tattirk U.Zir Fak Der.C:20.8:1, 1989

Bacillus thuringiensisin DEPOLANMIS§ TAHILLARDAKI
LEPIDOPTERA LARVALARININ MUCADELESINDE KULLANILMASI

Ozdemir ALAOGLU (1)

OZET : Depolannmy talullarda zararls olan lepidopter larvalan ile mitcadelede kimyasal
wektisitlerin kudlanvm; zararidarda bu insektisitlere kargi direng gelisimi, insektisit etkindigini
nirlayan olunsuz gevre kogullart ve tiriin iizerinde kalinn brrakmalan gibi sorunlar nedeniyle
1ha az givenilir durumdady .

Uzun stireden beri kiltir bitkilerinde zararh lepidopterierie milcadelede ticari preparatiarn
dianilan B. thuringiensis ‘in depolanmug tahillardaki lepidopterlere kars: da kulianilabilmesi
nusunda yaprlan ¢ahgmalardan verus verici sonuglar alinmgtir.

GIiRiS

Depolanmy tahillara zarar veren boceklerin baginda Coleoptera tiirleri gelmekte, bunu
spidoptera tiirleri izlemektedir (Champ ve Dyte, 1976; Anon., 1984).

Bu lepidopier tiirlerinin larvalar: tanelerin embriyo, endosperm ve kabuk kastniarinda
‘slenmeleri yaninda; biraktiklari dagkt, gmiek ve 6lii larvalar ile aym zamanda firiinii
rletmektedirler. Co¥u tiirlerin larvalan beslenirken af drerek tahnl tanelerini kiimelegtinneite,
>fun bulagmalarda iirlinde kizigma sonucu sicakhik yikselmekte ve kot kokular
-ugmaktachr (Subramanyam ve Cutkomp, 1985).

Depolanmug tahillarda zararl: oldugu kaydedilen Lepidoptera tiirleri Cetvel 'de toplu
arak gosterilmigtir. FAO tarafindan yapilan bir siirveyde, Tiirkiye de dahil 6l iilkede, bu
irflerden S.cerealella, P. interpunctella, E. kuehniella, E. cautella ve C. cephalonica mn

:ger tiirlere oranla daha yaygn ve daha yoPun olarak bulundufu tesbit edilmigtir (Champ ve
‘yte, 1976).
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Bu tiirlerle miicadelede, halihazirda koruyucu insektisit ve fumigasyon
uygulanmaktadir. Ancak, bu kimyasal Savag yontemlerinin blrgok olumsuz yénleri
bulunmaktadir. Koruyucu insektisit olarak kullanilmakta olan malathion'a ve methyl bromide
ve phosphin gibi fumigantlara kary: zararllarda yer yer direng durumu ortaya ¢ikmgtir (Attia,
1976; Champ ve Dyte, 1976; Bansode ve ark., 1981; Beeman ve ark., 1982).

Uygun olmayan sicaklik ve nem kogullaninda malathion'un izl pargalanmas: (Kadoum
ve LaHue, 1969; Abdelkader ve ark., 1980), fumigant aktivitesinin sicaklifa bagl: olarak
deBismesi; iiriin tarafindan fumigantin absorbe edilmesi (Vincent ve ark., 1980); koruyucu
insektisitlerin iirlinde kalindt1 birakmas: (Kadoum ve LaHue, 1977; Mensah ve ark., 1979)
difer 6nemli sorunlardir. _

Belirtilen bu sorunlar nedeniyle kimyasal insektisitlerin kullanimi yerine alternatif
kontrol metodlan gelistiilmeye caligiimagtir. Bocek biiyiime regiilatorleri ve seksferomonlan
umut verici olmakla birlikie genig ¢apta adaptasyonlar1 miimkiin olmamigtir (Subramanyam ve
Cutkomp, 1985). Diger bir alternatif metod olarak Bacillus thuringiensis 'in uygulanmasi umut
verici bir potansiyele sahip bulunmaktadir, Ozellikle malathiona direng kazanmig giive
larvalarina etkinlifi, sicakkanhlara emin obmas: ve selektiflifi, bir mikrobiyal insektisit olarak
ticari preparatlarinin geligtirilmesini tegvik etmistir (Subramanyam ve Cutkomp, 1985).
Esasen kiiltiirbitkilerinde zararh olan birgok Lepidopter tiirii ile miicadelede uzun siireden beri
ticari preparatlan kullamlmakta olan B . thuringiensis 'in depolanmig iiriin zararlst
Lepidopterlere karg: da kullaniimas: amaciyla yapilan ¢aligmalardan ¢ok olumlu sonuglar
e

Ulkemiz igin oldukga yeni sayilabilecek bu konu iizerindeki ¢aligmalarin derlenmesinde

Bacillus thuringiensis

Cubuk seklinde ve gram pozitif bir bakteri olan B. thuringiensis spor verme sirasinda
protein yapisinda toksik bir kirstal veya delta endotoksin iiretmektedir. Patojen, duyarh biscek
tiirlerinin Jarva donemlerini etkilemekte ve hastalifin ortaya gikabilmesi igin kristal veya
sporlarn mideye alinmasi gerekmektedir. Etki yeri larvanin ortamidesidir. Cubuk veya giille
seklindeki altiinitelerden olugan kristal, midenin protease enzimi yardirm ile
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Tablo 1. Depolannug tahillarda zararh oldugu kaydedilen Lepidoptera tiirleri (Subramanyam

and Cutkomp, 1985'den alinmmgtir).

Table 1. Lepidopterous Insects recorded attacking stored grain.

Bilirnsel Adi Familyas:
Coreyra  cephalonica (Stainton) Pyralidae
Endrosis sarciuella () (=E. lagtella Schiff) Qecophoridae
Ephestia (= Cadra) caulella (Walker) Pyralidac
Ephestia elutelia (Hiibrer) Pyralidas
Epbestia (Cadm) figulilelia (Gregson) Pyralidas
Ephestia (= Anagasta) kughniella (Zeller) Pyralidac
Haplotinea ditella (Pierce and Metcalf) Tineidae
Haplotinea insectella (Fabricius) Tineidae
Hofmannophila (=Borkausenia) pseudospretella Oecophoridae
(Stainton)
Nomopogon ¢cloacellus (Haw) Tineidae
Nemopogon granella (L) Tineidae
Plodia interpunctella (Hiibner) Pyralidae
Pyralis farinalis (L.) Pyralidae
Sathrobrota (Pyraderces) rileyi (Wals) Cosmopterigidae
Sitotraga cerealella (Olivier) Gelechiidae
Tineola biselliella (Hummel) Tineidae

polipeptidlere ayrilmakta, bu toksik pargalar da ortamidenin epitel hiicrelerini par¢alamaktadir.
Ancak, zehirlenmenin hassas molekiiler yolu heniiz tamamen aydinlattlamamigtir
(Subramanyam ve Cutkomp, 1985). Ozbek (1987), bakteri kristallerinin etki mekanizmast ve
daha etkin ve daha geni§ spektrumlu kristal yapisi elde etmek amaciyla yapilan genetik
mithendislifi ¢ahgmalanna iligkin bilgiler vermektedir. Sporlann etkisine gelince; sporlar
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midede ¢gimlendikten sonra gogalan vegetatif bakteri gubuklan hemoseli kaplamakta, bunun
sonucunda toxemi (foksin zehirlenmesi) ve septisemi (kan zehirlenmesi)ye neden olmaktadir
(Subramanjfam ve Cutkomp, 1985). ;

"H" antijenik veya "kam¢1” Ozelliklerine gbre B. thuringiensis 14 serotipe, bu serotipler
de 19 varyeteye ayrilmaktadur. Biitiin varyeteler gekil ve insektisit potansiyeli bakimindan farkl
dzelliklere sahip kristal iiretmektedir(Subramanyam ve Cutkomp, 1985).

Enfekte olmug larvalarda hareket yavaglamakta, deri yumugamakta ve deri iizerinde
koyukahverengi lekeler ortaya ¢ikmaktadir. Daha sonra tamamen kahverengilesen larvalar
dlmekiedir, Bu larvalarn i¢i tamamen bakteri sporlan ile doludur (,Submhanyam ve Cutkomp,
1985).

Toksisite Caligmalan

Lepidopter larvalarina B. thuringiensis 'in toksisitesi ile ilgili laboratuvar galigmalan E.
kuehniella, E. cautella, P. interpuncielia ve S. cerealella timleri iizerinde yapilmigtir. Bu giive
tiirleri ile ilgili toksisite bilgileri Tablo 2'de dzetlenmigtir. Tablodaki varyete ve izolatlara ait
L.Csq deerleri incelendiginde, spor ve kristal igerikleri ve bunlann oransal deferlerinin giive

larvalarina toksisitelerini etkiledifi goriilmektedir. Tablo 2'de gorilldiigii gibi, aizawai
varyetesinin kristalleri E. cautella 'ya sporlardan 1,5 kat; 1:1lik spor-kristal karisim ise
-sporlardan 3,6 kat, kristallerden ise 2 kat daha toksit oldufu gosterilmigtir. Ote yandan
kurstaki varyetesinin kristalleri tek basina P. interpunctella ve E. cautella 'ya sporlardan
sirastyla 2,9 ve 30,2 kat daha toksit olmugtur, 1:Ilik spor-kristal kangimu ise E. cautella 'ya
kristallerden daha az, buna kargilik P. interpunctella 'ya biraz daha toksik oldugu tespit
edilmigtir (McGanghey, 1978 a). McGaughey ve Johnson (1987), B. thuringiensis ‘in 51
izolaumn BD-1 izolatina dayamk!l: P. interpunctelia populasyonuna etkinligini denemis,
“bunlardan 2I'inin etkili oldugunu ortaya koymuglardir. Ayni aragtiricilar bu izolatlann
etkinliklerinin, beta exotoxin igeriklerinden kaynaklandifini belitlemiglerdir.

E. cauiella ve P. interpunctella 'mn farkl populasyonlan arasinda B. thuringiensis 'in
aym preparanina duyarlihk bakimndan gendg bir varyasyon bulunmaktadir. £ kuehniella ‘mn
Ingiltere wrkamin Misir irkima gore patojenin belli bir preparatina daha dayanikh oldugu
gbsterilmigtir (Subramanyam ve Cutkomp, 1985). Bu nedenle depolanmug {irlin zararhs ibr
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giive tiiniiniin bir tek wlkandan elde edilen belli bir ticari formiilasyona ait toksisite deen, aym

turun dxger populasyon]an i¢in genellestirilemez ve kontrol dnerileri yapilmadan $nce yoresel
tok5151te degerlendirilmeleri yapilmahdir (Subramanyam ve Cutkomp, 1985).
Sldiirmek icin gerekli patojen dozaji larvamn yagi ile birlikte
artmaktadur. Ik dénemler genellikle bakteriye olduk¢a duyarli olmaktadr. E. cautelia ve P.
interpunctella 'min birinci larva donemi, B. thuringiensis 'in 25 mg/kg-bugdayhk dozu ile
kontrol edilebilirken, bu tiirlerin beginci donem larvalan ancak 150 mg/kg-bugday dozu ile
tam olarak kontrol edilebilmigtinlfNwanze ve ark., 1978). Tam kontroliin saglanabilmesi igin E,
kuehniella 'nin besinei dénemi birinci donemden 21,67 kat, iiglincii ddnemi ise birinci

donemden 6 kat daha fazla "gram bagina yagayabilir spor'a gerek duymugtur(Subramanyam ve
Cutkomp, 1985).

Duyarlilik larva yast ile baglantili olmakla birlikte, aym yastaki degisik tiirler de B.
thuringiensis ‘e duyarilik bakimindan farkhitk gostermektedirler. 100 mg/kg diyetik doz ile E.
cautella 'mn birinci donemdoeki larvalart tamamen oldiikleri halde 200 mg/kg'lk dozla
P.interpunctelia 'mn aym yastaki larvalannin ancak %851 Elmiistiir (McGaughey, 1978 b).

Patojenin larvalara toksik etkisi disinda larval donemlerin uzamasi ve iireme giiglerinin
azalmasma da neden olmaktadir. Gram bagina 7 x 10° yagayabilir spor i¢eren bir besinle
beslenen E. kuehniellg 'mn binnci larva ddnemi normale gore 3 kat uzamgtir (Subramanyam
ve Cutkomp, 1985).

- Malathion'a dayamkh bireylerle yapilan denemelerde, bu bireylerde B.thuringiensis ‘e
karg: bir tolerans veya direng kaydedilmemistir (Kinsinger ve McCaughey, 1979 b).

Ozet olarak; B. thuringiensis 'in E. cautella, E kuehniella ve P.interpunctella ‘ya
toksisitesi giive tiirleri ve bunlarin populasyonlarma gore deBigtigi gibi, larva yagina, patojenin
varyete ve izolatinin patojenite giiciine ve bir pormiilasyondaki spor ve kristallerin oransal
miktariarina gore de defigmektedir.

Tahillarda B. thuringiensis ile Give Koniroli

Laboratuvar gartlarinda lepidopter tiirleri iizerinde denenen varyete ve izolatlarin depo
kogullaninda iiriin i¢indeki larvalara toksik etkileri ve bakteri preparatlarmm uygulama
metodlan fizerindeki aragtirmalann sayist fazla olmayp cofunlugu ABD'de McGaughey ve
arkadaglan tarafndan yapimaster.



Tablo 2. Baciflus theringiensis’in  deflisik varyete ve izolatlanmin Ephestia cautella, Sitotroga
cerealella, Plodia interpunctelia ve Ephestia kuehniella ‘ya kary toksisite degerleri (Subramanyam
ve Cutkomp, 1985 ten alinmugar).

Table 2. Toxicity of different varieties and isolates of B. thuringiensis o E. cawtella, §. cerealella. -3
interpunctella, and E, kuehniefla.

Varyete izolat/komponet Yagayabilir LCs(mg/kg-diyet)
Variety isolate/component spor sayisi/g viable
: Spores/g
E. cauiclla
kurstaki HD-1 25x109 5,60-55,88 -
Aizawai kristal < 175
spor - 2,67
spor:kristal(l:l) - ! 74
kurstaki B-4454 13,3x105 3,85
B-4457 2,2x105 3,85
B-4458 2,6x105 6,15
fallcriag HD-232 : - 131-19,59
kurstaki HD-87 < 6,63-33,09
toworthi HD-301 - 8,13-35,05
thuringiensis HD-288 = 523-35,11
aizawai HD-283 : - 27.91-97,74
HD-282 2 39,08-293,72
HD-128 k. 91,46-433,28
kurstaki kristal 4,80
(HD-1) spor S 145
spor-kristal(l:1) - 10,50
3. cerealella : :
Kursteki HDH 25x10% 17.43
P. interpunctetla
kurstaki HD-l 25x107 6,43-270,11
kristal 50,5
spor - 1472
sporzkristal(l:I) - 319
kurstaki HD-| 30,5x107 6,70
HD-87 - 7,45-20,76
B-4454 13,3x105 436,78
B-4457 2,2x105 239,69
B-4458 2,6x105 213,12
kristal - 0,299 ug/cm?
: (1g diyel=58 cm )
galleriae - HD-232 5 8,59-32.75
Iolworthi HD-301 2 3,60-19,04
thuringiensis HD-288 - 12,21-33,22
fizawai HD-128 S 10,22-36,48
HD-282 P 7,19
HD-283 3 9,69-21,10
E. kuehpialla
thuringiensis BTB-183
; L.dbnem larva 3x107 2,6
2.donem larva 2,2x108 1.8

3.d6niim larva 73108 ok B




Ik defa Kantak, 1959'da depolanmig misit ve bugdayda B. thuringiensis’ in 12,5 x 100
spor/g-tahul dozunun 10-14 giinliik P. interpunctella larvalanm Sldiirdiigiinii gostermigtir
{(Subramanyam ve Cutkomp, 1985). Depolanmig musinda E. cawsella, soyada P, interpunctella
larvalan 10 mg/kg-iiriin dozundaki B. thuringiensis ile tam olarak kontrol edilebilmigtir
{McGaughey, 1976).Buna kargilik 250 mg/kghk doz §. cerealella larvalanni tam olarak
etkilemediginden bunlarn % 37'si ergin olmugtur (McGaughey, 1976). Difier bir araghrmada
bu tiire 600 mg/kg doz uygulandi halde larvalann % 30's ergin olmug, ancak Fy ergin gikisi

% 86 oraninda azalmigtr. 8. crealella larvalannin miicadelesindeki bu zorluk, yumurtadan
¢ikan larvalann kisa zamanda tane igine girmesi ve bu arada patojenle beslenme siiresinin kisa
olmast nedeniyle olabilir (McGaughey ve Kinsinger, 1978).

Bakteri preparatimn uygulama derinligfi de tiriin i¢indeki larvalara etkisi agisindan Snemli
olmaktadir. Depolannms soisnn 10 em kabnlifmdaki bir tabakasiom 125 mg/kg-tahd dozumdaki
preparatla ilaglanmast ile P, inferpunctella zaranun % 87, E. cautella 't ise % 90 orannda
azaldifp gozlenmistir (McGanghey, 1978 ¢). Aym dozdaki uygalamalar bugdaydakd bu iki tiire
ait larvalan 2 vl siireyle etkilemig ve tanedeki zarar % 94 oraninda azalmugtr (McGaughey,
1980. Rassman (1986) 500 ton ¢avdan diiz bir zemine yaydiktan sonra 5 crokalinhfindaki bir
tabakaya 100 mg/kg dozunda Thuricide vererek 19 hafta somea £. efutella zararinin kontrole
gore % 50 oraminda azakiifim belidemigtir. : '

B. thuringlensis preparatianinm whullara uygulama metodiar iizerinde de cabgtmgtr.
McGaughey ve Dicke (1980), burgu ile siloya aktarilan tahila, damlatma yolu ile veyxi
depolandiktan sonra yiizey ilaglamas: seklinde bakteri preparatini vermigler; taneler iizerinde
spor dafihmimn homojenitesi, spor sayist ve E. cantella 'ya etkileri bakamindan dnemli bir
fark gozlememislerdir. Damlatma metodunda, sulu siispansiyonun devamh olarak ¢alkalanarak
dengeli tir daBilumin saflanmasi, aym zamanda dogru bir kalibrasyonun yapilmas: gerekir.
McGaughey (1985), ABD'nin 5 eyaletindeki ticari silolarda B. thuringiensis 'in toz ve WP
formiilasyonlari musir ve bufidayda denemistir. Elevatiie siloya aktarma sirasinda verilen toz
ve WP preparatlan homojen bir dagolim gostermis; P. inserpunctelle 'ya etkinlikleri bufidayda
% 50-60, misirda % 80 oraninda ve egit diizeyde olmustur. Dolu siloda toz ve WP
formiilasyonlann tahil yiizeyine verilerek kangtiriimast ile toz preparat homojen, WP ise
homojen olmayan bir dagilim gostermigtir (McGaughcy, 1985). Dolu silonun iist bogluguna
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piiskiirtisimesiyle WP formiilasyonun etkinlifinde bir artiy goriilmemigtir. Kansas'ta ¢iftlik ve
laboratuvar sartlarinda toz Dipel, depolanmig nusinn yiizeyine uygulandiktan sonra kurutma -
fanlan ile tahilin derintifine dogru hava verilmig; toz Dipel'in % 25'inin tamhn 2,5-12,5 cm
derinliffine kadar igledigi ve P. interpunctella ' ya % 93 oramnda etkili oldufu tesbit edilmigtir
(McGaughey, 1986).

Uriinlere kimyasal insektisitler gibi uygulanan B. thuringiensis, F. interpunctella’ya
etkisini 10 ay siireyle korumugtur (Kinsinger ve McGaughey, 1976). Malathion gibi kimyasal
insektisitlerden farkh olarak, B. thuringiensis daha geniy sicakhk kogullarinda aktivitesini
siirdirebilmektedir. Kinsinger ve McGaughey (1976), budaydaki P. interpunctelia .
‘larvalarina uygulanan bakteri preparatimin 16,5, 25 ve 35,5°C'lik sabit sicakliklarda spor
canhhnn etkilenmedigini, 42°C de ise 15 hafta sonra yagayabilir spor sayismda % 25'ik bir
azalma olinakla birlikte insektisit aktivitesinin ¢ok az etkilendigini kaydetmektedirler, Diger bir
aragtirmada da 15,9-32,8°C sicaklik ve % 45,9-68,5 orantili nem kogullarinda 4 yil siireyle
depolanmmg bakteri preparatinin spor igeriginde bir azalma kaydedilmemigtir (Subramanyam ve
Cutkomp, 1985).

Diger Insektisitlerle Karigabilirligi

B. thuringiensis ile dnceden enfekte edilmis triiniin bazi fumiganilarla filmiga
edilmesi, bakterinin insektisit etidsinide bir azalmaya neden olmamigar (McGaunghey, 1975).
Malathion ve pirimiphos methyl'in LD5 seviyesinde bakteri praparat ile hazirlanan

kombinasyonlanindan her birisi P. interpunctelia 'nin beginei ddnem larvalannda % 50'den
daha diigiik oranda Sliime neden olmugtur. Bu durum, bu insektisitlerle bakteri preparau
arasinda antagonizm bulundugunu gostermektedir (Subramanyam ve Cutkomp, 1985).

B. thuringiensis 'in Kalinti ve Giivenirlilik Durumu

Bu bakteriyel insektisit anlara ve insan da dahil biitiin omurgalilara zararsiz olan emin
bir insektisit olarak degerlendirilmektedir. Ancak, Burges (1982), B. thuringiensis 'in lirettiBi
beta exotoxin'in kuglara hafif toksik oldufunu bildirmektedir. Mardan ve Harein de bakteri ile
enfekte edilmig nustria beslenen koyunlann i¢ organlannds birgok lezyonlann ortaya gikizgant
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‘kaydetmektedirler. Fakat, baz: aragtnicilar bu durumun gergekte formiilasyondaki bir inert
materyalden kaynaklanabilecefini belirtmektedirler (Subramanyam ve Cutkomp, 1985).

B. thuringiensis 'in 6 defiisik preparatim tavgan, fare ve siganlarda deneyen Joel ve ark.
(1987), bu hayvanlarda herhangi bir toksit etki goriilmedigini, insanlar tarafindan giivenle
kullamlabilecegini bildirmektedirler.

Bakteriyle bulagik bufdaylann iglenmesi ile elde edilen iiriinlerde sporlann
gogunlugunun elemine oldugu bildirilmektedir. Bir aragtirmada, 125 mg/kg-iiriin dozunda
preparat ile kangtmilan buday taneleri iizerinde sporiarin % 75-85' bulunmus, 63iltilldiikten
sonra elde edilen unda sporlann % 1-5' kalmg; bu unla yapilan ekmekte ise, baglangicta
tanelerde bulunan 102x10° adet spor/g sayis1 1830 spor/g'a diigmiigtiir (McGaughey, 1980).
Elde edilen bu ekmeklerde kalite diigiikliigii goriilmemigtir.

Ticari preparatlar EPA tarafindan en diigiik toksise kategorisi alunda gruplanmig ve
siganlarda LDgq deferi belirlenmemigtir. Ayni zamanda biitiin tanimsal hammaddelerdeki

kabint1 ve toleranslardan da muafbr (Subramanyam ve Cutkomp, 1985).
Sonug olarak; B. thuringiensis 'in omurgahlara zararl olmayig ve gesitli iglemler
sonucy tanelerdeki spor say1sinin azalmasi nedeniyle tahil iizerindeki yiiksek diizeyde

Direng

P. interpunctella 'mn 12, E. cautella'min 6 degisik populasyonu iizcﬁnde B.
thuringiensis’' e karsy duyarhilik testleri yapan Kinsinger ve McGaughey (1979 b),
populasyonlar arasinda log-doz ve probit hatlarinin istatistiksel olarak birbirine paralel
oldufunu belirlemiglerdir. Bu iki giive tiirii, spor, kristal ve spor-kristal kangimlanna duyarli
olup, toksisite ile mide pH's1 arasinda bir ilgi bulunamanustir. Bu tiirlerde patojenin etki tarn
karmagik oldufundan, direnci ortaya ¢ikaracak mekanizinalarin da kompleks olmasi
muhtemeldir (Kinsinger ve McGaughey, 1979 b).

SONUC

Kimyasal inseksitislere direng kazanmig populasvonlar etldnligs, sicak kanlilara giivenli



153

ve selektif olugu, genig sicaklik ve nem kogullarinda insektisit 6zelligini siirdiirebilmesi,
zararhlarda bu bakteriye kargt belirgin bir direncin gézlenmemis olmas: gitd olumlu $zeltikleri
ile B. thuringiensis, tahullardaki Lepidopter larvalanyla miicadelede bir koruyucu insektisit
olarak baganyla kullanilabilir. Ancak, coleopter tiirleri ile de miicadele edebilmek igin bir
entegre miicadele yaklagim iginde, B. thieringiensis uygulamasin takiben firiiniin fimige
edilmesi gereklidir (Subramanyam ve Cutkomp, 1985).
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