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Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chrysomelidae) nin larva dénemlerine uygulanan
Bacillus thuringiensis var. tenebrionis’in,

sindirim sistemi {izerindeki etkileri*

Ferit TURANLI™ Seniz KISMALI™

Summary

Investigations on the effects of Bacillus thuringiensis var. tenebrionis on
digestive system of larval stages of Leptinotarsa décemlineata (Say)
(Coleoptera: Chrysomelidae)

This study was carried out to determine the effects of Bacillus thuringiensis var.
tenebrionis on alimentary canal of larval stages of Leptinotarsa decemlineata. Different
ages of the larvae and Novodor commercial biopreparate consist of B. thuringiensis
var. tenebrionis were used in the experiments.

During the studies, the laboratory conditions were 60-70% relative humidity and
25+2°C during 16:8 light period for growing of L. decemlineata and potato plants.
The fixations were done healthy larvae fed on untreated potato plants in every 6-hours
from the beginning of hatching. The same process were applied to the larvae fed on plant
leaves treated by dipping in biopreparation which were prepared as recommended 10 ml/
liter distilled water. Dissections from the larvae fixed were evaluated with healthy and
treated comparison. In conclusion, gave rise to histopathological variations in midgut cells
of the larvae. Observed effects were particularly as broken down completely microvillus layer
at apical sections, following swollen cells with lysis and then discharged whole contents into
gut lumen blown up in result of excessive swelling. Nucleus and length of these cells were
more longer than the normal ones. Due to these effects, feeding of the larvae were ended.
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Giris

Diinya'da arastiricllar insanhdm buddaydan sonra dénemli besin maddelerin-
den birisi olan patatesin birim alandaki verimini arttirict cesitli slah ve giibreleme
cahsmalari yaparken bir taraftan da patates zararhlanndan dogan kayiplan en aza
indirmeye calismislardir. Patatesin Diinyada en dnemli zararhisi Patates bocedi,
Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) ile miicadele
yapilmadidi takdirde %40, hatal miicadele uygulamalarinda %23 oraninda {iriin
kaybina neden olmakta ve kiigiik yumru sayisini arttirmaktadir (Has, 1992).

Bu denli dnemli bir zararh ile uzun willar sentetik ilaclar kullanilarak
miicadele edilmeye calisiimis, ¢ok biiyiik miktarlarda para ve isgiicii kullarlmis
bunun sonucunda zararliya karst kesin bir ¢dziim bulunamamis hatta bu ilaclar
insanlar ve ¢evre tizerinde olumsuz etkiler birakmaya baslamustir. Bilingsiz ve yanhs
kullanimin beraberinde getirdigi en &nemli sorun da bu bécegin bilinen’ sentetlk
insektisitlere dayanikhilik kazanmasi olmustur.

Yaganan bu sorunlari asabilmek icin bilinen sentetik kimyasallarin yerine
Entegre Zararh Miicadelesi (IPM) calismalarinin da vazgecilmez bir parcas: olan
mikrobiyal etmenler kullanilmaya baglanmustir.

Glnlimiizde tim diinyada en iyi bilinen bdcek patojeni olan Bacillus
thuringiensis Berliner bakteri tiiriniin 1000’e yakin izolat1 ve toplam 30 varye-
tesi bulunmustur. Bunlardan B. thuringiensis var. tenebrionis 1982 yilinda
Almanya'da izole edilerek, dzellikle Chrysomelidae (Coleoptera) familyast tiirlerine
karsi etkili olduguna dikkat cekilmistir. Bu familya’ya bagh olan Patates b&cegdinin
larvalarina karsi yaptmis pek c¢ok calismada &zellikle B. thuringiensis var.
tenebrionis'in etkili oldugu sonucuna varilmis ve bu varyetenin esas ahndii baz
ticari biopreparatlar piyasada satilmaya baglanmistir (Huger et al., 1986; Carroll et
al., 1997).

Ulkemizde B. thuringiensis esasl preparatlar ile bazi Lepidoptera takimu
tirlerine kars1 yapilmis basanh calismalar mevcuttur (Atag et al., 1990; Ecevit et
al., 1994, Demir et al., 1999). Ancak bu calismalar genellikle yiizde 8liim oranlan
vani etkililik ve doz ayarlamas tizerine yapilmis ¢cahsmalardir. Heniiz {itkemizde B.
thuringiensis’in hangi yolla etkili oldugu, etki mekanizmasi, bécekte olusturdugu
patolojik degisiklikler konusunda her hangi bir calisma yapilmarmstir. Bu ¢alismada
patates bitkisinin birinci derecede zararhs: olan Patates bécedinin larva dénem-
lerine besin yoluyla uygulanan B. thuringiensis var. tenebrionis'in, zararlnm
sindirim sisteminde meydana getirdigi degisiklikler incelenmistir. Béylece bu
yondeki eksiklik giderilmeye calisiimis ve ileride yapilacak bu alandaki calismalara
temel olusturmas! amaclanmstir.

Materyal ve Metot

Bu calisma 1999-2001 yillan: arasinda Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Bélimii, Entomoloji Anabilim Dali'nda gerceklestirilmistir. Calismanin ana
materyalini Afyon ili patates {iretim alanlarindan getirilerek {iretilen Patates bécegi
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Leptinotarsa decemlineata, zararhmn beslenmesi icin kullanilacak patates
bitkileri ve zararh tiirin savasiminda kullanilan Bacillus thuringiensis var.
tenebrionis’i %2 oraninda iceren Novedor isimli biopreparat olusturmustur.

Calismalar icin gerekli olan patates bitkisi ve Patates b&cegi tiretimi stirekli
olarak 25+2°C sicakhk ve %60 - 70 oranth nem ile 16 saat aydinlik, 8 saat
karanhk fotoperiyodun saglandig: steril iklim odalarinda calisma boyunca seri halde
gerceklestirilmistir,

Afyon ilinden araziden toplanarak getirilen erginlerden elde edilen dolin
bireyleri 70x50x50 cm boyutlarinda alt yiizii disinda dider yiizeyleri camla kapah
olan ve camlarin ortasinda da 15 cm capinda tiilbentle kapatilmis havalandirma
delikleri bulunan tahta kafeslerdeki patates bitkileri tizerine birakilarak tretilmistir,

Erginler tarafindan bitkilerin yapraklarina birakilan yumurtalar, bulunduklar
vapraklar kesilerek alt ylizeylerinde nemli filtre kagidi olan petrilere konulmustur.
Yumurtalarin bulundugu petriler gin boyunca 6'sar saat araliklarla kontrol edilerek
veni acllmaya baslayan yumurta kiimeleri, yine altinda nemli kurutma kadidi
bulunan baska petriler icine alinmistir. Larvalann yetistirildigi bu petrilere ek besin
olarak patates bitkilerinin taze yapraklarindan konulmustur. Petriler erken dénem-
lerde giinde bir kez, ileri dénem larvalarda gtinde iki kez degistirilerek temizlen-
mistir. Geceleri kontrol yapilamadi@ igin sabah ilk kontrolde acilmis olan yumurta
kiimeleri ile yumurta acihminda homojenlik gdstermeyen yumurta kiimeleri ikinci
gruptaki tiretim kafeslerine aktarilmustir (Has, 1992). Larvalar petri icinde ikinci
gomledi degistirip (iclincli doneme gegtiklerinde her petri icinde 10’ar larva
kalacak sekilde daha biiyiik petrilere alinarak {iretim stirdiiriilmiistiir.

Bacillus thuringiensis var. tenebrionis’in L. decemlineata
Larvalarma Uygulanmasi ve Sindirim Sistemi Preparatlarinm
Yapilmasi

Petrilerde acilan yumurta kiimelerinden alinan larvalar, beslenmeleri icin bir
kismi temiz vapraklar tizerine birakilirken, dider kisrm da her giin venilenen
Novodor’ lu solusyona 3 saniye stire ile batirilmus yapraklar Gizerine konulmustur.
Calismamn amaci dozlar arasindaki etki farkhiliklanm degil énerilen dozun etkisinin
incelenmesi oldugu icin %2 oraninda aktif madde iceren preparattan, 1 It saf suya
10 ml hesabiyla {iretici firmanin 8nerdidi doz uygulanmstir,

Kontrol ve biopreparath yapraklarla beslenen L. decemlineata larvalar,
sindirim sistemi preparatlarinin hazirlanmast icin fiksasyon, dehidratasyon, seffaf-
lastirma, parafine yatirma ve bloklama, kesitlerin alinmasi ve boyama safhalarindan
sonra preparat haline getirilerek degerlendirilme islemlerine gegcilmistir.

Fiksasyon islemleri

Denemelerde kontrol olarak degerlendirilecek larvalar, yumurta agildid
andan itibaren alinarak temiz yapraklarla beslenmis ve 6'sar saatlik periyotlarla
fiksasyon iglemi yapilmistir. Boylece 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66,
72,78, 84 ...... saatlik olmak tizere toplam larva siiresi olan 13 gtin boyunca her
6 saatte bir larvalar fikse edilmistir.
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Fiksasyon islemleri %10k formalin solusyonunda yapilmistir. Bunun igin
100 ml %40k formalin ile 900 ml saf su karishrilmstir {Kiipelioglu ve Pabuccuogiy,
1995).

Novodorlu yapraklarla beslenen larvalarin fiksasyon islemleri icin; &nce bir
gbzlem vapilarak preparat uygulanmis vapraklarin besin olarak verildigi larvalarin
48 saat sonra oldiikleri goriilmiistiir. Bu nedenle preparat uygulanmis yapraklarla
beslenen larvalann fiksasyonlar: 48'er saatlik periyotlara béliinmiistiir. Yumurtadan
cikiiktan sonraki ilk 48 saatlik larva déneminde Novodorlu yapraklarla beslenen
larvalar 6'sar saatlik periyotlarla fikse edilmistir. Yumurtadan yeni ¢ikan bagka bir
grup larva ise 0-48 saat stiresince temiz yapraklarla beslenerek 49. saatten itibaren
diger bir 48 saatlik periyot olan 49-96 saatleri arasinda, Novodorlu vapraklara
beslenmek ‘lizere birakilmis ve yine 6 saatte bir fikse edilmislerdir. Uglincti ve
doérdiinell larva dénemlerinde petri igindeki besinler larvalara 48 saat siiresince
veterli olmadi@ icin, daha ®nce hazrlanan vapraklar ayni ortamda bekletilip
gerektiginde kullaminustir. Fiksasyon islemi béylece larva siresi olan 13 giin boyunca
6 saatte bir uygulanarak devam ettirilmistir. Petrilerin i¢i cabuk kirlendigi icin ik
iki larva déneminde her giin, lgiincii ve dérdiincii larva dénemlerinde giinde iki
kez temizlenmistir.

Dehidratasyon, seffaflastirma ve parafinleme islemleri

Her fiksasyon sisesinden tesadiifen 6 larva secilerek {i¢ adedi dorso-ventral
vonde bileteral simetrik olacak sekilde ortadan ikiye ayrilmis diger {ic adedi de
toraks ile abdomenin birlestigi verden ikiye ayrilmistir. Ikive aynlan larvalar hemen
dehidratasyon, seffaflagtirma ve parafinleme islemlerinin yapilacagi Reichhert
Junk-Histokinette 2000 marka alete ahnmigtir. Her bir 6rmek bu alet icinde Sekendiz
(1979), Kiipelioglu ve Pabugcuoglu (1995)nda belirtilen, 12 degisik kimyasal
ortamda, otomatik olarak farkll sicaklik ve siirelerde tutularak dehidratasyon,
seffaflagtirma ve parafinleme islemleri tarnamlanmustir.

Parafin bioklarin hazirlanmasi

Parafinleme islemi sonrasi larvalar, parafin bloklarin yapilacadgi Shandon
Histocentre 2 marka aletin otomatik olarak stirekli 62°C'de tutulan sicak tablas
{izerine alinmis boylece parafinleme islemindeki sicaklik sadlanarak larva icindeki
sw1 parafinin donmas! engellenmistir. Her bloklama kaseti icinde serbest halde
bulunan, daha ¢nce agiklandig: sekilde ikiye boliinmiis larva drnekleri alinmis ve
kesildikleri ylizeyleri s parafin doldurulmus kaselerin dip kismina gelecek sekilde
yerlestirilmistir. Orneklerin bu kaseler icine kesit pozisyonuna gére yerlestirilip
sabitlenmesi islemi, ancak yavas donan parafine gémiilmesi ile saglanacad icin,
aletin stirekli olarak 10°C’ye sogutulan tablas: tizerinde parafinin donmasina firsat
vermeden ¢ok hizh bir sekilde vapilmustir. Daha sonra kasenin kapad: kapatilmistir,
Icerisindeki yan donmus parafinle birlikte 10°C’lik tablanin tizerine siralanan bu
kaseler burada parafin donuncaya kadar birakilmistir. Bu iglemler dizini ile 6'sar
saatlik toplam 13 giine ait 52 fiksasyon grubundan alinan 6'sar bireyin toplam
312 parafin blogu hazirlanmustir.
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Kesitlerin alinmasa

Kesit alinmast icin Leica Junk Histoslide 2000 marka mikrotoma konulan
her bloktan, 6 mikron kalinli@inda kesitler alinmaya baslanmustir. Alnan kesitler
mikrotomun bigagindan firga yardimyla alinarak, parafinin aglmast igin 45-50°C’ deki
saf su havuzuna birakilmustir.

Lamlar saf su havuzu icine daldinlarak tizerlerine kesitler alinmis ve sonra .
bir siire yatay olarak bekletilerek kurumalar saglanrmistir. Her lam {izerine 3-4
kesit yan yana olmak tizere her érnekten ortalama 10 lam tizerine yaklasik 35- 40
kesit alinmustir. Daha sonra lizerinde kesitler olan bu lamlar, lam sepetine
konularak parafinlerin erimesi ve dokudan uzaklastirimast igin 1 saat siire ile
etiivde 65°C'de birakilmustir {(Kiipelioglu ve Pabuccuogiu, 1995).

Bovama islemleri

Sindirim sistemni kesitlerinde doku ve hiicrelerin degisik 6zelliklerini ortaya
gikararak incelemek amaciyla tic ayn boya kullanilmisty.

Hematoksilen- Eozin (HE) boyas:;

Bu boya, doku boyasi olarak da bilinen ve histolojik ¢ahismalarda en yogun
olarak kullanilan boya tipidir. Boyanin hiicre sitoplazmas: ile hiicre cekirdegini
birbirinden ayirici bir 6zelligi de vardir. Kesitlerinin bulundugu lamlan ihtiva eden
lam sepetleri etiivden cikartilarak boyama isleminin yapilacad Leica Autostainer
XL marka otomatik boyama aletine konulmustur. Preparatlar bu alet i¢inde hazir
halde bulunan ortamlardan sira ile gecirilerek 6nce Hematoksilen (Hematoksilen 6
gr+ %99 alkol 60 ml ) ve sonra Eozin (Eozin Y 25 gr+ saf su 1250 ml+ Glasiyal
asetik asit 2-4 ml) ile boyanmuslardir (Sekendiz, 1979; Ozban, 1982; Kiipelioglu
ve Pabuccuoglu, 1995).

Gram bovasi;

Gram boyama, preparat haline déniismiis olan doku veya organ icindeki
gram pozitif ve gram negatif bakterileri boyamak amaciyla kullanilmaktadir. Gram
boyasi ile boyanan dokuda eger gram pozitif bir bakteri varsa bakterinin ¢eperi ve
dolayist ile bulundugu béliimler de mor renkte, gram negatif bakterilerin bulundugu
alanlar ise kirmizi renkte boyanmaktadir.

Bu calismada B. thuringiensis var. tenebrionis’li yapraklarla beslenen
larvalarin sindirim sistemi igerisinde bakteri kalintilarinin olup olmadi@: izlenmeye
cahsilmistir. Gram boyama islemleri elle yapilmistir (Hucker and Conn, 1927,
Sekendiz, 1979; Kipelioglu ve Pabugcuoglu, 1995).

Giemsa bovasy;

Giemsa boyast hiicrenin nukleusunu, sitoplazmasini ve dokudaki bakterileri
boyama amaciyla kullanilan bir boya cesididir. Bu boya ile boyanan kesitlerde
nukleuslar mavi, sitoplazma pembe ve bakteriler de yine mavi bir renk alir. Bakteri
kalintilar;, Gram boyama ile ortabarsakda ¢ok net gorillebilmesine karsiik dnbar-
sakda net gdrillemedidi icin, Giemsa boyasi ile daha net dnbarsak goriintiilerinin
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elde edilmesi amaclanmustir. Giemsa boyama islemleri de elle yapilmistir (Gridley
ve Aker, 1954, Sekendiz, 1979).

Preparatlarin yvapilmas: ve degerlendirilmesi

Boyama isleminden sonra ksilol ile seffaflastinilan dokular lamelle kapatilmustir.
Patates b&ceginin kontrol ve bakteri ile beslenmis her larva dénemine ait
hazirlanan tiim preparatlar 151k mikroskobunda x40, x100, x400 ve x1000
(immersiyon vad ile) biiytitmelerde karsilastirmali olarak incelenmistir. Incelemeler
sonucunda dokulardaki goriintiilerin 3. ile 4. dénem larvalardan alinan kesitlerde
daha net olmasi nedeniyle fotograflarin ve degerlendirmelerin bu preparatlar
{izerinde vyapimasi uygun goériimistiir. Larva dénemleri siiresince 48 saatlik
periyotlar halinde B. thuringiensis var. tenebrionis uygulamasindan sonraki
6'sar saatlik periyotlardaki sindirim sisteminde olusan etki farklibklan belirlenmeye
cahgilmis normal ve bozulmus hiicrelerin 8l¢timleri yapilarak sonuglan karsilagtiril-
mustir. Kontrol ve muamele vapimis larvalardaki tiim bulgularnn fotograflan
cekilerek, histolojik etkiler karsilastirmal: olarak tarumlanmustir.

Tiim preparatlardaki gériintiller literatiir bilgilerinin 1si§inda incelenerek
sonuglar yorumlanmustir. Bu deneme tesadiif bloklari deneme desenine uygun
olarak kurulmus ve sonuclar TARIST (Tarimsal Istatistik Paket Programi) yardimuyla
degerlendirilmistir (Agikgtz,1993).

Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Béceklerde sindirim sistemi dnbarsak (stomodeum), ortabarsak (mesenteron,
ventriculus) ve artbarsak (proctodeum) olmak {izere ii¢c ana boliimden olugmustur.
Bu {i¢c béliim embriyonik gelismenin ilk baslarinda ayri ayn gelisir ve sonlarina
dogru kesintisiz diiz bir boru seklinde sindirim sistemini olusturmak lizere birlesirler
(Baldwin et al. 1996).

Béceklerin sindirim sistemi genel olarak tiim ergin ve ergin #ncesi dénem-
lerde benzer dzelliklere sahiptir.

Onbarsak ile ilgili Bulgular

Onbarsak sindirim sisteminin diger boliimlerinde oldugu gibi tek siralt hiicre
tabakasindan olusmaktadir. Hiicreler genellikle yassi ve diger béliimlerdeki hiicre-
lere gére daha kiiciik boyutludurlar (Sekil 1). Bu hiicrelerin fiziksel sindirimi
gerceklestirme ciginda herhangi bir &zellikleri saptanmarmustir {Chapman, 1972;
1985). Onbarsagin ici intima adi verilen bir kihf ile kaplhdir. Bu kilif sclerotize
olmamus kutikula yapisinda ve biikiilebilir 6zellikte olup bazi kisimlannin yiizeyinde
dis veya diken seklinde yapilar mevcutiur. Boceklerin 1sirici-cigneyici agiz yapisina
sahip takimlarinda bu yapilar cok iyi incelenmis, pharynx ve oesophagus dahil
énbarsagin her verinde gerive dogru kavisli, kwnlmig, farkh yapida dikenlerin
oldugu saptanrmstir (Chapman, 1985).

B. thuringiensis var. tenebrionis ile muamele edilmis yapraklarfa beslenen
ve kontrol larvalardan alinan kesitler incelendidinde, dnbarsak ylizeyi yapisinda
herhangi bir farkllik gdzlenmemistir (Sekil 2). Preparat uygulanmus yaprakla
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Sekil 1. Kontrol Leptinotarsa decemlineata’mn 9 giinlik larvalarinda dnbarsagn boyuna kesiti {(x40)
{Hematoksilen-Eozin) (pr: Proventriculus, ¢: Crop, oe: Oesophagus, p: Pharynx, mth: Agiz).

beslenen larvalardan alinan kesitlerde besin parcalamaya yarayan kitinsel disler,
bunlan olusturan kutikular kiif ve bu kilifin tamamen kapladigi tek tabakadan
olusmus basit ®nbarsak hiicrelerinde herhangi bir bozulma saptanmarrustir.
_ Boylece B. thuringiensis var. tenebrionis'in énbarsakda herhangi bir patolojik
etkiye neden olmadidi sonucuna varnimstir.

Preparat uygulanmis yapraklarla beslenen larvalann énbarsaklarindan alinan
kesitlerde bakterinin varhd Hematoksilen- Eozin boyas: ile gdriintiilenemedigi icin
bu kesitler Giemsa ve Gram boyasi ile boyanmustir. Sekil 3’de gériildiigt gibi crop
ve proventriculus kisimlarinmin iginde mor renkli alanlann bulundugu dikkati
cekmektedir. Hematoksilen- Eozin boyaswyla gérilmeyen ancak Gram ve Giemsa
boyalari ile gorillebilen bu mor renkli alanlarin B. thuringiensis var. tenebrionis
bakteri basilleri oldugu sonucuna varilmistir. Her iki boyamada da basiller &zellikle
crop bélgesinde yodun kiimeler olusturmaktadirlar,

Kontrol ve preparat uygulanmis yapraklarla beslenen larvalardan alinan
kesitler birbirleriyle karsilagtirldiklarinda, ilerleyen zamana bagl olarak énbarsaga
ait hiicrelerde veya dokularda bir bozulma gérilmemesi, Pietrantonio and Gill
(1996)'in bulgulariyla paralellik géstermektedir. B. thuringiensis esash biopre-
paratlarin 6nbarsakta etkili olmadigi sadece ortabarsakta etkiye sahip oldugunu
bildiren Cooksey {1971), Burges {1981), Navon and Wysoki (1989}, Pietrantonio
et al. (1993), Escriche et al. (1997; 1998) ve Rausell et al. (2000) bunun nedenini,
on barsakta, ortabarsakta oldugu gibi reseptérlerin olmayisi, alkali bir barsak swi-
sinin olmayist ve hiicrelerin st kisimlarinin kitinsel yapida olmasina baglamaktadiriar.
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Sekil 2. Leptinotarsa decemlineata’nin 8 giinlik larvalarinin Bacillus thuringiensis var. tenebrionis
uygulanmmis vapraklarla beslenmelerinden 36 saat soenra énbarsadin yiizeyindeki hiicre ve kitinsel
digler A) x100, B) x400 (Hematoksilen-Eozin) (ec: Epitel hiicresi, ci: Kitinsel intima).



Sekil 3. Bacillus thuringiensis var. tenebrionis uygulanmis yapraklarla beslenen Leptinotarsa
decemlineata’'nin 10 giinlik larvalarmm beslenmeden 12 saat sonra onbarsaklarindaki
bakteri basilleri (A} (x1000) (Giemsa).

Ortabarsak ile ilgili Bulgular

Ortabarsak, dnbarsak ile birlestifi yerde korbarsak adi verilen ve sayis1 2 ile
3 arasinda degisen caeca'ya sahiptir. Kérbarsaklarin kiviimli sekilde olan yapisinda
dnbarsak tarafinin hiicre tipi, ortabarsak tarafinin hiicre tipinden farkhidir. Boylece
korbarsaklar 8n ve ortabarsak arasinda birlestirici bir fonksiyona sahipler.

Genel olarak b&ceklerin ortabarsagdi, bazal tabaka {izerine yayilms olan tek
sirall ve oncelikli gdrevieri sindirim enzimlerinin Uretilip salinmas: ve sindirim
{irlinlerinin’ emilmesi olan hiicrelerden olusmustur. Bu hiicreler 15tk mikroskobu ile
de rahathkla gériilebilen yuvarlak ve biiyitk bir nukleusa sahiptir. Hiicrelerin orta-
larina yalin bolgelerde bulunan nukleuslarin hiicrenin ticte birlik alanini kapladig
belirlenmigtir. :

Boceklerde ortabarsakla ilgili yapilmis pek c¢ok calismada, degisik hiicre
tipleri ve fonksiyonlarinin yam sira diger bazi yapilarin da son derece 6nemli
oldugu ve sindirimde énemli rollere sahip olduklar: belirtilmistir. Besini ortabarsak
icinde tlip seklinde gevreleyerek, barsak hiicrelerinden ayiran peritrofik zar bu
vapilarin en énemlisidir. Diger pek ¢ok hayvan gruplarinda bulunan musin yerine
béceklerde bulunan bu zar ilk kez gecen yiizyilin basinda fark edildiginde zarims:
bir kese olarak tamimlanmustir (Tellam, 1996). Bu zar her zaman proventriculus
tarafindan olusturulur ancak ortabarsak hiicreleri tarafindan bu zara bazi katlar
eklenebilir,
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L. decemlineata kontrol larvalarinin ortabarsak kesiti incelendiginde
barsak hiicreleri ve mikrovilluslarin tizerinde katlanmig bir tabaka halinde peritrofik
zar gorilmektedir. Bu zarin {ist kisminda ortabarsadin icini dolduran besin parca-
aklan yer almaktadir (Sekil 4).

Peritrofik zarn fonksiyonlan tam olarak bilinmemekle birlikte degisik
tahminler yapilmstir. Pek cok st besin alan bécekte bu zarin olmamas: fakat katt
besinlerle beslenen boceklerde bulunup ortabarsak hiicrelerinin  aginmasi
engellemeye yaradid@i yoniinde yorumlanmustir (Day and Waterhouse, 1953). Bu
zarmn, belli mikroorganizmalarin bdcek biinyesine girisini engellemek gibi 6nemli
bir gérevi oldudu diisliiniimiisse de bazi tiirlerde bu zarin yoklugu, bunun cok
énemli bir fonksiyon olmadifini gostermistir (Tellam, 1996). Buna ek olarak bazi
mikroorganizmalarin da zardan gegebildikleri saptanmistir. Degisik arastiricilar
tarafindan yapilan arastirmalar bu zarnn suyy, tuzlarn, glikozu ve aminoasitleri
serbestce gecirdidini bunun yaminda ortabarsak hiicrelerinin olusturdudu enzimleri
icine alirken polisakkaritlerin veya proteinlerin disar: gikislarin: engelledigini ortaya
koymustur. Peritrofik zarm bir dider dnemli fonksiyonu da ortabarsak sindirim
enzimlerini ve enzim kayraklarini korumasidir,

L. decemlineata larvalanmin ortabarsak kesitleri incelendiginde; kontrol
bireylerde bazal tabakarun hemen tstiinde siralanms olan hiicreler, ortabarsagin i¢
yiizeyinde diizenli ve diiz bir ¢izgi seklinde yer almaktadir. Ortabarsaga ge¢mis olan
ve peritrofik zar tarafindan cevrelenen besin kitlesi homojen bir dagihm gostermek-
tedir. Ortabarsad cevreleyen siitun seklindeki hiicrelerin ortasinda oldukca biiyiik

Sekil 4. Kontrol 11 giinlilk Leptinotarsa decemlineata larvalannin ortabarsaginda peritrofik zar
(&) (x400) (Hematoksilen-Eozin) (b: Besin, pm: Peritrofik zar}.
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ve yuvarlak sekilde bir nukleus ile hiicrelerin barsak bosluguna bakan yiizeylerini
firca gibi tamamen kaplayan mikrovillus bulunmaktadir (Sekil 5). Microvilluslar
lizerinde yapilan degerlendirmelerde, 50 hiicre 8l¢limils ve boylannin 2 - 3 pum
arasinda degistigi saptanmstir,

B. thuringiensis var. tenebrionis uygulanmis yapraklarla beslenen 4.
dénem L. decemlineata larvalarinin ortabarsak kesitleri incelendiginde kontrol
larvalanin ortabarsak goriintiisiinden -oldukca farkh bir gdrintii ortaya gikrmistir,
Kontrol larvalarda bazal tabaka tizerinde diiz bir cizgi halinde yer alan hiicrelerin
mikrovillusla kaph olan. ylizeyleri bagta olmak iizere parcalanarak ortabarsak icine
dagildiklan saptanmustir (Sekil 6). Ayrica peritrofik zar yok olmus ve barsak
icerisindeki besin kitlesi homojenligini kaybetmistir. Preparat uygulanms barsak
hiicreleri daha yakindan incelendiginde kontrol bireylere gére daha ince ve uzun
vapida olup, hiicreler arast bosluklar olusmus ve nukleus normal seklini kaybederek
incelip uzarmstir (Sekil 6).

Kontrol ve muameleli 4. dénem larvalarinin ortabarsak hiicrelerinin 6lgtim
degerleri Cizelge 1'de verilmistir.

Cizelge 1. Kontrol ve Bacillus thuringiensis var. tenebrionis uygulanms yapraklarla beslenen 4. dénem
Leptinotarsa decemlineata larvalarinda ortabarsak hiicrelerinin ortalama &lgiim degerleri

Hiicre  Ortalama  Ekstrem Degerler (um)  Standart  Standart

Sayist {ptm) Min Max Sapma Hata

Kontrol Hiicre Boyu 50 43.950 35.000 57.500 4.228 0.597
Hiicre Eni 50 13.940 7.500 20.000 2.156 0.304

Nukleus Boyu 50 9.650 7.500 12.500 1.516. 0.214

Muamele  Hiicre Boyu 50 68.450 55.000 82.500 6.679 0.944
Hucre Eni 50 7.100 5.000 15.000 1.054 0.149

Nukleus Boyu 50 12.700 10.000 17.500 2.305 0.326

Cizelge'de goriildigii gibi kontrol 4. ddnem larvalarda ortalama hiicre boyu
43.950 um eni 13.940 um, nukleus boyu ortalama 9.650 um olarak saptanmustir.
Muameleli larvalarda normal sekilleri bozulmus olan bu hiicrelerin boylar ortalama
68.450 pm, eni 7.100 wm, nukleus boyu 12.700 pm olarak saptanmustir,

Kontrol ve preparat uygulanmis yapraklarla beslenen larvalardaki ortabarsak
hiicrelerinin boyu, eni ve nukleus boyu varyans analizine tabi tutulmus (o= 0.01 ve
o= 0.05) ve analiz sonucunda hiicre boylari, hiicre enleri ve nukleus boylan
arasinda farkliik oldudu saptanmugtir (Cizelge 2). |

Cizelge 2. Kontrol ve preparat uygulanmis yapraklarla beslenen 4. dénem Leptinotarsa decemlineata
larvalarinin ortabarsak hiicrelerinin kareler ortalamasi ve 6nemli olma durumlan

Varyasyon Kaynad Ort. Hiicre Boyu Ort, Hiicre Eni Ort. Nukleus Boyu

Kontrol /llach 15006.250™ 1169.640* 232.562*

** = %1 e gbre 6nemli
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Sekil 5. Kontrol Leptinotarsa. decemlineata’mn 10 gtinliik larvasinda boyuna kesitte ortabarsaginin
genel yapisi, A) x40, B) x400 (Hematoksilen-Eozin) (ec: Epitel hiicresi, b: Besin, mv: Mikrovillus,
nu: Nukleus).
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Sekil 6. Bacillus thuringiensis var. tenebrionis uygulanmis yapraklarla beslenen 10 giinlik
Leptinotarsa decemlineata larvalarinda beslenmeden 6 saat sonra ortabarsak hiicrelerinin
yapisi A) x400, B) x1000 (Hematoksilen-Eozin) (ec: Epitel hiicresi, nu: Nukleus).
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Istatistiki agidan farkliliklar: ispatlanan (Cizelge 2) karakterlerin o= 0.05
olasihdinda LSD testine tabi tutulmus ve Cizelge 3'deki sonuclar elde edilmistir.

Cizelge 3. Kontrol ve preparat uygulanmig yapralklarla beslenen 4. dénem Leptinotarsa decemlineata
larvalarinin ortabarsak hiicre boyutlarina ait L.SD test sonuglan

Ort. Hiicre Boyu * . Ort. Hiicre Eni Ort. Nukleus Boyu
Kontrol 43.950 B 13.940 A 9.650 B
Muamele 68.450 A 7.100 B 12.700 A

Béylece preparat uygulanmis yapraklarla beslenen larvalarin ortabarsak :
hiicrelerinin kontrole gére daha uzun, daha dar ve yassi- uzun sekilli nukleuslara
sahip olduklan saptanmustir.

B. thuringiensis var. tenebrionis uygulanms yapraklarla beslenen
larvalarin ortabarsak kesitlerinde bakterinin varligmi saptamak amaciyla uygulanan
Gram ve Giemsa boyamalari sonucunda ortabarsak liimeninde bakteri kiimelerinin
oldugu gorilmistiir. Bu durum énbarsakda sindirilememis olan bakterinin orta-
barsakdaki alkali barsak swisin etkisiyle parcalanan basillerinin, kiiglik bakteri
kiimelerine doniistiikleri seklinde agiklanabilir. Ortabarsak béliimiinde goriilen mor
renkli bu bakteri kiimeciklerinin hangi bakteriye ait oldugunu saptamak {zere
vapilan reizolasyon ¢alismaswla, B. thuringiensis var. tenebrionis’e ait oldugu
saptanmustir. ‘

Yapilan calismalarda B. thuringiensis uygulamalanndan hemen sonra
bireylerin dlmedikleri ancak belli bir siire gectikten sonra oldiikleri gdzlenmistir.
Ben-Yehuda et al.{1993) tarafindan Cryptoblabes gnidiella Milliére (Lepidoptera;
Pyralidae) ile yapilan ¢alismada, zararh tiire degisik konsantrasyonlarda B. thurin-
giensis uygulamalanmn sonucunda beslenmenin hemen durmasina karsin 6lim-
lerin ancak 5-6 giin icerisinde gerceklestigi saptanmustir. Wysoki and Scheepens
(1988) tarafindan Boarmia selenaria (Denis & Schiffermiller) (Lepidoptera:
Geometridae) tizerinde yapilan uygulamalarda da maksimum &limlerin 4. giinde
goriildiigil belirtiimektedir. Yapilmis olan bu ¢alismada L. decemlineata larvalarinin
preparat uygulanmis yapraklarla beslenmelerindan 48 saat sonra &liimlerin bagla-
dig1 saptanmustir.

Artbarsak ile ilgili Bulgular

Artbarsagin en iyi bilinen 8zelligi bu béliime gelen sindirim artiklarindaki
suyun ve tuzlarin absorbe edilip diskinin kuwvetli kaslar sayesinde tiire 6zel sekiller
verilerek aniis yoluyla disariya ahimasidir. Artbarsakia sindirim triinlerinden artakalan
atik maddelerin uzaklastirilmas: icin kullanilan Malphigi tiipleri pylorus kismina
acilir. Artbarsakta tiiriin yasama verine bagh olarak baz dzellesmis kisimlara da
rastlanabilmektedir (Chapman, 1985).

Artbarsak, 6n ve ortabarsak béliimlerinde oldugu gibi diiz bir tip seklinde
olmayip kenarlara dogru derin katlanmalar ve kiiclik kanallar bulunan bir yapiya
sahiptir {Sekil 7). Sekilde gériildiigii gibi ortabarsadin sonuna yakin kismindan
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baglayan katlanmalar artbarsak boyunca devam etmektedir. Bu katlanmalann
gevresindeki hiicreler ortabarsaktaki hiicrelerin aksine yass1 ve kiibik sekilde olup
vapisal olarak ®nbarsaktaki hiicrelere benzer ve {izerlerinde kitinsel bir kilif bulunur.
Chapman (1985)'a gore bu kitinsel kihf énbarsaga goére daha ince yapidadir ve
bdyle oldugu icin de artbarsakta, Snbarsagin aksine su ve tuz absorpsiyonu
gerceklesebilmektedir (Sekil 8).

B. thuringiensis var. tenebrionis uygulanmis yapraklarla beslenen L.
decemlineata larvalarnin artbarsaklan incelendiginde, kontrol bireylerde gorillen
yapllar ile ayni olduklan ve herhangi bir degisiklife ugramadiklar gérilmiistiir.
Ozellikle bozulmanin beklenebilecegi yass: ve kiibik epitel hiicrelerin, énbarsaga
gére daha ince olan kutikular kilif altinda normal yapisim korudugu saptanmistir
(Sekil 9). Cooksey (1971), Pietrantonio et al. (1993) ve Escriche et al. (1997,
1998) gibi arastiricilar yaptiklar: calismalarda benzer sonuglar elde etmislerdir.

Elde edilen tiim bulgular gtz éniine alindidinda entomopatojen B. thurin-
giensis var. tenebrionis uygulanan yapraklarla beslenen L. decemlineata
larvalarinin sindirim sistemindeki etki yalnizca ortabarsak béliimiinde gériilmiistiir.
On ve artbarsak hiicrelerini kaplayan kitinsel yapi, bakterinin bu béliimlerde etkili
olmasini tamamen engellerken ortabarsagin hiicreleri ¢ok ince yapili peritrofik zar
tarafindan korunamadidi icin énemli patolojik bozulmalara ugramislardir. Yogun
bir salgilama ve absorpsiyon iglevi icerisinde olan ortabarsak hiicrelerinin dogal
olarak agik olmasi gereken st kisimlarindaki mikrovillar alan, etkiye maruz
kaldiktan sonra normal iglevlerini yapamamakta ve ortabarsak hiicrelerinin énce

Sekil 7. Kontrol 9 giinlik Leptinotarsa decemlineata larvalaninda artbarsagin yapist (boyuna kesit)
(x40) (Hematoksilen- Eozin) (mg ortabarsak; hg: artbarsak).
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Sekil 8. Kontrol 9 giinlik Leptinotarsa decemlineata larvalarinda artbarsak hiicrelerinin yapisi
A) x100, B} x400 (Hematoksilen-Eozin} (ec: Epitel hiicresi, ci: Kitinsel intima).
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Sekil 9. Bacillus thuringiensis var. tenebrionis uygulanms yapraklarla beslenen 8 giinliik
Leptinotarsa decemlineata larvalaninda beslenmeden 36 saat sonra alinan enine
kesitlerde artbarsak hiicrelerinin yapisi (x100) (Hematoksilen-Eozin) (ec: Epitel hiicresi),

toksin tarafindan kaplanan st kisimlan bozulmaya ugrayarak, hiicreler sisip
patlamak suretiyle barsak epitelinin yapisi tamamen bozulmaktadir. Yapisi bozulan
ortabarsak icindeki sindirilemeyen besinler siirekli olarak kalmakta ve larva achk
hissetmemektedir. Bu déngtiniin' dogal bir sonucu olarak larva bir iki giin gibi kisa
bir siire igerisinde dlmektedir. Tiim bu bulgular daha 6nce diger bdcek larvalarinin
sindirim sistemleri ile yapilan ¢alismalarin sonuglar ile paralellik géstermistir,
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ézet

Bacillus thuringiensis var. tenebrionis'in Patates bdcedi, Leptinotarsa
decemlineata (Say) (Coleoptera; Chrysomelidae)' nin larva dénemlerinde uygulanmasiyla
sindirim sisteminde meydana getirdigi histopatolojik etkilerini saptamak-amaciyla bu ¢calisma
vapilmistir. Calismanin ana materyalini patateste zararh olan L. decemlineata’run farkh
donemlerdeki larvalar1 ve B. thuringiensis var. tenebrionis esash Novodor ticari
biopreparat olusturmustur.

CGalisma 25+2°C sicaklik, 16:8 aydinlanma periyodu ve %60-70 orantili nem ortami
sadlanmus iklim odalarnda yiirtitiilmistiir. Kontrol larvalar ile biopreparatia (10 mi/l) muamele
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edilmis yapraklarla beslenen larvalar yumurtadan gilistan itibaren her 6 saatlik periyotta
fikse edilmistir. Fikse edilen 6rneklerden alnan kontrol ve preparat uygulanmis larvalarin
sindirim sistemi kesitleri kiyaslama ve dl¢limlerle degerlendirilmistir. Sonugta bakteri esash
biopreparatin zararli tiiriin larvalaninin ortabarsak epitel hiicrelerde histopatolojik etkilere
neden oldugu, bu etkilerin dzellikle epitel hiicrelerinin apikal kismindaki mikrovillus tabaka-
simin parcalanmast sonucunda hiicrelerin sismeleri ve asii sisme sonucu patlayarak tiim
iceriklerini barsak liimenine bosaltmalan seklinde etki gésterdigi saptanmustir. Bu hiicrelerin
boylan ve nukleuslan normale gére uzamus, hiicreler arasi bogluklar olusmus sindirim islevini
yitiren hiicreler nedeniyle larvalarda beslenme durmustur,
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