Serovaryete Kisaltma Ik tamimlayan ve gegerli isim

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;

S5a5b galleriae GAL Shevetsova, 1959; De Barjac&Bonnefoi, 1962

5a5¢ 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

8a8c 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

11allc kyushuensis KYU Ohba&Aizawai, 1979

12 thompsoni THO De Barjac & Thomson, 1970

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

14 israelensis 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, Qi-fang, Xue-ping & You-wei, 1979

20a20c pondicheriensis PON DeBarjac, Frachon, Rajagopalan&Cosmao, yaymlanmadi

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

22 shandongiensis SHA Ying, Jie&Xichang, 1986

23 japonensis JAP Ohba&Aizawai, 1986

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

25 coreanensis COR De Barjac & Lee, yayinlanmadi

26 silo SIL De Barjac&Lecadet, yayinlanmadi

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




2.2.3. Bacillus thuringiensis’in toksinleri

B.thuringiensis'e ait suglarin 100'den fazla Lepidoptera {iyesi bdcek larvasina,
Diptera ve Coleoptera iiyelerinin gesitli tlirlerine karst patojenik etki gdsterdigi
belirlenmigtir. B.thuringiensis suslarinin alfa ekzotoksin, beta ekzotoksin ve delta
endotoksin olmak iizere temelde ii¢ tip toksini sentezledigi ve toksin tiplerinin her birinin
biyokimyasal yapisimn ve aktivitesinin sustan suga degigebildigi bulunmustur. Bununla
birlikte simdiye kadar izole edilen B.thuringiensis alttiirlerine ait suglarin her birinin, farkli
bocek tiirlerine patojen olabildigi de gosterilmistir (Whiteley and Schnepf 1986). Bacillus
thuringiensis serotiplerinin toksin bilesimlerinin farkli bocek tiirlerinde farkli sekilde
reaksiyonlar verdigi ve bu durumun bécegin barsak kimyas: ile de ilgili oldugu
belirlenmigtir. Buna karsin bocek tiirlerine etki mekanizmalarinin benzer oldugu
bulunmugtur (Fast 1981).

2.2.4. Bacillus thuringiensis’in parasporal kristal endotoksini

Toksinin bipiramidal kristal yapisinin B.thuringiensis'in biitiin alt tiirleri igin tipik
bir 6zellik olmadig1 yapilan gesitli aragtirmalarla ortaya konmugtur. Lepidoptera larvalarina
patojen suslarin bipiramidal tipte (Ohba et al. 1981a), Diptera larvalarina patojen suslarin
yuvarlak ve oval tipte (Orduz et al. 1992), Coleoptera larvalarina patojen suslarin ise
rhomboidal (kargilikls kenar ve agilari esit, dik agis1 bulunmayan paralel kenar) tipte,
kristal olusturdugu belirlenmis, ancak bu sekilde bir ayrimin da tam olarak yapilamayacagi
cesitli caligmalarla ortaya konmustur (Padua et al 1980, Cetinkaya vd 1995a). Diptera
larvalarina patojen bulunan B.t.tohokuensis kristallerinin rhomboidal (Ohba et al 1981b),
lepidopterlere toksik B.tjaponensis (serotip 23)in (Ohba and Aizawai 1986),
B.t.sumiyoshiensis ve B.tfukuokaensis'in (Ohba and Aizawai 1989), yuvarlak tipte kristal
olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica insektisidal aktivite gdsteremedigi belirlenen
B.t.neoleonensis'in tigkoseli (triangular) kristal yaptya sahip bir protein iirettigi de tespit
edilmigtir (Rodriguez-Padilla et al 1990).

Sivrisinek larvalarina toksik B.t.israelensis ve B.t.morrisoni PG 14 suslarmn
sporulasyon evresinde ti¢ biiytik kristal protein tirettigi ve bu kristal proteinlerin, 134, 128,
70, 58 ve 27 kDa'luk agirliga sahip, en az bes adet polipeptitten olustugu belirlenmistir. Bu
alt tiniteler disiilfit ve hidrofobik baglarla bir arada tutulmaktadir. Antijenik 6zellikleri ve
biiyiikliikleri bakimindan B.sphaericus toksininden farkli oldugu anlagilmigtir. 27 kDa'luk



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

B.tisraelensis iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda toksin yapisinn % 1.0
oraninda nétr seker icerdigi ve tam bir aktivite gosterebilmesi igin N-asetil glukozamin
oligosakkaritini icermesi gerektigi ve % 1.7 oraninda amino gekerleri igeren bir
glikoprotein yapisinda oldugu bulunmugtur (Crickmore et al 1990, Federici et al 1990,
Porter et al 1993). Cesitli serotiplere ait kristal toksik proteinlerin amino asit igeriklerinin
farkli oldugu, metiyonin oraninin diigiik, asparajin, glutamik asit, glisin ve 16sin oraninin
fazla oldugu saptanmistir (Cakmake1 vd 1985).

B.t.israelensis kristal toksik polipeptidlerin hi¢ birinin tam bir toksin proteini gibi
insektisital aktivite gosteremedigi bulunmustur. Bu durum kristal polipeptidleri arasinda
bir sinerjizm oldugunu diigiindiirmiistiir. 27 kDa'luk polipeptid ile ya 70 kDa'luk polipeptid
arasinda ya da 128 ve 134 kDa'lik polipeptidlerin karigimlar: arasinda bir sinerjizm oldugu
gosterilmigtir (Crickmore et al 1990, Federici et al 1990, Porter et al 1993). Toksik kristal
proteinin, sporulasyonun bagladig: ilk {i¢ saat igerisinde sentez edilmeye baglandig1 ve bes

saat siiresince devam ettigi belirlenmigtir (Porter et al 1993).
2.2.5. Kristal endotoksinin etki mekanizmasi

Insektisidal B.thuringiensis toksinlerinin baglanma bélgelerinin bécek barsagindaki
mikrovillus hiicre membranlar1 tizerinde oldugu aragtiricilarca ortaya konmus ve toksik
polipeptidlerin bdcek duyarlilifs 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 yapilmgtir.

Bu c¢alismalar sonucunda hangi faktorlerin, B.thuringiensis'in kristal toksinlerinin
insektisidal 6zelligini ve bocek spesifikligini tayin ettigi bulunmustur. Toksinlerin konak
genisligi tizerinde {i¢ belirgin fakt6riin etkili oldugu ortaya ¢ikarilmigtir:

I. Toksik proteinin ¢oziinilirliiglinti etkileyen larva barsaklarindaki farkliliklar ortaya
konmugtur: Farkli b6cek gruplarinda barsak proteaz spektrumunun da, pH'min da farklh
olabildigi ve toksisitedeki potansiyeli ve spesifikligi etkiledigi belirlenmistir.

II. Islem gérmils protoksinin etkinligi belirlenmigtir: Toksisitenin toksik proteinin

¢ozlinlirligiine baglh olmakla birlikte tek bir faktdr olmadigi, toksik proteinin



¢oziinmesinden sonra da bocek spesifikliginde énemli Slgiide farkhhiklarin olabilecegi
ortaya konmugtur.

I1I. Toksine olan duyarlilik i¢in gerekli olan barsak duvarindaki reseptdrlerin meveudiyeti
ve fenotipteki ifadesi (ekspresyonu) de insektisidal aktiviteyi etkilemektedir. Lepidoptera
iiyesi boceklerin Cry I toksin tipine olan direngliligine, toksin proteinin reseptérlere olan
affinitesinin azlig1 ya da yilksek affinite bolgesinin tiimiiyle olmayisi neden olarak
gisterilmigtir (Porter et al 1993).

Toksisitede ilk adim, muhtemelen fosfolipid olan ve doymamis yag asitlerini igeren
reseptor bolgelerine toksin proteinin baglanmasidir. Buna kargin baglanma bélgelerinin
yapisi tam olarak belirlenememigtir. Ancak toksin spesifikliginden toksinin seker kisminin
sorumlu olabilecegi belirtilmistir. Toksinin reseptorlere baglanmasi, barsak hiicrelerinin
plazma membraninda kiigiik porlarin olugmasina neden olmaktadir. Bu durum porlardan
kesintisiz olarak iyon ve su akigiyla hiicrelerin sigmesine neden olup, ozmotik lizize yol
a¢makta ve paraliz sonucu larvanin 6lmesine neden olmaktadir (Lacey and Undeen 1986,
Federici et al 1990, Chilcott et al 1990).

2.2.6. Kristal endotoksin preparatlarinin kullanimi ve giivenligi

B.thuringiensis'in hayvan ve insan saglifl agisindan giivenirliginin test edildigi
¢aligmalarda hedefin digindaki canlilara toksik olmadid: belirlenmistir. Fare, sigan, tavsan
ve kobay tizerinde, B.t.thuringiensis, B.t.kurstaki ve B.t.israelensis preparasyonlarinin oral,
deri, derialti, intraperitonal, damari¢i, gozigi ve teneffiis yoluyla yapilan uygulamalar
sonucunda, 107-108 bakteri/hayvan diizeyindeki preparasyonlarin akut veya kronik
toksisiteye ya da enfeksiyona neden olmadigi, sadece 100 canli bakteri/fare diizeyinde, fare

beynine yapilan bir enjeksiyonun o&liime neden oldugu bulunmustur. Yapilan diger
¢alismalarda, bu bakterinin kristal toksinlerine maruz kalan balik, kurbaga gibi diger
vertebratlarin, sivrisinek predatorii olan artropodlarin (eklembacaklilarin), yumusakgalar
ve diger su canlilanmn olumsuz yonde etkilenmedigi ortaya ¢ikarilmistir (Krieg and
Miltenburger 1984, Lacey 1985, Lacey and Undeen 1986).

Zararlilarla miicadelede sulu konsantrelerinin laboratuvar ve saha kosullarinda
bagarili bir sekilde kullamldi1 B.thuringiensis'in preparatlari, sivi ya da toz halde
hazirlanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda sivi preparatlarin hazirlanmasindaki kolayhiga
kargin, toz preparatlarin raf Smriiniin daha uzun oldugu tespit edilmistir (Krieg and
Miltenburger 1984, Porter et al 1993). Her iki formulasyon tipinin kullamldigi yerler



birbirinden farklidir. Toz preparatlarin kulanildiklar1 alanlarda yerlesik olma 6zelliklerinin
(adaptasyonlarinin) ve devamliliklarii koruma oranlarinin  daha disik oldugu
bulunmustur. Senkronize olmayan sivrisinek tiirlerinin larvalar1 genellikle uygulamanin
yapildig1 3. ya da 4. gilin igerisinde yeniden goriilmektedir. Preparatlarda yer alan kristal
endotoksinler uygulamay: takiben zararlilara olan etkisini 6 dakika ile 24 saatlik bir siirede
uygulama dozuna bagli 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. Dolayisiyla preparatlardaki spor formlarinin, uygulamadan sonra da o
bolgelerde devamliliklarim korumalar: bu agidan son derece 6nemlidir (Porter et al 1993,
Cetinkaya et al 1995b).

B.thuringiensis preparatlarinin saha etkinliginin tespitiyle ilgili ¢aligmalarda,
B.thuringiensis suglarimin dogada kalim siiresini etkileyen fakt6rler de aragtirilmmgtir. Boyle
bir aragtirmada tuzun (NaCl) ve kisa siireli giimgigina maruz kalmanin B.thuringiensis
(H14)" iin aktivitesini etkilemedigi belirlenmistir. Bununla beraber UV radyasyonuna
maruz birakilan B.thuringiensis sporlarinin 6lmesine karsin, kristal toksinlerinin halen aktif
oldugu da gosterilmigtir (Lacey 1985).

B.thuringiensis spor ve kristallerinin uygulamadan sonra ne kadar siireyle o bolgede
varligim korudugu, etkinligi yiiksek formiilasyonlarin olugturulmasi agisindan oldukga
onemlidir. Bu konuyla ilgili olarak toprak, su ve diger habitatlarda kalim siiresinin
belirlenmesiyle ilgili cesitli ¢aligmalar yapilmustir. B.thuringiensis'nin topraktaki kalim
siiresinin immiinofloresan y&ntemiyle belirlenmesinin hedeflendigi bir ¢alismada, canli

vejetatif hiicrelerinin topraktan ¢ok izl bir gekilde (ilk 24 saatte % 91'inin) yok oldugu,

buna kargin sporlarin daha uzun siire (259C'de 91 giin) degismeden kaldig1 belirlenmigtir.
Fakat bu stire zarfinda bakteri sporlarinda herhangi bir sekilde germinasyonun olustugu
gozlenmemigtir (West et al 1984).

Ticari olarak {iiretilen preparatlarin etkinligi genellikle bécek larvalar itizerinde
gergeklestirilen laboratuvar denemeleri ile ortaya konmaktadir. Ancak biyoinsektisitlerin
laboratuvarda ve saha denemelerinde etkinligi habitat ve larval faktérlerin dahil oldugu
gesitli faktorler tarafindan da etkilenmektedir. Bunlar igerisinde, kullanilan preparat tipi,
larva gelismesinin goriildtigii cesitli habitatlardaki kirlenme, suyun derinligi, bulaniklig: ve
iyonik bilesimi, sicaklik, mikrofloranin etkisi, larval gida kaynaklarinin bulunmasi, bitki
ortiisi, larva yasi, larva yogunlugu ve larvalarin beslenme davramsi gibi parametreler
aktiviteyi etkileyen bazi faktorler olarak goriilmektedir (Klowden et al 1983, Lacey 1985,
Sutherland and Khoo 1987).



Yiizen preparatlarin, Anopheles larvalari gibi suyun yiizeyinden beslenen sivrisinek
larvalarina etkili olabilmesi umuduyla gelistirilmesi istenmektedir. Buna karsin yavag
salman 6zellikte ve asili duran preparatlarin ultraviyole radyasyonu karsisinda etkinliginin
azaldig1 ve spor sayisinin da diistiigli g6zoniine alinacak olursa, UV 1s18ina direngli ve
diger ¢evresel faktorlere dayamkli B.thuringiensis suglarinin geligtirilmesi gerektigi agiktir

(Porter et al 1993).



BOLUM 111
3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bakteriler ve un giivesi

Nigde Universitesi FEB 97-04 kod no'lu proje kapsaminda Nigde ve ydresinden
izole edilen 16 adet Bacillus thuringiensis susu (A3, B2, B8, B9, D1, D4, F12, F15, F16,
F17, G11, H2, J8,W10, X9, Z3) kullamilmstir.(Coban, 2000)

Bu ¢alisma i¢in ayrica B.thuringiensis (B.t.) tlrline ait B.t. var.morrisoni T08001
ve B.t.var. thuringiensis T01001 serotipleri (Pasteur Enstitiisti) Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Gida Miihendisliginden, Bacillus subtilis 06100 susu Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Béltimii'nden almmagtir.

Denemelerde kullanilacak un giivesi (Ephestia kuehniella 1.) Ankara Koy

Hizmetleri Midiirliigti Zirai Miicadele ve Aragtirma laboratuvarindan alinmustir.
3.1.2. Arag, gere¢ ve kimyasal maddeler

Nigde Universitesi Biyoloji, Kimya B&limii ve Kirikkale Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi elektron mikroskop laboratuvarlarinda bulunan arag, gere¢ ve kimyasal
maddeler ve N.U.Aragtirma Fonu tarafindan desteklenen FEB 2001/010 kod nolu proje

kapsaminda alinan arag, gereg ve kimyasal maddeler kullanmlmagtr.
3.2. Metot
3.2.1. Un giivesinin (Ephestia kuehniella 1.) laboratuvarda iiretimi

Bu amagla ince telle bes tarafi kapatilmig 70x110 cm boyutlarinda tahta kabin
icerisinde nemli ve 25-30°C sicakliga sahip bir ortam hazirlanmigtir. Un giivesi i¢in yem
olarak 1/4 oraminda misir unu, 1/4 oraninda bugday kepegi ve 2/4 oraninda bugday unu
igeren bir karigim hazirlanmugtir. Bu karisim igerisine Ephestia kuehniella L. yumurtalar
brrakilmigtir. Yumurtalar birkag giin igerisinde agilarak I. evre larvalar ¢ikmigtir (Halici,
2001).
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3.2.2. Bakteri Preparatlarimn Hazirlanmasi

% 1.0 g kursun olacak gekilde kursun nitrat (Pb (NOs)) ¢ozeltisi, distile su
icerisinde hazirlanmig ve otoklavda sterilize edilmistir. Daha sonra aseptik kosullarda bu
¢ozeltiden stv1 besiyeri igerisinde diliisyonlar1 hazirlanmig (1/10, 1/100, 1/1000, 1/ 10 000,
1/ 100 000), aktif bakteri kiiltiirlerinden bu besiyerleri igerisine 100’er pl aktarilmugtir.
Ancak bu islemden hemen sonra kursun nitrat ¢ozeltisi besiyeri igeriginin ¢okmesine
neden olmustur. Aym amagla aymi oranlarda kursun igeren nutrient agar besiyeri
hazirlanmug aktif bakteri kiiltiirlerinden bu besiyeri lizerine yayma ekim yapilmustir. Bir
gecelik inkiibasyon sonucunda ¢ok diisiik kursun igeren ortamda bile tireme gériilmemigtir.
Bundan dolay: bakteriler metalli ortamda geligtirilmemis, ancak bakteriler gelistirildikten
sonra metal ile muamele edilmigtir.

Cetinkaya ve Cakmak¢i’nin (1996) kullandigi yontem degistirilerek bakteri
preparatlar1 hazirlanmig ve larvalara tatbik edilmistir. Bu amagla, 19 adet bakteri nutrient
agar besiyeri igeren petri kutulan igerisine yayilarak inokiile edilmig 35°C de bir gece
inkiibasyona kaldirlmistir. Inkiibasyon sonrasinda oda sicakliginda 15 giin bekletilerek
bakterilerin spor olusturmasi saglanmistir. Daha sonra basit boyama yapilarak spor
olusturup olusturmadify kontrol edilmistir. Spor olusturdugu saptanan petri kutularindaki
bakteriler insektisidal aktivite denemelerinde kullamilmistir. Bunun igin bakteriler, serum
fizyolojik (%0 0.987 g NaCl ¢ozeltisi) yardimiyla petri kutularindan toplanmig ve eppendorf
tiiplere konularak 5 dakika stireyle 13 000 rpm'de santifriij edilmigtir. Yas agirhg yaklagik
0.10 g olacak sekilde bakteri elde edildikten sonra iki defa serum fizyolojik ile yikanmagtir.
Daha sonra 1.0 ml serum fizyolojik igerisinde tekrar ¢6ziilmiis, homojen hale getirilmis bu
slispansiyonun yaris1 diger bir eppendorf tiipe aktarilarak kursun metali ile muamele
edilmigtir.

Metalle muamele etmek igin ayrilan bakteri slispansiyonu tekrar santrifiij edilerek
serum fizyolojikten ayrilmig ve 1.0 ml % 1.0'lik kurgun i¢eren kurgun nitrat ¢ozeltisinde 20
saat siireyle bekletilmistir. Bu slire sonunda santifriij edilip sivi kisim atomik absorbsiyon
calismas: i¢in ayrildiktan sonra, bakteri ¢okelegi icindeki kursun metalini uzaklagtirmak
tizere iki defa serum fizyolojik ile yikama gergeklestirilmistir. Daha sonra ¢ékelek 1.0 ml
serum fizyolojik ile ¢oziilmiigtiir.

Kursun metaliyle muamele edilmis ve edilmemis serum fizyolojik i¢inde ¢6ziinmiis

bakteri solusyonlan 0.5 g yemle karigtirilarak petri kutular icerisine yayilmig ve bir gece
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bekletilerek kurutulmustur. Aym islem bakteri icermeyen ve kontrol olarak kullamlacak
besiyerlerinede uygulanmustir. Bu besiyerlerine % 1.0’lik kursun ¢6zeltisinden 1 ml ilave
edilmistir. Daha sonra petri kutularindaki kuru karigim ezilip, ogiitillerek larvalara
yedirilecek hale getirilmigtir. Ayrica kontrol olarak sadece besiyeri igeren petri kutular1 da

hazirlanmagtir.

3.2.3. insektisidal aktivitenin saptanmasi

Bolim 3.2.2° de hazirlamglar anlatilan toz preparatlarin bulundugu her bir petri
kutusu igerisine 2. ve 3. evrede 20 adet larva birakilmistir. Bu deneme hem metal
icermeyen hem de metal ile muamele edilmis preparatlarla yapilmugtir. Olii larva sayimlari
7. ve 14. giinler igerisinde ger¢eklestirilmigtir. Bu diizenek liger paralel olarak yapilmig ve
sonuglarin ortalamalar1 alinip, tam say1 olarak kaydedilmistir.

3.2.4. Bakterilerin kristal ve spor yapilarinin elektron mikroskop ¢alismasi

Metal ile muamele edilen bakteriyel yapilarin (spor ve kristallerin) morfolojik
olarak degisiklige ugrayip ugramadigi elektron mikroskop ¢aligmayla belirlenmeye
caligilmistir. Baz1 bakteri suglari 3.2.2.°de anlatildify sekilde elektron mikroskop igin
hazirlanmigtir.

500 pl bakteri ¢gozeltisi igerisine 1.0 cm boyunda yuvarlak kesilmig filtre kagitlart
batirilmig ve 1 dakika siireyle beklenmigtir. Daha sonra filtre kagitlar1 osmium tetraoksit
igerisine almip 15 dakika siireyle fikse edilmigtir. Siire sonunda tiiplerdeki osmium
tetraoksit bosaltilip lizerine sodyum fosfat tamponu konularak 5 dakika siireyle iki kez
yikanmigtir. Daha sonra filtre kagitlari sirayla %50- %60- %70- %80- %90- %96- %99’ 1uk
etil alkol serilerinde 5’er dakika dehidrasyona tabi tutulmus ve bu siire sonunda filtre
kagitlan petri kutularina konularak yarim saat siireyle kurutulmugtur (Cavusoglu, 2002).
Kuruyan filtre kagitlarn stamplar tizerine alinarak "Polaron SCS500 sputter coater”" altin
kaplama cihaz ile 2 dakika altin tozuyla kaplanmis ve JSM 5600 SEM’de incelenerek,
fotograflanmastir.

12



3.2.5. Bakterilerin kristal ve spor yapilarinda kursun analizi

Taramal1 elektron mikroskopta kursun analizi iginde 3.2.3° de anlatildig1 sekilde
birer 6rnek daha hazirlanmig, ancak stamplar tizerine alindiktan sonra karbon kaplama
cihazi (Polaron CA7615 carbon accessory model) cihazinda karbon ile kaplanmigtir Daha
sonra JSM 5600 SEM de goriintiileme ve analiz ger¢eklestirilmistir (Ekler).

Elektron Mikroskop ¢aligmast i¢in kullanilan bakteriler; B.f. var.morrisoni T08001,
B.t.var.thuringiensis T01001 ve B.subtilis 06100’ de kullanilmugtir.

Elektron mikroskop i¢in hazirlanmis &rneklerin siipernatant: igerisindeki kursun
miktarimin belirlenmesi amaciyla atomik absorbsiyon cihazinda (Shimadzu AA-6501 F
Atomic Absorbtion Flame Emission Spectrophotometer) B.subtilis 06100, B.t.
var.morrisoni TO8001 ve B.t. var. thuringiensis T01001’in slipernatantlarinda olgiimler

yapilmig ve parelel 6rneklerin ortalamalar alinmugtir.
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BOLUM IV
BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bakterilerin insektisidal aktivitelerinin saptanmas

Denemelerde kullamilan 18 adedi Nigde izolati olmak iizere 20 adet bakterinin
insektisidal aktiviteleri 7. giin (Sekil.4.1) ve 14. giin (Sekil 4.2.) olmak tizere 6lii larvalarin
sayimuyla belirlenmistir (Cizelge 4.1). Denemeler {i¢ paralelli yapilmig ve ortalamalar
tamsayi olarak almmugtir.

Cizelge 4.1. Insektisidal aktivite tespitinde sayim sonuglari

O LU LARVA SAYISI
Bakteri kod 1o: 7. G U N 14 G U N
A B* A B*
Adet % Adet % | Adet % Adet %
A3 5 25 4 20 10 50 16 80
B2 9 45 8 40 9 45 11 55
B8 7 35 1 5 8 40 9 45
B9 4 20 3 15 5 25 16 80
D1 5 25 3 15 7 35 12 60
D4 4 20 3 15 8 40 12 60
F12 8 40 7 35 10 50 15 75
F14 8 40 2 10 13 65 15 75
F15 7 35 2 10 13 65 17 85
F16 8 40 5 25 9 45 12 60
F17 1 5 0 0 3 15 4 20
Gl11 3 15 2 10 5 25 13 65
H2 2 10 1 5 5 25 7 35
H10 8 40 5 25 15 75 18 90
J8 4 20 3 15 6 30 9 45
X9 7 35 5 25 8 40 8 40
W10 7 35 4 20 7 35 9 45
Z3 1 5 0 0 2 10 3 15
B.t.t 14 70 12 60 18 90 20 100
B.t.m. 18 90 15 75 18 90 19 95
B.s. 0 0 7 35 0 0 18 90
Bakterisiz besiyeri 0 0 7 35 0 0 16 80
%Toplam etkinlik" % 32.5 %21.2 % 44.7 % 61.2
i : Sadece B.t. suslarindan alinan sonuglardan hesaplanmigtir
A : Kursun metali igermeyen bakteri preparatlarindan elde edilen sonuglar
B* : Kursun metali ile muamele edilen bakteri preparatlarindan elde edilen sonuglar

B.t.t. : B.t. var. thuringiensis T01001
B.t.m. : B.t. var.morrisoni T0O8001
B.s. : Bacillus subtilis 06100
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Cigelge 4.1.'de goriildiigii gibi 7. giine kadar yapilan sayimlarda olii larva sayisi
metal ile muamele edilenlerde diisiik iken 14. gilinde 6lii larva sayisinda artig goriilmiigtiir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan B.t.var.thuringiensis T01001 ve B.t.var.morrisoni T08001
suslarinda da durum aym bulunmustur. Insektisidal aktiviteye sahip olmayan B. subtilis
06100 susu negatif kontrol olarak, Oldiiriicii etkinin metalden kaynaklanip
kaynaklanmadigini belirlemek i¢in kullanilmigtir. Metal ile muamele edilen B.subtilis’te 7.
giinde 6liim oram % 35 iken 14. giinde % 90’lik bir artig gostermistir. Sadece metal igeren
besiyerlerinde de 6liim orani 7. giinde % 35 iken bu oran 14. giinde % 80 olarak tespit
edilmistir. 7. Giinde yapilan sayim sonuglarina gére metal, insektisidal aktivite de %
11.3’1liikk bir azalmaya, buna karsin 14. giinde yapilan sayim sonuglarina gére metalin %
16.5’1ik bir artiga neden oldugu saptanmugtir.

18,
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Olii Larva Sayisi

@ Metalsiz Bakteri Kod No

@ Metalli

B.t.t.  : B.t var. thuringiensis T01001 B.t.m.: B.t. var.morrisoni T08001
B.s. : Bacillus subtilis 06100 K : Bakteri icermeyen besiyerleri

Sekil 4.1. Bakterilerin 7. Giinde Larvalar Uzerine Etkileri

Sekil 4.1.'de goriildiugii gibi insektisidal aktivite de baz1 suglarda belirgin bir diisiis
goriilirken bazilarinda ¢ok fazla fark goriilmemektedir. Biitin bu sonuglar kursun
metalinin kristal protein yapisina girdikten sonra larvanin barsak pH' sinda polipeptidlerine
aynlamadigim diisiindiirmektedir. Yapilan aragtirmalar, kristal protein yapimin barsak
pH'sinda ve barsak enzimlerince polipeptidlerine ayrildigim, insektisidal 6zelligi bu
polipeptidlerden birinin gdsterdigini, bu polipeptidin ise barsakta yer alan reseptorlere
baglandifim ortaya ¢ikarmistir (Lacey and Undeen 1986, Federici et al 1990, Chilcott et al
1990, Porter et al 1993).
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Oli Larva Sayisi
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@Metalsiz Bakteri Kod No
@ Metalli

B.t.t. : B.t var. thuringiensis T01001 B.t.m.: B.t. var.morrisoni T08001
B.s.  : Bacillus subtilis 06100 K : Bakteri icermeyen besiyerleri

Sekil 4.2. Bakterilerin 14. Giinde Larvalar Uzerine Etkileri

Insektisidal aktivitenin daha uzun siireler etkisini gdstermesini saglayan yapilar ise
sporlardir. Sporlar larva tarafindan alindiktan sonra kosullarin uygunluguna gore larva
biinyesinde vejetatif forma donmektedir (Federici et al 1990, Chilcott et al 1990, Porter et
al 1993). Bu siire zarfinda spor igerisinde yer alan kursun metalinin etkili olarak larvalarin
Ollimiine yol acabilecegi diistintilmektedir. Bacillus subtilis, insektisidal 6zellige sahip
olmayan bir bakteri tiiriidir. Bu bakterinin metal icermeyen preparati 6liime neden
olmazken, metalle muamele edilen preparati larvalarin 8liimiine neden olmustur. Bu olayin
bakterinin larva biinyesine alindiktan sonra vejetatif forma doniistligii ve bu esnada igerdigi

kursun metalinin zehirleyici etkisine maruz kaldig: disiiniilmektedir.
4.2, Kristal ve Sporlarmn Elektron Mikroskop Cahsmalar
Taramali elektron mikroskop ¢alismasinda hem kristal hem de sporda metal ile

muamele edilenlerin metal ile muamele edilmeyenleri arasinda belirgin bir morfolojik
farklilik tespit edilememistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.3. B.subtilis 06100 bakterisine ait sporlarin SEM'de gériintiisii;

A: metalle muamele edilmis B.subtilis 06100 susu;

B: metal ile muamele edilmemis B.subrilis 06100 susu

Bar: 1 pm; Biiyiitme X20 000.




Sekil 4.4. Bt.var. thuringiensis T01001. bakterisine ait sporlarin SEM’de goriintiisii ;

A: metal ile muamele edilmemis Bt.var. thuringiensis TO1001. susu ;

B: metal ile muamele edilmis Bt.var. thuringiensis T01001 susu ;

Bar: 1 um; Biiytitme X20 000.




Sekil 4.5. Kristal toksinin SEM'de goriintiisii; A: metalle muamele edilmis Br. var.

thuringiensis T01001 susu; B: metal ile muamele edilmemis Br.var. thuringiensis T01001

susu ; Bar: 1pm ; Biiyiitme X20 000.




4.3. Kristal ve Sporlarda Kursun Analizi

Taramali elektron mikroskopta karbon kaplanmig drneklerden yapilan kursun analiz
sonuglarn Ekler kisminda verilmigtir. Buna gore ortalama olarak spor yapilarda kursunun
diger metaller arasindaki oran1 % 25 olarak bulunurken, kristal proteinde diger metaller
arasinda kurgun oran1 % 27 olarak tespit edilmistir.

Ayrica kursun ile muamele edildikten sonra santrifiijle ayrilan siipernatant
kismindan atomik absorbsiyon cihaziyla Slgiimler yapilmigtir (Cizelge 4.2). Baglangictaki
kursun miktar1 10 mg/ml iken 20 saat sonra yapilan uzaklastirma sonunda uzaklagtirilan
kursun ¢ozeltisinde ortalama metal miktarlari, B.subtilis 06100 susu i¢in 4.6 mg/ml, ; Bt.
var.morrisoni TO8001 susu i¢in 4.2 mg/ml, Bt.var. thuringiensis T01001 susu i¢in 5.6
mg/ml, bulunmustur. Sonu¢ olarak, her ii¢ bakterinin ¢ozeltideki kursun miktarinin
yaklagik % 50’sini absorbladig: tespit edilméstir.

Cizelge 4.2. Atomik absorbsiyon &l¢lim sonuglari

Baslangigtaki Absorbsiyon sonrasi
Bakteri kursun miktar1 ortalama kursun miktarlar1 | Absorbsiyon"

(mg/ml)’ (mg/ml)’ (%)
Bacillus subtilis 06100 10 4.6 54
Bt.var.morissoni T08001 10 4.2 58
Bt.var.thuringiensis T01001 10 5.6 44
# : Hazirlanan ¢6zeltideki kursun miktar
* : 20 saatlik stire sonunda siipernatanttaki kursun miktari
+ : 20 saatlik stire sonunda bakterinin absorpladig1 kursun oram
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5. SONUC
Bu ¢aligma sonunda su sonuglar elde edilmistir:
1. Kursun metalinin B. thuringiensis 'in insektisidal aktivitesini etkiledigi,
2. Kursun metalinin B. thuringiensis’in spor ve kristal yapilarinin morfolojisini
degistirmedigi,
3. B. thuringiensis’in spor ve kristal yapilarinin kursun metalini farkli oranlarda

absorplayabildigi bulunmugtur.
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EKLER: Sayfa No:
Taramali Elektron Mikroskop Kursun Analiz Sonuglar

1 : metalle muamele edilmemis F14 susunun sporu ............coveveeececcnicnneeneceensnennees 26
2 : metalle muamele edilmis F14 susunun sporu ...........cccccenieneniniecinnennninnieneenens 27
3 : metalle muamele edilmemis H10 susunun Sportl .........ccoevevereeererncnrenrisensensnsueseenns 28
4-1 : metalle muamele edilmis H10 susunun Sporu ...........ccoeveereenenvecnninnnennncnscsnecne. 29
2 spor : metalle muamele edilmis B.t.t SUSUNUD SPOTU ......cccovtrvverereeeiererreenrenseeenenaees 30
2 kristal : metalle muamele edilmis B.t.t. sugunun kristali .........ccceveeee vovevveverserecraneens 31
4 spor : metalle muamele edilmemis B.t.t. susunun Sporu .........ccceveeeveerveenreereeeenreenes 32
4 kristal (metalle muamele edilmemis B.t.t. kristali) ........coccoevevenviniencnnnveniniennee, 33
e : metalle muamele edilmemis B.s. Sugunun SPort)...........ceceecereeveeerereriererseeseesannsens 34
f : metalle muamele edilmis B.s. SUSUNUN SPOTU ......ccvererrererenereerereerenesssenseassansennns 35
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