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Bacillus thuringiensis var. tenebrionis’in
Leptinotarsa decemlineata (Say.) (Coleoptera:
Chrysomelidae) larvalarinin ortabarsagina etki
stirecinin histolojik yéntemlerle belirlenmesi”

Ferit TURANLI** Metin CABUK*** Seniz KISMALI** Ivan GELBIC****

Summary

Determination of the steps in mode of action of Bacillus thuringiensis var. tenebrionis
on the midgut of Leptinotarsa decemlineata (Say.) (Coleoptera: Chrysomelidae) larvae

The steps in mode of action of §-endotoxin with insecticidal efficacy produced by
gram-positive bacteria Bacillus thuringiensis var. tenebrionis were described in details.

Influences of the bacteria applied on last instars larvae of colorado potato beetle,
Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) were observed on brush border
membrane of midgut. A group of the fresh last instars larvae were fed with treated leaves by
Novodor FC, commercial bacteria formulation, with recommended doses while other groups
were being fed with treated leaves by distillated water. Fixations were done with two hours
intervals at the first twelve hours after treatment. At following twelve hours fixations periods
increased to six hours intervals and twelve hours intervals at following another twenty four
hours. Effects of bacteria were evaluated from slides prepared by histological methods from
the fixated samples. According to the results, first symptoms of effects of bacterial toxin on
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microvillus were observed after two hours from the beginning of feeding. Effects were
becoming widespread and stronger at the end of four and six hours. In the samples taken
following hours, effects were increased gradually and especially significant damages were
detected on brush border membrane and midgut cells after twelve hours.

Key Words: Bacillus thuringiensis var. tenebrionis, Leptinotarsa decemlineata, mode

of action, midgut, histology
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Giris

Tarimsal tretimin gecmisi kadar eski olan, zararlilarin sebep oldugu triin
kaybini azaltma c¢abalari, artik glinimiizde c¢evre ile dost uygulamalarla
gerceklestirilmeye calisiimaktadir. Bu uygulamalarin odaginda bulunan ve tim
diinyada en etkili bocek patojeni olarak bilinen Bacillus thuringiensis Berliner ve
Bacillus cereus Frankland and Frankland gibi bakteri gruplarindan 150’nin
lizerinde insektisit etkili Cry proteini ve bunlarin 1000’den fazla izolati saptanmustir
(Whalon & Wingerd, 2003). Ulkemizde de son zamanlarda bu konuda yapiimaya
baglanan ¢alismalarda toprak, tahil, bitkisel artiklar, 6li bocek ve bocek digkilar gibi
¢ok farkli ortamlardan alinan érneklerle B. thuringiensis yoniinden mikroflora
varligimiz ortaya konmaya galisilmistir. S6z konusu calismalarda 5 farkli Cry gruba
bagh 103 izolat saptanmistir (Apaydin et al., 2005).

Bu calismada ele alinan Bacillus thuringiensis var. tenebrionis ilk olarak
1982 yilinda Almanya’da izole edilerek, &zellikle Chrysomelidae (Coleoptera)
familyasi tiirlerine karst etkili oldugu dikkat ¢ekmistir. Bu familyaya bagli Patates
bocedi Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) nin
larvalarina karst yapilmis calismalarda B. thuringiensis var. tenebrionis’ in bu
zararliya karsi oldukea etkili oldugu sonucuna varilmustir (Huger et al., 1986; Carroll
et al., 1997). Bunu takiben bakterinin etki mekanizmasina olan ilgi ve galismalar da
glin gectikge artmustir.

Ulkemizde konu ile ilgili ilk calisma, B. thuringiensis var. tenebrionis’ in
L. decemlineata larvalarinin sindirim sistemine etkileri konusunda yapilmistir
(Turanh & Kismal, 2002). S6z konusu calismada, bakterinin L. decemlineata
larvalarinin sindirim sistemindeki etkileri ortaya konulmustur. Bu amacla bakteri
uygulamasini takiben 6 saatlik periyotlarda sindirim sisteminden fiksasyonlar
yvapimis ancak ik fikse edilen 6rneklerde etki siirecinin 6nemli bir boliimiiniin
olustugu izlenmistir. Bu calisma ile o6nceki calismada elde edilen sonugclarin
detaylandirilmasi amaclanmig ve fiksasyon stireleri 2 saate indirgenerek bakterinin
etki stirecindeki agsamalarin ortaya konulmasi amaglanmustir.

138



Materyal ve Metot

Bu calismada kullanilan 6rnekler 2002-2003 wyillan1 arasinda Ege
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Entomoloji Anabilim Dalinda
hazirlanmis ve 2004-2005 yillarinda Cek Cumbhuriyeti Bilimler Akademisi,
Entomoloji Enstittisii’'nde bu 6rneklerden kesitler alinarak preparatlar: yapilmstir.

Calismanin ana materyalini Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimiinde 1995 wviindan beri Uretimi yapimakta olan Patates bocegi L.
decemlineata ve B. thuringiensis var. tenebrionis’ in ticari formilasyonu
Novodor FC isimli Cry3Aa toksini ve spor iceren biopreparati olugturmustur.
Zararlinin beslenmesi igin Desiree patates ¢esidi kullanilmigtir.

Parafin bloklardan kesit alinarak preparat yapimi ve bunlarin incelenmesinde
Cek Cumhuriyeti Bilimler Akademisi, Entomoloji Enstitlisti, “Morfoloji ve Anatomi
Laboratuari’nda mevcut olan aletlerden yararlanilmigtir. Leica RM 2165 marka
otomatik mikrotom ile alinan kesitlerin preparat haline getirildikten sonra
degerlendirilmesi  “Olympus BX51” marka trinokiiler 1sik mikroskobuyla
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonugclarin fotograflan “Digital Microscopy Camera
Olympus DP 50” marka fotograf aparatiyla cekilmis ve fotograflar “Viewfinder lite,
Studio lite” fotograf programi gelistirilerek incelenmistir.

Uretim calismalan

Patates bitkisi ve Patates bdcegi tiretimi 25+2 °C sicaklik ve % 60 — 70
orantili nem ile 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyodun saglandigi, kontrollii
iklim odalarinda gergeklestirilmistir (Turanh & Kismali, 2002).

Patates tiretimi i¢in, patates yumru veya parcalari, otoklavda sterilize edilmis
toprak iceren plastik saksilara ekilmis ve iki glinde bir su ihtiyaclarn kargilanmustir.
Bu bitkiler 25-30 cm boya ulastiginda bocege besin olarak verilmistir.

Patates bocegi Uretimi igin, her gilin birakilan yumurta kimelerinin
bulundugu patates yapraklart makasla kesilerek alinmis ve ayri ayri 14 cm
capindaki petri kaplari igine konulmustur. Yumurtalar yine her gtin kontrol edilmis
ve acilan yumurta kiimelerinin oldugu petrilere besin olarak patates yapraklari
birakilmigtir. Bu larvalar, 4. larva dénemine kadar temiz patates yapraklarn ile
beslenerek gelismeleri saglanmustir.

Bacillus thuringiensis var. tenebrionis’in L. decemlineata larvalarina
uygulanmasi ve sindirim sistemi preparatlarinin yapilmasi

Son larva dénemine hentiz ge¢mis larvalar Novodor FC ile (firma tarafindan
Onerilen doz 12 ml Novodor FC /100 ml su hesabiyla) hazirlanmisg soliisyona
bandirlmis patates yapraklari ile beslenmeye baslanmistir. Kontrol olarak
kullanilacak bireyler ise saf suya bandirilmis patates yapraklari ile beslenmistir.

Fiksasyon islemleri

Bir 6n deneme ile bakteri uygulanmis yapraklarda beslenme davranisi
izlenen larvalarin, uygulamadan 4 saat sonra beslenmelerinde yavaglama oldugu ve

139



12 saate ulagildiginda ise beslenmenin ¢ok azaldigi gorilmistir. Bu nedenle,
bakterinin etki stirecini izlemek amaciyla uygulamadan sonraki ilk 12 saatlik
bolimde, her iki saatte bir; sonraki 12 saatte her 6 saatte bir ve 48 saat
tamamlanincaya kadar her 12 saatte bir, 10’ ar larva alinarak fikse edilmistir.

Fiksasyon islemi icin, Turanh & Kismali (2002)’dan farkli olarak larvalarin
tamamu yerine sadece sindirim sistemi dissekte edilerek alinmig ve fiksatif olarak da
Bouin fiksatifi kullanilmigtir. Alinan larva 6rneklerinin ortabarsak kisimlari fizyolojik
su icinde cikarilmig ve igerigi bosalmadan Bouin fiksatifi (Suda doymus pikrik asit
75ml+ Formalin 25ml+ Glasiyal asetik asit 5ml) ile dolu 1,5ml lik eppendorf
tipleri igine ayri ayri konulmus ve tiipler Gizerine gerekli notlar alinmigtir (Ozban,
1982). Tupler yatay konularak barsagin diizgiin fikse olmasi saglanmigtir. Bu
islemlerin sonunda tiipler +4 °C’ de saklanmustir.

Dehidratasyon, seffaflastirma ve parafine gémme islemleri

Sirasiyla her 6rnek grubu fiksatiften alinarak izleme iglemi baglatilmistir.
[zZleme isleminde 6zellikle fiksatif icerisindeki pikrik asidin sebep oldugu sari rengin
dokudan tamamen uzaklastirilmasina dikkat edilmistir. Bunun igin % 70’lik alkol
icinde degisik stirelerde tutulmus ve doku izleme igleminin devami Ozban (1982)’a
gore yapilmustir.

Parafin bloklarin hazirlanmasi

Doku izlemesi yapimig olan Orneklerin parafine gomilmesi ve blok
hazirlanmasi islemleri +60 °C’deki etlivde yapilmistir. Bloklarin hazirlanacagi
plastik kaplar ettv icine konularak igleri eritilmis parafinle doldurulmustur. Dokular
yatay bicimde kaplara yerlestiriimis ve daha sonra etiivden disariya alinarak oda
sicakhginda 12 saat birakimistir (Sekendiz, 1979; Kipelioglu & Pabucgguoglu,
1995). Bloklar daha sonra +4’ deki °C buzdolabinda saklanmustir.

Kesitlerin alinmasi

Parafin bloklar, plastik kaplardan ¢ikarilarak kesitlerin alinacagi mikrotomun
kaidesine konulmus ve 5 mikrometre kesit kalinh@ina ayarlanarak kesitler alinmistir.
Kesit alinan lamlar (zerine birka¢ damla saf su damlatilarak 4 saat stireyle
tutulacaklart 45°C’deki yatay bir metal 1sitic1 tabla {izerine alinmistir. Bu tabla
lizerinde parafini eriyen ve lama yapisan dokular boyanmak Uzere hazir hale
gelmistir (Ozban, 1982).

Boyama islemleri

Ortabarsak kesitlerinde doku wve hiicrelerin degisik 6zelliklerini ortaya
¢lkararak incelemek amaciyla Mallory 3’li boyama seti kullanilmistir. Boyama
isleminde kullanilan ortamlar ve bekletiime siireleri konu ile ilgili literatiire uygun
olarak yapilmistir (Sekendiz, 1979; Ozban, 1982; Kipelioglu & Pabuccuoglu, 1995).

Preparatlarin degerlendirilmesi

Boyama igleminden sonra lamelle kapatilarak hazir hale gelen preparatlar
trinokuler 15tk mikroskobu ile degerlendirmeye alinmistir. Kontroldeki ve bakteri
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uygulanan Dbireylerdeki histolojik bulgularin karsilastirilmasi esasina dayali bu
degerlendirmede elde edilen sonuglarin fotograflar: ¢ekilmistir.

Arastirma Sonuclar ve Tartisma
Kontrol bireylerinden elde edilen bulgular

Etkinin iyi algilanabilmesi igin &ncelikle kontrol bireylerinden olusturulan
preparatlarda saglikli yapilar detayh bir sekilde incelenmistir.

Boceklerin  ortabarsaginin  genellikle ortalarinda oval niikleuslar: olan
silindirik hiicrelerden olustugu ve hiicrelerin ortabarsak liimenine bakan kisimlarinin
mikroviluslarin ~ olusturdugu mikrovilar alan ile kapli oldugu bilinmektedir
(Billingsley et al., 1996). Bu calismada alinan kesitlerde kolumnar ortabarsak
hticrelerinin basal membrana bagl alt kisimlarinin nispeten dar; barsak igine bakan
kisimlarin ise daha genis oldugu gorilmustir (Sekil 1). Bir kismi salgilama
anindayken izlenen barsak hiicrelerin genel olarak diz bir hat seklinde
siralandiklari, bazen sindirim ve absorbsiyonu artirmak amaciyla oldugu diistintilen
katlanmalar gosterdigi de dikkati ¢ekmistir. Hicrelerin uzunlamasina yapilariyla
orantili olarak ortalarinda yuvarlaga yakin sekilli niikleuslar: tiim kesitlerde dikkati
gekmistir (Sekil 2).

..’ p rk }_,

Sekil 1. Kontrol grup Leptinotarsa decemlineata (Say) son dénem larvalarinda orta barsak hiicre
yapilart (x1000 immersiyon ). mv: mikrovilus, bm: basal membran, n: nukleus.
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Sekil 2. Kontrol grup Leptinotarsa decemlineata (Say) son dénem larvalarinda orta barsak hiicre
yapilari (x400 obj.). mv: mikrovilus, bm: basal membran, n: nukleus, sc:salgilama.

Bacillus thuringiensis uygulamasi1 yapilan bireylerden elde edilen
bulgular

Etkinin olusum strecini baslangictan itibaren izleyebilmek igin ilk olarak
uygulamadan 2 saat sonra fikse edilmis 6rneklerden alinan kesitler incelenmistir. Bu
kesitlerden olusturulan preparatlarda yapilan incelemelerde ortabarsak htcrelerinin
ve ¢ekirdeklerinin saglikli hiicrelere gore incelip, uzamaya basladigi izlenmistir (Sekil
3). Bulgular toksinin ilk iki saatlik siirede etkisini gostermeye basladigini, ancak bu
etkinin hentiz barsak i¢i yapilarda morfolojik bozulmalara sebep olacak diizeyde
olmadigini digtindirmisttir. Bunun yaninda saglikli hticrelerde ¢ok sik gortilmeyen
hlcre yenileme faaliyetinin uygulama yapilmis bu hiicrelerin basal membrana
baglandiklar1 kisimlarda gorilmesi, etki siirecinin bagladiginin bir diger belirtisi
olarak degerlendirilebilir.
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Sekil 3. Leptinotarsa decemlineata (Say) son dénem larvalarinin ortabarsak hicrelerinde Bacillus
thuringiensis var. tenebrionis uygulamasindan 2 saat sonraki etkilenmeler (x400 obj.).
mv: mikrovilus, n: nukleus, rg: yenileme hiicreleri.

Uygulamadan 4 saat sonra fikse edilen 6érneklerden elde edilen preparatlarda
yapilan incelemelerde etki, hiicresel yapilarda daha belirgin olarak izlenmeye
baglanmistir (Sekil 4). Bu belirtilerin en dikkat c¢ekeni ortabarsak hiicrelerinin
dizenli mikroviluslarinin bozulmasi ve hicreler arasi sinirlarin netligini kaybetmesi
olmustur. Ozellikle Sekil 4’de oklarla gosterilen kisimlarda mikrovilar alanin
toksinden etkilenmeye baglamasiyla, hucrelerin zarar gbérmeye basladiklar
izlenmistir. Bakterinin toksik belirtisinin yant sira hticrelerin ve nukleuslarinin incelip
uzamast seklindeki diger tipik belirtisi, uygulamadan sonraki 4. saatte net olarak
gortlmustir. Bunun, mikrovilar alami zarar goéren hiicrelerin igeriklerinden bazi
kayiplarin sonucunda olusabilecedi diistinilmusttir. Etkilenmenin oldugu hticrelerde
rejenerasyon faaliyetinin hizlandigi ve bazi hiicrelerde birden fazla niikleusun
meydana geldigi belirlenmistir.
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Sekil 4. Leptinotarsa decemlineata (Say) son dénem larvalarinin ortabarsak hticrelerinde Bacillus
thuringiensis var. tenebrionis uygulamasindan 4 saat sonra mikrovilar alandaki etkilenmeler
(oklar) (x400 ob;j.).

Uygulamadan 6 ve 8 saat sonra yapilan fiksasyonlarda izlenen dokularda
ortabarsak hucrelerinin mikrovilar alanlarindaki etkilenmenin arttigi, sindirim ve
absorbsiyon icin son derece 6nemli olan bu yapilarin parcalanarak barsak ici
bosluga dogru ilerledigi gorilmustiir. Bunun yaninda zarar goéren hicrelerin
iceriklerinin de barsak bogluguna bosalmaya (lysis) basladid izlenmistir (Sekil 5A).
Bu asamada igerigi bosalan hiicrelerin daha da inceldigi ve bunun sonucunda
hticreler arasinda bosluklarin olustugu gérilmustir. Birden fazla sayida niikleusun
bulundugu hiicre sayisinin uygulamadan sonraki 8. saat sonunda énemli miktarda
arttigr saptanmigtir (Sekil 5B). Bu durumun etki siirecine bagl olarak rejenerasyon
faaliyetinin artmast ile baglantili oldugu distinilmstir.
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Sekil 5. Leptinotarsa decemlineata (Say) son dénem larvalarinin ortabarsak hiicrelerinde Bacillus
thuringiensis var. tenebrionis uygulamasindan 6 (A) ve 8 (B) saat sonraki etkilenmeler.
(A)mikrovilar alandaki etki, (B) ¢ok sayida niikleus olusumu (x400 obj.).
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Uygulamadan sonraki 12. ve 18. saatlerde fikse edilen 6rneklerde izlenen
yapllarda mikrovilar alanin 6nemli derecede zarar gérdiigl, hiicre igeriklerinin
bosaldigi ve hticrelerde incelmenin devam etti@i izlenmistir. Ayrica, hiicrelerin basal
membrana baglandiklart bolgelerde cok sayida yeni nukleus olustugu ve bu
hticrelerin incelip 6zelligini kaybetmis gercek ntkleuslarinin da ust kisimlarindan
barsak bosluguna dogru birakildigi gézlenmistir. Bazi béliimlerdeki incelmelerin
ntkleus sinirlarina kadar geldigi ve niikleusun da incelip uzadigi gortlmusttr (Sekil
6).

Sekil 6. Leptinotarsa decemlineata (Say) son dénem larvalarinin ortabarsak hiicrelerinde
Bacillus thuringiensis var. tenebrionis uygulamasindan 18 saat sonraki incelip
uzayan nikleuslar(oklar) (x400 obj). n: nukleus.

Uygulamanin 24. ve 48. saatlerinde alinan 6rneklerde etkinin maksimuma
ulasgtigl, mikrovilar alani1 tamamen yok olan ve tim icerigini kaybeden ortabarsak
huicrelerinden anlasiimaktadir. Bu asamada basal membran Uzerindeki hiicresel
yapilar tamamen yok olmus durumdadir. Ozellikle 48 saate ulasildiginda etki, basal
memran Uzerindeki morfolojik yapilarin yok olmasina kadar uzayabilmektedir (Sekil
7A ve B). Hucrelerin sadece alt kisimlarinin kaldigi, Gst kisimlarinin ise hava
kabarcigi goértinimiinde bosluklu yapilara dontistigi izlenmistir. Daha o6nceki
kesitlerde hiicrelerde izlenen yogun rejenerasyon faaliyeti de uygulamadan sonraki
24. ve 48. saat sonunda durmus goériinmektedir.
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Sekil 7. Leptinotarsa decemlineata (Say) son dénem larvalarinin ortabarsak hicrelerinde Bacillus
thuringiensis var. tenebrionis uygulamasindan 24 (A) ve 48 (B) saat sonraki etkilenmeler.
(A) mikroviluar alanin tamamen yok olusu, (B)mikrovilar alanda hava kabarcig: seklindeki
olusumlar (x400 obyj.).
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Konu ile ilgili degisik arastiricilar tarafindan yapilmis olan calismalarda da
benzer sonuclar elde edilmistir. Cavados et al. (2004) tarafindan Simulium
pertinax Kollar (Diptera: Simuliidae) larvalar tizerinde Bacillus thuringiensis
serovar israelensis ile yapilan calismada da 6zellikle uygulamadan 2 saat sonra
izlenmeye baglanan etkiler 4. saat sonunda daha net olarak goralmustir. Bu
calismada da hiicrelerde mikrovilar alandaki bozulmayi hiicre iceriklerinin kaybi,
buna bagl rejenerasyon faaliyeti ve sonucta hiicrelerde hava bosluklarina kadar
uzanan belirtiler izlenmistir. Bauer& Pankratz (1992) tarafindan Bacillus
thuringiensis var. san diego’ nun Chrysomela scripta F. (Coleoptera:
Chrysomelidae) ortabarsak hticrelerine etkisi konusunda yapilan calismada etki 2
saat sonunda goriilmeye baglanmis ve bunu takip eden saatlerde artarak stirmdstir.
Griego et al.(1980) tarafindan Manduca sexta (L.) (Lepidoptera: Sphingidae) nin
ortabarsa@ Uzerinde B. thuringiensis toksinlerinin etkileri konusunda yapilan
calismada elde ettigi sonuglar bu calismada elde edilen sonuglarla paralellik
gostermistir. S6z konusu galismada da bu calisgmada oldugu gibi toksin,
uygulanmasindan 1 saat sonra ortabarsak epitelinde bir etki gbstermezken, 4. saatin
sonunda etki net olarak izlenebilmistir. Coyle et al. (2000)’in yine Novodor
preparati ile yapti@i etkililik denemelerinde uygulamadan sonraki 24 ile 72 saatlerde
olim etkisi saptanmigtir. Bu calismada elde edilen sonuclarda da toksinin ilk iki
saate baglayan etkileri sonraki 4. ve 6. saatlerde daha belirgin hale gelmistir. Bunu
takip eden saatlerde hicresel yapilarda kayiplara sebep olabilecek siddete ulasan
etki yukarida belirtilen calisma sonuglariyla paralellik gostermistic. Bu sonuclar
konuyla ilgili Yunovitz et al. (1986), Escriche et al. (1997) ve Rausell et al. (2000)
gibi degisik arastiricilarin yaptiklari ¢alismalarda elde ettikleri sonuclarla da paralellik
gostermigtir.

f)zet

Bu c¢aligmada, gram pozitif bir bakteri olan Bacillus thuringiensis var.
tenebrionis’in protein yapidaki kristal formlarda olan insektisit etkili §-endotoksinin etki
mekanizmast detaylandirlmaya galisilmigtir.

Patates bocegdi Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae)’nin
son donem larvalarina uygulanan bakterinin sindirim sisteminde olugturdugu etkiler orta
barsak hiicreleri tizerinde izlenmigtir. Son déneme yeni ge¢mis bir grup larva bakteri irkinin
ticari formtlasyonu Novodor FC ile énerilen dozda muamele edilmis patates yapraklari ile
beslenirken diger grup kontrol bireylerini elde etmek amaciyla saf su uygulanmig yapraklarla
beslenmistir. Fiksasyonlar uygulamay takip eden 12 saatlik dénemde 2 saatlik, sonraki 12
saatlik dénemde 6 saatlik periyotlarda yapilmigtir. Sonraki 24 saatte de fiksasyon stireleri 12
saate yulkseltilmigtir. Fikse edilen 6rneklerden histolojik yoéntemlerle hazirlanan
preparatlardan izlenen sonuglara gore bakterinin etkisi beslenmenin baslangicini takip eden
2. saatin sonunda olusmaya baglamustir. 4. ve 6. saatler sonunda daha net goriilebilen etki,
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izleyen 8, 10 ile 12. saatler de giderek yayginlasmus ve siddetlenmistir.Ozellikle beslenmenin
baglangicindan 12 saat sonra ve izleyen saatlerde ortabarsak hiicrelerinde ve mikrovilar
alandaki etkinin en st seviyeye ulastigt gozlemlenmistir.
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