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Hastalik Tasiyicis1 Culex pipiens (Diptera:Culicidae)’ in Biyolojik
Miicadelesinde Yerel Bacillus thuringiensis izolatlarinin
Kullanilabilme Potansiyelinin Arastirilmasi

Ugur AZIZOGLU!

OZET: Culex pipiens (Diptera: Culicidae) Bati Nil Viriis{iniin baslica vektoriidiir. Kimyasal pestisit kullaniminin
ve C. pipiens kaynakli hastaliklarin azaltilmasi icin entomopatojen bakteri Bacillus thuringiensis (Bf) lirlinleri
yullardir etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, 14 farkli yerel Bt izolatinin C. pipiens larvalari iizerindeki
biyolojik miicadele potansiyeli arastirilmistir. Dipteran spesifik cry gen tasiyan 14 farkli Bt izolatinin spor-kristal
protein karsimi (500 ug ml') C. pipens’in son dénem larvalarina uygulanmigtir. Uygulanan izolatlar arasinda Bt
SY50.41in spor-kristal protein karsimi1 % 80 larval 6liime sebep olmustur. Bf SY56.3 izolat1, Bf SY50.4 kadar etkili
olmasa da kontrolden daha fazla 6liim oranina sebep olmustur. Diger izolatlar C. pipens larvalari iizerinde 6nemli bir
etki gostermemistir. Bt SY50.4 izolatinin C. pipiens iizerindeki etkinligi géz 6niine alindiginda biyolojik miicadele
acisindan gelecek vaat ettigi belirlenmistir. Uygulama sonrasi yasayan larvalarin pupalasma ve erginlesme siirecleri
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda aralarinda 6nemli bir fark olmadig1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bacillus thuringiensis, biyolojik miicadele, Culex pipiens, hayat dongiisii
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ABSTRACT: Culex pipiens (Diptera: Culicidae) is primary vector of West Nile virus. Products of entomopathogen
bacterium Bacillus thuringiensis (Bt) has effectively been used for decades for decreasing the chemical input into
the environment and C. pipiens mediated diseases. In the current study, biocontrol potential of 14 different native Bt
isolates was investigated on C. pipiens larvae. Last instar larvae of C. pipens were subjected to spore-crystal protein
mixture (500 pg ml') of 14 different Bt isolates carrying dipteran active cry genes. Of all the tested isolates, the
products of Bt SY50.4 caused 80% mortality on the larvae. Although Bt SY56.3 showed lower insecticidal effect
than that of Bt SY50.4, the activity of this isolate was higher than control. The other tested isolates didn’t show
significant mortality on larvae of the C. pipiens. Bt SY50.4 was determined as promising an isolate based on the
effectiveness on the C. pipiens larvae. Pupation and adult emergence periods of remaining larvae after treatment
were not significantly different when compared with the control.
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Ugur AZIZOGLU

GIRIS

Sivrisinekler Sitma, Sarthumma, Dengue, BatiNil’1,
Filariasis gibi enfeksiyonlara sebep olan patojenlerin
tastyicisidir (Jensen and Mehlhorn, 2009; Mehlhorn,
2011; Caminade et al., 2012; Benelli et al., 2014).
Ev sivrisinegi, Culex pipiens (Diptera: Culicidae) bu
hastalik tasiyic1 vektorler arasinda en iyi bilinen tiirdiir.
C. pipiens ilk kez Bat1 Nil’de ortaya ¢ikmis olan Bati
Nil Viriis liniin baglica tagtyicist olup, bu viriis Antartika
hari¢ diinyanin hemen hemen her yerine yayilmistir.(
Zeller and Schuffenecker, 2004; Reisen, 2013; Kioulos
et al.,, 2014). C. pipiens miicadelesinde Ozellikle
organofosfat temelli kimyasallar ve bdcek biiyiime
inhibitorleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat
bu kimyasallarin ¢evre ve insan saglig1 lizerindeki yan
etkisi ve zararlilarin uzun vade de bu kimyasallara
kars1 direng gelistirmesi gibi kaygilar1 da beraberinde
getirmektedir (Sun et al., 2011; Azizoglu ve ark.,
2012; Azizoglu, 2014; Benelli et al., 2014; Lees et
al., 2014). Bu kaygilardan dolay1 dogal ortamla daha
uyumlu, insan ve ¢evre saglig1 agisindan daha giivenli
miicadele tekniklerinin gelistirilmesi her gecen giin
daha da 6nem kazanmaktadir. Bu bakimdan kimyasal
miicadeleye alternatif bir¢ok yontem gelistirilmekte
ve bunlarm optimizasyonuna yonelik ciddi gayretler
sarf edilmektedir (Azizoglu ve ark., 2012). Alternatif
miicadele yontemlerinden biri olan mikrobiyal temelli
biyoinsektisitler tiim diinyada yaym bir sekilde
kullanilmaktadir.

Gliniimiizde en yaygin olarak kullanilan ve
iizerinde en ¢ok arastirma yapilan mikrobiyal
temelli biyoinsektisit Bacillus thuringiensis (Bf)’dir
(Danismazoglu et al., 2012; Sevim et al., 2012; Eski
et al., 2015). Bt gram pozitif, sporlanabilen ve bir¢ok
zararli bocek takimi iizerinde patojenite gosteren bir
toprak bakterisidir. B#'in entomopatojenik aktivitesi,
genomik DNA’s1 ve plazmitleri iizerinde tasidigi cry,
cyt ve vip genlerinin sporlanma esnasinda olusturdugu
Cry, Cyt ve Vip proteinlerinden kaynaklanmaktadir

(Sanahuja et al., 2011).

Insektisidal kristal proteinler (ICP) olarak da bilinen
Cry proteinler bir¢ok zararli bocek takimi iizerinde etki
gostermektedir. Bugiine kadar B#’'nin 700 cry geninin
dizisi ¢ikarilmis ve aminoasit benzerliklerine gore 72
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farkli Cry proteini (Cryl, Cry2,...Cry72) belirlenmistir.
(Shu et al., 2013). Her bir Cry protein grubu, % 40’dan
daha az aminoasit benzerligine sahiptir. Ayn1 protein
grubu i¢inde yer alan ve biiylik harflerle belirtilen
gruplar (CrylA, CrylB vb.) en az % 70 aminoasit
benzerligi gostermektedir. Kiiciik harfle belirtilen
gruplar ise (CrylAa, CrylAc, CrylAb vb.) % 70’den
fazla ancak % 95’den daha az amino asit benzerligi
gostermektedir (Shu et al.,, 2013). Cry2, Cry2Aa,
Cry2Ab, Cry4B, Cry4C, Cry4D, Cryl0, Cryll, Crylé6,
Cryl7, Cryl9, Cry21, Cry24, Cytl ve Cyt2 grubu
proteinler Diptera takim {izerinde ekti gostermektedir
(Salehi Jouzani et al., 2008). Uzerinde en ¢ok ¢alisilan
Cry protein gruplart ise Cry2, Cry4 ve Cryll’dir. Bu
calismada iilkemizin Dogu Akdeniz bolgesinden 2008
yilinda izole edilmis, cry gen profilleri ve Lepidoptera
takimu {izerindeki etkinlikleri daha 6nceki ¢aligmalarla
belirlenmis ve cry24, cry4A ve cryl14/B geni tagiyan 14
farkl1 yerel Bacillus thuringiensis izolat1 kullanilmistir.
Bu izolatlarin 6nemli bir hastalik vektorii olan Culex
pipiens’in son donem larvalari tizerindeki toksisitesi ve
hayat dongiisii lizerindeki etkisi arastirilmistr.

MATERYAL VE METOT
Stok izolatlarin Aktiflestirilmesi

Lepidopteratakimiiizerindeki insektisidal aktivitesi
onceki calismalarla (Yilmaz, 2010) belirlenmis olan 14
farkli yerel Bacillus thuringiensis izolatinin -80 °C’de
saklanan stok kiiltiirleri cogaltma islemi yapilmak iizere
¢Oziinmeye birakilmistir. Coziinme islemi yapilirken
ependorf tiiplerde saklanan kiiltiirler 6nce -20 °C’ye
alinmisg bir siire burada tutulduktan sonra 4 °C’de
bekletilmistir. Coziinme islemi gerceklestirildikten
sonra stok kiiltiirler oda sicakligina alinmistir. Oda
sicakliginda bulunan stok kiiltiirlerden yaklasik 100 ul
alinarak sivi LB (10 g L' triptone, 5 g L' yeast extract,
5 g L' NaClI) besi yerine ekilmistir. Ekim islemi yapilan
besi yeri 30 °C’de 200 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde
bir gece inkiibasyona birakilmistir. Sivi besi yerinde
bir gece ¢ogalan bakteri kiiltiirlerinden 10 pl alinarak
LB agar (10 g L' triptone, 5 g L' yeast extract, 5 g L'
NaCl, 20 g L' agar) besi yerine ekilmis ve bir gece 30
°C’de inkiibasyona birakilmistir.
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Spor-kristal Proteinlerin Hazirlanmasi

Aktiflestirilen 14 izolat 100 ml’lik sivi
sporlandirma besi yeri olan T3 (3 g L! triptone,
2 g L' triptose, 1.5 g L! yeast extract, 0.005 g L!
MnCl, 6 g L' NaH,PO,, 7.1 g L' Na,HPO,) besi
yerine ekilmigtir. Stirekli ¢alkalamali inkiibatorde
200 rpm’de 30° C de

birakilmistir. inkiibasyon sonunda 6rnekler 15000

7 gilin inkiibasyona
rpm’de 20 dk. santrifiij edildikten sonra elde edilen
pellet (spor-kristal protein) 20 ml steril distile suda
iki kez yikanmis ve 15000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir (Travers et al., 1987). Santrifiij edilerek
¢Oktiiriilen spor-kristal protein karigimi -80°C’ de
dondurulduktan sonra &zel tiiplere yerlestirilerek
vakum kapaklar: takilmis ve liyofilizatér cihazina
(Labconco-Welch) yerlestirilmistir. Pelletler -45
°C’ de 3 saat boyunca vakumlanarak kurutulmusg
ve toz fomiilasyon haline getirilmistir.

Culex pipiens Kiiltiiri

C. pipiens larvalar1 Aydin Adnan Menderes
Universitesi Biyoloji Béliimii’nden Prof. Dr. Fatih
Mehmet SIMSEK’ten temin edilerek Erciyes
Universitesi Biyolojik Miicadele Laboratuvarinda
27£1 °C, % 65+5 nispi nem ve 14:10 saatlik
(giindiiz: gece) fotoperiyotta kiiltiire alinmigtir
(Azizoglu U, 2014). Larva yetistirme havuzuna
alinan larvalar pul balik yemi ile beslenerek pupa
evresine gectikten sonra pupa havuzuna alinmis,
2-3 giin sonra ergin hale gecen C. pipiens ergin
yetistirme kafeslerine alinarak % 10’luk sekerli su
ile beslenmistir. Boylelikle kiiltiirin devamliligi
saglanmistir.

Biyolojik Aktivite Denemesi

C. pipiens larvalarma 500 pg ml!

konsantrasyonda liyofilize edilmis spor-kristal
proteinler uygulanmistir. Denemeler ii¢ tekerriir
halinde ve her bir tekerriirde 10 larva olacak
sekilde yapilmigtir. 300 ml steril cam kavanozlar

icerisine 25 ml steril musluk suyu olacak sekilde
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yukarida belirtilen dozda spor-kristal proteini
karistirilmistir. Kontrol grubuna ise sadece steril
musluk suyu konulmustur. Uygulama yapilan
larvalar giinliik olarak pul balik yemi ile beslenmis,
10 giin boyunca larva 6liimleri kayit kaydedilmis
ve Olen larvalar cam kavanozdan uzaklastirilmistir.
Yasayan

larvalarin pupalasma ve erginlesme

siireleri takip edilmistir.
Istatistiksel Analiz

Denemelerden elde edilen veriler SPSS for
Windows version 17.0 (SPSS Inc. Chicago, IL,
USA) istatistik programi kullanilarak varyans
analizi (ANOVA)’ne tabi tutulmustur.

BULGULAR VE TARTISMA

farkli
Lepidoptera ve Coleoptera takimina

Bacillus  thuringiensis’in suslar1
Diptera,
ait zararlilara karst sinirli veya kapsamli toksik
etki gostermektedir (Sezen et al., 2007; Ozkan
Cakict et al., 2014). Baz1 Bt suglarinin Nematod
(Bone, 1989), Protozoa (Prieto-Samsonov, 1997)
tiirleri ve Hymenoptera (Lacey and Goettel, 1995)
takimindaki bdceklere karsi da etkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica bazi suslari akar ve yassi
solucan vb. canlilara kars1 da etkili olmaktadir. Bu
calismada entomopatojenik etkinligi test edilen
yerel Bt izolatlari, tasidiklar1 genler ve bu genlerin
olusturduklari kristal (Cry) proteinler ¢izelge 1.’de
gosterilmistir. Biitiin izolatlarin Diptera takimi
iizerinde etkili cry2A4 genini tasidig belirlenmistir.
izolatlarigeresinde Bt 16.6 cry11A/B genini, Bt 50.4
izolat1 ise cry44 genini tasimaktadir. cry44 geni
tastyan Bt 50.4 izolat1 % 80 oraninda larval 6liime
sebep olmustur. B¢ 56.3 izolatinin ise % 20 6lim
oraninda O6ldiirticii etki gosterdigi belirlenmistir
(F= 4.917; df=14; P<0.0001) (Sekil 1.). Diger
izolatlarin % oOliim oranlar1 degerlendirildiginde
kontrolle aralarinda istatistiksel agidan onemli bir
fark olmadig1 goriilmistiir.
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Cizelge 1. Bacillus thuringiensis izolatlariin tasidig1 cry genleri ve bu genlerin iirettigi Cry proteinleri (Y1lmaz, 2010)

izolatlar Lepidoptera ifkﬁf Kristal Diptera aktif cry  Kristal protein
cry genleri protein sekli genleri sekli
Bt15.1 crylAb/Ac, Bp cry24 Cb
Bt 16.6 crylC, crylAa/Ad,crys, Bp, Bp, Rm cryllA/B Cb
Bt25.1 crylAa/Ad, crylAb/Ac, crylC Bp, Bp, Bp, Bp cry2A4 Cb
Bt33.3 crylAb/Ac, crylAa/Ad Bp, Bp cry24 Cb
Bt 36.7 crylAa/Ad, cry9C Bp, IS cry2A, Cb
Bt41.4 crylAb/Ac, crylB Bp, Bp cry2A4 Cb
Bt45.1 cry9C, IS cry2A4 Cb
Bt 46.6 crylAb/Ac, crylAa/Ad, , cry5 Bp, Bp, Sp cry24 Cb
Bt50.4 crylAb/Ac Bp cry44 Cb
Bt 54.6 crylAa/Ad Bp cry24 Cb
Bt56.3 crylAa/Ad, crylC, cry3, cry7, cry8 Bp, Bp, Sp, Sp, Sp cry2A4 Cb
Bt 58.5 crylAb/Ac, crylAa/Ad Bp, Bp cry24 Cb
Bt 65.1 crylC, crylAb/Ac Bp, Bp cry24 Cb
Bt73.2 crylAc, crylAa/Ad, crylB, cry5 Bp, Bp, Bp, Rm cry24 Cb

Bp, Bipyramidal; Cb, cuboidal; IS, Irregular Shape; Rm, Rhomboidal; Sp, Spherical
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izolatlar

Sekil 1. Bacillus thuringiensis izolatlarimn spor-kristal proteinlerin (500 ug ml"') C. pipiens larvalari Gizerindeki % 6liim oranlari

Gobatto et al. (2010) yaptig1 calisma sonucu
topraktan ve boceklerden izole ettigi 35 yerel Bt
izolatinin Culex quinquefasciatus (Diptera: Culi-
cidae) iizerinde farkli seviyelerde patojenite gos-
terdigini belirlemislerdir. Arastirmacilar 100 ml
klorsuz su igerisinde 200 pl 3x10% ml!' Bf sporunu
liciincli donem C. quinquefasciatus larvalarina uy-
gulamiglardir. Topraktan izole ettikleri izolatlardan
sadece bir tanesinin yiiksek, (%100) diger izolatla-
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rin ise diisiik seviyede (%30-2) patojenite gdster-
digini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da benzer bir
sekilde izolatlardan bir tanesi (Bt 50.4) C. pipiens
larvalar iizerinde yiiksek oldiiriicii etki géstermis-
ken diger izolatlar ise diisiik oldiiriicii etki gdster-
mistir.

Foda et al. (2010) tarafindan yapilan calismada
da benzer bir sonug ortaya ¢ikmis ve 68 Bt izolatin-
dan sadece bir izolatin C. pipiens larvalarina karsi

Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Igdwr Univ. J. Inst. Sci. & Tech.
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etkili oldugunu belirlenmistir. Cry proteinlerin etki
mekanizmasina yonelik caligmalar daha ¢ok Lepi-
dopter takimina ait zararhlar {lizerinde yogunlasg-
mistir (Bravo et al., 2007; Azizoglu et al., 2016).
Ancak Diptera takimina ait zararlilar tizerinde etki
gosteren yeni Bt izolatlarinin kesfi ve etkinligi ile
ilgili caligmalar giin gectikce artmaktadir.
Dipterler lizerinde etki gosteren Bt izolatlarina
diger bocek takimlar lizerinde etki gosteren izo-
latlara gore daha az siklikta rastlanildigindan bu
izolatlar degerli olarak kabul edilmektedir (Bravo
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Izolatlarmin Kullamlabilme Potansiyelinin Arastirilmasi

et al.,, 1998). Spor-kristal protein karisimlar: uy-
gulandiktan sonra yasayan larvalarin pupalagma
stireleri incelendiginde Bt 50.4 izolatinin pupa-
lasma stiresinin kontrole ve diger izolatlara gore
daha uzun siirdiigii belirlenmistir. Bz 50.4 izolati
uygulanan son donem larvalarin ortalama 6.2 giin-
de pupaya gectigi kontrol grubunun ise ortalama
5.4 giinde pupaya gectigi hesaplanmistir (Sekil 2.).
izolatlar ve kontrol grubu istatistiksel olarak karsi-
lagtirildiginda ise anlamli bir fark belirlenememis-
tir. (F= 0.224; df=14; P=0.998).

3 a
s .+ I & a
“{’TYYYTfa
3

Koentrol Bidl 4 Bi585 Btl5. 1. Bi333 B36.T Bii6.3 Buds ]l Bi304 Bil6.b, Bi3de Bidéoe Bit63.1 Bi73.2 Bi2i.l.

izolatlar

Sekil 2. Bacillus thuringiensis izolatlarinin spor-kristal proteinlerinin (500 pg ml!) C. pipiensin pupalagma siiresi tizerindeki etkisi

Benzer bir sonug Aissaoui et al. (2014) tarafindan
yapilan calisma sonucunda da belirlenmis ve Bt
formiilasyonu Vectobac G’nin C. pipiensson donem
larvalarinin pupalasma siiresini etkiledigini ancak
bu etkinin istatistiksel olarak anlamli olmadigini
gorlilmiistiir. Ayni aragtirmacilar pupadan ergine

Erginlesme siiresi (Giin £ SE)
=
W

— P = A

=

gecme (erginlesme) siiresi lizerinde de anlamli bir
etkinin olmadigin1 ancak ergine gegen bireylerin
Omiir uzunlugunda 6nemli oranda azalma oldugunu
belirtmiglerdir. Benzer sekilde bu c¢alismada da
erginlesme siiresi izerinde 6nemli bir etki goriilmemistir
(F=0.493; df=14; P=0.919) (Sekil 3.)

Kontrol Brdl 4 B35 Brl5]. Bi3dd W3aT Biso.3 B4 ] Bus04 Bules Bi3de Bdos Bes ] Bi732 B2l

Lrolatlar

Sekil 3. Bacillus thuringiensis izolatlarinin spor-kristal proteinlerinin (500 pg ml™") C. pipiens in erginlesme siiresi tizerindeki etkisi
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SONUC

Hastalik tasiyicis1 ve tarim zararlist boceklerle
miicadelede yeni mikrobiyal miicadele etmenlerinin
kesfi ve var olan entomopatojen biyo-insektisitlerin
kullanimlariin yayginlastirilmasi biiyilk 6nem arz
etmektedir. Bt lirlinleri biyolojik miicadelede amaciyla
yaygin olarak kullanilmasina ragmen gelismis tlilkelerle
karsilagtirildiginda iilkemizdeki kullanimi smirhdir.
Ancak son zamanlarda tilkemizde de bir¢ok aragtirmaci
Btiirlinlerine yonelik kapsamli galismalaryiiriitmektedir.
Bu ¢alismadan elde edilen 6n veriler 1s18inda hastalik
tastyicisi C. pipiens kontroliinde umut vaat eden bir
izolatin (B¢ 50.4) belirlenmis olmasi olduk¢a dnemlidir.
Ancak bu izolatla ilgili molekiiler ve biyokimyasal
caligmalarin yapilmasi, patojenitesinin arttiritlmasi,
diger Diptera takimi zararlilar iizerindeki etkinliginin
arastirilmasi, toksin (Cry protein) konsantrasyonlarinin
optimizasyonu gibi daha detayli ¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Sonug olarak, lilkemize ait yerel ve
etkili izolatlarin kesfi, etkinliklerinin belirlenmesi
ve bu izolatlardan c¢evre dostu biyo-insektisitlerin
gelistirilmesi iilkemiz agisindan 6nem arz etmektedir.
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