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ONSOZ ve TESEKKUR

Giniimizde sivrisineklere kar;i miicadelede, kimyasal ve biyolojik yontemler
kullamlmaktadir. Kimyasal miicadelede kullanilan gesitli pestisitlerin hedef olmayan diger
bocek topluluklarina, dogal ortama, insan sagh3ina ve sucul ortamdaki organizmalara bir
co!( olumsuz etkileri mevcuttur. Biyolojik miicadele ise konake¢t 6zgilliigiiniin olmast,
dogal cevreyi kirletmemesi, insan ve diger canhlar uzerine olumsuz etkilerinin
bulunmamas; nédeniyle daha fazla tercih edilen bir savagim yoludur.

Sivrisinek- larvalarina karst biyolojik miicadelede mikrobiyal kontrol ajami olarak
Bacillus thuringiensis var. israelensis ve Bacillus sphaericus’un degisik patojenik suslari
" kullamimaktadir. Bu patojen bakte'rilerin cesitli ticari férmulasyonlarl diinyadaki birgok
tilkede sivrisinek larvalarma karsi kontrol amaciyla kullanilmakta ve oldukga basarih
sonuglar elde edilmektedir. Ulkemizde ise bu tip ¢alismalarin gegmisi gelismis iilkelere
gore heniiz yeni sayilir. Gerek gesitli sivrisinek tiirleri gerekse diger zararhlarla
miicadelede biyolojik savasim yollarmlt:)"tercih edilmesinin dogal ¢evre ve etkili miicadele
agisindan faydalﬁ olacagi inancindayim.

Bu cahsrﬂayn bana doktara tez konusu olarak oneren, her asamasinda gerekli
destefii ve yardimi saglayan damsman hocam Prof Dr. Cumhur COKMUS’e,
katkilarindan dolayr Ars. Grv. Dr. Sefa Can SACILIK’a, Yrd. Dog¢. Dr. A. Hakki
SAYAR’a, Serife PARLAK(I’ya ve Biilent BERBER e ¢ok tesekkiir ederim. Caligmada
kullanilan kimyasal pestisitlerin temininde yardimci olan Dr. Mustafa ERINC’e, Dr. 'isa
SAV’a ve Ars. ‘Grv. Murat AKSOY 'a; ayrica ¢aligmam yiiriitebilmem igin gerekli idari
yardimi saglayan degerli hocalarim, Dog. Dr. Bekir TILEKLIOGLU ve Dog. Dr. Nasip
DEMIRKUS’a da tesekkiir ederim.
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ABSTRACT

Effect of pesﬁcides on the viability, toxin stabilitiy and larvicidal activity of
Bacillus sp}zaericus 2362 strain
i

In this study, 13 different commercial pesticides including six fungucides. five herbicides.
one aficide and one acaricide were investigated for their on effects viability, sporulation. toxin
stability and larvic%dal activity of mosquito pafhogenic of Bacillus sphaericus 2362 strain.

In research. the lowest concentrations that inhibits the bacterial growth (MIC’'s) were
determined for each pesticides. In the MIC trials, it was observed that all pevsticides were
negatively effected the bacterial growth. Particularly. the pesticides consist of hymexazol.
hexythiazox. 2.4-D Amin. TCA, copper sulphate, copper and captan have considerable decrease
the viability and sporulation of the bacteria. In addition to. it was confirmed that 41.9 and 51.4
kDa toxin proteins of bacteria were lost at the determined MIC values and at the higher pesticide
concentrations by phase-contrast microscopy and SDS-PAGE analysis. Besides. it was found that
vegetative cell and spore numbers was significantly reduced at the minimal inhibitory and higher
pesticide concentrations of 24. 48. 72 hours growth at 30°C incubation according to bactcrial
counts.

‘On the other hand. larvacidal activitics of bacteria grown on media containing different
concentration of pesticides for 24 and 72 hours were tested against instar 2-3. Culex
quinguefasciatus larvae after 24 and 48 hours at 20°C. As a result. it was found that the
larvicidal activities of bacteria were abolished when bacteria were grown at MIC valucs and at

the higher pesticide concentrations.

Key words: Bacillus sphaericus 2362. Pesticides, 41.9 and 51.4 kDa toxin proteins. Toxin

stability. C'ulex quinquefasciatus and Larvicidal activity
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~ Bacillus sphaericus 2362 Susunun Canhhg, Toksin Stabilitesi ve Larvasidal

Aktivitesi Uzerine Pestisitlerin Etkisi

Bu ¢alismada. altisi fungusit. besi herbisit, biri afisit ve biri de akarisit olmak {izere toplam
13 adet ticari pestisitin sivrisinek patojeni olan Bacillus sphaericus 2362 susunun canhligi.
spo;ulasyonu, toksin stabilitesi ve larvasidal aktivitesi iizerine olan etkileri incelendi.

Arastirmada, her pestisit igin bakteri gelisiminin engellendigi en disitk pestisit
konsantrasyonlan (MIK) belirlendi. MIK denemelerinde: biitiin pestisitlerin bakteri geligimini
engelledigi goriildti. Ozellikle, hymexazol, hexythiazox, 2.4-D Amin, TCA. bakir siilfat bakir ve
'_ cabtan igeren pestisitler bakteri gelisgimini 6nemli seviyede disiirdii. Bununla birlikte. belirlenen
MIK dcgerleri ve daha yiiksek pestisit konsantrasyonlarinda bakterinin. 41.9 ve 51.4 kDa'luk
toksin proteinlerini kaybettigi. faz-kontrast mikroskobisi ve SDS-PAGE analizleriyle dogruland.
Avrica. 30°C de 24, 48, v¢ 72 saat inkiibasyon siireleri igin yapilan bakteriyal sayimlara gore:
vejetatit hiicre ve spor say ilarimin énemli sevivede distiigi bulundu.

Diger taraftan. farkli miktarlarda 'péstisit igeren gelisme ortamlarinda 24 ve 72 saat
bekletilen bakterinin larvasidal aktiviteleri. 20°C de 2-3. evre Culex quinquefasciaius larvalarma
kﬁrsl test cedildi. SBnucta. MIK degerleri ve daha yiiksek pestisit konsantrasyonlarinda gelistirilen

bakterilerin larvasidal aktivitelerinin kayboldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sphaericus 2362, Pestisit, 41.9 ve 51.4 kDa’luk toksin protunlm

Toksin Stabilitesi. Culex quinguefasciatus ve Larvasidal Aktivite



. 1. GIRIS

1.1. B. sphaericus’un Biyolojik Miicadeledeki Yeri ve Onemi

Kan emen bacekler, insan ve hayvanlar arasinda pek ¢ok viral, bakteriyal, protozoon
ve helmintik hastaligin tastyicist durumiimdadnrlar. Sivrisinekler, basta sitma olmak iizere
bir -¢ok hastallgl taslmalaﬁ ve insanlar rahatsiz etmeleri agisindan 6nemlidir. Diinya
Saghk Teskilat: é(WHO)’mn raporlarina gore Afrika’da, sadece sitma hastahifindan yilda
bir milyon roﬁgun oldigi rapor edilmektedir (Anonymous, 1989). Sivrisineklerle
miicadelede yay};m olarak kimyasal insektisitler kullamimaktadir. Her gegen giin daha
yiksek mikﬁardé kullamlan bu kimyasallar, ekosistemdeki dogal dengeyi bozdugu gibi
besin zincirine l{atnlarak insan saghgim da tehdit edici béyutlara ulagmaktadir. Ayrica bu
kimyasallar dogadaki diger yararh bocek topluluklarint da olumsuz yonde etkilemektedir.
Diger taraftan hedef bocek tirlerinin zamanla bu kimyasallara diren¢ kazanmas: da
miicadeleyi olumsuz yonde etkilemektedir. Son yillarda sivrisineklere karsi yapilan
kimyasal miicadeleye alternatif, sadece hedef konakeiya 6zgillik gosteren ve biyolojik
miicadele olarak bilinen yeni yontemler gelistirilmistir (Hornby ve ark., 1984; Lacey ve
ark., 1984; Mulla ve ark., 1984; Silapanuntakul ve ark., 1983; Mulligan ve ark., 1980).
Bir canlinin yok edilmesi igin o canlinin dogal dismanlanimin kullamlmasi biyolojik
miicadele olarak bilinmektedir. Biyolojik miicadele; konakgi segiciliginin olmast, insan ve
digef organizmalara zararlh olmamasi, ¢evre Kkirliligine neden olmamasi, konakei
direncinin yoklugu ve gen miihendisligi ¢aligmalariyla daha etkili hale getirilmesi gibi
iistinliiklerinden dolayr kimyasal miicadeleye gore daha fazla tercih edilmektedir (Barjac
ve Sutherland, 1990).

" Sivrisineklere karsi biyolojik miicadelede kullamlan biyoinsektisitler, B.
thuringiensis var. israelensis ve gesitli patojenik suslari igeren B. sphaericus tiirleridir
(Mulligan ve ark., 1978; Mulla ve ark., 1982; Davidson ve ark., 1981). Her iki bakterinin
sporlanma sirasinda iretmis olduklart protein yapisindaki toksinleri, gesitli sivrisinek
. larvalarimin barsak epitel hiicrelerinin yiizey reseptorlerine baglanmak suretiyle sindirim
kanalini devre dig1 birakip larvanin 6liimiine neden olurlar (Davidson, 1986; Davidson ve
ark., 1987; Davidson ve ark., 1987). Birgok sivrisinek turiiniin larvalarina kars: yliksek

toksisite gosteren B. thuringiensis var. israelensis, Barjac tarfindan Israil’de Negew



Coli’nin kuzeyibatlsmda Nahal Besor yakinlarindaki bir goletten izole edilmistir (Barjac,
1978). 11k olarai( Neide tarafindan tammlanan B. sphacricus, B. thuringicnsis’in aksine
sivrisinek larvalarina karst patojen olmayan suslart da icermektedir (Neide, 1904).
Sivrisinek larvalarina karsi patojen olan ilk B. sphaericus susu oli Culiseta incidens
larvalarindan Kalifornya’da izole edilmigtir (Kellen ve Myers, 1964). Sonralar1 bu susun
adi Kellen-K olarak degistirilmis ve ilk patojen B. sphaericus susu olma ozelligini
kazanmustir (Kellen ve ark., 1965). Konu ile ilgili caligmalar arttitkga SSII-1 (Singer,
1973), 1593 (Singer, 1977), 2297 (Wickremesinghe ve Mendis, 1980) ve 2362 (Weiser,
1984) gibi yeni patojen suslar tanimlandi.

Birgok geligmis iilkede sivrisineklere kargi miicadele igin ozellikle B. thuringicnsis
var. i.\'raelen.s'i.s"iden hazirlanmug ticari preparatlar kulanilmaktadir, Son yillarda tlkemizde
de bu tir galismalar yapilmakta olup uygulamalar halen devam etmektedir (Bosgelmez ve
ark., 1983; 1984; Cakmake1 ve ark., 1985; Bursalioglu ve Oner, 1986; Bagci ve ark.,
1991; Cetinkaya ve ark., 1995; Cetinkaya ve Cakmak¢i, 1991; Cokmus ve Yousten,
199i; Cokmus ve Yousten, 1994: Elgin ve ark., 1995). B. thuringiensis var.
israelensis’in dinyada tretimi yapnfan bazi ticari preparatlar ve tiretici firmalari sunlardir:
Sandoz (Teknar"), Abbot (Vectobac™) ve Solvay (Bactimos™).

B. thuringiensis var. israelensis kisa surede etkisini gostermesi nedeniyle B.
sphaericus’dan  daha yaygin bir kullamm alanma sahiptir. Ayrica B. thuringiensis var.
israelensis’in birgok sekeri karbon kd&hagl olarak kullanabilmesi de bu patojenin sucul
habitatlarda yasﬁma sansim artirmaktadir (Russel ve ark.,1989). Ancak B. thuringiensis
var. i‘s'raelensi.; organik kirlenmenin gérﬁldﬁgﬁ sularda toksik aktivitesini tamamen
kaybetmektedir. B. sphaericus’un sivrisineklere kargt patojen olan suglan ise bu tir
habitatlarda toksik etkisini devam ettirip kalicihk gostermektedir (Hoti ve Balaraman,
1984; Des Rochers ve Garcia, 1984). Bu nedenle B. sphaericus son ylllardal izerinde ¢ok
caligilan mikrobiyal kontrol ajani olma &zelligini kazanmstir (Nicolas ve Dossou-Yo'vo,

1987).

1.2. Pestisitler Hakkinda Genel Bilgiler
Pestisit, “hastalik oldiriici” anlamma gelen latince kokenli bir kelimedir. Biitiin

diinyada pestisit denilince, zirai miicadelede kullanilan kimyasal tarim ilaglan akla



gelmektedir. Hamambocegi, tahtakurusu, bit, pire, karasinek, sivrisinek gibi ev veya
kapali mekanlarda yasayan bocekler, hastalik tagiyan diger bocekler ve hayvanlardaki dig
parazitlere karst Kkullanilan ilaglar da bu kapsama dahildir. Ayrica bazi iilkeler, kereste ve
! tekstil iir(inlerinin zararhlara kars1. korunmasi i¢in kullamilan kimyasal ilaglari da bu
kategoriye sokmaktadirlar (Anonim, 1983).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarnim Teskilati (FAO) ve WHO tarim ilaglarim
“istenmeyen bitki ve canlilari kontrol "altinda tutmak veya onlemek igin kullamlan
maddelerle, bitki blytime diizenleyici, ‘Ifyaprak dokiilmesini saglayict (defoliant) ve nem
alict (desikan) 6Iarak kullanilan madde veya maddeler kansimidir” seklinde tanimlar.
Ulkemizde ise 6?68 sayih zirai miicadele ve zirai karantina kanununa gore tarim ilaglari
“miicadele veya' korunma amaciyla kullamlan her gesit ila¢ ve preparatlar ve bunlarin
imalinde kullaml%m maddelerdir” seklinde tanmimlanmaktadir.

Gﬁnﬁmﬁzde artan diinya niifusunun besin ihtiyacini karsilayabilmek igin birim
alandan daha fazla iriin almak amactyla tanm ilaglarina dayali iiretime ilgi: artmaktadir.
Zararllarla mﬁcadelede kullanilan bu kimyasal ilaglar cesitli sekillerde simflandirilmakla
beraber yaygin olarak kullanildiklar zararlilara gore: insektisit, fungusit, herbisit, akarisit,
nematosit, rodentisit, mollussusit ve bitki buytime diizenleyicileri seklinde simiflandirilirlar
(Ozturk, 1990).

Diinyada tarim ilaglari tiretimi 3 milyon ton civarindadir. Pestisitlerin yillik satig
tutari ise yillara gore 13-20 milyar dolar arasinda degismektedir. Diinya pestisit pazarinin
yaklasik % 33’0 AET ilkelerine, % 33’1 Asya ililkelerine ve % 12’si igiincii diinya
ulkelerineﬂ aittir. Ulke bazinda ihracatta ilk siray1 ABD almaktadir (Oztiirk, 1990).
Ulkemizde ise 1000%in iizerindeki ruhsath ilaglarda 250 den fazla etken madde yer
almakta olup, bunlardan yaklasik 30°dan fazlast 100 tonun tizerinde kullamlmaktadir.
Tirkiye’de kullamlan tarimsal ilaglarin imal ve ithal miktarlan Cizelge 1.1 de

verilmektedir,

1.3. Pestisitlerin Insan, Cevre ve Mikroorganizmalar Uzerine Etkileri
1.3.1. Pestisitlerin insan ve Cevre Uzerine Etkileri
- Pestisitlerin yogun sekilde kullanimi zirai miicadelede énemli iyilesmeler saglamakla

. birlikte ¢evre ve insan sagh@ina olumsuz etkileri agisindan birgok problemi de



beraberinde geti?rmiﬂir. ABD’de pestisitlerin insan saglifina olan olumsuz etkileri ¢esitli
bilimsel konferéﬁslarda ele ahnip tartigilmaktadir. Yapilan birgok arastirma, pestisitlerin
cesitli canh gruf)larlyla birlikte ozellikle insan saghigina; akut ve kronik yonde pek ¢ok
olumsuz etkilerinin bulundugﬁnu rapor etmektedir (Baber ve Wilkinson, 1988). ABD’de
1956 yilinda pes;tisit zehirlenmesinden 152 kisi hayatim kaybederken, 1974 yilinda bu say:
52’ye dﬁsmﬁstﬁr.

Cizelge 1.1: 1995 Yilma Gére Tirkiye'de Uretilen ve Yurtdigindan Ithal Edilen %
Etkili Madde Esdegeri Uzerinden 100 Ton ve Daha Fazla Kullamilan
; Aktif Maddeler (Miktar:Ton).

Sira Aktif Madde Adi _ithal llag | Imalilag | Toplam
Miktar Miktan

1 | Endosiilfan % 95 251 251
2 | Dichlorovos % 95 10 203 213
3 [ Malathion % 95 131 131
4 | Monocrotophos % 80 11| 111
5 | Methylparathion % 80 248 248
6 | Carbosulfan % 100 136 136
7 | Bakiroxychlorur % 57 429 429
§ | Maneb % 86 194 194
9 | Propineb % 80 294 294
10 | PCNB % 98 340 340
1 I | Dimethylamine % 60 104 104
12 | Isooctylester % 98 54 1.603 1.657
13 | Cypermethrin % 96 149 149
14 | Methamidophos % 73 70 540 610
15 | Propanyl % 95 57 117 174
16 | Trifluralin % 95 48 341 389

Genel Toplam 2,477 2,953 5,430

Ulkemizde ise 1980-81 yillant arasinda tarimsal ilag zehirlenmesinden 41 kisi
hayatiu kaybetmistir. Bilmeden meydana gelen temaslar hari¢ tutulursa pestisitler ile
zehirlenme daha ¢ok imalat, nakliye, depolama, kullanma ve pestisit artifi iceren
trtinlerin tuketilini sonucunda olmaktadir (Anonim, 1983).

Pestisitler omurgali ve omurgasiz hayvanlarda deri, kan, sinir ve iireme
sistemlerinde oldukg¢a onemli hasarlara sebebiyet vermektedir. Bazi aragtirmalar diigiik
oranda pestisit kalintist iceren su ve gida maddelerinin uzun siireli tiikketimi sonucu

viicutta birikmesinin kansere neden oldugunu rapor etmektedir (Anonymous, 1987,



Anonymous, 1989). Pestisitlerin belli bir amag i¢in agro-ekosisteme uygulanan, birden
fazla etmen iizerinde oldiiriicii etkiye sahip kimyasal maddeler oldugu bilinmektedir.
Ancak birgok épestisit sahip oldugu fiziksel ve kimyasal o6zelliklerinden dolayx
uygulandiklar dlanlardan farkli ekosistemlere de bulasabilmektedir (Toros ve Maden,
1991). Pestisitlér topraga uygulandiktan sonra yagmur sulanyla yikanarak direnaj
kanallarina oradan da sucul ortamlara ulagmaktadirlar. Sucul ortama ulagan pestisitler bu

ekosistemde uzun siire bozulmadan kalabilmektedir (Miles ve Delﬁno, 1085).

1.3.2. Pestisitlerin Mikroorganizmalar Uzerine Etkileri

Dogadaki organik maddelerin ayrigmasi, ¢esitli ortamlara uyum saglamus
mikroorganizma topluluklanmin igerdigi ¢ok genig enzimsel faaliyetler sonucunda
gerceklesmektedir. Saf kiiltiir callsmalét;lnda boéyle bir “mikro gevre” etkisinin olmayis,
kaﬁslk organizzma gruplanimin  bulundugu dogal bir ortamin, biyolojik ayristirma
ﬁotansiyeli a<;1s1‘%ndan ne derece 6nemli oidugunu gostermektedir. Toprakta gergeklesen
biyolojik olaylahn, pestisit ve ortama yabanci difer maddelere ne derece duyarh
oldugunun veya{ tepkimelerin hangi yonde olustugunun belirlenmesi, bu alanda yapilacak
calismalar bakimindan son derece 6nemlidir. Tarimsal miicadele amacxyla kullanilan
kimyasal maddelerin toprak mikroorganizmalarn ve onlarin fonksiyonlar ﬁierine yapfms
olduklan yan etkileri hakkinda olduk¢a yogun ¢alismalar yapilmaktadir (Domsch, 1984,
Gordienko, 1984; Haktanir, 1988).

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere kargt diren¢ genleri plazmitler tizerinde
tasinmaktadir. Bazi arastiricilar antibiyotikler gibi, pestisitlere kargi dayaniklilik genlerinin
de plazmitler izerinde bulunduBunu rapor etmektedirler (Fox, 1983). Pekgok
mikroorganizmanin ¢esitli pestisitleri karbon kaynag olarak kullandifi ve belirli alt
birimlere kadar pargaladifi bilinmektedir (Chapalamadugu ve Chaudhry, 1991). Toprak
mikroflorast dogadaki besin zincirinin devami igin son derece onemli bir sistemdir.

Tanmsal ilaglar ise bu sistemin en 6nemli diismanlarindandir.

1.4. Amag
. B. thuringiensis var. israelensis ve B. sphaericus sivrisineklerle biyolojik

miicadelede kullanilan o6nemli bakterilerdir. B. sphaericus, B. thuringiensis var.
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israclensis’in - aksine organik kirlenmenin  gorildigi habitatlarda toksik etkisini
kaybetmemekte ‘ve larval kadavralarda cogalarak daha uzun sureli bir kontrol
saglamaktadir. Gunumuzde swnsmeklerle biyolojik miicadelede yaygin olarak B.
sphaencm un 2362 numaralt susu kullamlmaktadir. B. sphaericus’un degisik patojen
-~ suglan ku]lamlarak kirlilikle ilgili baz1 denemeler yapilmakla birlikte heniiz pestisitlerin bu
bakteri uzermdekl etkileri ayri ayri incelenmemis ve etkili dozlar tesbit edilmemistir. Bu
tezin amaci, altls; fungusit, besi herbisit, ikisi de afisit ve akarisit olmak iizere toplam 13
adet ticari ‘pestisitin degisik’ dozlarinn, B. sphaericus 2362 susunun gelismesine,
sporulasyonuna, ;larvasidal aktivitesine ve toksinin stabilitesine olan etkiieri mininial

inhibitor konSantfasyonlarl (MIK) tesbit edilerek incelenmistir.



2. LITERATUR BIiLDIiRISLERI

2.1. B. sphaericus Suslarmin Tammlanmasi1 ve Karakterizasyonuna iligkin

Literatiir Bildirisleri

B. sphaericus, sporlarim siirekli sucul ortamlara ve topraga bulastiran saprofitik bir
mikroorganizma olarak bilinmektedir. Sivrisinek larvalarina patojen olan ilk B.
sphaericu.s'{susu Kellen ve Myers tarafindan izole edilmigtir (Kellen ve Myers, 1964).
Sonraki ylllarda: sirastyla SSII-1 susu (Singer, 1973), 1593 susu (Singer, 1977), 2297
susu (Wickremesinghe ve Mendis, 1980), 2362 susu (Weiser, 1984) ve IAB 59 susu
(Barjac ve ark.,? 1988) tanimlanmugtir. Bununla birlikte 1989 yilinin sonuna kadar ¢ok
sayxda patojen c}lmayan ve 150’nin uizerinde degisik seﬁyede patojenik etkiye sahip B.
sphaericus susd:nun fanlmlandlgl bildirilmektedir (Barjac ve Sutherland, 1990). Gerek
patojen olmayan suglarin patojenlerden aynminda, gerekse patojenlerin kendi igerisinde
gruplandinimasinda énemli problemler vardr. |

B. sphaericus tiru, sirekli siskinlik yapah terminal sporangiumlar igerisinde
yuvarlak sporlar olusturmasiyla diger Bacillus turlerinden ayriimaktadir (Barjac, 1981).
Ayrica B. sphaericus tirini diger Bacillus tirlerinden ayiran pek ¢ok fenotipik karakter
mevcuttur (Clause ve Berkeley, 1986). DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalarina gore B.
sphaericus oldukga heterojen bir tur ‘o‘lup G-C igerigi % 34-37 arasindadir (Krych ve
ark., 1980). Ser%ntiplendirim calismalarina gore, yiiksek larvasidal aktiviteye sahip suslarin
HS5a,5b grubuncia yer aldif1 (1593, 1691, 1881 ve 2362) rapor edilmektedir (Yousten ve
ark., 1980). Ayrica, B. sphaericus’un parasporal kristal igeren suslarimin viriilens
derecesinin yﬁkéek oldugu, parasporal kﬁstal icermeyen suslarin ise virilensinin disiik
oldugu da bildirilmektedir (Davidson, 1981b; Davidson ve Myers, 1981).

B. sphaericus suslan, degisik fajlarla vermig olduklart reaksiyonlara gore de
gmplandlrllﬁlakia olup ﬁksek larvasidal aktivite gosteren suslarin fajgrup-3°de
bulundugu rapdr edilmektedir (Yousten ve ark., 1980). Ayrica B. sphaericus suslarinin
aynminda SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri, bakteriyosin aktiviteleri, yag asiti
metil esterleri ve Native-PAGE ile elde edilen toplam protein profilleri de kullanilmistir
(Cokmus ve Yousten, 1993; Cokmus ve Yousten, 1994; Frachon ve ark., 1991; Berber

ve ark., 1998).



Su ana kadar izole edilen ve degisik faj gruplan ve serogruplara ait patojen ve

patojen olmayan B. sphaericus suslan Cizelge 2.1-2.2’de verilmektedir (1).

Cizelge 2.1: B. sphacricus Suslarinin Serogruplarma Goére Dagilim,

Serogrup Sugslar

Hla Kellen K. Kellen Q

H2a2b SSII-1. 1883, 1404, 1885-1896, TG65

H3 - 1AB 881. LP1-G. LP7-A, LP12-AS. LP14-8. LP20-E

H5a5b | 1593, 2362. 1691, 1881. 2013-6. 2117-2, 2500. 2501, 2317-3. BSEI.
S2. TG148. TG229. TG258. JI21. 1142. J1167.

H6 IAB 59. IAB 460, IAB 467, IAB 471, IAB 477-2. IAB 611. IAB 620.1.
IAB 482.1. IAB 482.2. IAB 763. IAB 769.1. IAB 769.2. IAB 774. IAB
871

H9 2314-2.

H9a9%¢ 31-2. 34-2

H25 . 2297, TG365. TG393

H26426b |2315, 2173 ‘

H27 . 2115

H47 2118
1AB 872

H48ab

Cizelge 2.2: B. sphacricus Suslarmin Faj . Gruplarma Goére Dagilimi.

Faj grup Suslar

1 Kellen K, Kellen Q

2 SSII-1. 1883, 1404, 1885-1896, TG65. JI50

3 1593. 2362. 1691, 1881. 2013-6. 2117-2. 2500. 2501. CIB Nig 14.
CIB Nig 16. CIB Nig 17, CIB Nig 19. CIB Gua6. BSE18. S2. JL60.
TG148. TG229. TG258. TG177. TG263. TG111. TG395. TG197.
TG174. TG140. RS1A. RSIB. RS2A. RS2B. RS10. RSI3. JI21.
J142. J168. JI167, TS-1. 1509, 8301, IAB 59. IAB 460. IAB 467. IAB
471. 1AB 477-2, 1AB 611, IAB 620.1. IAB 482.1. IAB 482.2. IAB
763. 1AB 769.1. IAB 769.2. IAB 774. 1AB 872

4 2297. TG365. TG393

6 2115

8 31.34. LP1-G. LP7-A. LP12-AS. LP14-8. LP20-E

1

(1) Prof. Dr. Allan. A. Yousten (VPI & SU. Biology Department, Blacksburg, Virginia. USA) ile
mektupla haberlesme. 1996.
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2.2. B. sph'aer;'cus’un Toksin Sentezi ve Etki Mekanizmasmna iliskin Literatiir

Bildirisleri

Sivrisinek larvalarina patojen olan ilk B. sphaericus susu Kellen ve arkadaslan
tarafindan tamimlanmis fakat toksinin etki mekanizmasiyla ilgili aragtirmalar daha
sonralari gergeklestirilmistir (Singer, 1973). B. sphaericus 1593 susu ile yapilan
calismalar, sporﬁlasyona baglt olarak toksik aktivitenin arttigim ve toksinin, sporlanma
sirasinda  dretilen parasporal kristallerin igerisinde bulundugunu  gostermektedir
(Davidson, 1981b; Davidson ve Myers, 1981). B. sphaericus toksininin sentezi ve
kimyasal )r;apxslhl aydinlatmak igin 2362 numarali sus ile yapilan calismalar onceki
arastirma sonué;larml dogrular nitelikte olup, protein yapidaki toksin kristallerinin
sentezinin iissel gelismenin sonucunda basladigim gésfermektedir (Baumann ve ark.,
1985: Broadweil ve Baumann, 1986; 1987). B. sphaericus 2362 susunun parasporal
kristallerinden izole edilen ilk proteinin 125 kDa agirhfinda oldugu ve bu protenin bir
saat i(;erisinde; 110 kDa’luk proteine indirgendigi, yaklasik yedi saat sonra ise
kristallerden 63 ve 43 kDa molekiil agirhfina sahip iki kii(;l’jk protein molekiiltiniin
' olustugu gémlrﬁﬁstﬁr. Bu sonuglar, 125 kDa’luk prpteinin oncelikie 110 kDa ve sonra da
| 63-43 kDa agirhigindaki kiigiik proteinlere pargalandifi gorisiniin ortaya atilmasina
sebep olmustur. Fakat daha sonra Escherichia coli’de yapilan klonlama ¢alismalari 63 ve
43 kDa’luk proteinlerin ayri ayn genler tarafindan kodlandigim ve ortaya atilan bu
gorislin sawnuiamaz oldugunu géstermistir (Berry ve Hindley, 1987, Hindley ve Berry,
1987; Baumann've ark., 1988). |

Konu ileéilgili arastirmalar, kristal yapidaki toksin proteinlerinin esas molekiil
agirhiklarimn 4l§,9 kDa ve 51,4 kDa oldugunu gostermektedir. Ayrica 41,9 kDa’luk
toksin proteini; 2362, 1593 ve 2297 suslarindan da izole edilerek klonlanmigtir (Baumann
ve ark., 1985).58. sphaericus’dan elde edilen 41,9 ve 51,4 kDa’luk proteinlere kars:
hazirlanan antiserumlar B. 'thm'ingiem'i.s' subsp. kurstaki ile B. thuringiensis var.
israelensis’in kristallerinde‘n izole edilen proteinlerle reaksiyon vermemistir. Ote yandan
B. ‘sphaeric;us 2362 susuﬁdan elde edilen 51,4 ve 41,9 kDa’luk proteinleri kodlayan
niikleotit dizileriyle, Lepidoptera,” Coloptera ve Diptera larvalarina toksik olan B.
thuringiensis’in  toksin proteinlerini kodlayan niikleotit dizileri arasinda benzerlik

bulunamamustir (Baumann ve ark., 1988; Bowditch ve ark., 1989).
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Toksin kristallerinden elde edilen 41,9 kDa’luk ve 110 kDa’luk yiizey tabaka (S-
Tabaka) proteinlerinin Cu/ex larvalarina toksik oldugu bulunmugtur (Baumann ve ark.,
1985; Broadweﬁ ve Baumann, 1986). 110 kDa’luk proteinin 2. ve 3. evre Cuulex pipiens
larvalarina karsl?elde edilen LCs, degerlerinin 115 ng/ml oldugu,. 41,9 kDa’luk proteinin
. ise toksik etkir;in olmadigi bulunmustur (Baumann ark., 1985). Bununla birlikte (.
quinguefasciatus’un hiicre doku kultirinde 41,9 kDa’luk proteinin toksik ozellik
gosterdigi fakat 110 kDa’luk proteinin ise toksik etkisinin bulunmadif gérilmiistiir
(Broadwell ve Baumann, 1986; 1987). B. sphaericus 2362 ve 2297 suslarin iirettigi
41,9 kDa’luk protein, . coli’de klonlja,ndxgmda Culex larvalarina kargt toksik olmadig
fakat 51,4 kDé’luk prote{nle birlikte klonlandiginda toksik etkinin géfﬁldugu rapor
edilmektedir (Beitumann ve ark., 1987; Bowditch ve ark.; 1989). Bu ilging bulgulara gore,
toksik etki igin ilem 41,9 kDa hem de 51,4 kDa’luk proteinlerin varligina ihtiyag oldugu
anlagtimustir. |

B. .\7)hc1eficzl.v toksinine hassas olan (. quinquefasciatus larvalart spor-toksin
kompleksini oldirtici dozda yediklerinde 30-60 saniye igerisinde hastalik belirtileri
gorilmeye baslar. Genellikle suyun yiizeyine asihi bulunan larvalarda titreme ve
hareketsizlesmeyi takiben olimler meydana gelir. Larval olim siiresi alinan toksinin
dozuna bagl olarak degigmekle birlikte tam bir 6lim igin 48 saatlik siireye ihtiyag vardir
(Davidson- 1981a; Davidson, 1984). Sivrisinek larvalarina patojen ilk B. sphaericus
susunun larvasidal aktivitesinin oldukea diisiik oldugu rapor edilmektedir (Kellen ve ark.,
1965). Daha sonralari SSII-1 ve 1593 suslariyla yapilan ¢alismalar, hastaligin ¢ok daha
hizh seyrettigini, larva tarafindan alinan toksinin barsakta serbest hale gegerek
sitoplazmanin izl bir sekilde erimesine sebep oldugu bildirilmektedir (Davidson ve ark.,
1975).

B. sphaericus’un patojenik etkilerini daha iyi anlayabilmek i¢in doku kiiltiirii
yontemlerinden faydalamlmustir. Doku kiltirii ¢alismalarinda, B. sphaericus toksininin
sivrisinek larvalarinin barsak epitelinin hiicre zanindaki glikopeptit yapidaki reseptorlere
baglanip zar gegirgenligini bozarak sindirim kanalini devre digi birakmasi sonucu larvay
oldirdiigii rapor edilmektedir (Ddvidson ve ark., 1987a; Davidson ve ark., 1987b;

Davidson ve Titus, 1987, Hofte ve Whiteley, 1989).
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23. B. sphaeri:cus’un Toksik Aktivitesini Etkileyen Faktorlere ligkin Literatiir
Bildirisleri |
Sivrisinek l;eslenme habitatlaninda B. sphaericus’un toksik aktivitesini etkileyen
bir¢ok faktor vardir. Bu faktorleri dort ana grup altinda toplamak mimkiindir: 1)

Fiziksel Fakférlér, 2) Kimyasal Faktorler, 3) Besin Faktori ve 4) Biyotik Faktorler.

2.3.1. Fiziksel Faktorler
2.3.1.1.Giines Ismlarmin Etkisi
Diinyamiza ulagan giines 1ginlarimin biiyitk bir kismini, kizil 6tesi isinlar (% 52) ve
gozin gorebildigi gorinir 1ginlar (% 38,9) olusturmaktadir (Frederick ve ark., 1989).
Ultra-viyole isinlar ise az da olsa giinesten yerkiireye ulésan ve toplam giines 1ginlarinin
kigik bir klsminl olusturan 1gima tipidir. Atmosfere ulasan ultra-viyole iginlarin % 5
kadar1 280 nm’den kisa dalgaboylu UV-C, % 1,5 kadan 280-320 nm dalgaboylu UV-B
ve % 6,3 kadart da 320-400 nm dalgaboyundaki UV-A igmlarindan ibarettir. Giinesten
gelen UV-C iginlarinin tamami ozon tabakas tarafindan tutulmakla birlikte UV-A ve UV-
B iginlart yeryﬁiﬁne ulagmaktadir. 320-400 nm ve 280-320 nm dalgaboyu arasindaki bu
isinlar biyolojik olaylar agisindan son derece onemlidir (Frederick ve ark., 1989).
Sivrisinek: larvalarina karst biyolojik miicadelede kullanilan B. sphaericus ve B.
thuringiensis var. israelensis’in larvasidal aktivitesini simrlayan en onemli faktorlerden
birisi UV 1ginlandir. B. thuringiensis, Galleria ve gesitli sivrisinék turlerine karsi toksik
' etki gostermekle birlikte en 6nemli dezavantaji ﬁygulamadan sonra giines 1ginlarinin
etkisiyle larvasidal aktivitesini kaybetmesidir. Ozellikle B. thuringiensis H-7 serotipi ve
diger H serotipleri 254 nm dalgaboyundaki UV iginlarina karsi oldukga hassastirlar
(Martin ve Travers, 1983). Ayrica 300-400 nm dalgaboyundaki giines igmlarinin da B.
thuringiensis’in’ spor canhiligini ve‘ larvasidal aktivitesini hizla digtrdigi rapor
edilmektedir (l\/iorris, 1983). Baz1 aragtiricilar UV aginlanmin etkisiyle B. sphaericus’un
spor canllllgmmg distigioni fakat larvasidal aktivitesinin devam ettigini bildirmektedirler
(Burke ve ark., 1983; Des Rochers ve Garcia, 1984). Des Rochers ve Garcia, s6z konusu
bu durumun larval kadavralar ice‘risindéki B. sphaericus sporlannin UV 1gilarindan
korunmast éonubunda tekrar ‘cimlenip toksik etki kazanmasindan kaynaklandigim rapor

etmektedirler.
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2.3.1.2.Suyun Kalitesi ve Derinliginin Etkisi

Sivrisinek larvalarinin dogal yasama ortamlart bataklik ve sulak alanlardir.
Sivgisineklerle biyolojik mucadelede kullanilan B. sphaericus’un  gesitli ticari
formilasyonlar . (Cizelge 2.3) direkt olarak bu sahalara uygulanmaktadir. B.
sphaericus’un s&lak dlanlardaki larvasidal etkinlifi suyun derinligi ve kirliliine bagl:

olarak degismektedir.

Cizelge 2.3: B. sphacricus™un Farl%h Suslarindan Hazirlanmus Cesitli Ticari
Formiilasyonlarin (', quinguefasciatus Larvalarina Kanisi Elde
Edilen LCsy ve LCoy Degerleri.

Sus Adi Kodu " Formulasyonu 48 Saat LCq\-
LCo, (mg/l)
2362 |IF-117 Toz 0.008-0.017
2362 [IF-109 Toz 0.008-0.027
i 2362 IF-117 Krem 0.014-0.029
i 2362 |IF-97 Aseton Cokeltmesi | 0.006-0.038
© 1593  |RB-80 Liyofilize 0.011-0.040
1593 |IF-94 Aseton Cokcltmesi | 0.041-0.111

B. thuringiensis var. israelensis’in organik olarak kirlenmis habitatlarda toksik
aktivitesini tamamen kaybettigi, buna karsin B. sphaericus’un spor canlilifinda diigme
olmakla birlikte toksik etkisinin devam ettidi rapor edilmektedir (Des Rochers ve Garcia,

1984; Davidson ve ark., 1984; Mulla ve ark., 1984a).

2.3.1.3.Suyun Sicakhigmin Etkisi

B. .sphc‘rericus’un ‘larvasidal aktivitesini ve toksinin kalicih@m etkileyen
faktorlerden birisi de ortam suyunun sicakligidir. Wraight ve arkadaslart (1978), 5.
.sphaeficu.s"un SSII-1 susunu Aedes stimulans larvalarina karsi 15, 18 ve 27°C’de
larvasidal aktivite yoniinden test etmisler, arastincilar 27°C’deki LCsp dozunu 7,23 x 10°
hiicre/ml olarak bulurken, 15 ve 18°C’de bu dozunun 4 kat arttigini tesbit etmisler. Yine
Wraight ve arkadaslari, B. sphacricus ve B. thuringienis’in toksisitesi Gizerine sicaklifin
etkisini incelemisler. Arasttricilar her iki bakteriyi iki farkli sicaklikta (13,3-21,2°C) 8 giin
siresince ~2-3. evredeki Ae. stimulans larvalarina karst test etmisler, sonugta 5.

sphaericus 'un, 21,2°C’de ikinci giinde, 13,3°C’de besinci giinde maksimum larval 6lim
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* sagladiging; B. thuringiensis’in 21,2°C’de besinci ‘giinde, 13,3°C’de ise ikinci ginde

maksimum larval 6lim sagladigim tesbit etmisier (Wraight ve ark., 1981).

2.3.2. Kimyasal Faktorler
2,3.2.1.pH’1n Eikisi

Mulligan, ve arkadaslari (1980), B. sphaericus Stauffer MW-716 nolu toz
preparatini kullal{\arak degisik pH derecelerinde bakterinin toksik aktivitesini incelemisler.
Arastiricilar pH :10,00 degerinde larvasidal aktivitenin tamamen ortadan kalktifini, notr
pH degerlerindé ise % 100’e yakin toksik aktivite oldugunu tesbit etmislerdir. B.
sphaericus 1593 susu ile yapilan diger bir ¢alismada, feymentbrdeki pH’1n noétral olmasi

halinde larvasidal aktivitenin 10 kat arttifi da bildirilmektedir (Yousten ve ark., 1984a).‘

2.3.2.2.0ksijenin Etkisi

B. sphaericus, oksijen ihtiyaci yitksek gram pozitif bir basildir. Yapilan iki farkh
calismada, B. sphaericus 2362 ve 1593 suslarmin degisik konsantrasyonlarda ¢oziinir
oksijen igeren ortamlardaki toksin yapisi, sporulasyonu ve larvasidal aktivitesi test edildi
(Yousten ve-ark,, 1984a; Yousten ve Wallis, 1987). Sonug olarak, 2362 numarali susun
¢ozunur yiksek oksijen konsantrasyonlarinda toksik aktivitesinin diigmesine karsin,
normal sporlanabildigini; 1593 numarali susun ise aym konsantrasyonlarda toksin trettigi
halde iyi sporlanamadifini belirlendi. Diger bir arastirma, besiyerine % 5 ile % 60
oraninda verilen ¢oziiniir oksijenin B. sphaericus 2362 susunun sporulasyonunu ve

gelisimini ters yénde etkilemedigini gotermektedir (Mohamed ve ark., 1993).

2.3.3. Besin Faktorii
2.3.3.1.Larval Beslenmenin Etkisi

B. .s77haé/‘ic11.s’un toksik aktivitesinin larvalara verilen besin miktariyla alakals
oldué'u ve artan besin miktarina bagh olarak toksik aktivitenin diistiigi belirtilmektedir
" (Romaska ve Pacey, 1979). B. .s})haericus SC-1717 susu ile yapilan ¢aliymada ag
birakilnig ve birakilmanus (. pipiens larvalanmn LCsy degerleri karstlagtiniimis, sonugta
a¢ birakilan larvalara karst belirlenen LCso degerlerinin daha disik oldugu tesbit

edilmistir (Tsuchiyama, 1980).
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2.3.3.2.Bakteri|;in Gelistirildigi Besiyerinin Etkisi

Yapilan gesitli aragtirmalar, B. sphaericus’un gelistirildigi besiyerinin de larvasidal
aktiviteyi étkiledigini bildirilmektedir. Myers ve ark. (1979), Ca'’, Mn'* ve Mg
iyonlarinca zengin besiyerinde B. sphaericus 1593 susunun sporulasyonunu, canlt spor
sayisim1 ve LCs degerlerini incelemigler, kontrol olarak ise bu iyonlan igermeyen besiyeri
kullanmislar. Sonugta bu iyonlarca zengin besiyerinde LCso degerini 1,5 x 10° CFU/ml,
istya direngli spor sayistim 7,0 x 107 spor/ml ve toplam hiicre sayisim 1,2 x 10° CFU/ml
olarak, iyon igermeyen besiyerinde ise LCso degerini 3,3 x 10° CFU/ml, 1stya direngli spor
sayisint 1,4 x 10° spor/ml ve toplam hiicre sayisim da 4,0 x 10° CFU/ml olarak tesbit
etmisler. Ayrica B. sphaericus SSII-1 susunun farkh besiyerlerinde gelistirilmesinin LCsy

degerlerinde degismelere neden oldugu da rapor edilmektedir (Singer, 1980).

2.3.4. Biyotik Faktorler
2.3.4.1. Konakq:jnya Ait Faktorler
2.3.4.1.1.Sivrisinek Tiir Farkinmn Etkisi

B. sphaericus’un patojenii( suslariin toksik aktivitesinin sivrisinek tiirlerine
gore farkliik gosterdigi bilinmektedir. B. sphaericus toksinine karst Culex ve
Psorophora cinslerine ait turlerin asin hassas oldugu, Aedes aegypti’nin toksine sinirh bir
hassasiyet gosterdigi ve Anopheles t;:irlerinin ise toksine karsi orta derecede hassas
oldugu rapor edilmektedir (Mulla ve ark 1984b; Lacey ve ark., 1986; Lacey ve ark.,
1988; Silapanuntakul ve ark., 1983).

2.3.4.1.2.Sivrisinek Larva Evresinin Etkisi

Tsuchi)frama (1980), B. sphaericus’un SC-1713 susunun (. pipiens’in 2. ve 3.
evredeki, larvalaﬁna kargi toksik etkisini incelemis ve sonugta larva yasina bagh olarak
LCso degerlerinin arttigim gozlemlemistir. Wraight ve arkadaslan (19.81a) ise .h’.
sphaericus toksinine karsi, araziden toplanan (. pipiens larvalarinin laboratuvarda

gelistirilen larvalardan daha direngli oldugunu rapor etmektedirler.



2.3.4.2.Bakterinin Kendisine Ait Faktorlerin Etkisi

B. sphaericus’un degisik suslan sivrisinek larvalarina kargt farkh larvasidal
aktiviteye sahiptirler. B. sphaericus 1593 ve SSII-1 suslarimin (. pipiens’in 2. evredeki
lawaiarlna kars1 elde edilen LCsy degerleri kargilastinldiginda 1593 susunun SSII-1
susuna gore 3000 kat daha fazla toksik oldugu bildirilmektedir (Myers ve ark., 1979).
Patojen bazi B, sphaericus suslarinin 2. evredeki (. quinguefasciatus larvalarina karst
elde edilen LCso degerleri Cizelge 2.4’de verilmektedir (Davidson ve Myers, 1981).
Ayflca 41,9 ve 5 1.4 kDa’luk ikili toksin igeren suslarin 100 kDa’luk toksin igeren suslara
oranla daha yﬁks;iek larvasidal aktiviteye sahip oldugu da rapor edilmektedir (Baumann ve
ark., 1991; Thaﬁabolu ve ark., 1991; Liu ve ark., 1993).

f

Cizelge 2.4: B. sphacricus’un Bazi Patojen Suslarnin .
quinguefasciatus  larvalarma  Karsi  Elde
Edilen LCs, Degerleri.

Sug Numarast LCs, (CFU/ml)
1593 2.5x 10°
20-13 1. 5.6x 107
1691 24x 10°
MRA (2297) 6.5 x 10'
SSII-1 2.5x 108
1404-924 5.6x 10°
1888 55x 10°
Kellen Q 1.9x 10°

2.4. B. sphaericus’un Arazi Denemelerine iliskin Literatiir Bildirisleri

B. sphaericus’un toz preparat haline getirilmesi ve arazi denemelerinde kullanilmas:
oldukga yen.idir., B. .sphae/-':icu‘s"un formilasyonuna ilk olarak 1985 yilinda baslanmistir
(Mulla ve ark., 1985; Mulla ve ark., 1988). B. sphaericus’un 1593 numaral susu,
Pasteur Enstitiisii Biyolojik Miicadele Laboratuvarlarinda RB80 kodlu preparat haline
getirilmis olup, daha sonralari 2297 susu kullamlarak SPH84 kodlu bir bagka preparat
daha iretilmistir (Barjac ve Sutherland, 1990). Mulligan ve arkadaslan (1978), B.
sphaericus 1593 susunun, Kern Country’deki Cwlex tarsalis populasyonunu arazi

sartlarinda gayet iyi kontrol ettigini rapor etmektedirler.
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Mulla ve arkadaslan (1985), B. thuringiensis var. .i.s'rae/en.s'i.s"in 0,11-0,5
kg/hektarhk dozlarinin Culex, Aedes ve ]’.mruphora larvalarmi % 95-100 oraninda
kontrol ettigini bildirmektedirler. Ayrica B. sphaericus’un Culex larvalarina karsi daha
yiiksek bir etkiye sahip oldugu, 0,1-0,2 kg/hektarhk uygulamalarin larva populasyonunu
% 95-100 oraminda kontrol ettigi de bulunmustur. Arastiricilar, arazi uygulamalarinda
tam bir kontrol igin gerekli dozun; sivrisinek tiiriine, suyun akiskanhifina, derinligine,
kirliligine ve s%hayl orten bitki florasimn yogunlufuna gore degistigini de rapor
etmektedir. % ‘

Davidson ;ve arkadaslar (19§4), B. sphaericus 1593 ve 2362 suslarindan hazirlanan
toz ve krem pr}eparatlarm arazi denemeierinde C. tarsalis ve Anopheles franciscanis
larvalarina kar$1;0,122 ve 0,244 kg/hektar dozda uyguladxklarmda; C. tarsalis larvalarina
kargt iyi bir l;ontrol sagladigin, A. franciscanus'a karst ise diusuk bir kontrol
gerceklestiéini tesbit etmisierdir. Ayrica, iyi bir kontrol igin suyun mililitresindeki spor
sayisimn  100’iin  altina - dilsmemesi  gerektigini ve toz formiilasyonlarin krem
formiilasyonlara oranla daha kullamsh oldugunu da bildirmektedirler. Nicolas ve
arkadagslar1 (1987), Bati Afrika’daki lvory kiyilaninda (. quinguefasciatus larvalarina
kars1 B. .sphaericu.s‘ 2362 susundan hazirlanan preparatlan 10 gr/m” oraminda kullanmis
ve 5-6 hafta igerisinde larva populasyonunun % 100 azaldigimt tesbit etmislerdir.
Arastiricilar, 6lii kadavralardan 72 saat icerisinde larva bagina 10°- 10® spor olustugunu

da rapor etmektedirler.

2.5. Pestisitlerin Mikroorganizmalara Etkilerine fliskin Literatiir Bildirisleri
Mikroorganizmalar, yasayabilecekleri gevre cesitliliii agisindan ¢ok degisken olup,
atmosfer, dogai su kaynaklan, toprak, kanalizasyon, ¢oplikk ve endiistriyel atiklarin
birakildig ortamlar gibi birgok habitatda geligebilmektedirler. Giiniimiizde ksenobiyotik
maddelerin yﬁkéek miktarlarda kullammi, o6zellikle toprak ve sucul ortamlarda 6nemli
kirlilik problemlerine sebebiyet vermektedir. Dogaya birakilan ksenobiyotik maddeler,
mikroorganizmélar tarafindan hizli bir sekilde parcalanmaktadir. Biyodegradasyon veya
biyolojik yikim olarak tanimlanan bu olay, pestisit veya benzeri maddelerin bir kisminin
veya tamaminin mikroorganizmalar tarafindan mineralize edilmesinden ibarettir (Wilson,

1984, Gray ve Joo, 1985; Harvey ve ark., 1987). Organik bilesiklerin mikroorganizmalar



tarafindan minefalizasyonu bir adaptasyon periyodu gerektirmekte olup; bu peryot,
miroorganizmalarin bu bilegiklere hangi siklikta ve dozda rastladiina bagh olarak
depismektedir (Aharanson, 1987).

Bugiine kadar toprak mikrodrganizmalarmm ‘izerine pestisitlerin etkilerini igeren
pekgok bilimsel ¢alisma yapilmigtir. Behki ve Khan (1991), EPTC (S-ethyl
dipropylthiocarbamat) herbisidinin Rhodococcus TElsusu tarafindan pargalanmasinin
ortama verilen parathion ve paraoxon miktarina bagh olarak diistligiinii bildirmektedir.
Mikroorganizmalarin katalaz aktiviteﬂéri izerine yapilan bir ¢alismada, kiregleme,
sterilizasyon veétoluen uygulamasinin katalaz aktivitesini onemli diizeyde diisiirdiigi
tesbit edilmistir%(Beck, 1971). Bremmer ve Douglas (1971), topraktaki iireaz enzim
aktivitesini engeileyen cesitli organik inhibitorleri arastlrfmslar ve quinonlar ile fenollerin
en fazla olumsuf)z etkiye sahip oldugunu belirlemiglerdir. Voets ve arkadaslari (1974),
uzun siireli atrazine uygulamasi sonucunda topraktaki toplam bakteri ve mantar sayisinin
degismemesine karsilik, anaerobik bakteriler ile sporlu bakterilerin ael\zamll olarak
azaldiim, nitrifikasyon ve ‘denitrifikasyon bakterilerinin ise gegici olarak indirgendigini
rapor etmektediﬂer. Yeomas ve Bremner (1985), fungusitlede yaptiklari ¢aligmada 50
ug/g captan uygulamasimin topraktaki denitrifikasyonu engelledigini gostermislerdir.
Aldicarb insektisidinin mikrobiyolojik par¢alanma sonucunda memeliler igin ¢ok daha
yuksek toksisiteye sahip, aldicarb sulfon ve aldicarb sulfoxid metabolitlerine pargalandig;
rapor edilmektedir (Miles ve Delfino, 1985). Chalapamadugu ve Chaudhry (1991),
carbaryl’in Psendomonas 50552 ve 50581 suglan tarafindan karbon kaynagi olarak
kullamldifini ve bu bilesigin ilk olarak 1-naftol’e, daha sonra da kahverenkli bir maddeye
doniistiiraldagiinii rapor etmektedirler.

Olson ve arkadaslari (1984), 1,0 kg/ha trifluralin uygulamalarinda topraktaki
fungus, bakteri, aktinomiset, denitrifikasyon bakterileri ve nitrifikasyon bakterilerinin
miktarinda 6neémli bir degismenin olmadigim, laboratuvarda yapilan saf kiiltor
denemelerinde ise 400-100.000 pg/g oramindaki trifluralin’in ¢ahgilan 42 toprak
mikroorganizmasinin gelismesini engelledigini belirtmektedirler. Ingham ve Coleman
(1984), streptomysin, siklohekzimid, fungizon, captan, carbofuran, cygon ve PCNB ile
yapt;klarl caligmada 1,0 mg/g streptomysin uygulamalarinda topfaktaki bakteri sayisinda

~ 6nemli bir degismenin olmadigin, 3 mg/g streptomj/sin uygulamasinda ise bu miktarlarda
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onemli diigmelerin oldugunu; fungizon’un biitiin uygulama konsantrasyonlarinda bakteri
gelisimini engelledigini; carbofuran’in ise daha ziyade topraktaki, baktefi, fungus ve
protozoonlan etkiledigini tesbit etmiglerdir.

Su ana kadar B. .sy)haricus’uﬂ sporulasyonu ve gelismesi lizerine pestisitlerin
etkisini iceren ;herhangi bir ¢aligma yapilmamstir. Bununla birlikte B. sphaericus’un
cesitli antibiyotiklere kargt duyarliliklarim ve minimal inhibitér konsantrasyonlarim (MIK)
belirlemek amacélyla' cesitli caligmalar yapilmigtir. Bu galismalara gore B. sphaericus 1593
susunun 10 ug/jml ve 100 ug/ml konsantrasyonlarindaki streptomysine direngli oldugu
saptanm‘istI.r (H(’_ertlein, ve ark:, 1979; Yousten, 1985). Burke ve McDonald (1983), biitiin
B. .sphaeric"us suslarinin 4 mg/ml streptomysine ve 8 mg/ml chloramfenikol’e dayamikh
oldugunu da ﬁapor etmektedirler. Bang ve arkadasiarl (1975), sivrisineklere kargi
biyolojik miicadelede kimyasal pestisitler yerine biyopestisitlerin kullamilmasinin hem

maliyet hem de i§ giicii agisindan daha avantajli oldugunu bildirmektedirler.



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL

3.1.1. Bakteri Susu

Calismada kullamilan B. sphaericus 2362 susu, Prof. Dr. Allan A. Yousten (VPI &
SU, Biology Department, Blacksburg, Virginia, USA)’dan temin edildi.

3.1.2. Kullamilan Besiyerleri

3.1.2.1, Nutriel;t Broth + Yeast Ekstrakt + Tuz Kartstni Ortamm (NYSM Broth)

Nutrient Broth (Difco) 8.00 (gr)

Yeast Ekstrakt (Oxoid) 0.50 (gr)
CaClyx 2H,0 (Merck) 7.0x 10 M
MnCl, x 4 H,0 (Merck) 50x10°M
MeCl, x 6 H;0 (Merck) 10x10° M
Damitik Su 1000 ml

Hazirlamgi: Gerekli miktarlar tartildi, damitik su ile iyice siispanse edilerek son
hacim bir litreye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra

steril pamuklu tiiplere 2’ser ml paylagtinldi.

3.1.2.2. Nutrient Agar + Yeast Ekstrakt + Tuz Karisim Ortami (NYSM Agar)

Nutrient Agar (Difco) 23.00 (gr)
Yeast Ekstrakt (Oxoid) 0.50 (gr)
CaClyx 2H,0 (Merck) 7.0x 10" M

MnCl, x 4 H,0 (Merck)  5.0x 10°M
MgCl, x 6 H,0 (Merck) = 1.0x 107 M
Damitik Su 1000 ml
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Hazirlamgr: Gerekli miktarlar tartild;, damitik su ile iyice siispanse edilerek son
hacim bir litreye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
3.1.3. Kullamh{n Kimyasél Pestisitler ve Ozellikleri

Cahsmadaé; altis1 fungusut, besi herbisit ve ikisi de afisit ve akarisit olmak Gzere
toplam 13 tane; ticari pestisit kullanildi (Cizelge 4.1). Pestisitler, Tannm Orman ve
Koyisleri "Bakatiﬂlgx, Zirai Miicadele Arastirma Enstitisii (Yenimahalle-ANKARA),
Ankara Univeréitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolimi (Digkapi-ANKARA) ve
Turkiye JSeker ﬁabrikalan Anonim Sirketi Seker Enstitiisii Entomoloji Sube Miidirlaga
(ANKARA)'nden temin edildi. Aragtirmada kullamlan kimyasal pestisitlerin genel
ozellikleri asaglda verilmektedir (Anonim, 1992, Tomlin,b 1997).

3.1.3.1.Hymexazol (Tachigaren 70 WP)

Kimyasal adi, 5-methyl-1,2-oxozol-3-ol’ dir. Teknik madde % 98 saflikta,
renksiz ve kristal yapihdir. Organik solventlerde iyi ¢oziiniir, 86°C’de erir ve asidik
sartlarda stabildir. Hymexazol igerikli Tachigaren 70 WP, Sumitomo Corporation ilag
firmasi tarafindan  dretilmektedir. Hymexazol’iin kimyasal yapist Sekil 3.1°de

verilmektedir.

CH, N

L on

Sekil 3.1: Hymexazol'un Kimyasal Yapist. -

3.1.3.2.Hexythiazox (Nissorun 5 EC)

Kimyasal adi, (4RS, SRS)-S-(4-chlorophenyl)-N-cyclohexyl-4-methyl-2-oxo—1,3~
thiazolidine-3-carboxamide olarak 'bilinﬁlektedir. Teknik madde renksiz, kristal yapida
olup 108-108,§°C’de erir. Hem asidik hem de alkali ortamlarda hidroliz olur, suda az

organik solventlerde ise degisik oranlarda ¢6ziiniir. Hexythiazox igerikli Nissorun 5 EC,
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Sumitomo Corporation Ilag firmasi tarafindan iretilmektedir. Hexythiazox’un kimyasal

yapist Sekil 3.2"de verilmektedir.

CH3

CHjy | | O—C—NI(CH3)9

|
N
CQ\C H3

Sekil 3.2: Hexythiazox un Kimyasal Yapis.

3.1.3.3.Primicarb (Primor 50 WG)

i(im‘yasal adi, 2-dimethylamino-5,6-dimethylpyrimidin-4-yl dimethylcarbamate’
dir. Teknik madde kokusuz, renksiz ve kristal yapidadir. Asit ve alkalilerle kaynatilinca
bozulur, asmdlfnm olmayip asitlerle tuz olusturur. Primicarb igerikli Primor 50 WP,
Imperial Chemical Industries (Turkey) Ltd. Sti. tarafindan tretilmektedir. Primicarb’in

kimyasal yapist Sekil 3.3’ de verilmektedir.

Ci

S\fo
N\
CH, . CO.NH

Sekil 3.3: Primicarb’in Kimyasal Yapisi.



22

3.1.3'.4.Tri-izopropanol Amin Tuzu + Picloram Amin Tuzu (Tordon 101 Mixture)
Pestisit iki ayri amin tuzundan olusmaktadir. Birinci veriien tuzun kimyasal adi,
Tri-izopropanol Amin olup istya karsi dayamkls, “renksiz ve kristal yapidadir. ikinci
verilen tuzun kimyasal adi, 4-amino-3,5,6-trichloropicolinic asittir. Saf madde klora
benzer, kokulu beyaz renkli ve 215°C’de pargalamir. Iki tuzun kansimindan olusan
Tordon 101 Mixture, Dow Elonco Taglm A.S. tarafindan tretilmektedir. Picloram amin

tuzunun kimyasal yapisi Sekil 3.4’ de verilmektedir.

Ct /N_ C‘0.0,H

Ct AN Cl

NH,
Sekil 3.4: Picloram Amin’in Kimyasal Yapist.

3.1.3.5.2,4-D Amin (Agro D-Amin)

Kimyasal adi, 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid” dir. Hafif fenolik kokulu, beyaz
renkli ve toz haldedir. Organik solventlerde ¢oziiniir ve 104,5°C’nin Gzerinde erir. 2,4-D
Amin bilesimli Agro D-Amin, Agro-San Kimya Sanayi ve Tic A.S. tarafindan

uretilmektedir. 2,4-D nin kimyasal yapist Sekil 3.5°de verilmektedir.

Cl

/
C\—~®"‘O'CH2C02H

Sekil 3.5: 2 4-D nin Kimyasal Yapisi.
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3.1.3.6.Bakar Siilfat (Koruma Goztasi)
Suda kolayca ¢oziinebilir, 1stya dayamkh ve kristal yapidadir. Bakir Siilfat
bilesimli Koruma Goztasi, Koruma Tanm Ilaglan A.S. tarafindan iretilmektedir. Bakir

Sulfat’in kimyasél formiili CuSO, x 5H0 dur.

3.1.3.7.Triklor Asetik Asit (Nata Graniil)

Kimyasai ad, triklor asetik asid’in sodyum tuzu olarak bilinir. Renksiz sulu kristal
yapida olup 55-$8°C’de erir. Suda iyi ¢oziiniir. T.C.A bilesimli Nata Graniil, Hoechest
Shering Agrevd Tanm llaglan AS. téraﬁndan uretilmektedir. T.C.A’nin kimyasal
formiitii Cl; CO.O° Na" dir,

3.1.3.8.2,4-D Amin (Corn(:)x Amin)

Kimyasal adi, 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid’ dir. Hafif fenolik kokulu, beyaz
renkli ve toz haldedir. Organik solventlerde ¢oziiniir ve 104,5°C’nin iizerinde erir. 2,4-D
Amin bilesimli Cornox Amin, Atabay Tarm ve Veteriner llaglart A.S. tarafindan

uretilmektedir. 2,4-D’nin kimyasal yapist Sekil 3.5de verilmektedir.

3.1.3.9. Trifluralin (Tefralin EC)

Kimyasal adi, o,a,a-trifluoro-2,6-dinitro-N,N-dipropyl-p-toluidine’ dir. Teknik
madde % 98 saflikta olup portakal renkli kat1 kristaller halindedir. Suda ¢ok az, arganik
solventlerde ise iyi ¢ozinir. Ultra-viyole 1gikta bozulur, 48,5-49°C’de erir ve pH 3-9
arasinda stabil degildir. Triﬂurﬁlin iceren Tefralin EC, Hektag Tic. A S. tarafindan imal

edilmektedir. Trifluralin’in kimyasal yapis1 $ekil 3.6’da verilmektedir.

NO,

N(CH;CH,CH3),

NO,

Sekil 3.6: Trifluralin’in Kimyasal Yapisi.
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3. 1.3.10.Quint(fzene (Kimyagerler Pensikol)
i
Kimyasal adi, pentachloronitrobenzene olarak bilinir. Saf madde renksiz olup
146°C’de erir. Organik solventlerde iyi suda ise kismen ¢oziiniir. Quintozene igeren

Kimyagerler Pensikol, Kimyagerler Zirai Miicadele Ilaglari A.S. tarafindan

uretilmektedir. Quintozene’nih kimyasal yapis1 Sekil 3.7’ de verilmektedir.

NO,
o Ct

Ct Cl
Cl

Sekil 3.7: Quintozene nin Kimyasal Yapisi.

3.1.3.11.Hexaconazole (Anvil) ,
Kimyasal adi, (RS)-2-(2.4-dichlorophnyl)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl) hexan-2-ol’
dir. Teknik madde renksiz kristal yapida olup 111°C’de erir. Suda kismen organik

solventlerde ise iyi ¢ozinur.

OH
C—CH,CH,CH,CH,

N

Sekil 3.8: Hexaconazole nin Kimyasal Yapist.



25

Hexaconazole igeren Anvil, Imperial Chemical Industries (Turkey) Ltd. tarafindan

iiretilmektedir. Teknik maddenin kimyasal yapist Sekil 3.8°de verilmektedir.

3.1.3.12.Bakir (Bakir Sandoz)
Teknik madde toz halde bakir’ dir. Bilesiminde bakir bulunan Bakir Sandoz,

. Sandoz Urinleri [lag Gida Kimya ve Tohum Sanayi A.S. tarafindan dretilmektedir.

3.1.3.13.Captan (Captan 50 WP Stauffer)

Kimyasal adi, N-(trichloromethylthio)cyclohex-4-ene-1,2-dicarboximide’ dir.
Saf madde renksiz kristal yapida olup '5.17‘8°C’de erir. Suda ¢ok az, organik solventlerde
iyi ¢ozinur, Captan bilesitﬁli Captan 50 WP Stauffer, 'Hoechst Shering Agrevo Tarnm
llaglarnn A.S. téraﬂndan imal edilmektedir. Captan’in kimyasal yapist Sekil 3.9°da

verilmektedir.

0
N-SCCly

O

Sekil 3.9: Captan’mn Kimyasal Yapisi.

3.1.4.SDS-PAGE Stok Cozeltileri
" Elektroforetik islemler Laemmli (1970)’ye gore yapildi.

3.1.4.1. Akrilamid + N, N’-Metilen Bis Akrilamid Stogu

Akrilamid (Merck) ' 28.8 gr
Bis Akrilamid (Merck) 01,2 gr



Gerekli miktarlar tartilip temiz bif? erlene alindi, 75 ml damitik suda ¢oziildi ve son
hacim 100 ml’yé tamamlandi. Whatman No.l filtre kagidindan siiziillerek renkli cam

sisede +4°C’de saklandi.

3.1.4.2.Ayirma .“flel Tamponu (1.5 M Tris-HCI, pH 8,6)

Gerekli miktar Trizma Bazi ve SDS tartihp temiz bir erlene alindi, bir miktar
damitik SildE; céiﬁldukten sonra 6 N HCl ile pH 8.6’ya ayarlamp son hacime tamamland.
Cozelti Whatma;n No.l filtre kagidindan sizildi. ve otoklavda 15 dakika sterilize

edildikten sonra é:—I-4°C ’de saklandu.

3.1.4.3.Yigma Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8)'

Gerekli miktar Trizma Bazi ve SDS tartilip temiz bir erlene alindi, bir miktar
distile suda ¢ozildikten sonra 6 N HCI ile pH 6.8’e ayarlanip son hacime tamamlandi.
Cozelti Whatman No.l filtre kafidindan stizildi ve otoklavda 15 dakika sterilize

edildikten sonra +4°C’de saklandi.

3.1.4.4. Kosturma Tamponu

Trisma Basc (Oxoid) 1.21 gr
Glisin (‘Merck) 5.76 gr
SDS (Merck) 1.00 gr
Damutik Su 1000 ml

Gerekli miktarlar tartilip temiz bir erlene alindi, bir miktar damitik suda ¢ozilditen

" sonra bir litreye tamamlandi (Taze olarak kullamldl)'.

3.1.4.5. Ornek Tamponu (X4)

0.5 M Tris-HCL. pH 6.8 o 512 ml
Gliserol (Merck) ‘ 8.00 ml
Damutik Su 3.00 mi
SDS (Merck) 2.00 ml
2-B-Merkaptoctanol (Merck) 4.00 ml

Bromofenol Blue (Oxoid) 0.025 gr.
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_Gerekli miktarlar tartihp temiz bir deney tiipii igerisinde homojen hale getirildi ve

gun 1s181na maruz birakilmadan oda sicakh@inda saklandi.

. 3.1.4.6. Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue (Oxoid) 1.50 gr

Isopropil Alkol (Merck) 250.0 mi
Glasial}fAsetik Asit (Merck) 100.0 mi
Damitik Su 650.0 ml

Boya ¢oziilditkten sonra Whatman No.1 filtre kaéldlndan stiziildii ve renkli cam

sisede oda sicakhiginda saklandt.

3.1.4.7. Boya Cikarma Cozeltisi

Isopropil Alkol (Merck) 250.0 mi
Glasial Asetik Asit (Merck) 100.0 ml
Damutik Su 650.0 mi

Gerekli miktarlar alimp karigtinildi ve renkli cam siselerde sakland.

3.1.5. Culex quinquefasciatus Kiiltiivii

Arastirmada canli materyal olarak Dr. Elisabeth Davidson (Arizona State
Universty, Department of Zoology, Tempe, Arizona, USA.)’dan temin edilen (.
quinguefasciatuy kiltora kullamildr. Kiltir halen Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Bolimi Bakteriyoloji Laboratuvarinda korunmaktadir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Pestisitlerin Deneyler icin Hazirlams:
Arastirmada kullamlan kimyasal pestisitler deneysel asamalara gecilmeden 6nce
asagida verildigi gibi gesitli islemlerden gegirildi.
3.2.1.1.T achigaren 70 WP
Tacﬁigaren 70 WP pestisitinden 3 gram alimip damitik suda ¢6ziildii ve son hacim
10 ml’ye tamamlandi, | N KOH ile pH 7 ‘ye ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilip +4°C’de saklandh.

3.2.1.2.Nissorun 5 EC
Nissorun'§ EC pestisitinden 10 ml alindi (uygulama sirasinda 10 kat seyreltildi),
kaba filtre kagidindan gegirildi, 1 N KOH ile pH 7’ye ayarlandi ve 0,2 um’lik selilloz

. asetat membran filtreden (Sartorius) gegirilerek sterilize edilip +4°C’de sakland.

. 3.2.1.3.Primor 50 WG

Primor 50 WG pestisitinden 5 gram alimp damitik suda ¢oziildii ve son hacim 10
ml’ye tamamlandi, | N KOH ile pH 7’ye ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilip +4°C’de sakla;ndl.

!
3.2.1.4.Tordon iOl Mixture

Tordon 101 Mixture pestisitinden 10 ml alindi, kaba filtre kagidindan gegirildi, |
N HCl ile pH 7’ye ayarlandi ve 0.2 um’lik seliloz asetat membran filtreden gegirilerek

sterilize edilip +4°C’de saklandh.

3.2.1.5.Agro D-Amin

Agro D-Amin pestisitinden 10 ml alindi (uygulama sirasinda 10 kat seyreltildi),
damitik su ile % 10 seyreltilerek stolf ¢Ozelti hazirlandi, kaba filtre kagidindan gegirildi, 1
N HCl_'. ile pH 7’ye ayarlandi ve 0,2 pm’lik seliloz asetat membran filtreden gegirilerek

sterilize edilip +4°C’de saklandh.



29

3.2.1.6.Korum{_l Goztay1 -

Koruma ?Gé')ztasl pestisitinden 9,8 gram alinip damitik suda ¢oziildii ve son hacim
10 ml’ye tamamlandi (uygulama sirasinda 10 kat seyreltildi), kaba filtre kagldindan
gecirildi, IN HCl ile pH 7’ye ayarland1 ve 0,2 um’lik seliiloz asetat membran filtreden
gecirilerek sterilize edilip +4°C’de saklandi.
3.2.1.7.Nata Graniil

Nata Graniil pestisitinden 9,5 gram alimp damitik suda ¢6ziildii ve son hacim 10
ml’ye tamamland1 (uygulama sirasinda 100 kat seyreltildi), 1 N KOH ile pH 7’ye
ayarland1 ve 121°C°de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilip-+4°C’de saklandh.

3.2.1.8.Cornox Amin
Cornox Amin pestisitinden 10 ml alindi, kaba filtre kagidindan gegirildi, | N KOH

ile pH 7’ye ayarlandi ve 0,2 um’lik seliiloz asetat membran filtreden gegirilerek sterilize

edilip +4°C’de saklandt.

3.2.1.9.Tefralin EC , |
Tefralin EC pestisitinden 10 ml alindi, kaba filtre kagidindan gegcirildi, 1| N KOH
ile pH 7’ye ayarlandi ve 0.2 pm’lik seliloz asetat membran filtreden gegirilerek sterilize

edilip +4°C’de sakland

3.2.1.10.Kimyagerler Pensikol
Kimyagerler Pensikol pestisitinden 10 ml alindi, 1 N KOH ile pH 7’ye ayarland:
ve 121°C’de 15 dakika otoklavianarak sterilize edilip +4°C’de sakland:.

3.2.1.11. Anvil
Anvil pestisitinden 10 ml alindi, 1 N KOH ile pH 7’ye ayarlandi ve 121°C’de 15

dakika otok_lavlanarak sterilize edilip +4°C’de sakland:.



30

3.2.1.12.Bakir WP
[ Bakir WP pestisitinden S gram alinip damitik suda ¢oziildi ve son hacim 10
ml’ye tamamlandi, | N HCl ile pH 7’ye ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilip +4°C’de sakland.

3.2.1.13.Captan 50 WP Stauffer
Captan%SO WP Stauffer pestisitinden 5 gram alimp damitik suda ¢6ziildii ve son
: :
hacim 10 mI’ye:tamamlandi, | N KOH ile pH 7’ye ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilip +4°C’de saklandi.

3.2.2. Pestisitlerin Minimal inhibitor Konsantrasyonlarinin (MiK) Belirlenmesi
Aragtirmada kullamlan 13 adet pestisitin minimal inhibitér konsantrasyonlar (MIK)

asafida verildigi gibi tayin edildi ( Claus, 1989).

3.2.2.1.Pestisitlerin Seyreltilmesi

Calismada kullamlan 13 adet pestisit’in 6nceden hazirlanmig stok ¢ozeltilerinden;
Primor 50 WG, Bakir WP ve Captan 50 WP Stauffer i¢in 125-62,5-31,25-15,62-7.81-
3,90 ve 1,95 (mg/ml), Tachigaren 70 WP igin 105-52,5-26,25-13,125-6,562-3.281 ve
1,640 (mg/ml), Nissorun 5 EC igin 2,5-1,25-0,625-0,312-0,156-0,078 ve 0,039 (mg/ml),
Tordon 101 Mixture igin 230-115-57,5-28,75-14,37-7,18 ve 3,59 (mg/ml), Agro D-
Amin igin 25-12,5-6,25-3,125-1,562-0,781 ve 0,390 (mg/ml), Cornox Amin i¢in 250-
125-62,5-31,25-15,62-7.81 ve 3,90 (mg/ml), Koruma Gdéztasi igin 49-24,5-12,25-6,125-
3,06-1,53 ve 0,765 (mg/ml), Nata Granil igin 4,75-2,375-1,187-0,593-0,296-0,148 ve
0,074 (mg/ml), Tefralin EC igin 240-120-60-30-15-7,5 ve 3,75 (mg/ml), Kimyagerler
Pensikol i¢in 45-22.5-11,25-5,625-2,812-1,406 ve 0,703 (mg/ml) ve Anvil igin 100-50-
25-12,5-6,25-3,125 ve 1,562 (mg/ml) olacak sekilde igerisinde 2 ml NYSM broth
(Difco) besiyeri bulunan steril tiiplere seri seyreltme yontemiyle ilave edildi (2). Pestisit
. konsantrasyonunun en yiksek oldugu ilk tiipteki besiyerleri ¢ift, difer seyreltmeler ve

pestisit igermeyen kontrol tuplerdeki besiyerleri ise tek kuvvet olarak hazirland.

(2) Pestisitler igin belirlenen miktarlar aktif madde cinsinden hesaplandi.
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3.2-.2.2.Bakteri%Stok:Spor Siispansiyonunun Hazirlanig
' B. sphaericus 2362 susunun NY SM broth (Difco) besiyerinde senkronize kiiltiirii
haznflamp, daha; sonra bu kulturdenl NYSM agar (Difco) besiyerfne cizgi ekim yapild: ve
! bes giin tamamen sporlanincaya kadar bekletildi. éporulasyon faz-kontrast mikroskobu
ile degisik zamanlarda 6rnek alinip incelenilerek kontrol edildi. lyice sporlannus kiltiir
petri yiizeyinden steril damitik su ile toplanarak sonug spor konsantrasyonu 4,4 x 10"

spor/ml olacak sekilde stok spor siispansiyonu hazirland.

3.2.2.3.Pestisitléi Besiyerlerine Bakteri Asilamasinin Yapihs:

Pestisit ilavé edilmis NYSM broth besiyeri igeren herbir tiipe mikropipet ile B.
sphaericus 2362 stok spor siispansiyonundan 100 pl ésllandl. Asilama yapilmig tiipler
30°C’de 72 saat 150 rpm’lik g:alkalamail etiivde gelistirildi. Bu siire sonunda bakteri
gelismesinin dnlendidi en dﬁsﬁk pestisit konsantrasyonlar belirlendi. Bakteri gelisimi her
alt1 saatte bir 6rnek alinarak faz-kontrast mikroskobu ile kontrol edildi. Biitiin denemeler

dort paralelli ve ti¢ tekrarls .olarak yuritildu.

3.2.3. Bakteriyal Sayimlar i¢in Ornek Alimisi ve Sayimlarin Yapihisi
3.2.3.1.Bakteriyal Sayimmlar icin Ornek Allmsl"

Pestisitlerin B. sphacricus 2362 susunun gelisimi ve sporulasyonu {izerine olan
etkileri; 24, 48 ve 72 saatlik zaman araliklarinda her pestisit konsantrasyonu igin
sozkonusu tiiplerden 6rnek alinarak incelendi. Ayrica herbir pestisit konsantrasyonundaki
toplam bakteri ve spor sayisim belirlemek amaciyla steril ependorflara 2 ml &rnek alinip

-70°C’lik deep-freeze de saklandi.

3.2.3.2. Saymmlarin Yapihs:
3.2.3.2.1. Toplam Bakteri Sayim

Her pestisit konsantrasyonundaki toplam bakteri sayisinin tesbiti igin -70°C’de
bekletilen bakteri Srneklerinden steril ependorflara 500 ul alindi sonra yine steril
ependorflarda 10, 102, 10%, 107, 10%, 10, 107, 10%, 10”, 10" oraninda steril damitik
su ile seri seyreltmeler yapildi. Herbir seyreltmeden steril petrilere 100 pl bakteri

siispansiyonu ilave edilip sterilize edilmis NYSM agardan yeter miktarda dokiilerek



32

petrideki batkterfi siispansiyonunun besiyeriyle homojen sekilde karigmasi saglandi. Daha
sonra petriler 30°C’1ik etiivde 24 saat bekletilerek spor kolonilerinin gelismesi beklendi.
Bu siire sonunda 30-300 arasi koloni igeren petriler dikkate alinarak sayimlar yapild1 ve

ml’deki toplam bakteri sayisi belirlendi. Sayimlar dort paralelli ve ii¢ tekrarl yiiriitildi.

3.2.3.2.2. Spor Saymm

Her péstisit konsantrasyonundaki spor sayisini belirlemek igin -70°C’de deep-
freeze’de bekletilen bakteri 6rneklerinden steril ependorflara 500 pl 6rnek almip 80°C’de
12 dakika su banyosunda bekletilerek biitiin vejetatif hiicreler olduriildii. Sonra steril
ependorflarda 107, 107, 107, 107, 10°, 10°%, 107, 10, 10, 10™ oraninda steril damitik
su ile seri seyreltmeler yapildi. Herbir seyreltmeden steril petrilere 100 pl bakteri
sispansiyonu iléve edilip sterilize edilmiy NYSM agardan yeter miktarda doékilerek
petrideki bakteri stispansiyonunun besiyeriyle homojen sekilde kanigmasi saglandi. Daha
sonra petriler 30°C’lik etiivde 24 saat bekletilerek spor kolonilerinin gelismesi beklendi.
Bu siire sonunda 30-300 arast koloni igeren petriler dikkate alinarak sayimlar yapildi ve

. ml’deki spor saylsl belirlendi. Sayimlar dort paralelli ve ti¢ tekrarh sirdirildi.

3.2.4.Faz-Kontrast Mikroskobi

Her pestisit konsantrasyonundaki bakteri gelisimini, spor-toksin kompleksinin
yapisint ve bakteri sporulasyonunu incelemek igin taze preparatlar hazirlamp faz-kontrast
mikroskopta fotgograﬂarl cékildi.
3.2.5.Elektrofo?rez icin Orneklerin Hazirlamisi

Deep-freeze'de bekletilen bakteri orneklerinden 500 pl steril ependorflara alimip
steril damutik su ile en az 6-7 defa 12.100 rpm’de bes dakika santrifijjlenerek yikandi ve
béylecelortamdan pestisitler uzaklastinldi. Daha sonra herbir ependorfa SDS-PAGE
ornek tamponundan (0,06 M Tris, % 2,5 gliserol, % 0,5 SDS, % 1,25 B-merkaptoetanol
ve bromofenol Blue) 30-40 pl ilave edilip iyice karstinldi ve bes dakika su banyosunda

kaynatilarak ¢oziniir proteinler ekstrakte edildi.



33

3.2.6. Jellerin Haznrlamsl ve Elektroforezin Yapihs

3.2.6.1. Aylrmai Jelinin Hazirlaniss

% 30’1uk Akrilamid/Bisakrilamid (Merck) 05.78 ml

1.5 M Tris-HCl, pH 8.6 0433 ml
% 10’luk APS (Merck) 86,70 ul.
TEMED (Sigma) 08,16 l
Damitik Su 07,13 ml

Yukarida verllen miktarlar temiz bir erlen i 1(;ensme alimip iyice karistinidiktan sonra
0,75 mm arahkh iki cam plaka arasina bosaltilip tizeri doymus butanol ile kapatilarak
polimerize olmasi beklendi.

3.2.6.2. Yigma Jelinin Hazirlamsi

% 30’luk Akrilamid/Bisakrilamid (Merck) 0,82 ml

0,5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.21 ml
% 10’luk APS (Merck) 30,00 ul
TEMED (Sigma) 5,00 ul
Damutik Su 2,93 ml

Gerekli miktarlar temiz bir erlenin igerisine alinip iyice kanstinldiktan sonra
kangim, tizerindeki butanolii damitik su ile temizlenmis ve istten tarakla kapatilmig olan
polimerize olmus ayirma jelinin iizerine dikkatlice dokiildi. Polimerizasyondan emin
olunduktan sonra tarak ozenle gikanlip ornekleri koyacagimiz kuyucuklar kosturma

tamponuyla iyice temizlendi ve jel tanka yerlestirildi.

3.2.6.3. Elektroforezm Yapihisi ve Jellerin Boyanmas:
Protein ornekleri 30 mA’de yaklagik 400-450 Volt’ta 2-4 saat arasinda
kosturuldu. Elektroforez bitiminde Jeller, Coomassie Brillant Blue R-250 protein boyasi

ile hazirlanan boyama ¢ozeltisi igerisinde bir gece bekletildi. Daha sonra jeller boya
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¢ikarma ¢ozeltisine birakilarak boyasinin giderilmesi saglandi. Bu agamadan sonra % 7’lik
glasial asetik asit icerisinde bekletilen jellerin 191kl beyaz tabla tzerinde fotograflar

cekildi.

3.2.7. LCsy Degerlerinin Hesabi icin Orneklerin  Hazirlamsi ve Biyoessey
Denemelerinin Yapilis
3.2.7.1.LCs¢ Degerlerinin Hesab; icin Orneklerin Hazirlamsi
Pestisitle muamele edilmis ve -70°C’lik deep-freeze’de bekletilen bakteri
orneklerden 1 ml alimip 12.100 rpm’de 6-10 defa steril damlt;k su ile yikanarak bakteri
ortamindan pestisitler uzaklastirild ve yine steril damitik su ile ilk hacime tamamlands (3),‘ :
Daha sonra bu bakteri 6rneklerindéﬁ farvasidal éktivitelérin (LCs) tayininde kullamlmak

iizere tekrar 10, 10”, 10™, 10 oraninda seri seyreltmeler yapild.

3.2.7.2.Biyoessey Denemelerinin Yapihs

Pestisitlé muamele edilmis her koﬁsantrasyonundaki B. sphaericus 2362 sugunun
larvasidal aktivitesinin tesbiti, 2-3. evre (' quinquefasciatus  larvalan  izerinde
gerceklestirilerek LCso degerleri hesaplandi (Hopkins, 1967). Bunun igin igerisinde 10 ml
steril gesme suyu ve 20 adet uygun evrede larva bulunah_ plastik kaplar kullanildi.
Denemelerde 24 ve 72 saat pestisite mall'uz birakilmis bakteri kiiltiirinden hazirlanan seri_

seyreltmeler kullamldi. Deneyler ti¢ pazralelli ve dort tekrarh stirdiriildi.

(3) Larvsidal aktivitenin bakteriden kaynaklandigim kontrol etmek igin her pestisitten steril
cpendorflara 1.5 ml ahmp steril damitik su ile 6-10 defa 12,100 rpm’de bes dakika
santrifijlencrek ortamdaki pestisit uzaklastirildi ve yine steril damutik su ile ilk hacime
tamamlandi. Daha sonra pestisitten arndinlmig ércklerin ' quinguefasciatus larvalarma
karsi toksik aktiviteleri test cdildi. Sonugta. larvasidal aktivitenin bakteriden mi yoksa
pesisitten mi kaynaklandigy belirlenemeyen bazi pestisitler tez kapsamina alinmadi.
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4.1. Pestisitlerin Minimal inhibitér Konsantrasyonlarmn (MiK)iBelirlenmesine
iliskin Faz-Kontrast Mikroskobik Bulgular |
Calismada kullamlan kimyasal peétisitlerin B. sphacricus 2362 sugunun gelisimi ve
sporlanmast ﬁzéfine etkileri incelenerel;, her pestisitin minimal inhibitor konsantrasyonlari

belirlendi (Cizelge 4.1),

Cizelge 4.1: Aragtirmada Kullanilan Kimyasal Pestisitlerin Ticari Adlar. Etken Maddeleri. Tirii.
Formiilasyonlar: ve MIK lar1 (mg/ml)

Ticari Ad1 . Etken Maddesi Tiirii | Formulasyonu | prix” (ng/ml)
Tachigaren 70 WP | Hymexazol Fungusit | Toz 3.281
Nissorun 5 EC Hexythiazox Akarisit | Sivi 1.250
Primor 50 WG Primicarb Afisit Toz | e
Tordon 101 Mix. - Tri-Isopropanolamin ve Picloramamin | Herbisit Sivi -
Agro D-Amin 2.4-D Amin Herbisit | Sivi 12.50
Koruma Goztasi Bakir Siilfat Fungusit | Graniil 1.530
Nata Graniil TCA Herbisit | Graniil 1.187
Cornox Amin 2.4-D Amin Herbisit | Sivi 62.50
Tefralin EC Trifluralin Herbisit |[Sivi = | -
K.Pensikol - Quintozene Fungusit | Toz e
Anvil Hexaconazole Fungusit |ViskozSivi |  coeme
Bakir WP Bakir Fungusit | Toz 3.90
Captan 50 WP Stauf. | Captan Fungusit | Toz 3.90

“ MiK Degerleri 72 saatlik inkiibasyon siiresi esas alinarak belirlendi.

B. sphaericus 2362 susunun; primicarb igerikli Primor 50 WG, tri-izopropanol

amin ve picloram amin igerikli Tordon 101 Mixture, trifluralin igerikli Tefralin EC,
quintozene igerikli Kimyagerler Pensikol ve hexaconazole igerikli Anvil pestisitlerinin
bl‘i;tﬁn konsantrésyonlarmda geliserek sporlanabi'ldigi tesbit edildi (Cizelge 4.1). Diger
taraftan bakir ?bilesi'mli Bakir WP ve captan bilesimli Captan 50 WP Stauffer
pestisitlerinin 3,90 (mg/ml), bakir siilfat bilesimli Koruma Goztas1 pestisitinin 1,530
(mg/ml), TCA igerikli Nata Graniil pestisitinin 1,187 (mg/ml), hymexazol igerikli
EC
pestisitinin 1,250 (mg/ml) ve 2,4-D Amin igerikli Agro D-Amin ile Cornox Amin

Tachigaren 70 WP pestisitinin 3,281 (mg/ml), hexythiazox igerikli Nissorun 5

pestisitlerinin 12,5 ve 62,5 (mg/ml) konsantrasyonlarinda bakteri sporlarinin agilamadigt

ve toksin kristallerinin kayboldugu belirlendi (Cizelge 4.1).
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Yapilan Faz-kontrast mikroskobik incelemelerde B. sphacricus 2362 susunun 72
saat sonunda; Primor 50 WG, Tordon 101 Mixture, Tefralin EC, Kimyagerler Pensikol
ve Anvil pestisitlerinin  her konsantrasyonunda sporlandift ve parasporal toksin
kristallerinin korundugu (Sekil 4.1), Tachigaren S0 WP pestisitinin 3,281-6,562-13,125-
26;25-52,5 ve 105 (mg/ml), Nissorun S EC pestisitinin 1,250 ve 2,50 (mg/ml), Agro D-
Amin pestisitinin 12,5 ve 25 (mg/ml), Koruma Goztagl pestisitinin 0,148-0,296-0,593-
1,187-2.375 ve 4,75 (mg/ml), Nata Granil pestisitinin 1,187-2.375 ve 4,75 (mg/ml),
Cornox Amin pestisitinin 62,5-125 ve 250 (mg/ml) ve Bakir WP ile Captan 50 WP
pestisitlerinin  3,90-7 81-15,62-3 1.25-62,5 ve 125 (mg/ml) konsantrasyonlarinda ise
bakteri sporlarimin agilamadigt ve toksin kristallerinin kayboldugu belirlendi (Sekil 4.2).
Diger taraftan, Tachigaren 70 WP pestisitinin 1,640 (mg/ml) konsantrasyonunda kontrole
oranla ¢ok az spor ¢imlenmesinin gergeklestigi fakat acilan sporlarim toksin kristallerini

kaybettigi tesbit edildi (Sekil 4.2.C).

Sekil 4.1: Primicarb Bilesimli Primor 50 WG Pestisitinin Degisik Konsantrasyonlarnda 72 Saat
Stiresince Geligtirilen B. sphacricus 2362 Susunun Faz-Kontrast Mikroskobist. (A):

125 mg/ml. (B): 62.5 mg/ml. (C): 1.95 mg/ml ve (D): Kontrol.
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- Sekil 4.2: Hymexazol Bilesimlt Tachigaren 50 WP Pestisitinin Degisik Konsantrasyonlarinda 72
Saat Siiresince Geligtirilen B, sphacricus 2362 Susunun Faz-Kontrast Mikroskobisi.

(A): 105 mg/mi. (B): 3.281 mg/ml, (C): 1.640 mg/ml ve (D): Kontrol.

4.2. Bakterinin}Toksin Stabilitesine iliskin Elektroforetik Bulgular

Arastirmada kullamlan kimyasal pestisitlerin B. sphaericus 2362 susunun 41,9 ve
51,4 kDa’luk ikili toksin proteinlerinin stabilitesi tizerine olan etkileri SDS-PAGE analizi
ile ayrmnli bir sekilde incelendi. SDS-PAGE analizleri, 24 ve 72 saat’lik B. sphacricus
2362 kiltiirleri esas alinarak herbir pestisit icin ayri ayri ve biitiin konsantrasyonlari

icerecek sekilde yapildi.
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4.2.1.Tachigaren 70 WP Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular
Tachigaren 70 WP pestisitinin =~ farkli  miktarda  hymexazol igeren
konsantrasyonlarimin B. sphaericus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa’luk larvasidal toksin
proteinlerinin stabilitesi Gizerine olan etkilerinin SDS-PAGE analiz sonuglan Sekil 4.3 de
verilmektedir. Bakterinin 24 ve 72 saat sonunda, 105-52,5-26.25-13,125-6,562-3.281 ve
1,640 (mg/ml) hymexazol konsaﬁtrasyonlarl icin 41,9 ve 51,4 kDa’luk ikili toksin
proteinlerini kaybettigi, kontrol konsantrasyonlarda ise toksinin korundugu belirlendi

(Sekil 4.3).

1234567891011 1213141516
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-

¥ e <514 kDa

H = < 41,9kDy
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- 24 Saat —~i— 72 Saat -

Sekil 4.3:B8. sphaericus 2362 Susunun Farkhh Hymexazol Konsantrasyonlarindaki 41.9 ve 51.4
kDa'luk Larvasidal Toksin Proteinlerinin SDS-PAGE  Analizi. 0. Kontrol. 1: [05
mg/ml. 2: 525 mg/ml. 30 2625 mg/ml. 4: 13,125 mg/ml. § 6.562 mg/ml. 6: 3.281
mg/ml. 7: 1.640 mg/ml. 8 Kontrol. 9: 105 mg/ml. 10: 52.5 mg/ml. 11: 26.25 mg/ml.
12: 13125 mg/ml. 13: 6.562 mg/ml. 14: 3.281 mg/ml. 15 1.640 mg/ml. 16: Kontrol.
Hat 1-8 24 Saat Sonraki: Hat 9-15 is¢ 72 Saat Sonraki Aymi Konsantrasyonlardaki

Toksinin Durumunu Gostermektedir.
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4.2.2. Nissorun 5 EC Pestisitinin SDS-PAGE Analizine (liskin Bulgular

Nissorun 5 EC pestisitinin farkh miktarda hexythiazox igeren konsantrasyonlarinin
B. sphaericus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa'luk larvasidal toksin proteinlerinin
stabilitesi Gizerine olan etkilerinin SDS-PAGE analiz sonuglan Sekil 4.4’ de verilmektedir.
Bakterinin, 24 saat sonunda 2,5-125-0,625 ve 0,312 (mg/ml) hexythiazox
konsantrasyonlarinda toksin proteinlerini kaybettigi, 0,156-0,078 ve 0,039 (mg/ml)
hexythiazox konsantrasyonlarinda ise toksinin korundugu bulundu. Diger taraftan,
bakterinin 72 saat sonunda 2.5 ve 1,25 (mg/ml) hexythiazox konsantrasyonlarinda toksin

proteinlerini kaybettigi, diger konsantrasyonlarda ise toksin proteinlerinin korundugu da

belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4:8. sphacricus 2362 Susunun qu‘kﬁ Hexyvthiazox Konsantrasyonlarindaki 41.9 ve 51.4
‘kDa’luk Larvasidal Toksin Proteinlerinin SDS-PAGE Analizi. 0: Kotrol. 1: 2.5 mg/ml.
2: 125 mg/ml. 3: 0.625 mg/ml. 4: 0.312 mg/ml. §: 0.156 mg/ml. 6: 0.078 mg/ml. 7
0.039 mg/mi. 8: Kontrol 9: 2.5 mg/ml. 100 1.25 mg/ml. 11: 0.625 mg/ml. 12: 0312
mg/ml. 13; 0156 mg/mi. 14: 0.078 mg/ml 15 0.039 mg/ml. 16: Kontrol. Hat 1-8 24
Sonraki: Hat 9-15 1s¢ 72 saat Sonraki Ayt Konsantrasyonlardaki Toksinin Durumunu

Gostermektedir.
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4.2.3.Primor 50 WG Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular

Primor 50 WG pestisitinin farklh miktarda primicarb igeren konsantrasyonlarinin 5.
sphaericus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa’luk larvasidal toksin proteinlerinin stabilitesi
tizerine olan etkilerinin  SDS-PAGE analiz sonuglart  Sekil 4.5’de verilmektedir.
Bakterinin, 24 $aat sonunda 125-62,5 ve 31,25 (mg/ml) primicarb konsantrasyonlarinda
toksin proteinlerini  kaybettigi, diger konsantrasyonlarda ise toksinin korundugu
belirlendi.  Diger taraftan, bakterinin 72 saat sonunda batin  primicarb

konsantrasyonlarinda toksin proteinlerini kaybetmedigi de bulundu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: B. sphacricus 2362 Susunrun Farkli Primicarb Konsantrasyonlarmdaki 419 ve 514
kDa'luk Larvasidal Toksin Proteinlerinin SDS-PAGE Analizi. 0: Kontrol. 1: [23
mg/ml. 2: 6235 mg/mi. 3: 31.25 mg/ml. 4 15.62 mg/ml. 5. 7.81 mg/ml. 6: 3.90
mg/ml. 7: 1.95 mg/ml. 8: Kontrol. 9: 125 mg/ml. 10: 62.5 mg/ml. 11: 31.25 mg/ml.
12: 15.62 mg/ml. 13: 7.81 mg/ml. 14: 3.90 mg/ml. 15 1.95 mg/mi, 16: Kontrol. Hat

1-8 24 Saat: Hat 9-15 1s¢ 72 Saat Sonundaki Toksmin Durumunu Gostermektedir.



4.2.4. Tordon 101 Mixture Pestisitinin SDS-PAGE Analizine lIliskin Bulgular
Tordon 101 Mixture pestisitinin farkli miktarda tri-isopropanol amin ve picloram
amin igeren konsantrasyonlarimn B. sphaericus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa’luk
larvasidal toksin proteinlerinin stabilitesi dizerine olan etkilerinin SDS-PAGE analiz
sonuglart Sekil 4.6’da verilmektedir. Bakterinin 24 saat sonunda, 230-11S ve 57,5
(mg/ml) tri-izopropanol amin ve picloram amin konsantrasyonlarinda ikili toksin
proteinlerini kaybettigi, diger konsantrasyonlarda ise toksin proteinlerimin korundugu
bulundu. Diger taraftan, bakterinin 72 saat sonunda her konsantrasyonda toksin

proteinlerini bulundurdugu da belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6:8. sphacricus 2362 Susunun Farkh Tri-lzopropanol Amin ve Picloram Amin
Konsantrasvonlarindaki 41.9 ve 51.4 kDa'luk Larvasidal Toksin Protemlerinin SDS-
PAGE Analizi. 0; Kontrol. 1: 230 mg/mi. 2: 115 mg/ml. 3: 57.5 mg/ml. 4: 2875
mg/ml. 5. 14.37 mg/ml. 6: 7.18 mg/ml. 7: 3.59 mg/ml. 8: Kontrol. 9: 230 mg/ml. 10:
IS mg/mb T 575 mp/ml. 120 28.75 mg/ml. 13: 14.37 me/ml. 14: 718 mg/ml. 15
3.59 mg/mi. 16: Kontrol. Hat 1-8 24 Saat Sonraki: Hat 9-15 ise¢ 72 Saat Sonraki Ayn

Konsantrasvonlardaki Toksinin Durimunu Gastermektedir.
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4.2.5. Agro D-Amin Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular

Agro D-Amin pestisitinin farkli miktarda 2,4-D amin igeren konsantrasyonlariin 5.
sphaericus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa’luk larvasidal toksin proteinlerinin stabilitesi
iizerine * olan etkilerinin  SDS-PAGE analiz sonuglari Sekil 4.7°de verilmekiedir.
Bakterinin 24 saat sonunda, 25-12,5 ve 6,25 (mg/m!) 2.4-D amin konsantrasyonlarinda
ikili toksin proteinlerini kaybettigi, diger konsantrasyonlarda ise toksinin stabilitesini
devam ettirdigi bulundu. Ayrica bakterinin 72 saat sonunda, 25 ve 12,5 (mg/ml) 2.4-D
amin konsantrasyonlarida toksin proteinlerini kaybettigi, diger konsantrasyonlarda ise

toksinin stabil kaldigi da belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7:B. sphacricus 2362 Susunun Farkh 2.4-D Amin Konsantrasyonlaridaki 41.9 ve 51.4
kDa’luk Larvasidal Toksin Pmﬁ:inlcrinin SDS-PAGE Analizi. 0: Kontrol. 1: 25 mg/ml.
2: 12.5 mg/ml. 3: 6.25 mg/ml. 4: 3.125 mg/ml. 5: 1.562 mg/ml. 6: 0.781 mg/ml. 7:
0.390 ﬁ]g/ml. 8 Kontrol. 90 25 mg/ml. 10: 125 mg/ml. 11 6.25 mg/ml, 12 3.125
mg/ml. 13: 1.562 mg/mil. 14: 0.781 mg/ml. 15: 0.390 mg/ml. 16: Kontrol. Hat {-8 24
Saat Sonraki: Hat 9-15 isc 72 Saat Sonraki Aynmi Konsantrasyonlardaki Toksinin

Durumunu Gostermektedir.
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4.2.6. Koruma Goztas: Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular

Koruma Goztas: pestisitinin farkh miktarda bakir silfat igeren konsantrasyonlarinin
B. sphaericus 2362 susunun 41,9 ve S1,4 kDa’luk larvasidal toksin proteinlerinin
stabilitesi Gizerine olan etkilerinin SDS-PAGE analiz sonuglan Sekil 4.8’de verilmektedir.
Bakterinin, 24 saat sonunda yalmzca 0,765 (mg/ml) bakir silfat konsantrasyonu igin
- meveut toksin proteinlerini kaybetmedigi, diger konsantrasyonlarda ise toksinin stabil
olmadigi bulundu. Ayrica 72 saat sonunda 1,53 ve 0,765 (mg/ml) bakir siilfat
konsantrasyonlarinda mevcut toksinin, stabilitesini korudugu; diger konsantrasyonlarda

ise bakterinin tosin proteinlerini kaybettigi de belirlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8:B. sphacricus 2362 Susunun Farkli Bakir Silfat Konsantrasvonlarindaki 41.9 ve 51.4
kDa'luk Larvasidal Toksin Proteinierinin SDS-PAGE Analizi. 0: Kontrol. 1: 49 mg/ml.
2: 245 mg/ml. 3: 12.25 mg/ml. 4: 6,125 mg/ml. §: 3.06 mg/ml. 6: 1.53 mg/ml. 7: 0.765
mg/ml. 8: Kontrol. 9: 49 mg/ml. 10: 24.5 mg/ml. 11: 12.25 mg/ml. 12: 6.125 mg/ml.
13: 3.06 mg/mi. 14: 1.53 mg/ml. 15 0.765 mg/ml. 16: Kontrol. Hat 1-8 24 Saat

Sonraki: Hat 9-15 1s¢ 72 Saat Sonraki Ay Konsantrasyonlardaki Toksinin Duramunu

Gostermektedir.
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4.2.7. Nata Graniil Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular

Nata Grandl pestisitinin farkh miktarda TCA igeren konsantrasyonlarimin 7.
sphaericus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa’luk larvasidal toksin proteinlerinin stabilitesi
uzerine olan etkilerinin  SDS-PAGE analiz sonuglari  Sekil 4.9°da verilmektedir.
Bakterinin, 24 saat sonunda 4,75-2,375-1,187 ve 0,593 (mg/ml) TCA konsantrasyonlar
icin  toksin  proteinlerini  Kaybettigi, 0,296-0,148 ve 0,074 (mg/ml) TCA
* konsantrasyonlarinda ise toksin stabtilitesinin devam ettigi belirlendi. Diger taraftan, 4,75-
2,375 ve 1,187 (mg/ml) TCA konsantrasyonlarinda bakterinin tretmis oldugu toksinin 72
saat sonrast igin stabil olmadifi, diger konsantrasyonlarda ise toksin proteinlerinin

korundugu da bulundu (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: B. sphacricus 2362 Susunun Farkli TCA Konsantrasyonlarmdakt 41.9 ve 514
kDa’luk Larvasidal Toksin Proteinlerinin SDS-PAGE Analizi. 0: Kontrol. 1: 4.75
mg/ml, 2. 2375 me/ml. 3: 1187 mg/ml. 4: (.593 mg/ml. 5. 0.296 mg/ml. 6: 0.148
mg/ml. 7: 0.074 mg/ml. 8 Kontrol. 9: 4.75 mg/ml. 10: 2.375 mg/ml. 11 1.187
mg/mi. 12: 0.593 mg/ml. 13: 0.296 mg/ml. 14: 0148 mg/ml. 15; 0.074 mg/ml. 16:
Kontrol. Hat 1-8 24 Saat Sonraki: Hat 9-15 is¢e 72 Saat Sonraki Aym

Konsantrasyonlardaki Toksinin Durumunu Géostermektedir.
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4.2.8. Tefralin EC Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular

Tefralin EC pestisitinin farkli miktarda trifluralin igeren konsantrasyonlarimn 7.
sphaericus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa’luk larvasidal toksin proteinlerinin stabilitesi
tzerine olan etkilerinin  SDS-PAGE analiz sonuclart Sekil 4.10°da verilmektedir.
Bakterinin 24 saat sonunda, 240 (mg/ml) trifluralin konsantrasyonu igin mevcut toksin
proteinlerini kaybettigi, diger konsantrasyonlarda ise toksinin stabil kaldigi belirlendi.
Ayrica, bitin trifluralin konsantrasyonlarinda 72 saat sonrasi i¢in toksin proteinlerinin

mevcudiyetini sirdirdaga de bulundu (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10:5. sphacricus 2362 Susunun Farklr Trifluralin Konsantrasyonlarindaki 41.9 ve 31.4
kDa"lﬁk Larvasidal Toksin Proteinicrinin SDS-PAGE Analizi. 0: Kontrol. 1: 240
mg/ml. 2: 120 mg/ml. 3: 60 mg/ml. 4: 30 mg/ml. 5: 15 mg/ml. 6: 7.5 mg/ml. 7: 3.75
mg/ml. 8: Kontrol. 9: 240 mg/ml. 10: 120 mg/ml. 11: 60 mg/ml. 12: 30 mg/ml. 13: 15
mg/ml. 14: 7.5 mg/ml. 15 3.75 mg/ml. 16: Kontrol. Hat -8 24 Saat Sonraki: Hat 9-
15 1s¢ 72 Saat Sonraki Avnt  Konsantrasvonlardaki  Toksinin - Durumunu

Gostermektedir.
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4.2.9. Cornox Amin Pestisitinin SDS-PAGE Analizine liskin Bulgular

Cornox Amin pestisitinin farkli miktarda 2,4-D amin igeren konsantrasyonlarinin 5.
sphaericns 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa’luk larvasidal toksin proteinlerinin stabilitesi
uzerine -olan etkilerinin SDS-PAGE analiz sonuglan Sekil 4.11°de verilmektedir.
Bakterinin, 250-125-62,5 ve 31,25 (mg/ml) 2,4-D amin konsantrasyonlarinda 24 saat
sonrast i¢in mevcut toksin proteinlerini kaybettigi, 15.62-7,81 ve 3,90 (mg/ml)
konsantrasyonlarinda ise toksinin sabilitesim siirdurdigii belirlendi. Ayrica, 72 saat
sonrast igin 250-125 ve 62,5 (mg/ml) 2.4-D amin konsantrasyonlarinda, toksin
proteinlerinin kayboldugu, diger konsantrasyonlarda ise toksinin varligini devam ettirdigi

de bulundu (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11:B. sphacricus 2362 Susunun Farkli 2.4-D Amin Konsantrasvonlarindaki 41.9 ve 51.4
kDa'luk Larvasidal Toksin Proteinlerinin SDS-PAGE Analizi. 0 Kontrol. 1. 250
mg/ml. 2: 125 mg/ml. 3: 62.5 mg/ml. 4: 31.25 mg/ml. 5: 15,62 mg/ml. 6: 7.81 mg/ml.
7. 3.95() mg/ml 8: Kontrol. 9: 250 mg/ml. 10: 125 mg/ml. 11: 62.5 mg/ml. 12: 31.25
mg/ml. 13: 15.62 mg/mi. 14: 7.81 mg/ml. 15: 3.90 mg/ml. 16: Kontrol. Hat 1-8 24

Saat Sonraki: Hat 9-15 isc 72 Saat Sonraki Ayvmi Konsantrasyonlardaki Toksinin

Durumunu Gostermektedir.
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4.2.10. Kimyagerler Pensikol Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular
Kimyagerler  Pensikol  pestisitinin ~ farkli  miktarda  quintozene igeren
konsantrasyonlarinin 8. sphacricus 2362 susunun 41,9 ve 51.4 kDa’luk larvasidal toksin
proteinlerinin stabilitesi Gzerine olan etkilerinin SDS-PAGE analiz sonuglan Sekil 4.12"de
verilmektedir. Toksin proteinlerinin; 24 saat sonrast igin 45 (mg/ml) quintozene
konsantrasyonunda stabilitesinm kaybetﬁgi,chger kbnsannasycnﬂardaisennevcuttokshﬂn
varhgini siirdiirdiigi belirlendi. Diger taraftan; batiin quintozene konsantrasyonlarinda 72
saat sonrast i¢in tretilen toksin proteinlerinin varhigim devam ettirdigi de bulundu ($ekil

4.12).
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Sekil 4.12:8. sphaericus 2362 Susunun Farkli Quintozene Konsantrasyonlarindaki 41.9 ve 51.4
kDa'luk Larvasidal Toksin Proteinlerinin SDS-PAGE  Analizi. 0: Kontrol. 1. 45
mg/ml. 2: 22,5 mg/ml. 3: 11.25 mg/ml. 4: 5.625 mg/ml. §: 2.812 mg/ml. 6: 1.406
mg/ml. 7: 0.703 mg/ml. 8: Kontrol. 9: 45 mg/ml. 10: 22.5 mg/ml. 11: 11.25 mg/ml.
12: 5.625 mg/ml. 13: 2.812 mg/ml. 14: 1.406 mg/ml. 15: 0.703 mg/ml. 16: Kontrol.
Hat 1-8 24 Saat Sonraki: Hat 9-15 i1sc 72 Saat Sonraki Aynmi Konsantrasyonlardaki

Toksinin Durumunu Gostermcektedir.
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4.2.11. Anvil Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular

Anvil pestisitinin farkli miktarda hexaconazole iceren konsantrasyonlarinmn A.
sphaericus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa’luk larvasidal toksin proteinlerinin stabilitesi
uzerine olan etkilerinin SDS-PAGE analiz sonuglart Sekil 4.13’de verilmektedir.
Bakterirﬁn, 24 saat sonrast i¢in 100-50 ve 25 (mg/ml) hexaconazole konsantrasyonlarinda
mevcut toksin proteinlerini kaybettigi, diger konsantrasyonlarda ise toksinin varhgini
sirdurdogic  belirlendi.  Aynca; 72 saat  sonrast  igin  bltin  hexaconazole

konsantrasyonlarinda toksin proteinlerinin korundugu da bulundu (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13:8. sphacricus 2362 Sugunun Farkh Hexaconazole Konsantrasvonlarindaki 41.9 ve
514 kDa'luk Larvasidal Toksin Proteinlerinin SDS-PAGE Analizi. 0: Kontrol. 1: 100
mg/mi. 2; 30 mg/mi. 30 25 mg/mi. 42 12.5 mg/ml. §; 6.25 mg/ml. 6: 3,125 mg/ml. 7:
1.562 mg/ml. 8: Kontrol. 9: 100 mg/ml. 10: 50 mg/ml, 11: 25 mg/ml. 12: 12.5 mg/ml.
13; 6.25 mg/ml. 14: 3125 mg/ml. 15: 1.562 mg/ml. 16: Kontrol. Hat -8 24 Saat
Sonraki: Hat 9-13 1s¢ 72 Saat Sonraki Ay Konsantrasyonlardaki Toksinin

Durumunu Gostermektedir.
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4.2.12. Bakir WP Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular

Bakir WP pestisitinin  farkli miktarda bakir iceren konsantrasyonlarinin 5.
.sp/)aericus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa'luk larvasidal toksin proteinlerinin stabilitest
lizerine olan etkilerinin SDS-PAGE  analiz sonuglari Sekil 4.14°de verilmektedir.
Bakterinin,; 24 saat sonrasi igin bitin bakir konsantrasyonlarinda mevcut toksin
proteinlerini  kaybettigi, 72 saat sonunda ise sadece ‘1,95 (mg/ml) bakir

konsantrasyonunda toksinin proteinlerinin varligim surdiirdiigi belirlendi (Sekil 4.14).

Sekil 4.14: B. sphacricus 2362 Susunun Farkli Bakir Konsantrasyonlarindaki 41.9 ve 51.4
kDa'luk Larvasidal Toksin Proteinlerinin SDS-PAGE Analizi. 0: Kontrol, 1: 123
mg/mi. 20 62.5 mg/ml. 32 3125 mg/mi. 4. 15.62 mg/ml. 5: 7.81 mg/ml. 6: 3.90
mg/ml. 7: 1.95 mg/ml. 8: Kontrol. 9: 125 mg/ml. 10: 62.5 mg/ml. 11: 31.25 mg/ml.
12: 15.62 mg/ml. 13: 7.81 mg/ml. 14: 390 mg/ml. 15: 1.95 mg/ml. 16: Kontrol. Hat

1-8 24 Saat Sonraki: Hat 9-13 isc 72 Saat Sonraki Ayni Konsantrasyonlardaki

Toksinin Durumunu Gostermektedir.
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4.2.13. Captan S() WP Stauffer Pestisitinin SDS-PAGE Analizine iliskin Bulgular
Captan 50 WP  Stauffer pestisitinin = farkli miktarda captan igeren
konsantrasyonlarin B. sphacricus 2362 susunun 41,9 ve 51,4 kDa’luk larvasidal toksin
proteinlerinin stabilitesi Gizerine olan etkilerinin SDS-PAGE analiz sonuglart Sekil 4.157de
verilmektedir. Bakterinin gerek 24 gerekse 72 saat sonrasi igin; sadece 1,95 (mg/ml)
captan  konsantrasyonunda meveut  toksin  proteinlerini  kaybetmedigi,  diger

konsantrasyonlarda ise toksinini kaybettigi belirlendi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: B. sphacricus 2362 Susunun Farkli Captan Konsantrasyonlarnindaki 41.9 ve 51,4
kDa'luk Larvasidal Toksin Protemlcrinin SDS-PAGE Analizi. 0: Kontrol. 1 {23
mg/ml. 2: 62.5 mg/ml. 3: 31.25 mg/ml. 4 15.62 mg/ml. 5. 7.81 mg/ml. 6: 3.90
mg/ml. 7: 1.95 mg/ml. 8 Kontrol. 9: 125 mg/ml. 10: 62.5 mg/ml. 11: 31.25 mg/ml.
12: 15.62 mg/ml. 13: 7.8 mg/ml. 14: 3.90 mg/mi. 15: 1,95 mg/ml. 16: Kontrol. Hat

1-8 24 Saat Sonraki: Hat 9-13 is¢c 72 Saat Sonraki Aymi Konsantrasyonlardaki

Toksinin Durumunu Gostermektedir.
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4.3. Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna iliskin Bulgular

Arastlrmadai kullanilan kimyasal pestisitlerin farkli konsantrasyonlarinin; 24, 48 ve 72
saat inkﬁbasyon" siireleri sonunda B. sphaericus 2362 susunun gelisimi ve sporulasyonu
izerine olan ‘etkijleri direkt sayim yontemiyle incelenerek her pestisit konsantrasyonundaki
top.lam hiicre, vejetatif hiicre ve spor sayilan ayn ayn hesaplanarak elde edilen bulgular

asafida verildi.

4.3.1.Tachigaren 70 WP Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna fliskin

Bulgular -

Tachigaren 70 WP  pestisitinin  farkli  miktarda hymexazol igeren
konsantrasyonlahnm 24, 48 ve 72 saat; inkiibasyon sureleri sonunda B. sphaericus 2362
susunun toplamfihﬁcre, vejetatif hiicre ;/e spor sayilanndaki degisikliklere iligkin bulgular
Cizelge 4.2°de \'Elerilmektedir. Baslangigta 2,2 x 10’ spor/ml olan .spor sayistnin, 24 saat
sonunda en yﬁk;ekten en dusitk hymexazol konsantrasyonuna dogru sirastyla, 2,1 x 10*,
2,37x 10%,2,48x 10*, 2,5 x 10*, 2,48 x 10%,2,61 x 10" ve 2,9 x 10" spor/ml’ye diistii,
diger taraftan 48 ve 72 saat sonunda 105-52,5-26,25-13,125-6,562 ve 3,281 (mg/ml)
hymexazol kons:antrasyonlarlﬂdaki canl spor sayilarimin 24 saatlik sonuglarla aym oldugu
fakat 1,640 kmg/ml) hymexazol konsantrasyonunda gerek 48 gerekse 72 saat igin 5,07 x
10* ve 6,77 x 10 spor/ml’&e ciktif bulundu. Ayrica 24, 48 ve 72 saat sonunda en disik
hymexazol konsantrasyonundaki vejetatif hiicre saytlarinin sirastyla 0,41 x 10 0,50 x 10?
ve 8.3 x 10 CFU/ml, toplam hiicre sayilarinin ise 2,92 x 10*, 5,13 x 10* ve 7,61 x 10*
CFU/ml oldugu bulundu. Kontrol konsantrasyonlar igin 24, 48 ve 72 saat sonunda; spor
saytlarinin sirastyla 2,26 x 107, 1,14 x 10* ve 1,54 x 10% spor/ml, vejetatif hiicre
sayllarimin sirastyla 1,26 x 10°, 2,48 x 10°® ve 4,84 x 10 CFU/ml ve toplam hiicre
sayilarinin ise sirastyla 1,49 x 10%, 3,62 x 10* ve 6,38 x 10° CFU/ml oldugu da tesbit
edildi (Sekil 4.16).

4.3.2.Nissorun 5 EC Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna iliskin
Bulgular
Nissorun § EC pestisitinin far‘kh miktarda hexythiazox igeren konsantrasyonlarinin
24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonunda B. sphaericus 2362 susunun toplam hiicre,

vejetatif hiicre: ve spor sayilarindaki degisiklikler Cizelge 4.3’de verilmektedir.



Baslangigta 22 x 107 spor/ml olan spor sayisinmn, 24 saat sonunda 2,5-1,25-0,625 ve
0,312 (mg/ml) ﬁexythiazox konsantrasyonlar igin sirastyla, 2.4 x 10, 2,6 x 10%, 2,92 x
l‘04 ve 3,49 x 10* spor/ml’ye dustugi, 0,156-0,078 ve 0,039 (mg/ml) hexythiazox
konsantrasyonlarinda ise sirastyla 2,13 x 107, 1,73 x 107 ve 2,09 x 107 spor/ml oldugu
bulundu. Ayrnica 48 saat sonunda 2,5-125 ve 0,625 (mg/ml) hexythiazox
konsantrasyonlar: igin spor sayilarimin sirasiyla, 2,51 x 10, 2,51 x 10* ve 2,28 x 10’
spor/ml oldugu, 72 saat sonunda ise 2,5 ve 1,25 (mg/ml) hexythiazox konsantrasyonlar
igin sirastyla 2,4 x 10" ve 2,53 x 10* sr};or/ml’ye distigi belirlendi. Diger taraftan 48 saat
sonunda 0,312 :0 156-0, 078 ve 0,039 (mg/ml) hexythiazox konsantrasyonlan igin spor
sayilarinin sxrasnyla 2,74 x 107, 5,23 x 107, 7,64 x 10" ve 1,08 x 10® spor/ml oldugu ve 72
saat sonunda 0, 6’75 0,312-0,156-0,078-0,039 (mg/ml) hexythlazox konsantrasyonlarinda
ise yine s1rasnyla 6,56 x 107, 6,87 x 10". 8.6 x 10”. 1,33 x 10* ve 1,75 x 10® spor/ml’ye
yiikseldigi belirlend (Sekil 4.17).

A)"nca 24 saat sonunda, 2.5-1,25-0,625 ve 0,312 (mg/ml) * hexythiazox
konsantrasyonlan igin bakteri sporlarimin agilamadigi, 0,156-0,078 ve 0,039 (mg/ml)
hexythiazox koﬁsantrasyonlarmda ise vejetatif hiicre sayilanimin sirasiyla 3,51 x 107, 5,85
x 107 ve 7,54 x 10" CFU/ml; 48 saat sonra, 2,5-1,25 ve 0,625 (mg/ml) hexythiazox
konsantrasyonlarinda bakteri sporlarinin agilmadig, 0,312-0,156-0,078 ve 0,039 (mg/ml)
hexythiazox konsantrasyonlarinda sirastyla 3,78 x 107, 6,12 x 107, 8,56 x 107 ve 1,29 x
10* CFU/ml oldugu ve 72 saat sonunda ise hexythiazox miktarinin yiiksek oldugu ilk iki
konsdntrasyonda bakteri sporlarinin agilmadigi ancak 0,625-0,312-0,156-0,078 ve 0,039
(mg/ml) hexythiazox konsantrasyonlarinda vejetatif hiicre sayilarinin sirastyla 2,86 x 10,
8,54 x 107, 1,25 x 10*% 1,57 x 10" ve 2,06 x 10° CFU/m! oldugu bulundu. Kontrol
konsantrasyonlar igin 24, 48 ve 72 saat sonunda spor sayilarinin sirasiyla 2,34 x 107, 135
x 10® ve 2,35 x 10* spor/ml, vejetatif hiicre sayilarinin sirasiyla 1,15 x10°, 1,49 x 10% ve
3,12 x 10% CFU/ml ve toplam hiicre sayilarinin ise sirastyla 1,38 x 10%, 2,85 x 10* ve 5,48
x 10° CFU/ml oldugu bulundu (Sekil 4.17).
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4.3.3.Primor Sb WG Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna iliskin

Bulgular

Primor 50 WG pestisitinin farkli miktarda primicarb igeren konsantrasyonlarinin 24,
48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonunda B. sphaericus 2362 susunun toplam hiicre,
vejetatif hilcre ve spor sayilarindaki degisiklikler Cizelge 4.4’de verilmektedir.
Baslangigta 2,2 x 107 spor/mi olan spor sayisinin, 24 saat sonunda 125-62,5 ve 31,25
(mg/ml) primicab konsantrasyonlart igin sirasiyla 2,44 x 10*, 2,50 x 10* ve 2,61 x 10"
spor/ml’ye distiga, 15,62-7.81-3,90 ve 1,95 (mg/ml) primicarb konsantrasyonlar: igin
sirastyla 2,24 x 107, 1,53 x 107, 1,52 x 10 ve 1,46 x 10" spor/ml oldugu, 48 saat sonunda
en yitksekten en diigiik primicarb konsantrasyonuna dogru yine sirastyla 1,69 x 107, 3,30
x 107, 3,89 x 107, 4,88 x 107, 6,41 x 107, 8,64 x 10’ ve 9,96 x 107 spor/ml’ye giktig,
ayrica 72 saat sonunda ise her konsantrasyon igin sirastyla 2,92 x 107, 2,75 x 107, 2,95 x
107, 6,02 x 107, 7,02 x 107, 1,08 x 10* ve 1,33 x_10* spor/ml oldugu belirlendi (Sekil
4.18). :

Diger taraftan 24 saat sonunda 125-62,5 ve 31,25 (mg/ml) primicarb
konéantrasyonlan icin bakteri sporlarinin agilmadi, 15,62-7,81-3,90 ve 1,95 (mg/ml)
" primicarb konsantrasyonlarinda vejétatif hiicre sayilarinin sirastyla 2,29 x 10", 4,12 x 107,
7.02 x 107 ve 9,7 x 10’ CFU/ml oldugu, 48 saat sonunda en yiiksekten en diisiik
primicarb konsantrasyonuna dogru sirastyla 3,94 x 107, 4,54 x 107, 5,65 x 107, 6,32 x
107, 7.19 x 107, 9,57 x 10" ve 1,21 x ‘I o* CFU/ml’ye ¢iktigii ve 72 saat sonunda ise her
konsantrasyon i'¢in sirastyla 5,61 x 10 6.81 x 107, 7.23 x 107, 1,12 x 10%, 1,45 x 10",
1,86 x 10° ve 248 x 10* CFU/ml oldugu belirlendi. Kontrol konsantrasyonlar igin 24, 48
ve 72 saat sonur%xda istya dayamkh spor sayilarinin sirastyla 1,23 x 107, 1,34 x 10* ve 1,63
x 10* spor/ml, vejetatif hiicre sayilarinin srastyla 1,32 x 10, 1,52 x 10°* ve 3,28 x 10°
CFU/ml ve topiam hiicre sayilarinin ise sirastyla 1,45 x 10%, 2,21 x 10° ve 4,92 x 10°
CFU/ml oldugu bulundu (Sekil 4.18).

4.3.4.Tordon 101 Mixture Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna iliskin
Bulgular -
Tordon 101 Mixture pestisitinin farkli miktarda tri-izopropanol amin ve picloram

amin konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saat inkubasyon sireleri sonunda B. sphaericus



2362 susunun toplam hiicre, vejetatif hiicre ve spor sayilarindaki degisiklikler Cizelge
4.5°de verilmektedir. Baslangigta 2,2 x 10’ spor/ml olan spor sayismmn, 230-115-57.5-
28,75-14,37-7,18 ve 3,59 (mg/ml) tri-izopropanol amin ve picloram amin
konsantrasyonlart iin 24 saat sonunda sitastyla 2,22 x 10%, 2,41 x 10*, 2,36 x 10, 1,78 x
107, 1,71 x 107,; 1,61 x 10" ve 1.31 x ng7 spor/ml, 48 saat sonunda sirasiyla 1,67 x 107,
2,19 x 107, 3,54 x 107, 424 x 107, 5,51 x 107, 8,14 x 107 ve, 1,05 x 10* spor/ml ve 72
saat sonunda ise sirastyla 4,34 x 107, 4,38 x 107, 6,54 x 107, 8,34 x 107, 1,09 x 10°, 1,45
x 10® ve 1,77 x; 10® spor/ml oldugu belirlendi (Sekil 4.19). Aynica 230-115-57,5-28,75-
14,37 7,18 ve 3;;59 (mg/ml) tri-izopropanol amin ve picloram amin konsantrasyonlar igin
24 saat sonunda vejetatif hiicre sayilarimin sirastyla 0,21 x 102, 0,98 x 10%, 0,94 x 102,
2.06x ]07, 3,50'x 107, 6,72 x‘IO7 ve 9,22 x 10’ CFU/ml,v 48 saat sonunda sirastyla 2,96 x
10, 3,21 x 107, 3,67 x 107, 4,29 x 10, 5,72 x 107, 8,67 x 10 ve 1,06 x 10* CFU/ml ve
72 saat sominda?jise 461x107,521x107,799% 107, 1,01 x 10%, 1,16 x 10%, 1,51 x 10®
ve 1,98 x 10° CFU/ml oldugu belirlendi. Kontrol konsantrasyonlar igin 24, 48 ve 72 saat
sonunda spor sayilarinin sirasiyla 1,18 x 107, 1,28 x 10* ve 2,38 x 10° spor/ml, vejetatif
hiicre saytlariin sirasiyla 1,22 x 10°, 1,37 x 10* ve 2,47 x 10° CFU/ml ve toplam hiicre

saytlariin ise 1,34 x 10%, 2,65 x 10°® ve 4,85 x 10* CFU/ml oldugu bulundu (Sekil 4.19).

4.3.5.Agro-D Amin Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna iliskin
Bulgular

Agro-D Amin pestisitinin farkhi miktarda 2,4-D amin igeren konsantrasyonlarimin 24, 48
ve 72 saat inkiibasyon sireleri sonunda B. sphacricus 2362 susunun toplam hiicre,
vejetatif hiicre ve spor sayilarindaki degisiklikler Cizelge 4.6’da verilmektedir.
Baslangigta 2,2 x 107 spor/ml olan spor sayisimin 24 saat sonunda, 25-12.5 ve 6,25
(mg/ml) 2,4-D amin konsantrasyonlari igin sirastyla, 2,19 x 10%, 2,29 x 10* ve 2,49 x 10*
spor/ml’ye dastiigi, 3,125-1,562-0,781 ve 0,390 (mg/ml) 2,4-D amin konsantrasyonlari
igin ise swrastyla 2,11 x 107, 1,95 x 107, 1,72 x 107 ve 1,73 x 10”spor/ml oldugu beliriendi.
Diger taraftan 48 saat sonunda en yiiksekten en dusik 2.4-D .amin konsantrasyonuna
dogru spor sayilarinm sirasiyla 2,38.x 10*, 2,48 x 10°,2.13 x 107, 3,24 x 107, 4,23 x 10,
6,25 x 107 ve 7,63 x 107 spor/ml ve 72 saat sonunda ise yine en yiksekten en disik
pestisit konsantrasyonuna dogru sirastyla 2,48 x 107, 2,88 x 107, 4,33 x 107, 6,12 x 107,
7.64x 10, 9,83 x 107 ve 1,23 x 10° sppr/ml oldugu bulundu (§ekil 4.20).
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Sekil 4.16: B. sphacricus 2362 Sugunun. Tachigaren 70 WP Pestisitinin Farkli Miktarda
Hymexazol Igeren Konsantrasyonlarindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hiicre ve Spor
Sawilan.
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Sekil 4.18: B. sphacricus 2362 Susunun. Primor 50 WG Pestisitinin Farkh Miktarda Primicarb
iceren Konsantrasyonlarindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hiicre ve Spor Sayilan.
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Sekil 4.19: B. .s'phaericus 2362 Susunim. Tordon 101 Mixture Pestisitinin Farkhh Miktarda Tri-
[zopropanol Amin Tuzu ve Picloram Amin Tuzu Igeren Konsantrasyonlarmdaki
Toplam Hiicre, Vejetatif Hiicre ve Spor Sayilar.
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Ayrica en yuksekten en disiik 2,4-D amin konsantrasyonuna dogru vejetatif hiicre
sayilarinin, 24 saat sonunda sirastyla 0,45 x 102, 0,52 x 102, 0,69 x 10% 1,76 x 107, 3.37
x 107, 5,40 x 10" ve 7,87 x 10’ CFU/ml, 48 saat sonunda sirastyla 1,45 x 10%, 1,61 x 10°,
2,29x 107, 3,95 x 10, 5,66 x 107, 6,94 x 10 ve 9,85 x 10’ CFU/ml ve 72 saat sonunda
ise-sirastyla 1,62 x 102 1,92 x 10% 5,36 x 107, 8.47 x 107, 9,95 x 107, 1,19 x 10° ve 1,40
X 10‘8 CFU/ml oldugu bulundu. Kontrol konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat sonundaki
spor saysilart sirastyla 1,21 x 107, 9.86 x 107 ve 2,51 x 10" spor/ml, vejetatif hicre
saytlan sirasiyla 1,32 x 10, 1,36 x 10% ve 2,96 x Idx CFU/ml ve toplam hiicre sayilarinin

ise sirastyla 1,45 x 10%, 2,35 x 10* ve 5,48 x 10* CFU/ml oldugu bulundu (Sekil 4.20).

4.3.6,Koruma Goztagi Pestisitinin ,Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna Mliskin

Bulgular: -

Koruma ééztasl pestisitinin farkh miktarda bakir siilfat igeren konsantrasyonlarinin
24,48 ve 72 saét inkiibasyon siireleri sonunda B. sphaericus 2362 susunun toplam hiicre,
vejetatif hﬁcre; ve spor sayiarindaki degisiklikler Cizelge 4.7°de verilmektedir.
Baslangigta saafte 2,2 x 107 spor/ml olan ‘spor sayisinin 24 saat sonunda en yiiksekten en
diigiik bakir. siilfat konsantrasyonuna dogru sirastyla, 2,40 x 10%, 2,41 x 10%, 2,50 10*,
2,41 x 10*, 2,51 x 10*, 2,61 x 10" ve 2,69 x 10" spor/mP’ye diistiijii, 48 saat sonunda
yalnizca 0,765 (mg/ml) bakir siilfat konsantrasyonunda 3,12 x 107 spor/m!’ye yiikseldigi
ve 72 saat sonunda ise 1,53 ve 0,765 (mg/ml) bakir siilfat konsantrasyonlarinda sirasiyla
3,61 x 10* ve 3,62 x 107 spor/ml oldugu belirlendi. Ayrica 24 saat sonunda biitiin bakir
silfat konsantrasyonlarinda bakteri sporlarmin agilamadif, 48 ve 72 saat sonunda ise
sadece 0,765 (mg/ml) bakir stilfat konsantrasyonu igin vejetatif hiicre sayilarinin sirasiyla
4,01 x 107 ve 5,62 x 10’ CFU/ml’ye ¢iktig bulundu. Kontrol konsantrasyonlarda 24, 48
ve 72 saat sonunda spor saytlarinin sirastyla 2,26 x 107, 1,12 x 10* ve 1,62 x 10* spor/m,
vejetatif hiicre sayilarinin sirasiyla 1,25 x 10, 2,39 x 10* ve 3.82x 10* CFU/ml ve toplam
hiicre sayilariin ise 1,48 x 10, 3,52 x 10* ve 5,45 x 10® CFU/ml oldugu bulundu (Sekil
4.21).
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4.3.7.Nata Graniil Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna iliskin Bulgular

Nata Gran_iil pestisitinin farkli miktarda TCA igeren konsantrasyonlarimnn 24, 48 ve
72 saat inkﬁbasjon siireleri sonunda B.’f‘sphaericu.s' 2362 susunun toplam hiicre, vejetatif
hiicre ve spor sa:iyxlanndaki (degisiklikler Cizelge 4.8°de verilmektedir. Basiangnqta 22 x
10" spor/ml élan spor sayisimn  4,75-2,375-1,187 ve 0,593 (mg/ml) TCA
konsantrasyonla‘:rmda 24 saat i¢in sirasiyla, 2,40 x 10%, 2,60 x 10*, 2,91 x 10* ve 3,19 x
10* spor/ml, 48} saat icin sirasyla, 2,30 x 10%, 2,60 x 10, 2,90 x 10* ve 5,39 x 10*
spor/ml ve 72 éaat igin ise swrastyla 2,30 x 10%, 2,49 x 10, 2,94 x 10* ve 4,32 x 10*
spor/ml’ﬂle dﬁsfﬁgﬁ belirlendi. Diger taraftan 0,256-0,148 ve 0,074 (mg/ml) TCA
konsantrasyonlarinda spor sayilarinin 24 saat igin sirasiyla 2,68 x 107, 2,43 x 107 ve 2,01
x 10’ spor/ml, 48 saat i¢in sirastyla 5,99 x 107, 7.13 x ]O7 ve 9,21 x 107 ve 72 saat icin ise
sirastyla 8,69 x 107, 1,11 x 10% ve 1,51 x 10® spor/mi oldugu bulundu. Bakteri sporlarinin
24 ve 48 saat sonunda en yiiksek ilk dort TCA konsantrasyonlarinda ve 72 saat sonunda
ise en yiksek ilk ii¢ TCA konsantrasyonlarinda agilamadigt belirlendi. Ayrica 0,256-
0,148 ve 0,074 (mg/ml) TCA konsantrasyonlari i¢in 24 saat sonundaki vejetatif hiicre
saytlanmn sirastyla 2,82 x '107, 499 x 10" ve 7,80 x 10’ CFU/ml, 48 saat sonunda
strastyla 5,22 x 107, 1 x 10® ve 1,28 x 10®* CFU/ml ve 72 saat sonunda ise sirastyla 1,11 x
10%, 1,77 x 10*ve 2,13 x 10° CFU/ml olduu bulundu.

Kontrol konsantrasyonlar igin 24, 48 ve 72 saat sonundaki spor sayilar sirasiyla 1,9
x 107, 1,13 x 10* ve 2,41 x 10® spor/ml, vejetatif hiicre sayilari sirastyla 1,21 x 10%, 1,58 x
10*ve 3,21 x 10° CFU/ml ve toplam hiicre sayilarinin ise 1,41 x 10%, 2,72 x 10® ve 5,36 x
10° CFU/ml oldugu bulundu (Sekil 4.22),
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ic;eren Konsantrasyonlarindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hiicre ve Spor Sayilar.
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4,3.8. Tefralin EC Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna iliskin Bulgular

Tefralin EC pestisitinin farkli miktarda trifluralin igerikli konsantrasyonlarinin 24,
48 ve 72 saﬁt ir{kﬁbasyon sureleri sonunda B. sphaericus 2362 susunun toplam hiicre,
vejetatif hiicre - ve spor  sayilanindaki degisiklikler Cizelge 4.9°da verilmektedir.
Baglangigta 2,2 x 10" spor/ml olan spor sayisinin 24 saat sonunda 240 (mg/ml) trifluralin
konsantrasyonu icin 2,52 x 10" spor/ml’ye diistigii, 120-60-30-15-7,5 ve 3,75 (mg/ml)
trifluralin konsantrasyonlarinda ise sirastyla 9,20 x 10°, 1,84 x 107, 2,13 x 107, 2,11 x
10", 1,81 x 10" ve 1,71 x 107 spor/ml oldugu, 48 saat sonunda en yiiksekten en disiik
trifluralin konsantrasyonuna dogru sirasiyla 2,12 x 107, 3.21 x 107, 4,12 x 107, 5,13 x
107, 6,04 x 107, 8,24 x 10" ve 9,86 x 10’ spor/ml’ye ¢iktif1 ve 72 saat sonunda ise yine en
yitksekten en diisik trifluralin konsantrasyonuna dogru sirastyla 3,87 x 107, 6,54 x 10,
8,73 x 107, 9,93 x 107, 1,11 x 10%, 1,42 x 10° ve 1,65 x 10* spor/ml yiikseldigi belirlendi.
Diger taraftan ise 24 saat sonunda 240 (mg/ml) trifluralin konsantrasyonu igin bakteri
sporlarinin agilamadify, diger konsantrasyonlarda vejetatif hiicre sayilarinin sirasiyla 9,10
x 10° 1,81 x 107, 4,31 x 107, 6,32 x 10, 9,09 x 10" ve 1,08 x 10* CFU/ml oldugu, 48
sonunda her konsantrasyon igin sirasiyla 4,11 x 107, 3,57 x 107, 4,52 x 107, 5,72 x 10,
8,19 x 107, 9.9 x 10" ve 1,29 x 10* CFU/ml’ye giktifit ve 72 saat sonrast igin ise sirastyla
6,13 x 107, 8,56 x 10, 1,08 x 10%, 1,12 x 10%, 1,40 x 10%, 1,49 x 10 ve 1,96 x 10°
CFU/ml oldugu tesbit edildi (Sekil 4.23). Kontrol konsatrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat
- sonunda spor sayilarinin sirastyla 1,73 x 107, 1,28 x 10* ve 2,41 x 10* spor/ml, vejetatif
hiicre sayilarinin sirasiyla 1,27 x 10%, 1,48 x 10% ve 2,88 x 10° CFU/ml oldugu bulundu
(Sekil 4.23).

4.3.9. Cornox ‘Amin Pestisitinin ﬁakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna Tliskin
Bulgular
Cornox A}nin pestisitinin farkli miktarda 2,4-D amin igeren konsantrasyonlarinin
24,48 ve 72 saai inkiibasyon siireleri sonunda B. sphaericus 2362 susunun toplam hiicre,
vejetatif hiicre ve spor sayilarindaki -degisiklikler Cizelge 4.10°da verilmektedir.
Baslanglgta,Z,Z x 107 spor/ml olan spor sayisinn; 250-125-62,5 ve 31,25 (mg/ml) 2,4-D
amin konsantra§yonlar1nda 24 saat igin sirasiyla, 2,42 x 10*, 2,53 x 10*, 2,33 x 10* ve

2,55 x 10" spor/ml, 48 saat sonnda sirasiyla 2,40 x 10*, 2,50 x 10*, 2,30 x 10* ve 1,72 x
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Sekil 4.22: B. sphacricus 2362 Susunun. Nata Pestisitinin Farkhh Miktarda TCA igeren
Konsantrasyonlarindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hiicre ve Spor Sayilan.
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Sekil 4.23: B. S[i)haericus 2362 Susunun. Tefralin EC Pestisitinin Farkli Miktarda Trifluralin
Igeren Konsantrasyonlarindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hiicre ve Spor Sayilar.
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107 spor/ml ve 72 saat sonunda ise yine sirastyla 2,38 x 10°, 2,48 x 10%, 2,37 x 10* ve
3,06 x 107 spor{ml oldugu belirlendi. Diger taraftan 15,62-7,81 ve 3,90 (mg/ml) 2,4-D
amin konsantrasyonlarinda spor sayilarimin 24 saat sonunda sirastyla 2,36 x 107, 2.24 x
10 ve 2,13 x 107 spor/ml ve 48 saat sonunda sirasiyla 4,13 x 107, 7,54 x 107 ve 9,66 x
107 spor/ml ve 72 saat sonunda ise 9,14 x 107, 1,41 x 10° ve 1,7] x 10% spor/ml oldugu
| bulundu. Ayrica 24 ve 48 saat sonunda vejetatif hﬁcre sayisinin, 250-125-62,5 ve 31,25
(mg/ml) 2,4-D amin konsantrasyonlarinda bakteri sporlarinin agilamadig, 15,62-7,81 ve
3,90 (mg/ml) 2.4-D amin konsantrasyonlari igin ise 24 saat sonunda sirasiyla 3,16 x 107,
4.9 x 107 ve 7,43 x 10" CFU/m! ve 48 saat icin de 4,82 x 107, 1,12 x 10%, ve 1,34 x 10*
CFU/ml oldugu% belirlendi. Yine 72 saat sonunda 250-125 ve 62,5 (mg/ml) 2,4-D amin
konsantrasyonla‘;'l igin bakteri sporlarinin agilmadigi, 31',25-15,62-7,81 ve 3,90 (mg/ml)
2,4-D amin koxésantrasyonlarda ise vejetatif hiicre sayilarinin sirastyla 3,48 x 107, 9,62 x
107, 1,49 x 10*ve 1,75 x 10° CFU/ml oldugu da bulundu (Sekil 4.24).
Kontrol konsantrasyonlar igin 24, 48 ve 72 saat sonunda spor sayilarinin sirastyla
1,91 x 107, 1,21 x 10* ve 2,51 x 10 spor/ml, vejetatif hiicre sayilaninin sirasiyla 1,28 x
10%, 1,71 x 10* ve 2,97 x 10* CFU/ml ve toplam hiicre sayilarinin da sirasiyla 1,48 x 10,
2,92 x 10°* ve 5,48 x 10° CFU/ml oldu@u bulundu (Sekil 4.24).

4.3.10. Kimyagerler Pensikol Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna
iliskin Bulgular

Kimyagerler ~ Pensikol  pestisitinin  farkli  miktarda quintozene igeren
konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonunda B. sphaericus 2362
susunun toplam hiicre, vejetatif hiicre ve spor sayilarindaki degisiklikler Cizelge 4.11°de
verilmektedir. Baslangigta 2,2 x 107 spor/ml olan spor sayismn 24 saat sonunda 45
(mg/ml) quintozene konsantrasyonu igin 2,12 x 10* spor/ml’ye distigi, 22,5-11,25-
5,625-2,812-1,406 ve 0,703 (mg/ml) quintozene konsantrasyonlar igin ise sirasiyla 7,20
x 10°, 1,69 x 107, 2,12 x 107, 2,13 x 10", 1,92 x 10" ve 1,52 x 10" spor/ml oldugu
belirlendi. Digér taraftan en yiiksek pestisit konsantrasyonundan en diigiik pestisit
konsantrasyonuha dogru spor sayilar1 48 saat igin sirastyla 2,42 x 107, 4,16 x 107, 5,36 x
107, 6,51 x 10i, 7.84 x 107, 9.22 x 107 ve 9,56 x 10’ spor/ml ve 72 saat sonunda ise
sirastyla 3,75 x 107, 6,13 x 107, 7,64 x 107, 9.86 x 107, 1,21 x 10%, 1,62 x 10° ve 2,08 x
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10° spor/ml ol;dugu bulundu. Bakteri sporlarinin 24 saat sonrast i¢in 45 (mg/ml)
quintozene koﬁsantrasyonunda agtlamadig, 22,5-11,25-5,625-2,812-1,406 ve 0,703
(mg/ml) qu_intozene konsantrasyonlarinda vejetatif hiicre sayilarinin sirasiyla 8,10 x 10°,
1,83 x 107, 3,31 x 107, 5,39 x 10, 7,60 x 107 ve 1,0 x 10* CFU/ml oldugu belirlendi.
Ayrica 45-22.5-11,25-5,625-2,812-1.406 ve 0,703 (mg/ml) quintozene
konsantrasyonlénnda, 48 saat sonunda vejetatif hiicre sayilarinin sirasiyla 5,11 x 107, 5,2
x 107, 6,49 x 107, 7,65 x 107, 9,66 x 107, 1,23 x 10° ve 1,43 x 10° CFU/ml ve 72 saat
sonunda ise sirasiyla 6,39 x 107, 6,41 x 107, 9,18 x 10, 1,1 x 10%, 1,64 x 10%, 2,14 x 10
ve 2,86 x 10* CFU/ml oldugu bulundu (Sekil 4.25).

Kontrol konsantrasyonlar igin 24, 48 ve 72 saat sonunda spor sayilarnin sirasiyla
1,56 x 107, 1,05 x 10°* ve 2,25 x 10° spor/ml, vejetatif hiicre saytlarnin strastyla 1,26 x
10%, 1,77 x 10® ve 3,02 x 10* CFU/ml ve toplam hiicre sayilarinin ise sirasiyla 1,42 x 10%,
2,83 x 10° ve 5,28 x 10° CUF/m oldugu da tesbit edildi (Sekil 4.25).

4.3.11. Anvil Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna lliskin Bulgular

Anvil pestisitinin farkh miktarda hexaconazole igeren konsantrasyonlarinin 24, 48
ve 72 saat . inkiibasyon sureleri sonunda B. sphacricus 2362 susunun toplam hicre,
vejetatif hiicre ve spor sayilarindaki degisiklikler Cizelge 4.12°de verilmektedir.
Baslangigta 22 x 107 spor/ml olan spor sayisim, biutiin  hexaconazole
konsantrasyonlarinda 24 saat sonunda sirasiyla 2,3 x 10*, 2.4 x 10*, 2,62 x 10*, 2,1 x 107,
1,66 x 107, 1,43 x 10" ve 1,2 x 107 spor/ml, 48 saat sonunda sirasiyla 1,86 x 107, 2,82 x
107, 3,04 x 107, 422 x 107, 6,52 x 107, 8,04 x 10" ve 9,52 x 10’ spor/ml ve 72 saat
sonunda ise sirasiyla 3,24 x 107, 4,04 x 107, 6,43 x 10, 8,94 x 107, 1,21 x 10%, 1,40 x 10
ve 1,60 x 10® spor/ml’ye ciktif belirlendi. Ayrica en yiiksekten en diigiik hexaconazole
konsantrasyonuna dogru vejetatif h(ic;e sayilarinin 24 saat sonunda sirasiyla, 0,55 x 10,
0,56 x 10%, 0,91 x 10, 1,74 x 107, 4 x 107, 6,13 x 10" ve 9,71 x 10 CFU/ml, 48 saat
sonunda s1ras1yja, 1,50 % 107, 1,51 x 107, 3,7 x 107, 5,36 x 107, 7,65 x 107, 9,58 x 107 ve
1,16 x 10* CFU/ml ve 72 saat sonunda ise yine s;raswla, 6,29 x 107, 8,1 x 107, 1.05.x
10%, 1,30 x 10%, 1,59 x 10°, 1,84 x 10" ve 2,24 x 10° CFU/ml oldugu bulundu (Sekil
4.26).
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Sekil 4.24: B. sphacricus 2362 Susunun, Cornox Amin Pestisitinin Farkh Miktarda 2.4-D Amin
Igeren Konsantrasyonlanindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hiicre ve Spor Sayilar.
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Sekil 4.25: B. sphacricus 2362 Susunun. Kimvagerler Pensikol Pestisitinin Farkli Miktarda

Quintozene Igeren Konsantrasvonlarindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hiicre ve Spor
Savilart.
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" ‘Kontrol konsantrasyonlar igin 24, 48 ve 72 saat sonunda, spor sayilarinin sirasiyla
1,14 x 107, 1,18 x 10° ve 1,98 x 108 spor/ml, vejetatif hiicre sayilarmin sirasiyla 1,23 x
10%, 1,49 x 10° ve 3,22 x 10° CFU/ml ve toplam hiicre sayilarinin ise sirasiyla 1,35 x 10%,
2,67 x 10° ve 5,18 x 10* CFU/ml oldugu bulundu (Sekil 4.26).

4.3.12. Bakir WP Pestisitinin Bakteti Gelisimi ve Sporulasyonuna iligkin Bulgular
Bakir WP pestisitinin farkli miktarda bakir iceren konsantrasyonlarinin 24, 48 ve

72 saatlik inkiébasyon sireleri sonunda B. sphaericus 2362 susunun toplam hiicre,
vejetatif hi’xcre?{ ve spor sayllarindaki degisikliklere iligkin bulgular Cizelge 4.13’de
verilmektedir. Igaslanglgta 2,2 x 107 spor/ml olan spor sayisinin, 24 saat sonrast igin en
yiiksekten en dusiik bakir konsantrasyonuna dogru sirasiyla 2,45 x 10%, 2.44 x 10*, 2,52
x 10%, 2,53 x 10°, 2,62 x 10°, 2,63 x 10* ve 1,74 x 10’ spor/ml oldugu, 48 ve 72 saat
sonunda ise sadece 1,95 (mg/ml) bakir konsantrasyonunda 4,53 x 10’ spor/ml ve 6,80 x
107 spor/ml’ye giktifn belirlendi. Ayrica 1,95 (mg/ml) bakir konsantrasyonu igin vejetatif
hiicre sayilarinin 24 saat sonunda 5,09 x 10", 48 saat sonunda 5,03 x 107 ve 72 saat
sonunda ise 8,7 x 10’ CFU/ml oldugu; toplam hiicre sayilannn ise sirasiyla 6,83 x 10’
9,56 x 10" ve 1,55 x 10° CFU/ml oldugu da tesbit edildi.

Kontfol konsantrasyonlar igin 24, 48 ve 72 saat sonundaki spor sayilanmn sirasiyla
1,5x 10", 1,12 x 10® ve 2,25 x 10° spor/ml, vejetatif hiicre sayilarinin sirasiyla 1,34 x 10%,
1,53 x 10° ve 3,01 x 10° CFU/ml ve toplam hiicre sayilarini da 1,49 x 10°, 2,65 x 10° ve
5,25 x 10* CFU/ml! oldugu belirlendi (Sekil 4.27).

4.3.13.Captan 50 WP Stauffer Pestisitinin Bakteri Gelisimi ve Sporulasyonuna

iliskin Bulgular

Captan 50 WP Stauffer pestisitinin  farkh miktarda captan igeren
konsantrasyonlarimin 124, 48 ve 72 saatlik inklibasyon siireleri sonunda B. sphaericus
2362 susunun toplam hiicre, vejetatif hiicre ve spor sayilarindaki degisikliklere iligkin
bulgular Cizelge 4.14’de verilmektedir. Baslangigta 2,2 x 107 spor/ml olan spor sayisinmn,
24 saat sonras! i¢in en yiiksekten en diiiik captan konsantrasyonuna dogru sirasiyla, 2,39
x 10%, 2,5 x 10%, 2,6 x 10*, 2,69 x 10*, 2,49 x 10* 2,59 x 10* ve 1,78 x 10’ spor/ml
oldugu, 1,95 (mg/ml) captan konsantrasyonunda ise 48 saat sonunda 5,34 x 10’ spor/ml

ve 72 saat sonunda da 8,21 x 10 spor/ml’ye yiikseldigi belirlendi. Ayrica 1,95 (mg/ml)
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Sekil 4.26:B. sphacricus 2362 Susunun. Anvil Pestisitinin Farkh Miktarda Hexaconazole Igeren

Konsantrasyonlarindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hilere ve Spor Sayilari.
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‘ Konsantrasyonlarindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hiicre ve Spor Sayilar.
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captan konsantrasyonu igin vejetatif hiicre sayillannin 24 s%aat sonunda 6; 15 x 107, 48
saat sonunda 5,82 x 107 ve 72 saat lsonunda ise 8,99 x 107 CFU/ml oldugu; toplam hﬁc;e
sayilarinin ise siwastyla 7.93 x 107, '{i,l‘I x 10* ve 1,72 x 10* CFU/ml oldugu da tesbit
edildi (Sekil 4.28). Kontrol konsantrasyonlar i¢in 24, 48 ve 72 saat sonupdaki spor
sayilariin sirasiyla 1,51 x 107, 1,21 x 10° ve 2,25 x 10® spor/ml, vejetatif hiicre
sayllariin sirasiyla 1,22 x 10%, 1,65 x 10" ve 3,15 x 10° CFU/ml ve toplam hiicre
sayilarinin da 1,37 x 10%, 2,80 x 10° ve 541 x 10* CFU/ml oldugu tesbit edildi (Sekil
4.28). ’

4.4, Farkh Pestisit Konsantrasyonlarinda Gelisen Bakterinin Larvasidal

Aktivitesine iliskin Bulgular | A

Arastirmada kullanilan, altisi fungusit, besi herbisit ve ikisi de afisit ve akarisit
olmak tizere toplam 13 adet ticari pestisitin farkl konsaﬁtrasyonlarlnda 24 ve 72 saat
siiresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun, 24 ve 48 saat sonunda 2-3. evredeki (.
quinquefasciatus larvalarina karst LCsy degerleri ayn ayn -hesaplanarak elde edilen
bulgular asagida verilmigtir.

Tachigaren 70 WP pestisitinin = farkli  miktarda  hymexazol igeren
konsantrasyonlarinda 24 ve 72 saat siiresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun 2-
3. evre (. quinquefasciatus larvalarina karsi gerek 24 gerekse 48 saat sonrasi igin
belirlenen LCs, degerleri Cizelge 4.15de verilmektedir. |

B. sphaericus 2362 susunun bitin hymexazol konsantrasyonlarinda gerek 24
gerekse 72 saat ‘siiresince bekletilmis kaltiirlerinin 2~3. evre (. quinquefasciatus

Marvalarina karg: toksik etkisinin olmadi1 belirlendi. Kontljolde ise 24 saatlik kiltiir igin
LCso degerlerinin 24 saat sonunda 3.7 x 10* CFU/ml vei 48 saat sonunda 2,78 x 10°
CFU/ml, 72 saatlik kiiltiir icin ise.24 saat sonunda 2,32 x l(:)(’ CFU/ml ve 48 saat sonunda -
da 3,62 x 10° CFU/ml olarak tesbit edildi. |
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Sekil 4.28:B. As'pfhacricn.s' 2362 Susunun. Captan 50 WP Stauffer Pestisitinin Farkli Miktarda
Captan Igeren Konsantrasyonlarindaki Toplam Hiicre. Vejetatif Hiicre ve Spor
Sayilan.
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Cizelge 4.15:chf5ik Hymexavzol Konsantrasyonlarinda 24 ve 72 Saat Siiresince Geligtirilen B.
’ sphagricus 2362 Susunun 24 ve 48 Saat Sonunda 2-3. Evre (' quinquefasciatus
Larvalarina Karst Belirlenen LCs, Degerleri

‘
!

Hymexavol 24 Saatlik B. sphaericus 2362 72 Saatlik B. sphaericus 2362
Kousimlras_vonu Kiiltiirii i¢in LCs, Degerleri Kiiltiirii igin LCs, Deperleri
(CFU/m) (CFU/ml)

(mng/ml) 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat ,
105 -—- —— C e -
:52.5 : - - - -—-
26,25 --- - .- -—-
13.125 -—- -~ -—- -—-
6.562 - - - ---
3.281 --- - o —
1.640 --- --- - -

Kontrol 3.71 x 10 2.78 x 107 2.32 x 10° 3.62 x 10°

Nissorun 5 EC pestisitinin farkli miktarda hexythiazox i¢eren konsantrasyonlarinda
24 ve 72 saat siresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun 2-3. evre (.

quinguefasciatus larvalarina karsi gerek 24 gerekse 48 saat sonrasi igin belirlenen LCs

Cizelge 4.16:Depisik Hexvihiazox Konsantrasyonlarinda 24 ve 72 Saat Siiresince Gelistirilen B.
sphaericus 2362 Susunun 24 ve 48 Saat Sonunda 2-3. Evre (' quinquefasciatus
Larvalarina Karst Belirlenen LCs,, Degerleri

Hexythiazox

24 Saatlik B. sphaericus 2362 72-Saatlik B. sphaericus 2362
Konsantrasyonu Kiiltiirii i¢in LCs, Degerleri Kiiltiirii igin LCs,, Degerleri
: : (CFU/ml) (CFU/ml)
(mg/ml) 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saal
1.25
0.623 6.18 x 10° 7.42x 10°
0.312 4.51 x 10° 6.56 x 10°
0156 250 5 10° 3.05 x 10° 421 x 10° 6.01 x 10°
0.078 285 x 10° 242 x 10° 3.62 x 10° 4.78 x 10°
0.039 227 x 10° 2.01 x 10° 2.02 x 10° 4,95 x 10°
Kontrol 2.22 x 10! 2.04 x 10° 2.20 x 10° 3.88 x 10°

degerleri Cizeljge 4.16’da verilmek%edir. B. sphaericus 2362 susunun 24 saatik
kiltiiriiniin 24 ve 48 saat sonunda 2,5-1,25-0,625 ve 0,312 (mg/ml) hexythiazox
konsantrasyonl?ﬁrmda, 72 saatlik kiltirinin ise 2.5 ve 1,25 (mg/ml) hexythiazox
konsantrasyonlélnnda 2-3. evre (. quinquefasciatus larvalarina kargi toksik aktivite

gostermedigi bﬁlundu. Ayrica bakterinin gerek 24 gerekse 72 saatlik kiiltiirleri igin biitiin



83

hexythiazox konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saat sonunda kontrole oranla nisbeten dﬁsﬁk‘
larvasidal aktivitenin oldugu belirlendi.
Primor 50 WG pestisitinin farkli miktarda primicarb igeren konsantrasyonlarinda 24

ve 72 saat siiresince gelistirilen B. evre (.

sphacericus 2362 susunun,. 2-3.
quinquefasciatus larvalanna karsi gerek 24 gerekse 48 saat sonrasi igin belirlenen LCs
degerleri Cizelge 4.17'de verilmektedir. B. sphaericus 2362 susunun 24 ve 72 saatlik
kuitirlerinin {25 ve 62,5 (mg/ml) primicab konsantrasyonlarinda, 24 ve 48 saat sonunda
2-3. evre (. guinquefasciatus larvalarnina karst toksik etkisinin olmadigi, diger biitiin
pestisit konsantrasyonlarinda ise kontrole oranla nisbeten dusik larvasidal aktivite
gosterdigi belirlendi. Ayrica 72 saatlik B. sphaericus 2362 kiltiiriiniin ise 24 ve 48 saat
sonunda biitiin primicab konsantrasyonlarinda hemen hemen ayni derecede larvasidal

aktivite gosterdigi bulundu.

Cizelge 4.17:Dcgisik Primicarb Konsantrasyonlarinda 24 ve 72 :det Siiresince  Geligtirilen B.
sphaericus 2362 Susunun 24 ve 48 Saat Sonunda 2-3. Evre . quinquefasciatus
Larvalarina Kars:1 Belirlenen LCs, Degerleri

i
:

Primicarb 24 Saatlik B. sphaericus 2362 72 Saatlik B. sphaericus 2362

Konsantrasyonu Kiltiirii igin LCs, Degerleri : Kitltiirii igin LCs, Degerleri

(CFU/ml) ,' (CFU/ml)

(mg/ml) 24 Saat_ . 48 Saat - 24 Saat 48 Saat
125 = 641 x 10° 8.65 x 10°
62.5 6.17 x 10° 8.48 x 10°
31.25 2.05x 10° 6.12x 10° '5.65 x 10° 8.1 x10°
_15.62 2.71 x 10° 5.65 x 10° 3.17 x 10° 7.01 x 10°
7.81 1.02 x 10° 5.02x 10° '3.68 x 10° 6.71 x 10°
3.9 “1.63 x 10° 505 x 107 2.45x 10° 6,42 x 10°
1.95 1.12 x 10° 448 x10° 1.52 x 10° 5.67 x 10°
Kontrof 3.01 x 10" 2.03 x 10° (121 x 10° 5,56 x 10°

Tordon 101 Mixture pestisitinin farkli miktarda tﬁ-iz@)propanol amin ve picloram
amin igeren konsantrasyonlarinda 24 ve 72 saat siiresince ge:ilis—tirilen B. sphaericus 2362 -
susunun 2-3. evre (. quinquefasciatus larvalanina kargi gere:,k 24 gerekse 48 saat sonrast
i¢in belirlenen LCso degerleri Cizelge 4.18’de verilmektedir. B . 5phaericus 2362 sqsunur{
24 ve 72 saatlik kiltirlerinin 230-115 ve 57,5 (mg/ml) tﬁ-iiopropanol amin ve picloram
amin konsantrasyonlan igin gerek 24 gerekse 48 saat sonunda 2-3. evre (.

quinquefasciatus larvalanna kars: toksik etkisinin olmadify, diger konsantrasyonlarda ise
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kontrole yakin larvasidal aktivite gosterdigi belirlendi. Ayrica 72 saatlik B. sphaericus
2362 kiiltiriiniin ise 24 ve 48 saat sonunda biitiin pestisit konsantrasyonlarinda larvasidal
aktivite gosterdigi tesbit edildi.

Cizelge 4.18:Degisik Tri-izopropanol Amin ve. Piclaram Amin Konsantrasyonlarinda 24 ve 72 Saat
Siiresince Geligtirilen B. sphacricus 2362 Susunun 24 ve 48 Saat Sonunda 2-3. Evre ('
quinquefasciatus Larvalarina Kargi Belirlenen LCs, Degerleri

|
i

TiA ve PA 24 Saatlik B. sphaericus 2362 72 Saatlik B. sphaericus 2362

Konsahlrasyonu Kiiltiiri ig¢in LCs, Degerleri Kiiltitrii igin LCsy Degerleri
T (CFU/ml) (CFU/ml)

(mé/ml) 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat

230 7.41 x 10° 8.01 x 10°

115 ' 7.56 x 10° 8.12 x 10°

57.5 6.35 x 10° 7.17 x 10°

28.75 6.88 x 10° 761 x 10° 6.18 x 10° 7.11 x 10°

14.37 5.17x10° 7.05x 10° 5.45x 10° 6.91 x 10°

7.18 447 x 10° 6.41 x 10° 411 x 10° 541 x 10°

3.59 501 x 10 7.17x 10° 410 x 10° 542 x 10°

Kontrol 243 x 10" 3.67 x 10° 3.81 x 10° 1.85 x 10°

Agro D-Amin pestisitinin farkli miktarda 2,4-D amin i¢eren konsantrasyonlarinda 24
ve 72 saat suresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun 2-3. evre (.
quii)?]iqua.s'pitrlil.s' larvalarina kargi gerek 24 gerekse 48 saat sonrasi igin belirlenen LCs,
degerleri Cizelge 4.19°da verilmektedir. B. sphaericus 2362 susunun 24 saatlik
kultiriinin 25-12,5 ve 6,25 (mg/ml) 2,4-D amin konsantrasyonlarinda, 72 saatlik
kiiltiiriiniin ise 125 ve 12,5 (mg/ml) 2,4-D amin konsantrasyonlarinda, 24 ve 48 saat
sonrasi igin 2-3. evre (. quinguefasciatus larvalanina karst toksik aktivitesinin olmadigi
belirlendi. ,

Ayrica bakterinin 24 ve 72 saatlik kultiirlerinin diger biitiin konsantrasyonlarda,
gerek 24 gerekse 48 saat sonunda kontrole oranla nisbeten diisiik larvasidal aktivitenin

oldugu da tesbit edildi.
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Cizelge 4.19:Degisik 2.4-D Amin Konsantrasvonlarinda 24 ve 72 Saat Siiresince Gelistirilen B.
sphaericus 2362 Susunun 24 ve 48 Saal Sonunda 2-3. Evre . quinquefasciatus
Larvalarima Karst Belirlenen LCs,, Degerleri

2.4-D Anin 24 Saatlik 5. sphaericus 2362 72 Saatlik B. sphaericus 2362
Konsantrasyonu Kiiltiirii igin LCx,, Degerleri Kiiltiirii i¢in LCsq Degerleri
(CFU/mi) ' (CFU/ml)
(mg/ml) 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat
25 D e
12.5 -
6.25 6.15 x 10° 791 x 10°
3.125 5.76 x 10° 717 x 10° 518 x 10" 6.45 x 10°
1.562 5.15x 10° 6.81 x 10° 5.15x 10° 6.36 x 10°
0.781 418 x 107 5.15x 10° 4.65 x 10° 5.46 x 10°
0.39 304 x 10° 4.62x 10° 418 x 10° 501 x 10°
Kontrol 2.05 x 10° 3.05 x 10° 3.86 x 10° 4.89 x 10°

Koruma Goéztast pestisitinin farkli miktarda bakir siilfat i¢eren konsantrasyonlarinda
24 ve 72 saat siresince gelistirilen : B. sphaericus 2362 susunun 2-3. evre C.
quinguefasciatus larvalarina karsi gerek 24 gerekse 48 saat sonrast icin belirlenen LCso
degerleri Cizelge 4.20’de verilmektedir. B. sphaericus 2362 susunun 24 saatlik
kiltarinin biitiin bakir siilfat konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saat sonrasi igin 2-3..evre (.
quinquefasciatus larvalarina karst toksik aktivitesinin olmadig), 72 saatlik kiiltiiriiniin ise
sadece 0,765 (mg/ml) bakir siilfat konsantrasyonu igin larvasidél aktivite gosterdigi tesbit
edildi. A

Cizelge 4.20:Degisik Bakir Siilfat Konsantrasyonlarinda 24 ve 72 Saat Siiresince ‘Gelislirilen B.
sphaericus 2362 Susunun 24 ve 48 Saal Sonunda 2-3. Evre (. quinquefasciatus
Larvalarina Kars1 Belirlenen LCs, Degerleri

Bakir Siilfat 24 Saatlik B. sphaericus 2362 72 Saatlik B. sphaericus 2362
Konsantrasvonu Kiiltiirii igin LCs, Degerleri Kiiltiirii i¢in LCso Degerleri
(CFU/ml) (CFU/ml)
(mg/ml) 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat
19 — — e —
24.5 — - — : —
12.25 - - |- ---
6.125 --- -~ [ -
3.06 --- -~ e -
1.53 - - -— -
0.765 6.91 x 10° 7.45 x 10°
Kontrol 2.61 x 10* 418 x 10° 3.18 x 10° 4.41 x 10°
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Nata Granil pestisitinin farkli miktarda TCA igeren konsantrasyonlarinda 24 ve 72
saat sﬂresinéé geliétirilen B. sphaericus 2362 susunun 2-3. evre (. quinquefasciatus
larvalarina karst gerek 24 ve gerekse 48 saat sonrasi igin belirlenen LCsy degerleri
'Ci;elge 4.21°de verilmektedir. B. sphaericus 2362 susunun 24 saatlik kiiltiri igin 4,75-
2,375-1,187 ve 0,593 (mg/mi) TCA konsantrasyonlarlnda, 72 saatlik kiltiri igin ise
4,75-2,375 ve 1,187 (mg/ml) TCA konsantrasyonlarinda gerek 24 gerekse 48 saat
sonrasi igin 2-3. evre (. guiquefasciatus larvalarina karg toksik aktivitesinin olmadig
belirlendi. Ayiflca bakterinin 24 ve 72 saatlik kulturlerinin diger TCA konsantrasyonlari
i¢in hem 24 héemde 48 saat sonundaj kontrole gore nisbeten dﬁsﬁk larvasidal aktivitenin
oldugu da tesbit edildi.

i

i
1

Cizelge 4.21:Dégi$ik TCA Konsantrasyonlarinda 24 ve 72 Saat Siircsince Geligtirilen B. sphaericus
2362 Sugunun 24 ve 48 Saat Sonunda 2-3. Evre (" quinquefasciatus Larvalarina Kargt
Belirlencn LCs,; Degerleri

. TCA 24 Saatlik B. sphaericus 2362

72 Saatlik B. sphaericus 2362
Konsantrasyonu Kiiltiirii igin LCs, Degerleri Kiiltiirii igin LCs, Degerleri
o (CFU/ml) (CFU/ml)
(mg/ml) 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat
175
2.373
1.187
0.593 7.11 x 10° 8.19 x 10°
0.296 6.68 x 10° 7.45 x 10° 6.13x 10° 7.61 x 10°
1,148 6.15x 10° 7.16 x 10° 591 x 10° 6.73 x 10°
0.074 5.18x 10° 5.62x 10° 5.76 x 10° 6.18 x 10°
Kontrol 3.12 x 10’ 4.18x 10° 3.18 x 10° 4.41x 10°

Tefralin EC pestisitinin farkli miktarda trifluralin igeren konsantrasyonlarinda 24 ve
72 saat siiresince gelistirilen B. sphaericns 2362 susunun 2-3. evre ( quinguefasciatis
larvalarina kapsl gerek 24 gerekse 48 saat sonrasi igin belirlenen LCs, degerleri Cizelge
4.22°de verilmektedir. Cizelge 4.22° ye gore, 24 saatlik B. sphaericus 2362 kiiltiiriiniin
24 ve 48 saat sonunda 240 (mg/ml) trifluralin konsantrasyonunda 2-3. evre (.
quinquefasciatus larvalanna kars: toksik aktivitenin olmadigi, diger konsantrasyonlar igin
ise kontrole‘ ‘:yakm' larvasidal aktivitesinin oldugu belirlendi. Aynica 72 saatlik B.
‘spltlaericu.\' 2362 kaltiiriniin gerék 24 gerekse 48 saat sonrast i¢in batin trifluralin

konsantrasyonlarinda larvasidal aktivite gosterdigi de bulundu.
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|
Cizelge 4.22:Degisik Trifluralin Konsantrasyonlarinda 24 ve 72 Saat Siiresince Geligtiril. n B.
sphaericus 2362 Susunun 24 ve 48 Saal Sonunda 2-3. Evre . quinquefasciatus

Laryalaria Kargi Belirlenen LCsq Degerleri
§ .

_ Trifluralin 24 Saatlik B. sphaericus 2362 72 Saatlik B. sphaericus 2362
Konsantrasyonu Kitliirii igin LCy, Degerleri Kiiltiiril iin LCjs, Degerleri
(CFU/mb (CFU/ml) '
(mg/ml) 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat

240 7.45 x 10° 8.12 x 10°

120 6.01 x 10° 718 x 10° 7.09 x 10" 8.45x 10°

60 5.85 % 10° 7.01 x 10° 691 x 10° 8.11x 10°

.30 518 x 10° 6.88 x 10° 6.61 x 10° 7.68 x 10°

15 481 x 10° 6.15 x 10° 6.18 x 10° 7.45 x 10°

1.5 461 x10° 592 x 10° 6.02 x 10° 6.96 x 10°

3.75 L x 10 5.67 x 10° 442 x 10° 542 x 10°

Kontrol 3.05 x 107 3.41x10° 3.85 x 10° 4,62 x 10°

Cornox Amin pestisitinin farkli miktarlarda 2,4-D amin igeren konsantrasyonlarinda
24 .ve 72 saat siresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun 2-3. evre (.
quinquqfdsciatus larvalarina karg1 gerek 24 gerekse 48 saat sonrast igin belirlenen LCso
degerleri Cizelge 4.23’de verilmektedir. Cizelge 4.23’e gore, 24 saatlik B. sphaericus
2362 kaltorinin 250-125-62,5 ve 31,25 (mg/ml) 2,4-D amin konsantrasyonlarinda, 72
saatlik B. sphaericus 2362 kiltirinin ise 250-125 ve 62.5 (mg/ml) 2.4-D amin
konsantraéyoniarmda 24 ve 48 saat sonrast igin 2-3. evre (. quinguefasciatus larvalarina
kars: toksik aktivitenin olmadif tesbit edildi. Ayrica bakterinin 24 ve 72 saatlik
kﬁl{tﬁrlerinin diger 2,4-D amin konsantrasyonlarinda gerek 24 gerekse 48 saat sonunda

kontrole yakin larvasidal aktivitenin oldugu da belirlendi.

Cizelge.4.23:Degisik 2.4-D Amin Konsamtrasvonlarinda 24 ve 72 Saat Siiresince Gelistirilen B.
sphaericus 2362 Susunun 24 ve 48 Saat Sonunda 2-3. Evre (. quinquefasciatus
Larvalarina Karsi Belirlenen LCs, Degerleri

2.4-D Amin 24 Saatlik B. sphaericus 2362 72 Saatlik B. sphaericus 2362
| Konsantrasyonu Kiiltiirit igin LCs, Degerleri Kiiltiirii igin LCs, Degerleri
: (CFU/m}) (CFU/ml)
f (mg/ml) 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat
L 250 —
L125 e
62.5
31,25 - 6.48 x 10° 8.81 x 10°
C 15.02 6.14 x 10° 8.11x 10° 571 x 10° 6.71x 10°
7.81 541x10° 7.36 x 10° 5.17 x 10° 6,18 x 10°
3.9 429 x 10° 6.71x 10° 4.65 x 10° 5.44 x 10°
Kontrol 2.68 x 10" 318 x 10° 4.11 x 10° 5.16 x 10°
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Kimyagerler  Pensikol pestisitinin  farkh  miktarda quintozene igeren

konsantrasyonl:armda 24 ve 72 saat suresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun 2-
3. evre (. qu'blquqﬁl.s'cialu.\' larvalarina karsi gerek 24 gerekse 48 saat sonrasi igin
belirlenen LCs(j') degierleri Cizelge 4.24 de verilmektedir. Cizelge 4.24’e gore, 24 saatlik
B: .sphaericus% 2362 kiltiirinin 24 ve 48 saat sonunda 45 (mg/ml) quintozene
kor}santrasyonﬁnda 2-3. evre (. quinquefasciatus larvalanna kargt toksik aktivitenin
olmadiff, diger konsantrasyonlarda ise kontrole gore nisbeten diisiik larvasidal aktivite
gosterdigi belirlendi. Ayrica 72 saatlik B. sphacricuy 2362 kultiriniin 24 ve 48 saat
sonrast igin biitlin quintozene konsantrasyonlarinda kontrole yakin larvasidal aktivite

gosterdigi de tebit edildi.

Cizelge 4.24:Degisik Quintozenc Konsa1ﬁrasyonlarmda 24 ve 72 Saat Siiresince Gelistirilen B.
sphaericus 2362 Susunun 24 ve 48 Saat Sonunda 2-3. Evre (. quinquefasciatus

Lar}mlarma Kargi Belirlenen LCs, Degerleri

!
i
t

Quintozene 24 Saatlik B. sphaericus 2362 72 Saatlik B. sphaericus 2362,
Konsantrasyonu Kiiltiirii i¢in LCs, Degerleri Kiiltiirii igin LCs,, Degerleri
: : (CFU/ml) (CFU/ml)
(mg/ml) 24 Saat 48 Saa 24 Saat 48 Saal
. 45 8.11 x 10° 9.41 x 10°
22.5 6.41 x 10° 7.61 x 10° 7.85 x 10° 8.56 x 10°
11.25 6.01x10° 7.4 x 10° 7.36 x 10° 7.91 x 10°
5.625 581 x 10° 6.71 x 10° 6.18 x 10° 745 x 10°
- 2.812 544 x 107 6.41 x 10° 5,90 x 10° 6.82 x 10°
1.406 4.93 x 10° 5.61 x 10° 5.44 x 10° 6.18 x 10°
0.703 421 x10° 5.05x 10° 4.54 x 10° 581 x 10°
Kontrol 3.51 x 10" 4.11x 10° 4.07 x 10° 4.86 x 10°

Anvil pestisitinin farkli miktarda hexaconazole igeren kbnsantrasyonlarmda 24 ve
72 saat siresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun 2-3. evre C. quinguefasciatus
larvalarina kars1 gerek 24 gerekse 48 saat sonrasi igin belirlenen LCs, degerleri Cizelge
4.25’de verilmektedir. Cizelge 4.25’e gore, 24 saatlik B. sphaericus 2362 kiltiiriiniin
100-50 ve 25 (mg/ml) hexaconazole konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saat sonrast igin 2-3.
evre (. quinquefasciatus larvalanna  karst toksik aktivitesinin olmadifi, diger
konsantrasyonlarda ise kontrole yakin larvasidal aktivite gosterdigi tesbit edildi. Ayrica
72 saatlik B. .\})hacricus 2362 kiiltiiriiniin, 24 ve 48 saat sonunda biitiin hexaconazole

konsantrasyonlari i¢in kontrole yakin larvasidal aktivite gosterdigi de belirlendi.



89

Cizelge 4.25:Degisik Hexaconazole Konsantrasvonlaninda 24 ve 72 Saat Siiresince Geligtirilen B.
sphaericus 2362 Susunun 24 ve 48 Saal Sonunda 2-3. Evre (' quinquefasciatus
Larvalanina Karst Belirlenen LCs,, Degerleri

i

3

Hexaconazole

24 Saatlik B. sphaericus 2302 72 Saatlik B. sphaericus 2362
Konsantrasyonu Kiiltiirii igin LCs, Degerleri Kiiltiirii i¢in LCsy Degerleri
) (CFU/ml) (CFU/ml)
(&l\g/ml) 24 Samt 48 Saat 2.4 Saat 48 Saat
100 6.17 x 10° 7.67 x 10°
L 50 5.71x 10° 7.15x 10°
25 5.18 x 10° 6.91 x 10°
L 12.5 5.45x 10° 718 x 107 444 x 10° 6.41 x 10°
. 6.25 5.2 x 10° 6.94x 10° 3.95 x 10° 4.96 x 10°
:3.125 1.61 x 1OF 531x 10° 3.51 x 10° " 4,62 x 10°
1,562 3.28 x 10° 4.78 x 10° 3.31x 10° 4.36 x 10°
Kontrol 2.91 x 10" 3.48x 10 3.22x 10° 1.91 x 10°

Bakir WP pestisitinin farkh miktarda bakir igeren konsantrasyonlarinda 24 ve 72
saat siresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun 2-3. evre (. quinquefasciatus
larvalarina karst gerek 24 gerekse 48 saat sonrasi igin belirlenen LCsy degerleri Cizelge
4.26’da verilmektedir. Cizelge 4.26’ya gore, 24 ve 72 saatlik B. sphaericus 2362
kiiltiirlerinin 125-62,5-31,25-15,62-7,81 ve 3.9 (mg/ml) bakir konsantrasyonlarinda, 24
ve 48 saat sonrast i¢in 2-3. evre (. quinquefasciatus larvalarma karsi toksik
akti;zitelerinin olmadi belirlendi. Ayrica bakterinin gerek 24 gerekse 72 saatlik
kultiirlerinin 1,95 (mg/ml) bakir konsantrasyonunda 24 ve 48 saat sonrasi i¢in kontrole

gore kismen diigiik larvasidal aktivitenin oldugu da tesbit edildi.

Cizelge 4.26:Degisik Bakir Konsantrasyonlaninda 24 ve 72 Saat Siiresince Geligtirilen B. sphaericus
2362 Susunun 24 ve 48 Saat Sonunda 2-3. Evre (' quinquefasciatus Larvalarina Kars:
Belirlenen 1.Cs, Degerleri

-Bakir 24 Saatlik B. sphaericus 2362 72 Samtlik B. sphaericus 2362
Konsantrasvonu Kiiltiirii i¢in LCx, Degerleri Kiiltiirii igin LCs, Degerleri
~ (CFU/ml (CFU/ml)
(mg/ml) 24 Saat 48 Saal 24 Saat 48 Saat
125 --- ' --- — ---
62.5
31.25 - — — —
15.62 —_— e
7.81 - — --- -
L 1.95 2.91 x 10° 344 x 10° 7.03 x 10° 7.91 x 10°
Kontrol 7.11 x 10" 3.18 x 10° 3.22 x 10° 481 x 10°
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farkh

konsantrasyonlarinda 24 ve 72 saat suresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun 2-

Captan 50 WP Stauffer pestisitinin miktarda captan igeren

3. evre (. qzlihqllqﬁr.s'ciam.\' larvalarina karst gerek 24 gerekse 48 saat sonrasi igin
belirlenen LCs, degerleri Cizelge 4.27'de verilmektedir. Cizelge 4.27’ye gore, 24 ve 72
saatlik B. sphaericus 2362 kilturlerinin 125-62,5-31,25-15,62-7,81 ve 3,9 (mg/ml)
captan konsantrasyonlarinda, 24 ve 48 saat sonrast igin 2-3. evre (. quinquefasciatius
larvalarina karslﬁ toksik aktivitelerinin olmadigi belirlendi. Ayrica bakterinin gerek 24
gerekse 72 saat!ik kiilttirlerinin 1,95 (mg/ml) captan konsantrasyonunda 24 ve 48 saat

sonrast igin kontrole gore kismen diigiik larvasidal aktivitenin oldugu da tesbit edildi.

Cizelge 4.27 :Degiéik Captan Konsantrasyonlaninda 24 ve 72 Saat Siiresince Geligtirilen B. sphaericus
2362 Susunun 24 ve 48 Saat Sonunda 2-3. Evre (. quinquefasciatus Larvalarina Karst
Belirlenen LCs, Degerleri

Captan

24 Saatlik . sphaericus 2362 72 Saatlik B. sphaericus 2362
Konsantrasyonu Kilhiri igin' LC,, Degerleri Kiiltiiri i¢in LCs,, Degerleri
(CFU/ml) (CFU/ml)

(mg/ml) 24 Saat ' . 48 Saat 24 Saat 48 Saat
125 o — — ' i
62.5
31.25 -~- --- - -
15.62
7.81 --- - - -
3.9
1.95 2.68 x 10° 2.78 x 10° 730 x 10° 7.85 x 10°

Kontrol 8.39 x 10" 2.35x 10 2.32 x 10° 2,38 x 10°




5. TARTISMA ve SONUC

Gﬁnﬁmﬁzide sivrisineklerle biyolojik miicadelede biyokontrol ajani olarak B.
thuringiensis ;:'var. israelensis ve B. sphaericus’un gesitli  patojenik  suslari
kullamlmak»tad‘lr% (Mulla ve ark., 1984; Barjac ve Sutherland, 1990). B. thuringiensis var.
israelensis toksik etkisini daha kisa siirede gostermesi nedeniyle B. sphaericus’a gore
daha yaygii blr kullamm alamina sahiptir. Ancak bu bakteri organik olarak kirlenmis
habitatlarda larx}asidal etkisini tamamen kaybetmektedir (Des Rochers ve Garcia, 1984).
Kullanim alam :k1s1t11 olmasmna kargin sulardaki kirlilige, degisik fiziksel ve kimyasal
faktorlere Aayn bir dayaniklilk gosteren patojenik B. sphaericus suglan, son yillarda
izerinde daha fazla durulan mikrobiyal kontrol ajant 6zelligini kazanmgtir (Barjac ve
Sutherland, 1990). B. sphaericus’un sivrisinek larvalarma kargi patojenik etkiye sahip
birgok susu bulunmakla birlikte miicadelede yaygin olarak 2362 ve 1593 numaral suslar
kullamimaktadir (Barjac ve ark., 1985; Barjac ve Sutherland, 1990).

B. sphaericus’un degisik patojenik suslari kullamilarak yapilan ¢aligmalarda elde
edilen sonuglar, bakterinin 6nemli bir biyokontrol ajam oldugunu gostermektedir. Burke
ve arkadaslar1 (1984), B. sphaericus 1593 susunun spor canliligi ve larvasidal aktivitesi
tizerine degisik dozdaki UV iginlarimin etkilerini incelemigler. Sonugta 45-675 J/m* UV
isgtmalarinda canli spor sayistmin 7,5 dakika sonunda 3,7 x 10’ spor/ml’den 1 x 10
spor/ml’ye, 4 saat sonra ise mililitredeki spor sayisinin 50°nin altina digtiifini fakat
larvasidal aktivitenin kaybolmadigini belirlediler.

| Mulla ve arkadaslart (1984), B. sphaericus 2362 ve IF-117 suslarinin toz ve krem
! formiilasyonlarini organik olarak kir‘letilmis géletler&e C. tarsalis larvalarina kars1 toksik
aktivite yoniinden test etmigler. Sonugta, her iki bakteri formiilasyonunun organik olarak
kirletilmemis kontrol goletlerde ti¢ hafta siiresince % 100 kontrol sagladigi, % 0,025
oraninda kirletilmis goletlerde birinci; giin sonunda % 100 olan kontroliin ikinci ve
tigiincii hafta sonunda % 33 ve % 12"y‘e distigia ve % 0,050-0,10 oraninda kirletilmis
goletlerde ise ba%slanglg:ta % 94-75 olan kontroliin ti¢iincii hafta sonunda sifira diistiigi
belirlendi. Mulli;fgﬁn ve arkadaglar (1980), degisik pH degerlerine sahip besi ortamlarinda
gelistirilen B. sphaericus 1593 susllmun 10.0 ve iizerindeki pH degerlerinde larvasidal

aktivitesini kaybettigini belirlediler. Yousten ve arkadaslari (1984) ise yine B. sphaericus
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1593 susﬁ ile: yaptiklari bir ¢aligmada, fermentorlerdeki pH’in nétral olmast halinde
larvasidal akti\fitenin 10 kat arttifim bildirmektedirler (Yousten ve ark., 1984a).

Mohamea ve arkadaglant (1993), B. sphaericus 2362 susu ile yaptiklari bir
callsmada, baléterin gelisme ortamina % 5, % 20, % 50 ve % 100 oraninda verilen
¢cOzindr oksijénin bakterinin sporulasyonu ve larvasidal aktivitesi Uzerine etkilerini
incelemisler. Aérastmcnlar, besiyerine % 5-50 arasinda verilen ¢ozinir oksijenin bakteri
sporulasyonunf; ve larvasidal aktivitesini ters yonde etkilemedigini, ancak % 100 ¢6ziiniir
6ksijenin serbést spor miktarin1 ve larvasidal aktiviteyi dnemli derecede diigirdiigiini
belirlediler.

Antibiyotiklere kars1 yapilan hassasiyet denemelerinde B. sphaericus 1593 susunun
10 pg/ml ve 100 pg/ml streptomisine karst direngli oldugu tesbit edilmistir (Hertlein,
ark., 1979, Yousten ve ark,, 198:‘;5.). Aynca B. sphaericus suglarmin 4 (mg/ml)
streptomisin vé 8 (ug/ml)lkloramfenikole karst direngli olduguda da rapor edilmektedir
(Burke ve M(%;Donald, 1983). Andreev ve arkadaslan (1994), B. sphaericus 2362
sugunun sporu:lasyonu ve larvasidal aktivitesi lizerine L-etiyonin ve bir sporulasyon
inhibitorii olanli aminofenilboronik asidin etkilerini incelemigler. Arastirmacilar, bakteri
gelisme ortamn’na 10-20 mM konsantrasyonlarda verilen L-etiyonin’in 24 saat sonunda
bakteri 'sp(.)rulasyonunu ve larvasidal aktivitesini 6nemli derecede digiirdiigiini, ayrica 5
mM aminofenilboronik asit uygulamasimin da 24 saat sonunda bakteri sporulasyonu ve
larvasit uretimini engelledifini rapor etmektedirler.

Mikroorganizmalar tabiattaki dofal dengeyi saglamalan acisindan son derece
onemli canhlardir. Degigik zararhlara karst miicadele amaciyla kullanilan kimyasal
ilaglarin sucul ortamlara bulagmasi, bu ortamlara uyum saglamig mikroorganizmalar
agisindan  birgok olumsuzluklari beraberinde getirmektedir. Sivrisineklerle biyolojik
miicadelede kullamlan patojen B. sphaericus suglarimin uygulandign sahalar genellikle
sivrisinek larvalarinin yasadifi ve siklikla kimyasal kirlenmeye maruz kalan batakhk ve
sulai< alanlardir. Bu habitatlarda bakterinin larvasidal aktivitesini etkileyen &nemli
faktorlerden birisi ortam suyunun kirliligidir (Barjac ve Sutherland, 1990). Bu nedenle B.
sphaericus susiarmm pestisit kirlenmesine maruz kalmig bu habitatlarda spor canliliimn
ve larvasidal aktivitesinin nasil etkilendiginin ortaya konulmasi sivrisineklerle biyolojik

miicadele agisindan son derece dnemlidir.
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B. sphaericus’un gesitli suslan kullamilarak kirlilikle ilgili baz1 ¢aligmalar yapilmakla
birlikte,pestisitlérin bu bakterinin geligimi, sporulasyonu, toksin stabilitesi ve larvasidal
aktivitesi ﬁzeriné olan etkileri heniiz a};nntlll bir gekilde ¢ahigilmamugtir. Bu ¢alismada, B.
sphaericus 236%{ susunun geligimi, sporulasyonu, toksin stabilitesi ve larvasidal aktivitesi
tizerine altis1 fungusit, besi herbisit ve ikisi de afisit ve akarit olmak tizere toplam 13 adet
pestisitin etkilefi incelendi. MiK denemeleri sonununda B. sphaericus 2362 susunun;
Primicarb icerikii Primor 50 WG, tri-izopropanol amin ve picloram amin igerikli Tordon
101 Mix‘turé, triﬂuralin icerikii Tefralin EC, quintozene igerikli Kimyagerler Pensikol ve
hexaconazole :icerikli Anvil pestisitlerinin  butiin  konsantrasyonlarinda  geliserek
sporlanabildigi, fakat bakir bilesimli Bakir WP ve captan bilesimli Captan 50 WP Stauffer
pestisitlerinin 3,9 (mg/ml), bakir sulfat bilesimli Koruma Goztagi pestisitinin 1,53
(mg/ml), TCA igerikli Nata Graniil pestisitinin 1,187 (mg/ml), hymexazol igerikli
Tachigaren 70 WP pestisitinin 3,281 (mg/ml), hexythiazox igerikli Nissorun 5 EC
pestisitinin 1,25 (mg/ml) ve 2,4-D amin igerikli Agro D-Amin ile’ Cornox Amin
pestisitlerinin 12,5 ve 62,5 (mg/ml) konsantrasyonlarinda ise bakteri sporlarmin
acilamadig tesbit edildi.

B. sphaericus 2362 susunun; yapilan faz-kontrast mikroskobisi ve SDS-PAGE
analizleriyle; 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda; Primor 50 WG, Tordon 101
Mixture, Tefralin EC, Kimyagerler Pensikol ve Anvil pestisitlerinin  her
konsantrasyonunda normal sporlanabildigi ve tosin proteinlerinin korundugu, Tachigaren
50 WP pestisitinin 105-52,5-26,25-13,125-6,562 ve 3,281 (mg/ml), Nissorun 5 EC
pestisitinin 2,5 ve 1,25 (mg/ml), Agro D-Amin pestisitinin 25 ve 12,5 (mg/ml), Koruma
Goztast pestisitinin 49-24,5-12,25-6,125-3,06 ve 1,53 (mg/ml), Nata Graniil pestisitinin
4,75-2,375 ve 1,187 (mg/ml), Cornox Amin pestisitinin 250-125 ve 62,5 (mg/ml) ve
Bakir WP ile Captan 50 WP pestisitlerinin 125-62,5-31,25-15,62-7,81 ve 3,9 (mg/ml)
konsantrasyonlarinda ise bakteri sporlarmin agilamadifi ve toksin proteinlerinin
stabilitesinin koyboldugu belirlendi.

Caligmada kullamlan kimyasal pesﬁsitlerin farkl konsantrasyonlarinin; 24, 48 ve 72
saat inkiibasyon sureleri sonunda B. S:'phaericm' 2362 susunun gelisimi ve sporulasyonu
Uzerine olan etkileﬁ direkt :saylm yontemiyle de incelendi. Bakteriyal saynﬁlar sonunda B.

sphaericus 2362 susunun Tachigaren 70 WP pestisitinin hymexazol igeren biitiin
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konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72 saat siireleri i¢in 1stya dayanikh spor sayisinin onemli
oranda dﬁstﬁéﬁ, Captan 50 WP Stauffer ve Bakir WP pestisitlerinin 3,9 (mg/mi) etkili
madde icererf konsantrasyonlarinda ise yine verilen siireler sonunda mililitredeki canl
spor sayistnin baslangi¢ miktarina oranla 1000 kat azaldig: da belirlendi. Yine Nissorun 5
EC pestisitinin, 24 saat sonunda 2,5-1,25-0,625 ve 0,312 (mg/ml) hexythiazox igeren
konsantrasyonlarinda, 48 ve 72 saat sonunda ise 2,5 ve 1,25 (mg/ml) hexythiazox igeren
konsantrasyori;larmda, bakteri sporlarimin agilamadifi ve canli spor sayisinmn kritik
derecede dﬁstiiigii tesbit edildi.

Ayrica B. 5phqericus 2362 susunun Agro-D Amin pestisitinin 24 saat sonunda, 25-
12,5 ve 6,25§ (mg/ml) 2,4-D amin konsantrasyonlart ve 48 saat sonunda 25 ve 12,5
(mg/ml) 2 4-D amin konsantrasyonlarinda, Koruma Goztagt pestlsmnm 24 ve 48 saat
sonunda baklr stilfat igeren biitiin konsantrasyonlan ve 72 saat sonunda en yiksek ilk alti
pestisit konsantrasyonlarinda, Nata Granul pestisitinin 24, 48 ve 72 saat sonunda 4,75-
2,375 ve 1,187 (mg/ml) TCA konsantrasyonlarinda ve Cornox Amin pestisitinin de yine
24, 48 ve 72 saat sonunda 250-125 ve 62,5 (mg/ml) 2,4-D amin konsantrasyonlarinda
spor canlilifimin azaldif: da bulundu.,

Bakteriﬁin Primor' 50 WG, “Tordon 101 Mixture, Tefralin EC, Kimyagerler
Pensikol ve Anvil pestisitlerinin etkili madde igeren biitiin konsantrasyonlarinda gerek 48
gerekse 72 saélt sonunda normal olarak sporlanabildigi de belirlendi. Her pestisitin degisik
miktarlada etlgili madde igeren konsantrasyonlarinda 24 ve 72 saat siiresince gelistirilen
B. sphaericus 2362 kiltiirleri kullanilarak 2-3. evre (. quinquefasciatus larvalarina karsi
gerceklestirilen biyoessey sonuglarina gore; pestisitler igin belirlenen MIK degerleri ve
daha yiiksek }etkili madde iceren konsantrasyonlarda larvasidal aktivitesinin tamamen
kaybolduéu, buna kérsm MIK degerlerinin altindaki etkili madde igeren
konsantrasyoﬁlarda ise larvasidal aktivitenin devam ettigi belirlendi.

Ayrica yapilan SDS-PAGE analizleriyle; her pestisit igin belirlenen MIK degerleri
ve daha yiiksek etkili madde bulunduran konsantrasyonlarda 41,9 ve 51,4 kDa’luk
larvasidal toksin proteinlerinin kayboldugu, MIK degerlerinin altinda etkili madde igeren
konsantrasyonlarinda ise toksin proteinlerinin korundugu tesbit edildi. Bu sonuglara gore;
41,9 ve 51,4 kDa'luk toksin proteinlerinin korundugu pestisit konsantrasyonlarinda

larvasidal aktivitenin devam ettifi, ancak toksin proteinlerinin kayboldugu pestisit
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koﬁsantrasyonlaﬁnda ise larvasidal aktivitenin tamamen ortadan kalktizi SDS-PAGE
analizleriyle de dogruland.

Bu calismada; bir sivrisinek patojeni olan B.” sphaericus 2362 susunun canlihig),
sporulasyonu, larvasidal aktivitesi ve toksin stabilitesi Gizerine ¢esitli pestisitlerin etkileri
ilk defa tarafimzdan incelendi. Laboratuvar sartlan altinda gergeklestirilen bu galismada
elde edilen bulgulann, sivrisinek larvalarna kargt arazi sartlarinda yapilacak
uygulamalarda éﬁz oOniinde bulundurﬂililmasu kullanilan mikrobiyal kontrol ajaminin
larvasidal aktivitiesini ve toksinin stabilitesini belirleme agisindan son derece onemli
olacaktir. f

Bu sonuqléra gore, ozellikle Captan S0 WP Stauffer, Nata Graniil, Bakir WP, ve
Tachigaren 70 WP pestisitierinin B. sphaericus 2362 susunun larvasidal aktivitesini
dramatik’derecécie distirdigi tesbit edildi. Diger taraftan Nissorun 5 EC, Agro-D Amin,
Koruma Gé‘)ztaslZ ve Cornox Amin pestisitlerinin de bakterinin larvasidal aktivitesini
belirlenen MiK%degerleri ve daha yiiksek pestisit konsantrasyonlarinda engelledigi
bulundu. Bu pesﬁsitlerin sivrisinek yagama ortamlarina, belirlenen MiK degerleri ve daha
yitksek oranlarda kartgmas: halinde larvasit olarak kullandlélmlz B. sphaericus 2362
susunun kontrol etkinligini 6nemli derecede diisiirecegi belirlendi.

Aynica arastirmada; Primor 50 WG, Tordon 101 Mixture, Tefralin EC,
Kimyagerler Pensikol ve Anvil gibi pestisitlerin ise farkli miktarlarda etken madde igeren
konsantrasyonlarimin B. sphacricus 2362 susunun larvasidal aktivitesini ters yonde

etkilemedigi de bulundu.



6. OZET

Bu ¢aligmada, altis1 fungusit, besi herbisit ve biri afisit ve biri de akarisit olmak
iizere toplam 13 adet ticari pestisitin sivrisinek patojeni olan B. sphaericus 2362 susunun
gelismesi, canhhigi, sporulasyonu, toksin stabilitesi ve larvasidal aktivitesi tizerine olan
. etkileri incelendi.

Aragtirmada, her pestisit igin bakteri gelisiminin engellendigi en diisiik pestisit
konsantra.syonlz‘irl (MIK) belirlendi. MIK denemelerinde; Tachigaren 70 WP pestisitinin
3,281 (mg/ml) i\ymexazol igeren konsantrasyonunda, Nissorun 5 Equestisitinin 1,250
© (mg/ml) hethf\iazox‘ iceren konsantrasyonunda, Agro D-Amin ile Cornox Amin
péétisitlerinin 12,5 ve 62,5 (mg/ml) 2,4-D amin i¢eren konsantrasyonlarinda, Nata Grandil
pestisitinin 1,187 (mg/ml) TCA iceren konsantrasyonunda, Koruma Goztagi pestisitinin
1,530 (mg/ml) bakir stilfat igeren konsantrasyonunda ve Bakir WP ile Captan 50 WP
Stauter pestisitlerinin 3,90 (mg/ml) bakir ve captan igeren konsantrasyonlarinda bakteri
geligsiminin engellendigi bulundu. Ayrica Primor 50 WG, Tordon 101 Mixture, Tefralin
EC, Kimyagerler Pensikol ve Anvil pestisitlerinin farkli miktarda etken madde igeren
biitiin konsantrasyonlarinda ise bakterinin normal ofarak gelisip sporlanabildigi tesbit
edild.

Buna ila\ffeten, belirlenen minimal inhibitor konsantrasyonlari (MIK) ve daha
yuksek pestisit iconsantl'asyonlarnnda bakterinin, 41,9 ve 51,4 kDa’luk toksin proteinlerini
kaybettigi faz—kontrast mikroskobisi ve SDS-PAGE analizleriyle de dogruland:.
Bakteriyal _saylrh sonuglarina gore, belirlenen minimal inhibitor konsantrasyonlan (MIK)
ve daha ﬁksek’pestisit konsantrasyonlarinda vejetatif hiicre ve canh spor sayisinin 24, 48
ve 72 saat sonunda 6nemli seviyede digtiigii de tesbit edildi.

Diger tafatan, pestisitlerin degigik miktarlarda etkili madde igeren bitin
konsantrasyonlarinda 24 ve 72 saat siiresince gelistirilen B. sphaericus 2362 susunun
larvasidal aktiviteleri 2-3. evre . quinquefasciatus larvalarina kars: test edildi. Yapilan
denemeler sonunda, bakteri geligiminin engellendigi ve toksin proteinlerinin gérilmedigi

en disik (MIK) ve daha yﬁksek pestisit konsantrasyonlarinda larvasidal aktivitenin
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tamamen kayb(i)ldugl:l, toksin proteinlerinin gorildiigi pestisit konsantrasyonlarinda ise
larvasidal aktivitenin gergeklestigi belirlendi.

. Sonug oférak; Primor 50 WG, Tordon 101 Mixture, Tefralin EC, Kimyagerler
Pensikol ve Anvil pestisiﬂerinin, sivrisinek larvalarinin yasadigi habitatlara yakin
cevrelerde kimyasal miicadele amaciyla kullanilmasinin énemli bir biyoinsektisit olan B.
sphaericus 2362 susunun larvasidal aktivitesini ters yonde etkilemeyecegi, fakat
Tachigaren 70 WP, Nissorun 5EC, Agro D-Amin, Koruma Goéztas, Nata Graniil,
Cornox Amin, ‘;Baer WP ve Captan‘jﬁO WP Stauffer pestisitlerinin kullamlmasinin ise

bakterinin larvasidal aktivitesini Snemli seviyede diigiirecei gorilmektedir.



7. SUMMARY

In this stuay. 13 different commercial pesticides including 6 fungucides. 5 herbicides. |
aficide and | acaricide were investigated for their on effects viability. sporulation. toxin stability
and larvicidal activity of mosquito pathogenic of B. sphacricus 2362 strain.

In research, the lowest concentrations that inhibits the bacterial growth (MIC’s) were
determined for each pesticides. In the MIC trials; it was found the bacterial growth was inhibited
with Tachigaren 70 WP pesticide (containing 3,281 mg/ml hymexazol), Nissorun 5 EC pesticide
(containing 1.250 mg/ml hexythiazox). Agro D-Amin and Cornox Amin pesticides (containing
12,5, and 62.5 mg/ml 2.4-D Amin), Nata Graniil pesticide (containing 1.187 mg/ml TCA).
Koruma Goztag: pesticide (containing 1,530 mg/ml copper sulphate), Bakir WP and Captan 50
WP Stauffer pesticides (containing 3,90 mg/ml copper and captan). Besides. bacteria had shown
normal growth and sporulation in whole concentration of Primor 50 WG. Tordon 101 Mixture.
Tefralin EC. Kimyagerler Pensikol and Anvil pesticides which are containing different amount of
effective substance.

In the determined minimal inhibitory concentrations (MIC’s) and higher pesticide
co’ﬁcenﬁations the loss of 41.9 and 51.4 kDa toxin proteins of the bacteria was confirmed by
phase-contrast m‘icroscopy and SDS-PAGE. According to bacteria count results the determined
minimal inhibitory concentrations (MIC’s) and higher pesticide concentrations the significantly
decrease in vegetative cells and viabile spore numbers after 24. 48 and 72 hours was identified. -

On the other hand, the larvicidal activities of B.sphaericus 2362 strain which were grown
in all concentration pesticides for 24 and 72 hours, containing different amounts of cffective
sustance have been tested against instar 2-3. (. guinquefasciatus larvae. The trials showed that
at the lowest pesficide concentrations in \'»vimich the bacterial growth was inhibited and at higher
concentrations th§ larvicidal activity was completely abolished and at pesticide concentrations in

which the toxin ﬁroteins were the larvicidal activity was still ongoing.

Asa rcsultzi. it was shown that. the usage of Primor 50 WG. Tordon 101 Mixture. Tefralin
EC. Kimyagerlcf Pensikol and. Anvil pesticides nearby the mopsquito larvae habitats for the
purposc of chelﬁical control will not effect inversely the important microbial insccticide B.
sphacricus 2362 strain larvieidal activities. but usage of Tachigaren 70 WP. Nissorun 5 EC.
Agro D-Amin. Comox Amin. Nata Granil, Koruma Goztagi. Bakir WP and Captan 50 WP

Stautfer pesticides will significantly decrease the larvicidal activity of the bacteria.
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