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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE’ DE TESPIT EDILEN ENTOMOPATOJEN NEMATOD,
HETERORHABDITIS BACTERIOPHORA 1ZOLATLARININ YUKSEK SICAKLIGA
VE SU KAYBINA OLAN TOLERANSLILIKLARI VE ETKINLIKLERININ
KARSILASTIRILMASI

Tufan Can ULU

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Entomopatojen nematodlar (EPN), 6zellikle Avrupa ve A.B.D’ de tarimsal zararlilara
kars1 biyolojik miicadele kapsaminda on yili askin bir siiredir etkin bigimde
kullanilmaktadir. Etki ettigi zararli araliginin genis olmasi, toprak icerisinde
konukgusunu arama yetenegi ve uygulama sirasindaki avantajlarinin yaninda ¢evreye ve
hedef alinmayan canlilara zararinin olmamasi sebebiyle Avrupa Birligi iilkeleri ve
A.B.D tarafindan kullanim1 tavsiye edilmektedir. EPN’ lerin agik alan
uygulamalarindaki basarisin1 olumsuz etkileyen en dnemli faktorler; yiiksek sicaklik ve
su kaybimna olan hassasiyetleridir. Bu iki stres faktoriine olan hassasiyet, arazideki
etkinligin ve kaliciligin yaninda ambalaj 0mriiniin de kisalmasina neden olmaktadir.
Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ile bu iki faktorii kontrol eden genlerin dollere
yiiksek aktarim oranma sahip oldugu bulunmus ve hibridizasyon yolu ile bu
olumsuzluklarin dniine gegilebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu ¢alisma ile ileride yapilmasi
planlanan hibridizasyon c¢alismalar1 i¢in gereken temel verilerin elde edilmesi
amaglanmis, bu kapsamda Tiirkiye’ nin farkli cografik bolgelerinden izole edilen EPN
tiirii Heterorhabditis bacteriophora’ nin on ki yiiksek sicaklik, su kayb1 ve etkinlik
denemelerine tabi tutulmustur. Denemeler sonucunda yiiksek sicakliga en dayanikli irk
Antalya’dan izole edilen HB6 1rk1 olurken, en hassas irk ise Erzurum’ dan izole edilen
HBI11 rki olmustur. Su kayb1 denemelerinin sonucunda ise su kaybina en dayanikli irk
yine HB6 1rki olurken, su kaybina en hassas irk Samsun’ dan izole edilen H-101 rki
olmustur. Etkinlik denemeleri Tenebrio molitor larvalar tizerinde gergeklestirilmis ve
en etkin 1tk Samsun’ dan izole edilen H-101 1rk1 olmustur. Yapilan tiim denemelere ek
olarak irklarin izole edildigi bolgelerin iklim sartlar ile tolerans seviyeleri arasindaki
iliski incelenmis, ozellikle yiiksek sicakliga dayanim ile izole edilen bolgenin iklim
sartlar1 arasinda iligki oldugu belirlenmistir. Ayrica tiim irklarin etkinlikleri ile tolerans
seviyeleri karsilagtirilmis ve aralarinda bir iligski olup olmadig1 gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Heterorhabditis bacteriophora, entomopatojen nematod, yliksek
sicaklik, su kaybi, tolerans

2012, ix + 68 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

HEAT AND DESSICATION TOLERANCES OF ENTOMOPATHOGENIC
NEMATODE, HETERORHABDITIS BACTERIOPHORA ISOLATES IDENTIFIED
FROM TURKEY AND COMPARISON OF THEIR EFFICACIES

Tufan Can ULU

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Entomopathogenic nematodes (EPN) are being used efficiently against insect pests over
a decade in Europe and United States of America. European Union countries and U.S.A.
recommend the use of EPNs, because of their large host spectrum, host seeking ability,
application advantages and no hazardous to the human health and environment. Heat
and desiccation are two major stress factors in large scale field applications, and the
both stress factors cause short shelf life. Recent researches have revealed that the genes,
controlling these stress factors, have high heritability, which has led to the idea of
preventing these stress factors through hybridization. In the present study, ten strains of
Heterorhabditis bacteriophora, isolated from different geographic regions of Turkey,
exposed to heat and desiccation to obtain basic information for a hybridization study
that will be performed in future. Results of the experiments showed that the most
tolerant strain to the heat was HB6 from Antalya, while the most susceptible strain was
HB11 from Erzurum. For desiccation experiments, the most tolerant strain was HB6,
while the most susceptible strain was H-101 from Samsun. Efficacy experiments were
performed on Tenebrio molitor larvae, and the most efficient strain was H-101. In
addition to the all experiments, relationships between tolerances to both stresses, and
climatic conditions of geographic origin were examined and relationship found between
tolerance to heat and climatic condition of the geographic origin. Furthermore,
relationships between efficacies and tolerances to both stress factors were also
examined in the present study.

Key Words: Heterorhabditis bacteriophora, entomopathogenic nematodes, heat,
desiccation, tolerance

2012, ix + 68 pages.

il



ONSOZ ve TESEKKUR

Bu tez ¢aligmasinin yiiriitiilmesi i¢in gerekli zemini hazirlayan, bilgi ve tecriibeleriyle
beni aydinlatan, yol gosteren ve hicbir zaman emegini esirgemeyen cok degerli
danisman hocam Saym Dog. Dr. ismail Alper SUSURLUK’ a sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Lisans ve Yiiksek Lisans egitimim siiresince egitim hayatima katkida bulunan Uludag
Universitesi Ziraat Fakiiltesi’ nin degerli hocalarina ve tez ¢alismasinda kullanilan baz1
irklarin temin edilmesinde emegi gegen Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii dgretim iiyesi Sayin Dog. Dr. Ugur GOZEL’ e

tesekkiirli bir borg bilirim.
Son olarak egitim hayatimin baslangicindan itibaren yanimda bulunan ve bana maddi
manevi her tiirlii imkan1 saglayarak higbir konuda desteklerini esirgemeyen sevgili

aileme sonsuz siikranlarimi sunarim.

Bu tez ¢alismast TOVAG 1100161 no’ lu projenin bir boliimiinden elde edilmis ve
TUBITAK tarafindan desteklenmistir.

il



ICINDEKILER DiZiNi

Sayfa
OZET ettt i
ABSTRACT ...ttt ettt et s et e e e e s st eaeentessaenseenseeneeseensesneenns il
ONSOZ ve TESEKKUR ........oviiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeteee e evevesesesesese s v s esesesesenenas iii
ICINDEKILER DIZINT ..ot iv
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI......ccoeiniiiiiniiieineiesecneesieeeseeneenene. v
SEKILLER DIZINT ..o vi
CIZELGELER DIZINT ..ottt ix
L GIRIS oottt 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI ..ottt 5
3. MATERYAL ve YONTEM........oouiuiiieiiieeeeeeeccee e 15
3.1. Laboratuvarda Galleria mellonella Larvalarinm Uretimi.............co.oooeveuevevevrnnnns. 15
3.2. Calismada Kullanilan Heterorhabditis bacteriophora Irklari............ccccoeveeenennnee. 18
3.3. Yiiksek Sicakliga Toleransliligin Belirlenmesi...........ccceeeeveeeiieeeciieeiieeeieeeieee 22
3.4. Su Kaybina Toleransliligin Belirlenmesi...........ccccccveeeeiiienciiienciieeciie e 26
3.5. Heterorhabditis bacteriophora Irklariin Etkinliklerinin Belirlenmesi .................. 29
3.6. IstatiStikSel ANALIZIET. ..........cuovieieieieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
4. BULGULAR ..ottt ettt sttt ettt st esessaesseessesnnensaensenneans 33
4.1. Yiiksek Sicakliga Toleranslilik Denemeleri.........ccooveveevierieniineniiiniiicicneeeeee 33
4.2. Su Kaybina Toleranslilik Denemeleri..........cc.cceeriieiieniienieniiiiieeieeeeeee e 40
4.3. Heterorhabditis bacteriophora Irklarinin Etkinlik Denemeleri.............ccccceeveenenn. 50
4 4. Stres faktorlerine toleranslilik ile etkinlik arasindaki iliskiler..............cccoeeevveennee.. 57
5. TARTISMA V€ SONUC ....c.eeiiiiiiieiieitieie ettt ettt sttt et 58
0. KAYNAKLAR ..ottt sttt ettt e e 63

v



Simgeler
g

r

ml

pl

mm

um

°C

cm

2
cm

Kisaltmalar
dk

EPN

1

I3

J4

kpa

LDs
LDy
LCs
LCo
LTso
LTog

PEG
Rh

Spp.

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Aciklamalar

Gram

korelasyon katsayisi
Mililitre (1x107 1)
Mikrolitre (1x107 ml)
Milimetre (1x107 m)
Mikrometre (1x10~ mm)
Santigrat derece
Santimetre (1x107 m)

Santimetrekare (1x10™* m?)

Aciklamalar

Dakika

Entomopatojen nematod
Infektif Jiivenil

Uciincii donem larva
Dordiincii donem larva
Kilopaskal (10~ Mpa)

Linnaeus

Popiilasyonun % 50’ sini 6ldiirmesi beklenen doz
Popiilasyonun % 90’ 11 6ldiirmesi beklenen doz
Popiilasyonun % 50’ sini 6ldiirmesi beklenen konsantrasyon
Popiilasyonun % 90’ 1n1 6ldiirmesi beklenen konsantrasyon
Popiilasyonun % 50’ sini 6ldiirmesi beklenen sicaklik

Popiilasyonun % 90’ 11 6ldiirmesi beklenen sicaklik
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Polyethylene Glycol
Relative humidity (Oransal nem)

Species (¢ogul)



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 3.1. Inkiibatdr icerisindeki farkli Galleria mellonella donemlerinin bulundugu
KAVANOZIAT ...ttt et sttt ettt s 16
Sekil 3.2. Kavanoz i¢erisindeki Galleria mellonella larvalari..................ccocoeeeenineenn. 17
SeKil 3.3. BESIN OFtAIMIL.....ccciiiiiiiiiieiiiie ettt e eete e e e ettt e e e eearee e e eeaaaeeeeenns 17
Sekil 3.4. Besin ortamindan ayiklanmig larvalar ..........ccccoooveviiviniininninicnieeeee, 18
Sekil 3.5. Irklarin izole edildigi iller (*) ....................................................................... 19
Sekil 3.6. +4 °C’ de muhafaza edilen EPN kiltlirleri........cccooceeveieniiniiinieiiieieeeeee, 20
Sekil 3.7. EPN’ lerin stok olarak muhafaza edildigi kiiltiir kaplart............cccoeevveeennnnen. 21
Sekil 3.8. Doz belirleme sonrasi kiiltiir kaplarinin tizerindeki bilgiler........................... 21
Sekil 3.9. Denemelerin yapildig1 24 kuyulu hiicre kiiltiirii kabi.........ccccooevevviiennnnnnn. 22

Sekil 3.10. Yiiksek sicakliga toleranslilik denemesi oncesinde kuyulardaki 1J° ler
tizerine oda sicakligindaki saf suyun eklenisi.........cccoecueenieiiiiiniiniiiiniiiieeeceeeee 23

Sekil 3.11. iki saat 6ncesinden belirlenen sicakliga ayarlanan inkiibatore konan kaplar23

Sekil 3.12. Stereo mikroskop altinda 6lii-canli birey sayimi .........ccccccveeveiienciieenveeennne. 24
Sekil 3.13. Kareli sayim Kaplari.........ccoooueeiiiiiiiiiiieeee e 25
Sekil 3.14. Stereo mikroskop altinda 6lii ve canli bireylerin gériiniimii (Diiz bireyler 6lii,
KIVITK DITEYIET CANIL)....uiiiiiiiiiieiiieiie ettt ettt et e e e e b e e s e seveens 25
Sekil 3.15. Polyethylene GLycol 600 (Merck™)........vuveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeee e 26
Sekil 3.16. Polyethylene Glycol 600 konsantrasyonlarinin hazirlanisi..........ccccceceeeeeee. 27
Sekil 3.17. Hazirlanan PEG 600 konsantrasyonunun kuyulardaki 1J” ler lizerine eklenisi
......................................................................................................................................... 27
Sekil 3.18. Su kaybina toleranslilik denemesi i¢in hazirlanan ve oda sicakligina ayarh
inkiibatore konan Kaplar............cooeiiiiiiiiiiiiee e 28
Sekil 3.19. Su kaybina toleranslilik denemesi sonrasi bireylerin saf su ile yikanist....... 29
Sekil 3.20. Etkinlik denemesi i¢in hazirlanmig 24 kuyulu hiicre kiiltiirii kabi ............... 31
Sekil 3.21. Kuyulardaki larvalarin g@orintiiSii........ceeeeeveeeriieeeiieeiiee e 31
Sekil 3.22. Uygulamadan ii¢ giin sonra agilan kaplardan ¢ikan 6lii larvalarin goriintiisii
......................................................................................................................................... 32
Sekil 4.1. Irklarin 32 °C” deki 6liim oranlar (F = 6.55; df =9, 40; P =<0.0001).......... 33
Sekil 4.2. Irklarin 34 °C’ deki 6liim oranlan (F =7.21; df =9, 40; P =<0.0001).......... 34
Sekil 4.3. Irklarin 36 °C’ deki 6liim oranlar (F =48.30; df =9, 40; P = <0.0001)........ 34

vi



Sekil 4.22. Irklarin 5 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 6.69; df = 9, 40; P = <0.0001)

......................................................................................................................................... 51
Sekil 4.23. Irklarin 10 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 9.34; df =9, 40; P = <0.0001)
......................................................................................................................................... 51
Sekil 4.24. Irklarin 20 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 3.57; df = 9, 40; P = <0.0001)
......................................................................................................................................... 52
Sekil 4.25. Irklarin 50 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 2.83; df =9, 40; P = <0.0001)
......................................................................................................................................... 53
Sekil 4.26. Irklarin 75 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 1.0000; df = 9, 40; P =
S 1 TSSO RPSPRRRRN 53
Sekil 4.27. Irklarin 100 1J/larva dozundaki etkinlikleri .............cccocveeeeiieeiiiencieeeiieeee, 54
Sekil 4.28. Irklarin tiim dozlardaki etkinlikleri (F = 38.85; df = 69, 140; P = <0.0001) 55
Sekil 4.29. Irklarin LDsg ve LDgg degerleri.........ccvevvieniieiiiiiiciieiieeieeeeeie e 56

viil



Sekil 4.4. Irklarin 38 °C’ deki 6liim oranlar (F = 121.38; df =9, 40; P =<0.0001)......35

Sekil 4.5. Irklarin 40 °C’ deki 6liim oranlar (F = 93.06; df =9, 40; P = <0.0001)........ 36
Sekil 4.6. Irklarin 42 °C’ deki 6liim oranlar (F = 30.46; df =9, 40; P = <0.0001)........ 36
Sekil 4.7. Irklarin tiim sicakliklardaki 6liim oranlari (F = 885.80; df = 59, 240; P =
COLO00TY ettt ettt ettt s ettt e e bt e bt e st e she e tesnteeae e beentesheebeeneen 38
Sekil 4.8. Irklarin LTso ve LTqy degerleri ile izole edildikleri illerin yillik ortalama en
yiiksek s1aklik deGErIeri......uiiuiiiiiiiiiii e 39
Sekil 4.9. Irklarin % 10 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F =21.65; df =9,
405 P = <O.000T ).ttt ettt et sttt sttt st et eaeen 40
Sekil 4.10. Irklarin % 20 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 115.81; df =
0, 40; P =<0.0001) .. 0cuieieetieiieiesteesieete et e et ete st e seeete et e seeaeesaenseensessaesseesteennenteensennean 41
Sekil 4.11. Irklarin % 30 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 119.51; df =
9, 40; P =<0.0001) .0ttt ettt ettt st ettt enee e 41
Sekil 4.12. Irklarin % 40 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar (F = 78.42; df =
0, 40; P =<0.0001)...0cuiiieiieieeiesiieste ettt et et esteeae et e seeaeesaenseesessaesaeenteenaenseensennean 42
Sekil 4.13. Irklarin % 45 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 21.72; df =
9, 40; P =<0.0001)...0cuetiiieiieieeiest ettt ettt sttt st ebe e 43
Sekil 4.14. Irklarin % 47.5 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 30.25; df
=0,40; P =<0.0001) ...eeiteieeieieeieeeesie ettt ettt ste et ettt e et st te st e saeebeenaentaensenneans 44
Sekil 4.15. Irklarin % 50 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 28.05; df =
0, 40; P =<0.0001) .0ttt ettt sttt st ebe et 45
Sekil 4.16. Irklarin % 60 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 2.68; df =9,
405 P = <0.0001).c.00cueeeeieieeieetesie ettt et et st este et e st eteesaeeseesesnaeeneenseensenteesenneans 46
Sekil 4.17. Irklarin %70 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlari......................... 46
Sekil 4.18. Irklarin % 80 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlari........................ 47
Sekil 4.19. Irklarin tim PEG 600 konsantrasyonlarindaki 6liim oranlar (F = 440.19; df
=199, 400; P =<0.0001) ...eecteiietieieeierieeieetete e stesie et et ste et steesessaesseeseenaesteeaeeneens 48
Sekil 4.20. Irklarin LCsy ve LCqy degerleri ile izole edildikleri illerin yillik yagis
TNIKEATIATT ...ttt sttt sttt sbe e e 49
Sekil 4.21. Irklarin 2 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 3.85; df =9, 40; P = <0.0001)
......................................................................................................................................... 50

vil



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 3.1. G. mellonella besin ortaminin igerigi

X



1. GIRIS

Tarimsal iiriinlerde ekonomik kayba neden olan zararlilara karsi kullanilan kimyasal
ilaglarin uzun yillar bilingsizce tiiketilmesi ve giiniimiizde de tiiketilmeye devam etmesi
sonucu ¢evre ve insan saglig1 lizerinde ortaya ¢ikan ciddi sorunlar nedeniyle ozellikle
1970’lerin basindan bu yana kimyasal miicadeleye alternatif miicadele yontemleri
aranmis ve bu giline kadar miicadele yontemlerinin arasinda kimyasal miicadele yerine
uygulanabilecek en iyi alternatiflerden biri biyolojik miicadele olmustur. Tarimsal
triinlerdeki  zararli popiilasyonlarinin, zararlilarin dogal diismanlar1 (predator,
parazitoid, patojen) kullanilarak baski altina alinmasi seklinde tanimlanan biyolojik
miicadele, ¢evre dostu olusu ve insan sagligina olumsuz etkisinin olmamasi nedeniyle
her gecen giin 6nemini arttirmaktadir. Biyolojik miicadelede kullanilan organizmalara
ajan ad1 verilirken, bu ajanlar arasinda su anda aktif ve etkili bigimde kullanilan ve

gelecek vaadeden gruplardan biri entomopatojen nematodlar’ dir (Gaugler 2002).

Entomopatojen nematodlar (EPN), Nemata subesi, Secernentea simnifi, Rhabditida
takiminin Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarina bagli, yasam dongiisiinii
tamamlamak i¢in konukgu bir bocege ihtiyag duyan, bu dongii sirasinda konukcu
bdcegin Oliimiine neden olan ve biyolojisinin % 90’ indan fazlasii toprak iginde
geciren obligat endoparazit canlilardir (Klein 1990, Ehlers 1996). Bocek paraziti
nematodlar 17. yiizyildan beri bilinmelerine ragmen (Nickle 1984),  biyolojik
miicadelede kullanilabilme potansiyelleri ilk olarak 1920’li yillarin sonunda Popillia
Jjaponica (Coleoptera: Scarabaeidae) larvasi iginde tespit edilmeleri ile ortaya ¢ikmigtir
(Glaser ve Fox 1930). Gaugler ve Kaya’ nin (1990) yaymladigr “Entomopathogenic
Nematodes in Biological Control” isimli kitap ise EPN’ lerin giiniimiizdeki 6nemini
kazanmasinda bir kilometre tas1 olmus ve EPN’ ler iizerinde yapilan arastirmalar bu

tarihten sonra artis gostermistir.

Glniimiizde Antarktika hari¢ diger tiim kita ve iklim sartlarinda yasayabildikleri
saptanan EPN’ lerin (Griffin ve ark. 1990, Poinar 1990, Hominick ve ark. 1996,
Hominick 2002), tarimsal iiriinlerde zarar yapan 250’ den fazla bdcege karsi etkili

olmasi (Peters 1996), hedef dis1 organizmalara zararinin olmamasi (Ehlers 2001),



konukc¢usunu arama yetenegi (Lewis ve ark. 1992, Grewal ve ark. 1994), klasik
piilverizatorler ile rahatlikla uygulanabilirligi (Georgis 1990, Koppenhofer 2000,
Wright ve ark. 2005), bir¢ok pestisit ile uyumlulugu (Rovesti ve Dese 1990; Georgis ve
Kaya 1998) ve acik alanlarda uygulama i¢in in vitro sivi kiiltiirde biiyiik miktarlarda
tiretilebilmeleri (Lunau ve ark. 1993, Ehlers ve ark. 1998, Ehlers ve ark. 2000, Ehlers
2003), EPN’ lerin pestisitlerin yaninda iyi bir alternatif oldugunu géstermis ve bu canli

grubunu cazip hale getirmistir.

Entomopatojen nematodlarin, infektif jiivenil (IJ) olarak da bilinen iiclincii donem
larvalar1 (J3) toprakta beslenmeksizin aylarca konukcularini arayabilme 06zelligine
sahiptirler (Glazer 2002). infektif jiiveniller, EPN’ lerin konukgu bocek disinda gegen
tek donemleri olup, diger evrelere gore ince ve hizli yapidadir. Susurluk ve Ehlers
(2008), Heterorhabditis bacteriophora tiiriniin 1J° lerinin uygun sartlarda toprakta 22

ay kalic1 olabilecegini gostermistir.

Infektif jiiveniller sindirim sistemlerindeki 6zel bir kesede bulundurduklar: bakteriler ile
simbiyotik iliski i¢erisindedirler. Enterobacteriaceae familyasina ait ve Gram (-) olan bu
bakteriler, konuk¢u bdcegin 6liimiinde ve EPN’ lerin liremesinde énemli rol oynar. Bu
simbiyont bakteriler dogada kendi baslarina hayatta kalamazken, Heterorhabditis tiirleri
konukgu bocegi bakteri olmaksizin 6ldiiremez, Steinernema tiirleri ise bakteri olmadan
konukgu bocegi 6ldiirmesine ragmen bu bocek igerisinde iireyemezler. Ayrica EPN tiirii
ile bakterisi arasinda bir 6zellesme bulunmaktadir. Heterorhabditis tiri Photorhabdus
spp., Steinernema tirleri ise Xenorhabdus spp. bakterisi ile simbiyont iligki

icerisindedirler (Boemare ve ark. 1996).

Toprakta yasayan 1J° ler konukgularim1 bulduktan sonra, konukg¢u larvasina dogal
acikliklardan (agiz, aniis, stigma vb.) veya yaralardan girer (Poinar 1979).
Heterorhabditis spp. agiz kisminda bulunan dis benzeri ¢ikintilar sayesinde segmentler
arasi zarlar1 parcalayarak da giris yapabilir fakat bu olay nadir goriiliir. 1J° ler larvaya
girdikten sonra larvanin hemosdliine (viicut boslugu) ulasirlar ve simbiyont bakterisini
agiz ve aniislerinden birakirlar. Simbiyont bakteri larva hemolimfinde (viicut sivisi)

tiremeye bagladiktan 36-48 saat sonra larva septisemi (kan zehirlenmesi) nedeniyle 6liir



ve bakteri, larvanin i¢ini EPN’ lerin iiremesi i¢in uygun bir ortam haline doniistiirtir
(Poinar 1975, Brown ve Gaugler 1997, Susurluk ve ark. 2001, Adams ve Nguyen 2002).
Bakterinin tiremesi ve ¢esitli bilesikler yardimiyla larvanin igini parcalayarak yigin
haline getirmesi ile besin sinyalini alan 1J° ler (Strauch ve Ehlers 1998), bulunduklari
dinlenme doneminden ¢ikarak dordiincii donem larva (J4) donemine ve daha sonra da
ergin doneme gecerler. Heterorhabditis tiirlerinin biyolojileri geregi konukcu
icerisindeki birinci doliin erginleri hermafrodit olup ve eseysiz (automictic) iirerlerken,
ikinci ve sonraki dollerin erginlerinde disi ve erkek bireyler olusur ve eseyli
(amphimictic) tireme gerceklesir. Steinernema tiirlerinde ise bu durum goriilmez ve
birinci dolden itibaren eseyli lireme gergeklesir. Konukgu larvasi igerisindeki besin
miktarna gore genellikle iki, bazen de ii¢ dol veren EPN’ ler, larvada besin azalmaya
basladiktan sonra ergin olmazlar ve 1J doneminde kalirlar. Larva igerisindeki besin
tamamen bittiginde ise larvayr patlatirlar ve topraga gegerek yeni konukcularini

aramaya baglarlar (Poinar 1979, Akhurst ve Boemare 1990).

Ozellikle Avrupa’ da ortii alti iireticiliginde kullanilan EPN’ lerin acik alan
uygulamalarindaki en biiyiik sorunlarindan ikisi yiiksek sicakliga ve su kaybina olan
hassasiyetleridir. Bu iki stres faktorii, EPN etkinligini olumsuz etkilemesinin yaninda
ambalaj Omiirlerini de kisaltmaktadir (Grewal ve ark. 1994, Strauch ve ark. 2000). Tiire
ve izole edildigi cografik kosula bagli olmakla birlikte, ortalama 35-40 °C ve iistii
sicakliklar EPN’ lerin gelisimleri, tiremeleri ve canliliklar {izerine olumsuz etki yapar
(Grewal ve ark. 1994). Akdeniz bolgesinin iklim sartlarinda yaz aylarinda sicakliklar
45-50 °C’ yi bulabilmekte, bolgede yogun sekilde Ortii alt1 yetistiriciliginin yapildigi
seralarda ise sicakliklar 50-55 °C’ yi ge¢mektedir. Yiiksek sicakliklarin yasandigi bu
bolgelerde toprak sicakligi da artmakta, EPN uygulamalarinda basar1 diismekte ve
beklenen etkinlik alinamamaktadir. Ayrica EPN’ ler toprak igerisinde rahat hareket
etmeleri icin ince bir film tabakasi seklinde suya ihtiya¢ duyarlar. Yaz aylarinda
yagissiz gegen uzun siireli donemler ve sulama sikintilar1 nedeniyle toprak kurumakta
ve EPN etkinligini diistirmektedir. Bunun yaninda EPN’ ler ticari preparat olarak
formiile edilirken toz halinde kuru bir ortam yaratilarak dinlenme (kuyessens) durumuna
girmeleri saglanir. Su kaybina hassas olan tiirler kuraklia daha az dayanacagindan,

EPN’ lerin ambalaj 6mrii de azalmis olur.



Entomopatojen nematodlarin yiiksek sicaklik ve su kaybina olan hassasiyetlerini kontrol
eden genlerinin doéllerine yiiksek genetik aktarim oranina sahip olmasi sayesinde
(Glazer ve ark. 1991, Somasekhar ve ark. 2002) bu iki sorunun yapay seleksiyon ile
coziilebilecegi diistiniilmiis ve bu konu ile ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Shapiro
ve ark. (1996), yiiksek sicakliga dayanikli oldugu bilinen bir H. bacteriophora 1rk ile
ticari olarak kullanilan bir H. bacteriophora kini birbirleriyle hibritleyerek yiiksek
sicaklikla etkinlik, iireme ve hayatta kalma oranlarmi karsilagtirmistir. Hibrit irklarin
ticari irka gore ii¢ faktdorde de daha basarili oldugunu belirlemistir. Strauch ve ark.
(2004), H. bacteriophora’ nin su kaybina olan toleransliligini belirlemek ve seleksiyon
yoluyla su kaybina olan dayaniklilig1 artirmak amaciyla sekiz farkli H. bacteriophora
k1 iizerinde denemeler yapmistir. Yapilan denemeler sonunda deneme Oncesi su
kaybina adapte edilen irklarin, adapte edilmeyen irklara gore su kaybina daha dayanikli

olduklarini bulmustur.

Bu tez caligmasinda, Tiirkiye’ nin farkli cografik bolgesinden izole edilen on adet H.
bacteriophora 1rki, tolerans seviyelerinin belirlenmesi amaciyla yiiksek sicaklik ve su
kaybina maruz birakilmis, elde edilen sonuglar yiiksek sicaklik i¢in LTs.99 (Lethal
Temperature), su kaybi icin LCsgpg9 (Lethal Concentration) olarak ifade edilmistir.
Ayrica, EPN’ lere hassas oldugu bilinen Tenebrio molitor L. (Coleoptera:
Tenebrionidae) larvalar1 iizerinde 1rklarin etkinlikleri ve {ireme potansiyelleri

belirlenmis ve sonuglar LDs. g9 olarak ifade edilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Salame ve ark. (2010), tarimsal iirlinlerde zarar yapan toprak kokenli boceklere karsi
etkin bir miicadele olanag: sagladig i¢in Israil’in gesitli bolgelerinden EPN 1irklar izole
etmigler ve bu irklarin ¢evresel stres faktorlerine dayanikliliklarina, enfeksiyon
kapasitelerine ve toprak i¢indeki hareket kabiliyetlerine bakmislardir. Buradaki amaglari
tiim kriterler bakimindan en iyi irki bularak bunu biyolojik miicadeleye adapte etmek
olmustur. Bu nedenle, izole edilen ve denemeye alinan irklara bir puanlama sistemi
yapilmistir. Bu sisteme gore eger bir irk bir denemede en yiiksek deger ile istatistiksel
olarak ayni olan degere sahipse 1 puan, istatistiksel olarak en diisiik deger ile ayni ise -1
puan, arada bir deger ise 0 puan almistir. Puanlama sonucunda en yiiksek iki puan (+4
ve +3) Steinernema feltiae izolatlar1 tarafindan alinirken, Heterorhabditis spp.
izolatlarindaki en yliksek puan 2 olmustur. Fakat denemeye alinan 1rklar, su anda ticari

olarak kullanilan irklardan bir¢ok kriterde daha iyi bir performans ortaya koymustur.

Morton ve Garcia-del-Pino (2009), Capnodis tenebrionis’ e karsi iistiin 6zellikle bir
EPN 1rki elde etmek amaciyla Ispanya’nin sert cekirdekli meyve iiretimi yapilan iki
bolgesi Katalunya ve Murcia’ daki meyve bahgelerinden sirastyla 610 ve 90 adet toprak
ornegi almig ve bu oOrneklerdeki pozitif EPN orani yine sirasiyla % 5.2 ve % 20
olmustur. Tim pozitif orneklerden elde edilen EPN’lerin teshis sonucu 10 adeti
Steirnernematid, 3 adeti ise Heterorhabditid olmus ve bu izolatlar Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) larvasi iizerinde laboratuvarda g¢ogaltilmistir. Morfometrik
analiz ile de elde edilen veriler ile tiirlerin S. feltiae ve H. bacteriophora oldugu tespit
edilmistir. Denemede, elde edilen irklarin yiiksek sicaklik, su kaybi ve oksijensizlige
kars1 direngleri belirlenmistir. Deneme sonuglarina gore, 2 saat boyunca S. feltiae 1irklar
ve S. carpocapsae 25-35 °C arasinda hayatta kalirken, H. bacteriophora irklar1 37 °C’
ye kadar dayanabilmis, 40 °C’ de ise tiim nematodlar 6lmiistiir. Ayn1 zamanda ytiksek
sicakligin etkinlik tizerine etkisi de incelenmis; 5 ve 37 °C’ lerde G. mellonella iizerinde
hi¢ enfeksiyon olmamistir. Genel olarak 8-30 °C arasinda enfeksiyonlar olurken,
enfeksiyon sonrasi en iyi lireme kapasitesi 15-25 °C arasinda olmustur. Bunun yaninda
32 ve 35 °C’ lerde konukgu oOliimleri yasanirken olii larva icerisinden herhangi bir
nematod ¢ikist olmamistir. Su kaybina ise bagil nem iizerinden gidilmis ve %97 bagil

nem kosullarinda H. bacteriophora iklarmin hayatta kalma orant % 44 ile % 70



arasinda deg8ismistir. Steinernema tiirlerinde ise bu oran % 80’ lerin {izerinde olmustur.
Bagil nem oran1 % 93 ve % 88’ e diisliriildiigiinde 6liim oranlar1 artmis ve nem %85’ e

diistiigiinde tiim 1rklarda % 100 6liimler gézlemlenmistir.

Radova ve Trnkova (2010), toprak sicakligi ve nemliliginin S. carpocapsae ve S. feltiae
tiirlerinin virtilenslikleri {izerine etkilerini arastirmislardir. Viriilenslik testleri 7. molitor
larvalari tizerinde 10, 15, 25 °C’ lerde ve % 6 ve 12.5° luk nem oranlarinda denenmistir.
S. carpocapsae 25 °C’ de yapilan denemede S. feltiae’ ye gore daha etkili olurken, 10
ve 15 °C’ lerde S. feltiae daha etkili olmugtur. Genel olarak baktigimizda ise 10 °C’ de
yapilan viriilenslik denemesinde iki tiir de % 0 ile % 26 arasinda degisen diisiik
oranlarda etkinlik gostermistir. Bunun yaninda % 6 nemli toprakta 15 °C’ de yapilan
etkinlik denemesinde iki tiir i¢in de etkinlik % 4’ lerde olurken, % 12.5 nemli toprak
etkinlik oranlar S. carpocapsae igin % 54, S. feltiae icin ise % 70 olmustur. Toprak

nemi arttik¢a etkinlik oranlar1 da artmistir.

Serwe-Rodriguez ve ark. (2004), konukcu su miktarindaki azalisin EPN gelisimine,
cikisina, etkinligine ve ikincil cevre stres faktdrlerine etkisini incelemiglerdir. Bu
amagla, S. carpocapsae A10 ile enfekte edilmis G. mellonella larvalar1 56 giin boyunca
23 °C’ lik kabinde dehidrasyona birakilmis ve enfeksiyondan 44 giin sonra larvalarin
agirhginin % 86’ sin1 kaybetmeleri saglamistir. Daha sonra EPN tarafindan enfekte
edilmis kadavralar 1slak kurutma kagidi iizerine konarak tekrar su kazanmalar
saglanmig ve ¢ikis yapan 1J’ ler belirli zamanlarda toplanarak enfeksiyon, ¢ikis ve diger
stres faktorlerine toleransliliklart denenmistir. Deneme sonucunda, kurak ortama maruz
birakilan 1J° ler kontrole gére hem etkinlikte hem de diger ¢evre faktorlerine (Ph ve
yiiksek sicaklik) daha dayanikli oldugu ortaya ¢ikmustir. Ornegin, enfeksiyondan 17 giin
sonra kurak larvalardan ¢ikan IJ* lerin etkinligi % 87 olurken kontrol larvalarindan
cikan 1J” lerin etkinligi % 72 seviyesinde kalmistir. 24 giin ve sonrasinda ise 1J etkinlik
oranlar1 % 100’ i bulmustur. Ayni zamanda kontrol ve kurutulmus larvalardan c¢ikis
yapan 1J’lerin protein profilleri incelenmis ve kurakliga maruz birakilan 1J° lerde stres

faktorlerine dayaniklilik saglayan bazi proteinlerin ortaya ¢iktigi belirlenmistir.

Liu ve Glazer (2000), Israil’den izole edilen ve Heterorhabditis cinsine ait EPN’ lerin
su kaybina olan toleranslarin1 belirlemek amaciyla bir ¢alisma yapmistir. Bu kapsamda

ilk olarak H. bacteriophora HP88 1irkinin anhidrobiyosise girmesi i¢in en uygun



kosullar belirlenmistir. ilk olarak 96 saat boyunca % 97 ve % 93 bagil neme maruz
birakilan 1J° lerde hayatta kalma oranlar1 % 70’ lerin iizerindeyken, % 88 ve % 85 bagil
neme maruz birakilan 1J° lerde hayatta kalma oranlar1 % 10’ larin altina diismiis hatta
6liim oranlar1 % 100’ i bulmustur. Bunun yaninda % 97 ve % 93 bagil neme sirayla 24,
48, 72 ve 96 saat maruz birakilan 1J’ lerdeki hayatta kalma oranlart % 68-79 arasinda
degisiklik gostermis fakat istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir. Bagil nem
kademeli olarak diistiriildiigtinde (% 97 > 93 > 88 > 85) 24-72 saatlik periyodlarda 1J°
lerin hayatta kalma oranlar1 (% 30), dogrudan diisiik bagil neme maruz birakilanlardan
(% 0) ve once yiiksek bagil neme adapte edilip sonra dogrudan diisiik bagil neme maruz
birakilanlara gore (% 15) daha fazla olmustur. % 97 bagil nemde 1J’ lerin hayatta kalma
oranlart1 % 70-85 arasinda sabitlenirken % 93 bagil nemde % 37-60 arasinda
sabitlenmistir. Bu sonuclar, kurak ortam ve sonucunda 1J° den kaybolan suyun, hayatta
kalma oranin1 olumsuz yonde etkiledigi bulunmustur. Bunun yaninda farkli klimatik
bolgelerden izole edilen 12 adet H. bacteriophora izolatinin aynm1 bagil nemde (% 97)

farkli hayatta kalma oranlar1 gésterdigi de saptanmustir.

Finnegan ve ark. (1999), Heterorhabditis cinsine ait EPN’lerin genellikle kiy1
bolgelerdeki tuzlu ve yiiksek sicakliga sahip olan kumlu topraklarda yasamalari
nedeniyle bu cinse ait bireylerin tuzlu topraklardaki enfeksiyon kabiliyetini
incelemislerdir. Tiim 1J° ler G. mellonella larvalar {izerine uygulanmis ve tuzlu-kumlu
toprakta % 25.6 Olim, tuzlu olmayan kumlu toprakta ise % 95 6lim meydana
getirmislerdir. Yiksek sicakliklardaki uygulamalarda ise etkinlik diismiis ve tuzsuz
toprakta etkinlik 20 °C’ de % 96.5, 39 °C’ de % 17.5 iken, tuzlu topraklarda 20 °C’de %
25.6, 39 °C’ de ise % 18.3 olmustur. Sulu siispansiyonlarda hayatta kalma oranlari
Kuzey Bat1 Avrupa’dan izole edilen irklarda deniz suyunda 39 °C’ de 1 saat boyunca %
95 lizerinde olurken, distile suda ayni siire ve sicaklikta bu oran % 0 olmustur. Sonug

olarak tuzluluk, 1J enfeksiyon kabiliyetini azaltirken sicaga dayanimi artirmigtir.

Steinernema carpocapsae ve S. feltiae, tarimsal {liriinlerde zararli boceklere karsi
biyolojik kontrol amaciyla ticari olarak yapay sivi ortamda kitle halinde tiretilmektedir.
Hirao ve Ehlers (2009), sivi kiiltiirde tlretimde en uygun sicakliklari belirlemek
amaciyla yaptiklar calismada S. carpocapsae igin 23, 25, 27 ve 29 °C’ lerde, S. feltiae
icin 20, 23, 25, 27 °C’ lerde iiretim yapmislar ve sicaklik farkinin sadece S.



carpocapsae’ de 29 °C’ de ¢ok az olumsuz etki yaptigini saptamiglardir. Uterustaki
yumurta sayisi S. carpocapsae’ de en fazla 27 °C’ de bulunurken, en iyi tireme 25 °C’
de saptanmustir. Her iki tiir i¢in de en iyi iireme oranlar1 15 giin sonunda 25 °C’ de
bulunmustur. S. carpocapsae, optimal olmayan sicakliklardan daha ¢ok etkilenirken,

farkl sicakliklar her 1rk i¢in de lireme tizerine olumsuz etki yapmustir.

Chen ve ark. (2003), laboratuvar kosullarinda 10, 15 ve 20 °C’ lerde Delia radicum
larvast lzerinde S. feltiae, S. carpocapsae, S. arenarium, H. megidis ve H.
bacteriophora tiirlerinin etkinliklerini denemislerdir. 10 °C’ de sadece S. feltiae etkili
olurken, H. bacteriophora sadece 20 °C’ de etkili olmus, diger {i¢ tiir ise 15 ve 20 °C’
lerde etkili olmustur. Sicaklik tiim tiirlerde konuk¢u arama yetenegini olumsuz yonde
etkilemistir. Ayrica hareket kabiliyeti de diisiik sicakliklar ile birlikte azalmistir. S.
feltiae, S. arenarium ve H. megidis tiirlerinin hareketlilikleri, ortamda konukgu
varliginda etkilenirken S. carpocapsae ve H. bacteriophora etkilenmemistir. Yapilan
calismalara ek olarak ayni sicakliklarda S. feltiae ve S. carpocapsae igin penetrasyon
kabiliyeti de gozlenmistir. Inokulasyonu izleyen 6-30 saatlik aralikta S. carpocapsae
tiim sicakliklarda konukgusuna S. feltiae’den daha fazla yapisirken, 20 °C’ de en yiiksek
miktara ulagsmis fakat penetrasyonu 30 saat sonunda yapabilmistir. S. feltiae ise tim

sicakliklarda diger tiirlere gore daha erken saatlerde penetrasyon gergeklestirmistir.

Salem ve ark. (2008), sicakligin 1J° lerin etkinligi ve liremesi izerine yaptiklar
calismada Heterorhabditis tiirlerinin hayatta kalma oranlarinin 15-30 °C arasinda en
ylksek oldugunu fakat en optimal sicakligin 25 °C oldugunu tespit etmislerdir.
Steinernema tiirleri daha diisiik sicakliklarda daha iyi sonuclar verirken her iki tiir i¢in
de 30 °C ve istii sicaklik olumsuz etkiler ortaya c¢ikarmistir. Genel olarak
Heterorhabditis cinsindeki tlirler 20-30 °C arasinda daha iyi etkinlik oranlar verirken
15 ve 35 °C’ lerde disiik etkinlik oranlar1 ortaya koymustur. Bu sonuglarin yaninda H.
indicus SAA2 ki 15 °C’ de higbir larvay1 dldiirememistir. Genel olarak veriler ele

alindiginda tiim 1rklarin i¢in en ideal iireme sicakligi 30 °C bulunmustur.

Grewal ve ark (2002), ¢esitli hayvanlar iizerinde yapilan genetik analizler sonucunda,
yasam stireleri ile gevresel stres faktorlerinin giiclii iliski i¢inde oldugunun bulunmasi
nedeniyle farkl stres faktorlerinin (sicaklik, su kaybi, ultraviyole, oksijen yetersizligi)

cesitli bolgelerden izole edilmis EPN izolatlarinin yasam siireleri {izerine etkisini



aragtirmiglardir. Bu kapsamda, sicaklik denemesinde 40 °C’ de 2 saat, su kaybi
denemesinde ise 25 °C ve % 25 gliserolde 72 saat boyunca EPN izolatlarin1 denemeye
almiglardir. Deneme sonucunda tiim izolatlar farkli tepkiler gosterse de ozellikle
sicakligin yagsam stiresi ile iligkili oldugu fakat su kayb1 ile yasam stiresinin herhangi bir

iligki gdstermedigi bulunmustur.

Koppenhofer ve ark. (1997), EPN’ lerin 6lii kadavradan ¢ikislarinin ve hayatta kalma
oranlarinin toprak nemi ile bir ilgisi olup olmadigini anlamak i¢in bir arastirma
yapmuslardir. Bu amagla G. mellonella larvalar S. carpocapsae, S. riobravis, S. glaseri
ve H. bacteriophora ile inokule edilmis ve 6len larvalar ¢cok kuru (-500 MPa) ile nemli
(-0.006 MPa) degerleri arasinda farkli 1slakliktaki topraklar igerisine konmustur. Cok
kuru toprakta hicbir larvadan nematod c¢ikist olmazken -40 MPa’da S. carpocapsae ve
S. glaseri’ den ¢ok az bir miktar ¢ikis olmustur. Bunun yani sira -5 MPa ve daha biiyiik
degerdeki ortamda fazla miktarlarda ¢ikislar gozlemlenmis fakat S. riobravis sadece -
0.3 MPa ve sonrasindaki degerlerde ¢ikis yapmistir. Ayrica topraktaki nem miktar ile
0lii larvadan ¢ikis yapan 1J° lerin enfeksiyon kapasiteleri arasindaki baglant1 arastirilmis
ve kurak topraklarda bekletilen 6lii larvalardan ¢ikis yapan 1J’ lerin daha az enfeksiyon

yetenegine sahip oldugu ortaya ¢ikmistir.

Koppenhofer ve Fuzy (2007), toprak nemliliginin dort farkli entomopatojen nematod
tiri H. bacteriophora, H. zealandica, S. scarabaei ve S. glaseri performansi {izerine
etkisini arastirmiglardir. Enfeksiyon ve larvaya yerlesme kabiliyeti icin P. japonica
larvast kullanilmistir. Nematod enfeksiyon kapasitesi ortalama nemli topraklarda (-10
ile -100 kPa aras1) en yiiksek seviyelere ulasirken, 1slak (-1 kPa) ve hafif kuru (-1000
kPa) topraklarda daha diisiik seviyelerde olmustur. Kuru toprakta (-3000 kPa) sadece S.
scarabaei aktivite gostermistir. Kalicilik testlerinde petek giivesi larvasi kullanilmis ve
Heterorhabditis tiirleri i¢in kalicilik -10 kPa’ da kisa, -100 kPa’ da ortalama, -1000 kPa’
da iyi ve -3000 kPa’ da en yliksek seviyesine ulagsmistir. Bununla birlikte S. scarebaei
kaliciligt nem ile bir iligki kurmamistir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde toprak
neminin tiirlerin kaliciligi ve etkinligi tizerinde farkli farkli etkiler gosterdigi

saptanmustir.

Shapiro-Ilan ve ark (2009), yeni tespit edilen entomopatojen nematod H. georgiana

(Kesha 1rk1)’ nin biyolojik miicadeledeki potansiyelini aragtirmak amaciyla ¢esitli EPN



tiirleri lizerinde virtlenslik, ¢evre sartlarina dayaniklilik ve konuk¢u arama yetenegi
tizerine denemeler yapmuslardir. Cesitli sicakliklarda petek giivesi iizerinde yapilan
viriilenslik denemelerinde en etkin olunan sicakliklar 17, 25 ve 30 °C’ ler olurken en
diisiik etkinlikler 10 ve 13 °C’ lerde gergeklesmistir. H. georgiana i¢in konusuldugunda
beyaz tuzakta sadece 17, 25 ve 30 °C’ lerde ¢ikis olmustur. Bunun yaninda en fazla
cikis ise 25 °C’ de olmustur. Su kayb1 ve yliksek sicakliga toleranslilia genel olarak
bakildiginda Steinernemas tiirleri, Heterorhabdlitis tiirlerine gore daha iyi sonuglar ortaya
koymustur. Bir giinliik su kaybina maruz birakilmadan sonra en iyi toleransliligi (EPN
Olim oranina gore) sirastyla S. carpocapsae, S. feltiae, S. riobrave ve geri kalan ii¢
Heterorhabditis tiirii takip etmistir. Iki giinliik su kaybina maruz birakildiktan sonra da
sonu¢ Onceki deneme gibi olmus sadece S. riobrave’deki Olim oram
Heterorhabditidlerden istatistiksel olarak ayni olmustur. Yiiksek sicaklia toleranslilik
ise 37 °C’ deki 3 saatlik denemeden sonra EPN 0liim oranma gore belirlenmis ve
toleranslilik sirasiyla H. bacteriophora ve H. indica’ da en ylksek, H. georgiana ve S.
feltiae’ de en diisiik olmustur. Tiim bu denemelerin yaninda 10 °C’ de bazi tiirlerin
petek giivesini enfekte edip edemeyecegi de arastirilmis ve sadece S. feltiae ve H. indica

hatirt sayilir miktarda 6liime neden olmustur.

Shapiro-Ilan ve ark. (2005), yeni bulunan entomopatojen nematod irki H. mexicana
(MX4)’ nin biyolojik miicadeledeki potansiyelini arastirmak amaciyla farkli EPN tiirleri
tizerinde etkinlik, ¢evre sartlarina toleranslilik ve konukgu arama yetenekleri {izerine
karsilagtirmali denemeler yapmiglardir. Su kaybi denemeleri % 85 bagil neme sahip
toprakta 48 saatlik denemelerde yapilirken, yiiksek sicaklik denemeleri 40 °C’ de 2 saat
olarak planlanmistir. Yiiksek sicakliga toleranslilik denemesinde 1J° lerin hayatta kalma
oranlaria gore yapilan degerlendirmede S. riobrave diger tim 1rklara gore en az 5 kat
daha iyi toleranshilik gdsterirken geri kalan tiim tiirler istatistiksel olarak ayni sonuglar
ortaya koymuslardir. Su kaybina toleranshilikta ise en iyi tiirler sirasiyla H.

bacteriophora, S. carpocapsae ve S. feltiae olmustur.

Patel ve ark. (1997), entomopatojen nematod tiirleri S. glaseri, S. feltiae, S. carpocapsae
ve S. riobravis’ in lam iizerinde hizli, % 1’ lik agaroz igerisinde ise yavas su kaybina
kars1 hayatta kalma oranlarin1 incelemislerdir. Denemede kullanilan 75 giinliik 1J° ler

lam iizerindeki ylizeysel suyun uzaklastirilmasiyla saglanan % 0, 20, 40, 60 ve 80 bagil
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neme maruz birakilmis ve hayatta kalma oranlar1 rehidrasyon sonucu hareket kabiliyeti
ile 6l¢iilmiistiir. Deneme sonucunda en az su kaybi yasayan ve dogal olarak su kaybina
en toleransh tiir S. carpocapsae olmustur. Yasl popiilasyonlarda toleranslilik genglere
gore daha diisiik olurken, gen¢ popiilasyonlarda bulunan kilifin bunda bir etkisi
olmadig1 belirlenmistir. Agaroz iizerindeki yavas su kaybi denemesinde ise hayatta

kalma oranlar1 hizli su kayb1 yasanan denemeye oranla daha yiiksek ¢ikmustir.

Solomon ve ark. (1999), ii¢ farkl S. feltiae irkinin (IS-6, IS-15 ve N8) su kaybina olan
toleransliligini belirlemek amaciyla bir ¢aligma yapmislardir. Yavas dehidrasyon (%97
bagil nemde {i¢ giin boyunca 23 °C’ de 6n bekletme) ile tiim irklarin uyusuk doneme
(kuyessens) gecmesi saglamis ve bu durum daha kurak sartlara (% 75 ve % 85 bagil
nem) daha i1yi dayanmalarin1 saglamistir. Negev ¢oliinden izole edilen IS-6 1rki su
kaybina en iyi dayanimi gosterirken kuzey Israil’den izole edilen IS-15 1rki ikinci en iyi
toleranslilig1 gostermistir. En kotii toleranslhiligi gosteren 1tk ise Almanya’dan izole

edilen N8 1rk1 olmustur.

Raja ve ark. (2011), Hindistan’dan izole edilmis olan S. siamkayai irkinin temel
ekolojik karakterlerini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢aligmada sicakligin nematod
etkinligine, gelismesine, arama davranisina ve konuk¢u aralifina olan etkisini
belirlemiglerdir. Elde edilen veriler gostermistir ki 15-37.5 °C arasinda larval 6liime
neden olan ve 20-35 °C arasinda iireyebilen bu EPN 1rkinin sicaga adapte olmus bir irk
oldugu belirlenmistir. Etkinlik denemelerinde, her biri EPN tiirlerine hassas oldugu
bilinen larvalar kullanilmis ve larva basina 60 1J gelecek sekilde uygulama yapilmistir.
Bu larvalardaki 6lim oranlan sirasiyla G. mellonella (% 100), Spodoptera exigua (%
85), Ceratitis capitata (% 60), Cydia splendana (% 55), Tenebrio molitor (% 45),
Curculio elephas (25%) olmustur. Galleria mellonella 6lim orani farkli ortamlarda
denenmis (kum, filtre kagidi, kumlu filtre kagidi) ve her ortamda 6liim oran1 %100
olmustur. Bunun yaninda 1J” lerin larva igerisine giris yapma kapasiteleri de incelenmis
ve 100 1J iizerinden yapilan degerlendirmede en fazla giris (44 1J/larva) ylizeyde
olurken en az giris (13 1J/larva) bes cm derinde olmustur. Denemede on cm ve altina ise
larva oliimleri % 0’ a inmistir. Tiim ¢alismalara ek olarak yapilan bakteri incelemesinde

ise bakteri gelisimi 15-41 °C’ ler arasinda gortilmiistiir.
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Koppenhofer ve Fuzy (2003), New Jersey (A.B.D.) Scarabaeidae familyasina ait tiirlerin
cogunlukta yasadig1 ¢cim alanlarindan izole edilen EPN tiirii S. scarabaei’ nin ekolojik
karakterlerini tanimlamak amaciyla bir ¢alisma yapmiglardir. Laboratuvar kosullarinda
S. scarabaei c¢esitli bocek tiirlerinin oldugu alanlara uygulanmig ve en iyi kontrolii
Scarabaeidae larvalarinda sagladig1 goriilmiistiir. En iyi enfeksiyonu iki cm derinlikte
bulunan larvalarda yapan bu tiir, 17.5-25 °C arasinda da enfeksiyonlar yapabilmistir.
Konuk¢usunu arama yetenegi ve Scarabaeidae larvalarina olan adaptasyonu nedeniyle,

S. scarabaei iyi bir biyolojik miicadele potansiyeli sunmaktadir.

Spence ve ark. (2011), biyolojik miicadele ajani olan entomopatojen nematodlarin su
kaybina ugratilmig bdcek kadavrasi iginde topraga uygulanabilirliini arastirmak
amaciyla bocek kadavrasindaki su kaybinin EPN’ lerin iiremesi ve etkinligi {lizerine
etkisini arastirmiglardir. Bu kapsamda yapilan calismalarda G. mellonella larvasi
kullanilmig ve ii¢ farkli EPN tiiri H. bacteriophora, S. carpocapsae ve S. riobrave
kullanilmigtir. Denemede, 1J ¢ikisi olan su kaybetmis kadavralar, ¢ikis yapan 1J miktari
ve etkinlikleri ve toprakta bulunan suyun su kaybina ugramus kadavralardan 1J ¢ikisi
lizerine etkisini incelenmistir. Ug tiir arasinda H. bacteriophora en diisiik oranlara sahip
olmustur. Su kaybi, kadavralardan c¢ikan IJ miktarini 6nemli bigimde etkilemistir
olmasina ragmen su kaybina ugramig kadavralarin 1slak topraga konmasindan sonra 1J
cikisinda artiglar meydana gelmis ve bdcek kadavrasi iginde yapilacak EPN

uygulamalarinin ileride miimkiin olabilecegini gostermistir.

Jagdale ve Gordon (1998), 4 farkli Steinernema izolatim 20 ve 25 °C’ de; miimkiin
oldugu zamanlarda da 15 ve 10 °C’ de iki y1l boyunca yetistirmis ve yliksek sicaklik ile
dondurucu soguklara olan toleransliliklarini belirlemislerdir. Tiim izolatlarda, yetistirme
sicakliklart arttikga tolerans seviyeleri (LTsg) de artmustir. Steinernema riobravis en
ylksek LTso degerine sahipken S. feltiae en diisiik degere sahip olmustur. Asir1 soguga
toleranslilik da ise yetistirme sicakliklar arttik¢a soguga dayanim diigmiistiir. Soguga
dayanan nematodlarin etkinlikleri, kontrol grubundan sadece % 10 daha az oldugu
belirlenmistir. Steinernema feltiae, tim izolatlar arasinda soguga en dayanikli izolat
olmasma ragmen daha yiiksek sicakliklarda yetistirildiginde sofuga dayanimlari

diismiistiir.
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Hang ve ark. (2007), sicakligin iki adet Kore izolati, (S. glaseri Dongrae ve S.
longicaudum Nonsan) etkinligi, gelisimi, liremesi ve hareket kabiliyeti iizerine etkisini
incelemislerdir. Bu c¢aligmalara ek olarak simbiyotik bakterilerinin (Xenorhabdus
poinarii —S. glaseri ve Xenorhabdus sp.-S. longicaudum) farkli sicakliklarda gelisimi ve
etkinligi lizerine arastirmalar yapmiglardir. Bu kapsamda nematodlar ile enfekte edilmig
bocekler ve simbiyotik bakteri 13, 18, 24, 30 ve 35 °C’ lere konmus ve c¢esitli
parametreler incelenmistir. Iki nematod izolat1 da tiim sicakliklarda Sliimlere neden
olurken 24 ve 30 °C’ lerde bu oran daha fazla olmustur. Bunun yaninda S. longicaudum
soguga daha iyi adapte olmus ve 18 °C’ de diger tiirden daha yiliksek 6liim orani
gostermistir. Tki nematod tiirii de tiim sicakliklarda ergin olmus fakat 13 ve 35 °C’ de
dol vermemistir. Steinernema glaseri’nin en iyi dol verdigi sicaklik 24 ve 30 °C
olurken, S. longicaudum igin sadece 24 °C iyi olmustur. Bunun yaninda S. glaseri 24
°C’ de iyi hareket ederken S. longicaudum 24 ve 30 °C’ lerde iyi hareket kabiliyeti
gostermistir. Her iki bakteri tiirli de tiim sicakliklarda gelisim gosterirken Xenorhabdus

sp. diisiik sicakliklarda diger tiirden daha etkili olmustur.

Chung ve ark. (2010), Kore’nin farkli cografik alanlarindan izole edilmis iki H.
bacteriophora izolat1 iizerinde ekolojik ¢aligmalar yapmislardir. Sicakligin ve uygulama
dozunun, etkinlik ve ireme yetenegi lizerine etkisini arastiran ¢alismada konukgu olarak
G. mellonella kullanilmig ve sicaklik arttikca LDso’nin diistiigii gozlemlenmistir.
Enfeksiyon i¢in optimal sicaklik H. bacteriophora Jeju i¢in 30 °C olurken H.
bacteriophora Hamyang icin 24 °C olmustur. Popiilasyonun yarisin1 6ldiirmesi
beklenen siireye (Lethal time — LTsg) H. baceriophora Jeju igin 13 ve 35 °C’ lerde
ulasilirken, H. bacteriophora Hamyang i¢cin 18 ve 30 °C’ lerde ulasilmistir.
Enfeksiyondan sonra konukgu igerisinden ilk ¢ikis siireleri sicaklikla beraber azalmis,
beyaz tuzaktaki ¢ikis zamanlar1 da sicaklik arttikga uzamistir. En yiiksek iireme sayilari

ise 24 °C’ de goriilmiistiir.

Gonzalez-Ramirez ve ark. (2000), c¢im zararlisi Mocis latipes Guenée, 1852
(Lepidoptera: Noctuidae)’ in larva, prepupa ve pupa evrelerinin H. bacteriophora’ ya
olan duyarliligim1 belirlemek amaciyla laboratuvar kosullarinda yiiriittiikkleri bir
calismada, her bir evre i¢in yirmi birey iceren gruplar olusturmuslar ve tiim gruplar

tizerinde 0, 5, 10, 20, 40, 60 ve 120 IJ/birey dozlarmmi birer ml steril saf su icinde
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uygulayarak test etmisler ve uygulama sonras1 5 giin boyunca larva, prepupa ve pupa
Olimlerini giinliik olarak kontrol etmislerdir. Deneme sonunda zararlinin H.
bacteriophora’ ya kars1 en duyarli olan evrelerini larva ve prepupa donemleri olarak
tespit etmisler ve H. bacteriophora’ nin bu evreler iizerinde % 22.5 ile 100 arasinda
degisen oranda etkinlik gosterdigini, prepupa evresine 10 I1J/birey uygulama dozunda
6lim oraninin % 97.5 ile 100 arasindaki degerlere ulastigini bildirmislerdir. Pupa evresi
tizerindeki etkinligin EPN konsantrasyonuyla dogru orantili olarak arttigini ve etkinlik 8
degerinin % 27.5 ile 41.3 degerleri arasinda degisim gosterdigini tespit etmislerdir.
Ayrica H. bacteriophora’ nin zararlinin larvalar tizerindeki LCsy degerini 5.26-37.66

[J/1arva, LTso degerini ise 1.5-4.3 giin olarak hesaplamigslardir.

Kepenek¢i ve ark. (2004), kestane agaclarinda meyve zararlisi olan Kestane
hortumlubdcegi, Curculio elephas Gyllenhal, 1836 (Coleoptera: Curculionidae)’ a karsi
EPN’ lerin etkinligini degerlendirmek amaciyla laboratuvar kosullarinda yaptiklar1 bir
calismada, H. bacteriophora’ nin Tur-H1 ve Tur-H2 wrklarim1 zararlinin son dénem
larvalari tizerinde 10, 15 ve 25 °C olmak tlizere ti¢ farkli sicaklik derecesinde ve 0, 100,
500 ve 1000 IJ/larva olmak {iizere dort ayr1i nematod konsantrasyonunda
uygulamislardir. Calisma sonunda H. bacteriophora’ nin Tur-H2 irkinin test edilen tiim
sicaklik derecelerinde zararli larvalarina karsi olan etkinlik degerinin oldukca yiiksek
seviyede oldugunu, 6zellikle 25 °C’ de larvalar iizerinde % 96.5 oraninda etkinlik
gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica Tur-H1 ve Tur-H2 wrklarmin 15 C* deki LCs

degerlerinin sirasiyla 266 ve 494 1J/larva oldugunu bildirmislerdir.

Susurluk ve ark. (2009), ¢im teke bocegi, Dorcadion pseudopreissi Breuning, 1962
(Coleptera: Cerambycidae)’ ye karsit H. bacteriophora’ nin etkinligini degerlendirmek
tizere laboratuvar kosullarinda yiirtittiikleri bir calismada, zararliya kars1 25 © C* de 50,
100 ve 150 1J/larva dozlarinda H. bacteriophora uygulamasi yaparak bu nematodun
zararli tizerindeki etkinligini degerlendirmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda, sirasiyla
her bir uygulama dozundaki etkinlik degerinin sirasiyla % 55, 65 ve 85 oranlarinda

oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Laboratuvarda Galleria mellonella Larvalarimin Uretimi

Entomopatojen nematodlarin topraktan izolasyonunda ve in vivo iiretimlerinde, Biiyiik
Balmumu Giivesi veya Petek Gilivesi olarak bilinen Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae)’ nin son donem (4. donem) larvalar1 kullanilmaktadir. Petek giivesi
larvalarinin laboratuvar sartlarinda kolay iiretilebilmesi, larvalarin iri olmas1 ve EPN’
lere kars1 hassasiyetleri nedeniyle EPN ¢alismalari i¢in en uygun konukg¢udur. (Bedding
ve Akhurst 1975).

Galleria mellonella yumurtalari, tistiine sik gdzenekli tel gerilmis (gézenek capt 2 mm)
cam kavanozlarda 30-32 °C’ ye ayarli inkiibator igerisinde yetistirilmistir. Yumurtadan
cikan larvalarin beslenmesi i¢in bal, gliserin, kepek, misir unu, soya unu, siit tozu ve
maya karisimindan olusan bir besin ortami kullanilmistir (Kaya ve Stock 1997).
Ayrintili besin igerigi asagida verilmistir (Cizelge 3.1). Hazirlanan besin ortamina
dikkatlice konan yumurtalarin son donem larvaya gelmesi beklenmis (~ 4 hafta) ve son
larva donemine ulasildiginda larvalar kavanozlardaki besin ortamlarindan ayiklanarak
EPN’ lerin etkinlik ve iireme denemelerinde kullanilmistir. Larva iiretimine devam
edebilmek i¢in gerekli miktarda larva ayrilarak pupa ve sonrasinda ergin olmasi ve

tekrar yumurta birakmasi saglanmistir.

Cizelge 3.1. G. mellonella besin ortaminin igerigi

200 g bal
200 g gliserin
200 g kepek
150 g misir unu
100 g soya unu
100 g siit tozu
50 g maya
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Sekil 3.1. Inkiibator icerisindeki farkli Galleria mellonella donemlerinin bulundugu

kavanozlar
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Sekil 3.2. Kavanoz icerisindeki Galleria mellonella larvalar

Sekil 3.3. Besin ortamui
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Sekil 3.4. Besin ortamindan ayiklanmig larvalar

3.2. Calismada Kullanilan Heterorhabditis bacteriophora Irklari

Tiirkiye’ nin farkli iklim bolgelerinden izole edilen 10 H. bacteriophora 1rki, yliksek
sicaklik ve su kaybina olan dayanikliliklarini belirlemek ve etkinliklerini karsilastirmak
amaciyla denemelerde kullanilmistir. Irklarin isimleri ve izole edildigi bolgeler asagida

belirtilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Irklarmn izole edildigi iller (%)

Kullanilan EPN 1rklari, laboratuvar ortaminda Kaya ve Stock (1997)’ a gore in vivo
olarak yetistirilmistir. Irklar, G. mellonella {izerinde iiretildikten sonra 1J donemindeki
bireyler kiiltiir kaplarina konarak buzdolabinda +4 °C’ de saklanmustir. Saprofit
mikroorganizmalarin liremesini Onlemek amaciyla kiiltiirler Ringer soliisyonu (NaCl 9g,
KCl 0.42g, CaCl, x 2H,O 0.37g, NaHCO; 0.2g, saf su 1.000 ml) igerisinde
saklanmaktadir (Ringer 1882).
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Sekil 3.6. +4 °C’ de muhafaza edilen EPN kiiltiirleri

Etkinlik denemelerinde larva basina uygulanacak 1J sayist dnemli oldugundan, kiiltiir
kaplarindaki toplam birey sayisi ve doz belirlemesi yapilmistir. Bunun ig¢in kiiltiir
kaplarindan 10° ar pl 6rnek alinmis ve stereo mikroskop altinda sayim yapilmigtir. Bu
islem bes tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve 10 ul’ deki ortalama 1J sayisi

belirlendikten sonra kiiltiir kabinin {izerine not edilmistir.
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Sekil 3.7. EPN’ lerin stok olarak muhafaza edildigi kiiltiir kaplar

Sekil 3.8. Doz belirleme sonrasi kiiltiir kaplarinin tizerindeki bilgiler
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3.3. Yiiksek Sicakliga Toleranshihgin Belirlenmesi

Yiiksek sicakliga toleranslilik denemeleri, her 1rk icin 32, 34, 36, 38, 40 ve 42 °C’ lerde
yapilmustir. Tiim dozlar 24 kuyulu (4x6) hiicre kiiltiirii kaplarinda (24-Well plate — kuyu
capt 1.4 cm, kuyu hacmi 3 cm’) uygulanmis ve denemeler bes tekerriirlii olarak

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.9. Denemelerin yapildig1 24 kuyulu hiicre kiiltiirii kab1

Denemelere baglamadan 6nce, +4 °C’ de saklanan irklar buzdolabindan ¢ikartilarak iki
saat boyunca oda sicakligina adapte olmalar1 beklenmistir. Irklar oda sicakligina adapte
olduktan sonra, 24 kuyulu hiicre kiiltiirii kabinin her bir kuyusuna 500 adet 1J gelecek
sekilde kiiltiir kaplarindan mikropipet ile kuyulara konmustur (Ortalama 30-50 pl sivi
icerisinde). Daha sonra kuyulardaki 1J° lerin {lizerine oda sicakligindaki 500 pl saf su
eklenmistir. Hiicre kiiltiirti kaplar1 parafilm bant ile kapatildiktan sonra sicaklik
uygulamasina hazir hale gelen 1J° ler, iki saat dncesinden deneme yapilacak sicakliga
ayarlanmis inkiibatoriin i¢ine konarak yine iki saat boyunca belirlenen sicaklia maruz

birakilmstir.
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Sekil 3.10. Yiiksek sicakliga toleranslilik denemesi 6ncesinde kuyulardaki 1J’ ler
lizerine oda sicakligindaki saf suyun eklenisi

Sekil 3.11. iki saat dncesinden belirlenen sicakliga ayarlanan inkiibatore konan kaplar
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Uygulama sonunda inkiibatdrden ¢ikarilan 1J” ler yiiksek sicaklik nedeniyle estivasyona
(yazlama) girerler. Estivasyon durumundaki 1J° ler hareketsizdirler. Olii 1J° ler de
hareketsiz oldugundan, 6lii-canli ayrimi yapilamamaktadir. Bu nedenle, iki saatlik
yiiksek sicaklik uygulamalarindan sonra 1J° ler 24 saat boyunca oda sicakliginda
dinlendirilmis ve estivasyondan c¢ikmalar1 saglanmistir. 1J° ler estivasyondan cikip
hareketlenmeye basladiktan sonra oOlii-canli birey sayimi yapilmis ve sonuglar not

edilmistir.

Sekil 3.12. Stereo mikroskop altinda 6lii-canli birey sayimi
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Sekil 3.13. Kareli sayim kaplari

Sekil 3.14. Stereo mikroskop altinda 6lii ve canli bireylerin goriiniimii (Diiz bireyler
o6li, kivrik bireyler canli).
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3.4. Su Kaybina Toleranshhgin Belirlenmesi

Heterorhabditis bacteriophora 1rklarmin su kaybma dayanikliligini 6lgmek igin
Polyethylene Glycol isimli bilesik kullanilmistir. Polyethylene Glycol (PEG) kokusuz,
seffaf, zehirsiz ve canli hiicrelerden su ¢ekme 6zelliginde olan yogun bir bilesiktir.
Molekiil agirligmma gore (g/mol) ¢ok cesitli formlar1 bulunmaktadir. Entomopatojen
nematod denemelerinde en uygun formu PEG 600 olarak belirlenmistir (Mukuka ve ark.
2010a). Denemelerin ilk basgta PEG 600’ iin % 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80
konsantrasyonlarinda  gergeklestirilmesi  planlanmis fakat % 40 ile % 50
konsantrasyonlar1 arasindaki 6liim oranlar1 ¢ok farkli oldugu i¢in denemeye % 45 ve %
47.5 ara konsantrasyonlart da eklenmistir. Konsantrasyonlar hazirlanirken oda
sicakligindaki saf su kullanilmistir. Denemeler, yiiksek sicakliga toleranslilik
denemesinde oldugu gibi 24 kuyulu hiicre kiiltiirli kaplarinda gergeklestirilmis ve bes

tekerriirlii olarak yapilmustir.

Sekil 3.15. Polyethylene Glycol 600 (Merck®)
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Denemelere baslamadan 6nce, buzdolabinda +4 °C’ de saklanan irklar buzdolabindan
cikartilarak iki saat boyunca oda sicakligina adapte olmalar1 beklenmistir. Irklar oda
sicakligina adapte olduktan sonra, 24 kuyulu hiicre kiiltiirii kabinin her bir kuyusuna
500 adet 1J gelecek sekilde kiiltiir kaplarindan mikropipet ile alinarak kuyulara
konmustur. Daha sonra kuyulardaki 1J° lerin iizerine deneme yapilacak olan PEG 600
konsantrasyonundan 500 pl eklenmis ve hiicre kiiltiirii kaplar1 parafilm bant ile
kapatilarak 25 °C’ ye ayarli inkiibatore yerlestirilmistir. Belirlenen PEG 600
konsantrasyonuna 24 saat boyunca maruz birakilan 1J° ler, siire sonunda inkiibatdrden

cikartilmis ve oda sicakligindaki saf su ile yikanmustir.

Sekil 3.16. Polyethylene Glycol 600 konsantrasyonlarinin hazirlanisi

Sekil 3.17. Hazirlanan PEG 600 konsantrasyonunun kuyulardaki 1J” ler lizerine eklenisi
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Sekil 3.18. Su kaybina toleranslilik denemesi i¢in hazirlanan ve oda sicakligina ayarl
inkiibatore konan kaplar
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Sekil 3.19. Su kaybina toleranslilik denemesi sonrasi bireylerin saf su ile yikanisi

Canli hiicrelerden su ¢ekme 6zelliginde olan PEG 600’ iin bu etkisinden dolay1 1J” ler
dehidre olmus ve uyusuk doneme (cryptobiosis) ge¢mistir. Uyusuk donemde hareketsiz
olan 1J” ler 6lii olan bireylerden ayrilamamakta ve bu da dogru bir sayim yapmaya engel
olmaktadir. Bu sorunun oniine gegebilmek i¢in, 1J° ler saf su ile yikandiktan sonra 24
saat boyunca saf su igerisinde bekletilmis ve rehidre olmalar1 saglanmistir. Rehidre olan
1J° ler uyusuk donemden ¢ikmis ve hareketlenmeye baslamistir. Bu islemden sonra 6lii-

canli1 birey sayimi yapilarak sonuglar not edilmistir.

3.5. Heterorhabditis bacteriophora Irklarinin Etkinliklerinin Belirlenmesi
Heterorhabditis bacteriophora irklarimin etkinliklerini belirlemek i¢in, EPN’ lere G.
mellonella larvalarindan daha dayanikli olan ve un kurdu olarak bilinen Tenebrio

molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) larvalar1 kullanilmistir. Denemeler larva bagina 5,

10, 20, 50, 75 ve 100 1J seklinde planlanmis fakat sekiz irk i¢in 50 1J/larva denemesinde
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larvalardaki 6lim oran1 %100’e ulastigindan sadece iki irk i¢in 75 IJ/larva denemesi
yapilmig, 100 IJ/larva denemesi ise higbir 1irk icin gergeklestirilmemistir. Tiim bu
dozlara ek olarak veri elde etme amaciyla 2 IJ/larva denemesi yapilmistir. Tim
denemeler oda sicakliginda ve onceki denemelerde oldugu gibi 24 kuyulu hiicre kiiltiirii
kaplarinda yapilmigtir. Denemeler ii¢ tekerriirlii yapilmis ve her tekerriirde 20 adet 7.

molitor larvasi kullanilmistir.

Denemelerin  Oncesinde, diger denemelerde oldugu gibi 1irklar buzdolabindan
cikartilarak oda sicakligina adapte olmalar1 saglanmistir. Daha sonra 24 kuyulu hiicre
kiltlirii kabinin her bir kuyusuna bir adet 7. molitor larvasi konmus ve larvanin iizerinde
% 3 oraninda nemli, ince taneli (tane biiyiikliigii 300-400 pm) ve daha dnceden 121 °C’
de 15 dakika boyunca sterilize edilmis kum eklenerek kuyu tamamen doldurulmus ve 1J
inokulasyonuna hazir hale getirilmistir. Bu sirada, her doz uygulamasi i¢in 6zel EPN
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Her doz i¢in ayr1 hazirlanan bu siispansiyonlardan 300 pl
cekim yapildiginda, uygulanacak doz miktarinda 1J gelecek sekilde ayarlama
yapilmustir. Bu siispansiyonlardan mikropipet ile kum iizerine 1J uygulanmis ve hiicre
kiiltiirii kabinin kapagi parafilm bant ile kapatilarak 25 °C’ deki inkiibatorde ii¢c giin
boyunca bekletilmistir. Ug giin sonunda kaplar acilarak 6lii-canli larva saymm yapilmis

ve 1rklarin larvalar lizerindeki etkinligi belirlenmistir.
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Sekil 3.20. Etkinlik denemesi i¢in hazirlanmig 24 kuyulu hiicre kiiltiirii kab1

Sekil 3.21. Kuyulardaki larvalarin goriintiisi
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Sekil 3.22. Uygulamadan ii¢ giin sonra acilan kaplardan ¢ikan 6lii larvalarin goriintiisii

3.6. istatistiksel Analizler

Irklarin, sicaklik ve su kaybi denemeleri sonunda elde edilen 6liim oranlarinin birbirleri
ve kendileri ile karsilastirilmasinda ANOVA ve LSD (Least Significant Differences)
testleri uygulanmigtir (P=0.05). Ayrica, probit analizi yapilarak irklarin LTs-99, LCs0-90
ve LDsoo9 degerleri hesaplanmistir. Ek olarak, irklarin tolerans seviyeleri ile yillik
ortalama yagis ve yillik ortalama sicaklik degerleri arasindaki korelasyonlar (P=0.05)

hesaplanmustir.

ANOVA ve LSD testleri ile korelasyon analizleri JMP® 7.0 programinda, probit

analizleri ise BioStat™ 2009 programinda yapilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Yiiksek Sicakhiga Toleranshihik Denemeleri

Yapilan denemelerde elde edilen sonuglara gore 32 ve 34 °C’ lerde tiim irklarin 6lim
oranlar1 % 1-3 seviyelerinde ve birbirine yakin olmasina ragmen (Sekil 4.1, Sekil 4.2)
bazi wrklar arasinda istatistiksel agidan farklar bulunmustur (F= 6.5525; df= 9, 40;
P=<0.0001). 36 °C ve sonrasinda irklarin 6liim oranlar1 arasinda farkliliklar artmaya
baslamistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5). Yiiksek sicaklik denemesindeki en yiiksek
sicaklik degeri olan 42 °C’ de ise tiim 1rklarda % 100 6liim goriilmistiir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.1. Irklarin 32 °C’ deki 6liim oranlar (F = 6.55; df =9, 40; P = <0.0001)

32 °C’ de en diislik 6liim oranina sahip itk HSU (Sanlurfa) irki olurken bunu HIZ
(Izmir) 1rk1 takip etmis fakat aralarinda istatistiksel agidan bir fark bulunamamustir. En
ylksek oliim oranlarina sahip olan irk HB11 (Erzurum) olurken bu 1irki takip eden
sirastyla 876 (Canakkale), 13 (Yalova), H-101 (Samsun) ve HAN (Ankara) irklar

arasinda istatistiksel agidan fark bulunamamustir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2. Irklarin 34 °C’ deki 6liim oranlan (F = 7.21; df =9, 40; P =<0.0001)

34 °C’ de en disiik 6lim oranina sahip irk HSU (Sanlwrfa) irki olurken bunu HIZ
(Izmir) 1rk1 takip etmis ve bu iki 1rk istatistiksel agidan ayn1 grup igerisinde yer almistir.
En yiiksek 6liim oranlarina sahip olan irk HB10 (Adana) olurken bu 1rki 13 (Yalova) ve

H-101 (Samsun) irklar1 takip etmis ve bu ii¢ 1rk arasinda istatistiksel ag¢idan bir fark

bulunamamustir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. Irklarin 36 °C’ deki 6liim oranlari (F = 48.30; df =9, 40; P =<0.0001)
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36 °C’ de en distik 6ltim oranina sahip olan irklar sirasiyla HB10 (Adana), HB6
(Antalya), HIZ (izmir), H-101 (Samsun), HAN (Ankara) ve 13 (Yalova) irklar1 olmus
ve tiim bu wrklar arasinda istatistiksel bir fark bulunamamustir. 36 °C’ de 876
(Canakkale) irk1 diger irklardan yaklagik 5 kat fazla 6liim orani gostermistir. Bu 1rki
sirastyla HSU (Sanlwurfa), HB11 (Erzurum) ve 17 (Kirklareli) irklari takip ederken bu

tic 1tk arasinda istatistiksel ag¢idan fark bulunamamustir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4. Irklarin 38 °C’ deki 6liim oranlar1 (F = 121.38; df =9, 40; P = <0.0001)

38 °C’ de en diigiik 6lim oranina sahip olan HAN (Ankara) irki olurken, bu irkin
ardindan sirastyla HSU (Sanlwrfa), H-101 (Samsun), HIZ (Izmir) ve 17 (Kirklareli)
irklar1 gelmis, bes irk ayni istatistiksel grup icerisinde yer almistir. Denemede en
yiiksek 6liim oranina sahip itk HB11 (Erzurum) olurken, bu 1rki 876 (Canakkale) takip
etmis fakat aralarinda istatistiksel agidan farklilik bulunmustur. 876 (Canakkale) 1rki ile
ardindan gelen HB10 (Adana) arasinda ise istatistiksel fark bulunamamistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. Irklarin 40 °C’ deki 6liim oranlar1 (F = 93.06; df =9, 40; P = <0.0001)

40 °C’ de en diisiik 6liim oranina sahip irk HSU (Sanlrfa) olurken bu irk1 HIZ (Izmir),
HB6 (Antalya) ve 17 (Kirklareli) irklar1 takip etmis, bu dort irk ayni istatistiksel grup
icerisinde yer almistir. 40 °C’ de 6liim oranlar1 sirasiyla HB11 (Erzurum) ve 13
(Yalova) wrklarinda en yiiksek seviyeye ulasirken, bu iki arasinda istatistiksel acidan

farklilik bulunamamistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. Irklarin 42 °C’ deki 6liim oranlari (F = 30.46; df =9, 40; P = <0.0001)
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En ytiksek sicaklik olan 42 °C’ de tiim 1rklarin 6liim oranlar1 % 98’ in iizerinde olurken
istatistiksel acidan bakildiginda HIZ (Izmir) ve HSU (Sanlwrfa) irklar1 en az 6liim
oranina sahip olurken aymi istatistiksel grup i¢inde yer almislardir. Bu irklart 876
(Canakkale) irki takip etmis fakat ilk iki irk ile aralarinda istatistiksel ag¢idan farklilik
bulunmustur. Geri kalan tiim 1rklarda 6liim oranlar1 % 100’ e ulagmis ve istatistiksel

acidan aralarinda fark bulunamamistir (Sekil 4.6).

Yiiksek sicakliga en dayanikli irki bulabilmek icin deneme yapilan tiim sicakliklarin
verileri toplanarak probit analizi yapilmig ve analiz sonucunda LTsy ve LTy, degerlerine
ulasilmistir. Elde edilen degerlere gore, kullanilan 1rklar arasinda yiiksek sicakliga en
dayanikli irklar sirastyla HIZ (Izmir), HB6 (Antalya), HSU (Sanlwrfa), 17 (Kirklareli),
HB10 (Adana), H-101 (Samsun), HAN (Ankara), 876 (Canakkale), 13 (Yalova), HB11
(Erzurum) numarali irklar olmustur. Irklarin tiim sicakliklardaki 6liim oranlar (Sekil

4.7), LTso ve LTy degerleri (Sekil 4.8) asagida verilmistir.
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Sekil 4.7. Irklarin tiim sicakliklardaki 6liim oranlar1 (F = 885.80; df = 59, 240; P =
<0.0001)

Irklarin tiim sicakliklardaki 6liim oranlar incelendiginde 32, 34 ve 36 °C’ lerde 6lim
oranlar1 diigiik seviyelerde kalmistir. 38 °C’ de ozellikle HB11 (Erzurum), 876
(Canakkale) ve HB10 (Adana) irklarinda 6liim oranlar1 artmis, geri kalan irklarda ise
O0lim oranlarinda ¢ok fazla bir degisim olmamistir. 40 °C’ deki Olim oranlari
incelendiginde HB11 (Erzurum) irki basta yer alirken 13 (Yalova), 876 (Canakkale),
HAN (Ankara), H-101 (Samsun) ve HB10 (Adana) irklarinda da 6liim oranlar1 6nemli
derece artmis ve % 50’ lerin iizerine ¢ikmistir. Denemenin en yiiksek sicakligi olan 42

°C’ de ise irklarda 6liim oranlart % 100’ lere ulasmistir (Sekil 4.7).
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Irk LTso (°C) LTo (°C) Yilhik Ort. En Yiiksek
Sicaklik (°C)*
17 (Kirklareli) 40.46 43.78 3111
13 (Yalova) 38.62 4131 34.38
876 (Canakkale) 38.60 41.94 29.48
HB6 (Antalya) 40.50 44.06 34.67
HB10 (Adana) 39.27 42.58 36.45
HB11 (Erzurum) 38.00 40.58 23.97
H-101 (Samsun) 39.31 42.34 33.17
HAN (Ankara) 39.12 41.91 29.76
HSU (Sanliurfa) 40.75 43.69 34.95
HIZ (izmir) 40.90 44.00 34.40

*Meteoroloji Genel Midiirliigii’ nden alinan 1976-2012 yillarini kapsayan veriler (www.mgm.gov.tr)

Sekil 4.8. Irklarin LTsy ve LTy degerleri ile izole edildikleri illerin yillik ortalama en
yiiksek sicaklik degerleri

Irklarin  LTso90 degerleri ile yillik ortalama en yiiksek sicaklik degerleri
karsilastirildiginda aralarinda iligki oldugu tespit edilmistir (r = 0.61) (P = 0.059). Bu
sonug, 1rkin izole edildigi cografik bélgenin sicakliginin, irkin yiiksek sicakliga tolerans

gostermesinde etkili oldugunu gostermistir (Sekil 4.8).
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4.2. Su Kaybina Toleranshhik Denemeleri

Su kaybina toleranslilik denemelerinde PEG 600’ in % 10, 20, 30 ve 40
konsantrasyonlarinda irklarin 6liim oranlar1 % 1-10 arasinda degisirken 6zellikle HAN
(Ankara) 1rk1 bahsedilen konsantrasyonlarda diger irklardan yaklasik iki kat daha fazla
olim oranma sahip olmustur (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12). Olim
oranlarmin % 40 ile % 50 PEG 600 konsantrasyonu arasinda ¢ok farkli olmasi
nedeniyle % 45 ve % 47.5 ara konsantrasyonlar1 da uygulanmistir (Sekil 4.13 ve Sekil
4.14). Irklarmn 6liim oranlar1 % 50 PEG 600 konsantrasyonu ile % 80-100 aras1 olurken
(Sekil 4.15), daha sonraki konsantrasyonlarda ise 6liim oranlar1 % 100’ e ulagmistir

(Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18).
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Sekil 4.9. Irklarin % 10 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 21.65; df =9,
40; P =<0.0001)

% 10 PEG 600 konsantrasyonunda en diisiik 6liim oranlar1 sirasiyla, birbirine ¢ok yakin
sonuglara sahip olan HIZ (izmir), HB11 (Erzurum), HSU (Sanlurfa), H-101 (Samsun)
ve 17 (Kirklareli) irklarinda goriilmiis ve bu irklar arasinda istatistiksel acidan fark
bulunamamistir. En yiiksek 6liim oran1t HAN (Ankara) irkinda goriiliirken, diger irklar
ile istatistiksel agidan farkli grupta yer almistir. Bu irkin ardindan gelen sirasiyla 876
(Canakkale), HB10 (Adana), HB6 (Antalya) ve 13 (Yalova) irklar1 arasinda istatistiksel
fark bulunamamustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. Irklarin % 20 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 115.81; df =
9, 40; P =<0.0001)

% 20 PEG 600 konsantrasyonunda en diisiikk 6lim orani H-101 (Samsun) irkinda
goriilirken bu 1rki HSU (Sanliurfa) takip etmis fakat aralarinda istatistiksel agidan
farklilik olmadig1 tespit edilmistir. Denemede en yiiksek 6liim oranina sahip irk HAN
(Ankara) olurken, bu wrkin ardindan gelen 876 (Canakkale) irki ile aralarinda
istatistiksel fark oldugu bulunmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11. Irklarin % 30 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 119.51; df =
9,40; P=<0.0001)
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% 30 PEG 600 konsantrasyonunda en diisiik 6liim oranlar1 sirasiyla HB11 (Erzurum),

H-101 (Samsun), HIZ (izmir), HSU (Sanliurfa) ve 13 (Yalova) irklarinda goriilmiis ve

bu rklar istatistiksel olarak ayni grup icerisinde yer almistir. En yiiksek 6liim orani ise

HAN (Ankara) irkinda goriilmiis ve bu irk diger irklardan yaklasik 5 kat fazla 6lim

oranina sahip olmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. Irklarin % 40 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar (F = 78.42; df =

9,40; P =<0.0001)

% 40 PEG 600 konsantrasyonunda en diisiik 6lim oranm1 17 (Kirklareli) irkinda

goriiliirken bu 1rk1 sirastyla HSU (Sanlurfa), HB6 (Antalya) ve HIZ (Izmir) rklar takip

etmis, dort irk arasinda istatistiksel a¢idan fark bulunamamustir. En yiliksek 6liim orani

ise onceki konsantrasyonda da oldugu gibi HAN (Ankara) irkinda goriilmiis ve diger

rklar ile arasinda istatistiksel farklilik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13. Irklarin % 45 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar (F = 21.72; df =
9, 40; P =<0.0001)

% 45 PEG 600 konsantrasyonunda en diisiik 6lim oranmi1 17 (Kirklareli) irkinda
goriilmiis ve bu irki takip eden HB6 (Antalya) irki arasinda istatistiksel farklilik tespit
edilmistir. En yiiksek 6liim oran1 13 (Yalova) irkinda goriiliirken bu irk1 HAN (Ankara)
ve HB10 (Adana) irklan takip etmis fakat bu iki 1rk, 6liim oranlar1 daha diisiik olmasina
ragmen standart sapmalarinin fazla olmasi nedeniyle 13 (Yalova) irki ile istatistiksel

olarak ayni grup igerisinde yer almiglardir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.14. Irklarin % 47.5 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1 (F = 30.25; df
=9, 40; P =<0.0001)

% 47.5 PEG 600 konsantrasyonunda en diisiik 6liim oranlar sirasiyla 17 (Kirklareli) ve
HB6 (Antalya) irklarinda goriilirken bu iki irk arasinda istatistiksel bir farklilik
bulunamamistir. En yiiksek 6liim oranlari ise sirastyla HAN (Ankara), HB10 (Adana),
13 (Yalova) ve H-101 (Samsun) irklarinda goriilmiis ve bu dort 1rk istatistiksel olarak

ayni grupta yer almistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.15. Irklarin % 50 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar (F = 28.05; df =
9, 40; P =<0.0001)

% 50 PEG 600 konsantrasyonunda irklarin 6liim oranlart % 80’ in iizerine ¢ikmustir.
Denemede en diisiik 6liim oranina 17 (Kirklareli) irki sahip olurken, bu 1rki takip eden
HB6 (Antalya) ve HAN (Ankara) irklariyla arasinda istatistiksel agidan farklilik oldugu
bulunmustur. Bu ii¢ irk disindaki diger tiim irklarda % 100 6liim goriilmiis ve yedi irk

istatistiksel agidan ayn1 grupta yer almistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16. Irklarin % 60 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlari (F = 2.68; df =9,
40; P =<0.0001)

% 60 PEG 600 konsantrasyonunda 6liim oranlar1 17 (Kirklareli), HAN (Ankara) ve
HB6 (Antalya) haric tiim rrklar i¢in % 100 olmustur. Istatistiksel olarak incelendiginde
en diisiik 6ltim oranina sahip olan 17 (Kirklareli) ve HAN (Ankara) irklar1 ayn1 grupta
yer almistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.17. Irklarin %70 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlar1
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Sekil 4.18. Irklarin % 80 PEG 600 konsantrasyonundaki 6liim oranlari

% 70 ve % 80 PEG 600 konsantrasyonlarinda ise tiim irklarda 6liim oranlar1 % 100’ e

ulagmustir (Sekil 4.17, Sekil 4.18).

Su kaybmma en dayanikli 1rki bulabilmek i¢in deneme yapilan tim PEG 600
konsantrasyonlarindaki 6lim oranlar1 verileri toplanarak probit analizi yapilmis ve
analiz sonucunda LCsy ve LCyy degerlerine ulagilmistir. Bu degerlere gore, denemeye
alman 1rklarin su kaybina tolerans seviyeleri en yiiksekten en diisiige sirastyla HB6
(Antalya), 876 (Canakkale), 17 (Kirklareli), HIZ (Izmir), HAN (Ankara), HB10
(Adana), HB11 (Erzurum), HSU (Sanlurfa), 13 (Yalova) ve H-101 (Samsun) numarali
irklar olmustur. Irklarin tiim PEG 600 konsantrasyonlarindaki 6liim oranlar1 (Sekil

4.19), LCso ve LCqg degerleri (Sekil 4.20) asagida verilmistir.
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Sekil 4.19. Irklarin tiim PEG 600 konsantrasyonlarindaki 6liim oranlar (F = 440.19; df
=99, 400; P =<0.0001)

Tiim PEG 600 denemesi incelendiginde ilk dort konsantrasyonda (% 10, 20, 30, 40)
HAN (Ankara) irki hari¢ diger tiim rklarda 6liim oranlar1 % 10’ un altinda olmustur. %
45 konsantrasyonda oliim oranlar1 17 (Kirklareli), HB11 (Erzurum), HB6 (Antalya) ve
HSU (Sanlwrfa) haricinde % 20’ lerin lizerine ¢ikmis ve 6zellikle % 50 ve sonrasi

konsantrasyonlari tiim 1rklar i¢in 6liimcil olmustur (Sekil 4.19).
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Irk LCso (%) LCoo (%) Yilhk Ort.zYagls
(Kg/m)*

17 (Karklareli) 46.65 64.73 46.31
13 (Yalova) 39.54 53.06 62.69
876 (Canakkale) 48.99 69.53 50.46
HB6 (Antalya) 49.06 69.94 90.92
HB10 (Adana) 43.04 55.84 55.08
HB11 (Erzurum) 42.42 54.71 33.87
H-101 (Samsun) 34.67 49.48 57.80
HAN (Ankara) 43.02 55.94 33.51
HSU (Sanlwurfa) 42.04 54.61 36.85
HIZ (1zmir) 43.21 57.82 58.48

*Meteoroloji Genel Midiirliigi’ nden aliman 1976-2012 yillarini kapsayan veriler (Wwww.mgm.gov.tr)

Sekil 4.20. Irklarin LCsy ve LCy degerleri ile izole edildikleri illerin yillik yagis
miktarlar

Irklarin LCsg.99 degerleri ile yillik ortalama yapis degerleri karsilastirildiginda aralarinda
iliski olmadig1 tespit edilmistir (r = 0.34) (P = 0.335). Bu sonug, 1rkin izole edildigi
cografik bolgenin aldig1 yagis miktarinin, irkin su kaybina gosterdigi toleranshilik ile

iligkili olmadigini gostermistir (Sekil 4.20).
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4.3. Heterorhabditis bacteriophora Irklarmmin Etkinlik Denemeleri

Irklarin etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerde ilk basta belirlenen
en diisiik doz 5 IJ/larva olmasina ragmen 2 [J/larva dozu da denenmis ve bu dozda
konukgu o6liim oranlarinin ¢ogu irkta % 50’ lere ulastigt ve bu dozun konukguyu
Oldiirmede yeterli olabilecegi gorilmiistiir (Sekil 4.21). Dozlar arttikga konukgu 6liim
oranlart da artmis ve 20 IJ/larva dozunda % 80’ lere ulagsmis (Sekil 4.24), 50 1J/larva
dozundan sonra (75 1J/larva ve 100 1J/larva) HB6 1rk1 hari¢ tiim irklarda konukgu 6liim
oranlar1 % 100’ e ulasmistir (Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27).
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Sekil 4.21. Irklarin 2 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 3.85; df =9, 40; P = <0.0001)

2 1J/larva dozunda en yiiksek 6liim etkinlige sahip olan irk 13 (Yalova) olurken, bu irki
sirastyla 17 (Kirklareli), HB11 (Erzurum), 876 (Canakkale), HAN (Ankara) ve H-101
(Samsun) 1rklar takip etmis ve bu alt1 1k istatistiksel olarak ayni grup igerisinde yer
almistir. En diisiik etkinlige sahip olan 1k ise HIZ (Izmir) olurken bu rki takip eden
sirastyla. HB6 (Antalya) ve HB10 (Adana) irklarn ile istatistiksel acidan fark
bulunamamuistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. Irklarin 5 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 6.69; df =9, 40; P = <0.0001)

5 1J/larva dozunda en yiiksek etkinlige sahip olan 1tk 876 (Canakkale) olurken bu 1rki
HB11 (Erzurum), HAN (Ankara) ve HIZ (Izmir) irklar takip etmis, dort irk arasinda
istatistiksel agidan farklilik tespit edilememistir. Onceki dozun aksine 17 (Kirklareli)

irka en diistlik etkinlige sahip olmustur (Sekil 4.22).
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Sekil 4.23. Irklarin 10 IJ/larva dozundaki etkinlikleri (F = 9.34; df =9, 40; P = <0.0001)
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10 1J/larva dozunda etkinlikler artmis ve HB6 (Antalya), HB11 (Erzurum), HB10
(Adana) ve 17 (Kurklareli) hari¢ diger tiim 1rklarda etkinlik % 70’ in lizerine ¢ikmustir.
En diisiik etkinlik 17 (Kirklareli) irkinda goriiliirken bu 1irk1 HB10 (Adana) takip etmis,
wrklar istatistiksel olarak farkli gruplarda yer almislardir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. Irklarin 20 IJ/larva dozundaki etkinlikleri (F = 3.57; df =9, 40; P = <0.0001)

20 1J/larva dozunda etkinlikler tiim irklar i¢in % 70’ lerin iizerine ¢ikmistir. En yiiksek
etkinlige sahip 1rk % 100 etkinlik ile 876 (Canakkale) ve H-101 (Samsun) olmustur. En
diisiik etkinlige sahip olan irk HIZ (Izmir) olmasma ragmen, kendisini takip eden
sirastyla. HAN (Ankara), 17 (Kirklareli) ve HB10 (Adana) 1wrklar1 ile arasinda
istatistiksel farklilik bulunamamustir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. Irklarin 50 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 2.83; df =9, 40; P = <0.0001)
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Sekil 4.26. Irklarin 75 1J/larva dozundaki etkinlikleri (F = 1.0000; df =9, 40; P =
<0.4711)
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Sekil 4.27. Irklarin 100 1J/larva dozundaki etkinlikleri

50 1J/larva dozunda HB6 (Antalya) ve HSU (Sanliurfa), 75 1J/larva dozunda ise HB6
(Antalya) hari¢ diger tiim rklar % 100 etkinlige ulasmistir. En yiiksek doz olan 100
[J/larva dozunda ise tiim irklarda % 100 etkinlik goriilmiistiir (Sekil 4.25, Sekil 4.26,
Sekil 4.27).

Onceki denemelerde yapildign gibi tiim uygulama dozlarindan elde edilen veriler
toplanarak probit analizi yapilmis ve analiz sonucunda LDsy ve LDy, degerlerine
ulagilmistir. Bu degerlere gore en etkili irklar sirastyla HSU (Sanliurfa), HB6 (Antalya),
17 (Kiarklareli), HB10 (Adana), HIZ (izmir), HB11 (Erzurum), HAN (Ankara), 13
(Yalova), 876 (Canakkale) ve H-101 (Samsun) numarali irklar olmustur. Tenebrio
molitor larvalarinin tiim uygulama dozlarindaki 6liim oranlar1 (Sekil 4.26), irklarin LDsg

ve LDy degerleri (Sekil 4.27) asagida verilmistir.
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Sekil 4.28. Irklarin tim dozlardaki etkinlikleri (F = 38.85; df = 69, 140; P = <0.0001)

Tiim etkinlik denemesi incelendiginde en diisiik doz olan 2 IJ/larva dozunda HIZ
(Izmir) 1rk1 ile 5 1J/larva dozunda 17 (Canakkale) ve HB10 (Adana) irklari haricinde
diger tiim wrklarm etkinlikleri % 30’ un iizerinde olmustur. Onceki dozlarda diisiik
etkinlige sahip olan 17 (Kirklareli) ve HB10 (Adana) irklar1 10 1J/larva dozunda da
diisiik etkinlik gosterirken, 20 1J/larva dozunda tiim 1rklarda 6liim oranlar1 % 80’ lere
ylkselmis, daha sonrasindaki 50 ve 75 IJ/larva dozlarinda HB6 (Antalya) ve HSU
(Sanlwurfa) hari¢ tiim 1rklarda % 100 etkinlik goriilmiistiir. En yiliksek uygulama dozu
olan 100 IJ/larva dozunda ise tiim 1rklarda etkinlige % 100’ e ulasmistir (Sekil 4.28).
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Irk LDsy (IJ/1arva) LDy, IJ/1arva)
17 (Karklareli) 4.98 27.56
13 (Yalova) 2.48 21.93
876 (Canakkale) 0.58 21.43
HB6 (Antalya) 5.20 28.89
HB10 (Adana) 542 26.56
HB11 (Erzurum) 4.50 23.47
H-101 (Samsun) 0.25 19.68
HAN (Ankara) 3.35 23.22
HSU (Sanlurfa) 5.27 31.20
HIZ (izmir) 5.06 24.26

Sekil 4.29. Irklarin LDsy ve LDgy degerleri

Tiim wrklarin LDsy ve LDy degerlerin incelendiginde en yiiksek etkinlige sahip irkin H-
101 (Samsun) oldugu goriilmektedir. Bu irk1 876 (Canakkale) irki takip ederken, en
diisiik etkinlige sahip irk LDsg i¢in HB10 (Adana), LDy i¢cin HSU (Sanlurfa) her iki
deger birden elen alindiginda ise HB6 (Antalya) olmustur. Sonuclar genel olarak
incelendiginde, yiiksek sicakliga dayanikli olan irklarin diisiik etkinlik gosterdigi, hassas

olan 1rklar1 ise yiiksek etkinlik gdsterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.29).

56



4.4. Stres faktorlerine toleranshlhik ile etkinlik arasindaki iliskiler

Irklarin yiiksek sicakliga toleransliliklari ile etkinlikleri arasindaki iliskiyi belirlemek
icin korelasyon analizi yapilmis ve aralarinda pozitif yonlii bir iliski oldugu saptanmigtir
(r = 0.64) (P = 0.046). Su kaybina toleranslilik ile etkinlik arasindaki ise herhangi bir
iliski tespit edilememistir (r = 0.32) (P = 0.373). Bu iki sonuca ek olarak yiiksek
sicakliga ve su kaybina toleranshilik arasindaki iligski incelenmis ve bu iki faktor

arasinda da herhangi bir iligki bulunamamstir (r = 0.31) (P =0.377) .
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5. TARTISMA ve SONUC

Entomopatojen nematodlar (EPN) 6zellikle Avrupa iilkelerinde on yil1 agkin bir siiredir
ticari olarak iiretilmekte ve birgok zararliya karsi etkin bi¢imde kullanilmaktadir. Agik
alanlarda EPN’ lerin basarisini etkileyen en onemli iki faktor, yiiksek sicakliga ve su
kaybina olan hassasiyetleridir. Glazer ve ark. (1991) tarafindan, bu iki faktorii kontrol
eden genlerin dollere yiiksek aktarim oranina sahip olmasinin bulunmasi ile EPN’ ler
tizerinde hibridizasyon fikri dogmasina ragmen bu giine kadar az sayida g¢alisma
yapilmis olup, en giincel ¢alismalar Mukuka ve ark. (2010a, 2010b, 2010c, 2010d)

tarafindan yapilmstir.

Hibridizasyon g¢aligmalarinin disinda, diinyanin farkli iilkelerinde EPN’ lerin ekolojik
karakterizasyonu iizerine g¢esitli arastirmalar yapilmigtir. Bu aragtirmalarin amaci,
yuksek sicaklik ve su kaybina olan hassasiyetlerini minimuma indirerek, biyolojik
miicadelede iyi bir potansiyele sahip olan EPN’ leri daha etkin bir bi¢cimde

kullanmaktir.

Hibridizasyon ¢alismas1 kapsaminda, Tirkiye’ nin farkli cografik bdlgesinde izole
edilen on H. bacteriophora 1rki yiiksek sicakliga ve su kaybina maruz birakilmis, elde
edilen sonuglar dogrultusunda tiim irklarin bu stres faktorlerine olan toleransliliklari
belirlenmistir. Irklar, 6zellikle farkli iklim sartlarina sahip bolgelerden izole edilmis ve
bu sayede cevre sartlarina adaptasyonun, tolerans seviyesine etkisi de incelenmistir.
EPN’ lerin ekolojik karakterizasyon calismalar1 kapsaminda H. bacteriophora iizerinde
yapilan caligmalarin az sayida olmasi, bu tez calismasini daha Onemli hale

getirmektedir.

Yiiksek sicakliga toleranshilik denemesinde en etkili irk, HB6 (Antalya) irki olmustur.
Irkin izole edildigi bolgenin yiiksek sicakliga sahip iklim sartlar1 g6z Oniine alindiginda
bu durum beklenen bir sonug olmustur. Ayn1 sekilde, HIZ (Izmir) ile HSU (Sanlurfa)
irklar1 da ytiksek sicakliga toleranslhilik siralamasinda ikinci ve {igiincii siradaki irklar
olmustur. Bu sonuglarda da, irkin izole edildigi bolgenin yiiksek sicakliga sahip olmasi

g6z onlinde bulunduruldugunda, tutarlilik goriilmiistiir. Bu sonuglarin yaninda HB11
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(Erzurum) 1rk1, diger tiim irklar arasinda yiiksek sicakliga en diisiik toleransliliga sahip
ik oldugu bulunurken, bu bélgenin sahip oldugu diisiik sicakliklarla ile

karsilastirildiginda bu durum da beklenen bir sonug olmustur.

Su kaybina toleranslilik denemelerinde ise yliksek sicakliga toleranslilik denemesindeki
kadar tutarli sonuglara ulasilamamistir. Denemede su kaybina en yiiksek toleransi
gosteren 1rk yine HB6 (Antalya) 1rk1 olurken, bu 1rki 876 (Canakkale) ve 17 (Kirklareli)
wrklart takip etmistir. En diisiik toleranslilik H-101 (Samsun) irkinda goriiliirken
beklenmedik sekilde HB11 (Erzurum), HAN (Ankara), HSU (Sanlurfa) ve HIZ (Izmir)
irklar1 birbirlerine ¢ok yakin tolerans seviyeleri gostermistir. Birbiri ile farkli iklim
ozelliklerine sahip iki bolgeden izole edilen irklarin birbirlerine ¢ok yakin sonuglar
vermesi, yagisin sicaklik kadar homojen dagilmasinin miimkiin olmayis1 olarak
diisiiniilmektedir. Ayrica izolasyon yapilan arazinin konumu, egimi, ¢evresindeki bitki
ortiisii gibi kriterler de topraktaki su miktar1 tizerinde etkili olabilmekte ve sonug olarak

adaptasyonu farkli yonde etkileyebilmektedir.

Etkinlik denemelerinde en etkin irk H-101 (Samsun) irki olurken bu ki 876
(Canakkale) 1rki takip etmis, yiiksek sicaklik ve su kaybi1 denemelerinde yiiksek tolerans
gosteren HB6 (Antalya) ve HSU (Sanliurfa) irklari ise etkinlik denemesinde etkinligi en
diisiik irklar olmustur. Etkinlik denemesinde edilen verilere bakildiginda 2 1J/larva
dozunun 5 IJ/larva dozuna gore kimi irklarda daha etkili oldugu goriilmektedir.
Denemede uygulanacak dozlarin tek tek sayilarak hazirlanmasi miimkiin olmadigindan,
oran-orant1 hesabina gore 6zel bir siispansiyon hazirlanmistir. Dozlar belirlenirken bes
tekerriirlii yapilmalarina ragmen 2 I[J/larva ¢ok diisiik bir doz oldugu i¢in fazladan
gelecek birkac birey bile etkinligi fazlasiyla etkileyecektir. Bu nedenle, 2 IJ/larva
dozunun 5 1J/larva dozundan daha yiiksek etkinlige sahip olmasinin nedeninin deneysel

hata oldugu diisiiniilmektedir.

Stres faktorlerine toleransliligin etkinlik ile iligkisi incelendiginde, yiiksek sicakliga
toleranshilik ile etkinlik arasinda tespit edilen pozitif yonli iliski (r = 0.64), yiiksek
sicakliga toleranshilik artarken etkinligin azaldigin1 gostermektedir. Bu sonu¢ olumsuz

goriinmesine ragmen, stres faktorlerine dayanimin artmasi EPN’ lerin hayatta kalma
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sansini arttiracagindan, irklarin bu iki faktore toleransliliklari, etkinliklerinden daha 6n
planda yer almaktadir. Bu sayede yiiksek sicakliga sahip bir alana H. bacteriophora
uygulandiginda, uygulanan nematodun canli kalma orani artacagindan, etkinligi diisiik
bile olsa sonu¢ olarak o alandaki hedef bocekleri dldiirme sansi artacaktir. Aksi
durumda ise, ¢ok daha etkin olan H. bacteriophora’ lar ayni alana uygulandiginda
hayatta kalamayacaklar1 i¢in ya da ¢ok diisiik oranda canli birey kalacagindan dolay1

hedef zararli {izerinde basar1 elde edilemeyecektir.

Morton ve Garcia-del-Pino (2009), iki saat boyunca yaptiklart yiiksek sicaklik
denemelerinde S. feltiae 1rklar1 ve S. carpocapsae 25-35 °C arasinda hayatta kalirken,
H. bacteriophora 1rklar 37 °C’ ye kadar dayanabilmis, 40 °C’ de ise tiim nematodlar
Olmiistiir. Sonuglar incelendiginde, tez c¢alismasindan elde edilen sonuclar ile
benzerlikler oldugu goriilmektedir. Morton ve Garcia-del-Pino (2009), ayn1 arastirmada
% 97 (~ % 45 PEG 600) bagil nem kosullarinda H. bacteriophora wrklarinin hayatta
kalma oraninin % 44 ile % 70 arasinda degistigini tespit etmislerdir. Steinernema
tiirlerinde ise bu oran % 80’ lerin iizerinde olmustur. Bagil nem oran1 % 93 ve % 88’ e
diisiiriildiigiinde 6liim oranlar1 artmis ve nem % 85’ e distiiglinde tiim wrklarda tez

calismasina benzer sekilde % 100 dliimler gézlemlenmistir.

Liu ve Glazer (2000), H. bacteriophora HP88 1rkinda ilk olarak 96 saat boyunca % 97
(~ % 45 PEG 600) ve % 93 (~ % 47.5 PEG 600) bagil neme maruz birakilan 1J’lerde
hayatta kalma oranlar1 % 70’ lerin iizerindeyken, % 88 (~ % 60 PEG 600) ve % 85 (~
% 65 PEG 600) bagil neme maruz birakilan 1J° lerde hayatta kalma oranlar1 % 10’ larin
altina diigmiis hatta 6liim oranlar1 % 100’ i bulmustur. Bu sonuglar, kurak ortam ve
sonucunda 1J° den kaybolan suyun, hayatta kalma oranini olumsuz yonde etkiledigini
gostermistir. Bunun yaninda Liu ve Glazer (2000), farkli klimatik bolgelerden izole
edilen 12 adet H. bacteriophora izolatinin ayni bagil nemde (% 97) farkli hayatta kalma
oranlar1 gosterdigini saptarken, bu tez ¢aligmasinda da farkli iklimatik 6zelliklere sahip

olan cografik kosullardan izole edilen irklarin farkl tepkiler verdigi belirlenmistir.

Solomon ve ark. (1999), 3 farkli Steirnernema feltiae wkinin (IS-6, IS-15 ve N8) su

kaybina olan toleranshiligini belirlemek amaciyla bir calismada irklar1 deneme
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oncesinde % 97 bagil nemde 3 giin boyunca 23 °C’ de adapte etmis ile tiim irklarin
uyusuk doneme (kuyessens) gecmesi saglamis ve bu durum daha kurak sartlara (% 75
ve % 85 bagil nem) daha iyi dayanmalarini saglamistir. Negev ¢oliinden izole edilen IS-
6 ki su kaybina en iyi dayanimi gosterirken kuzey Israil’den izole edilen IS-15 ki
ikinci en iyi toleranslhiligi gostermistir. En az toleransliligi gosteren irk ise Almanya’dan
izole edilen N8 irki olmustur. Sonuglar incelendiginde, irkin izole edildigi cografik
bolgenin iklim sartlarinin, stres faktoriine toleranslilikta etkin bir rol oynadig1 goriilmiis

ve benzer veriler yapilan tez calismasinda da elde edilmistir.

Gonzalez-Ramirez ve ark. (2000), H. bacteriophora’ nin Mocis latipes larvasi ve
prepupasi iizerinde % 22.5-100 arasinda degisen oranda etkinlik gosterdigini, prepupa
evresine 10 1J/birey uygulama dozunda 6liim oraninin % 97.5-100 arasindaki degerlere
ulastigini bildirirken, elde edilen bu veriler yapilan tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen
sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Ayrica H. bacteriophora’ nin zararlinin larvalari
tizerindeki LDsy degeri 5.26-37.66 1J/larva bulunurken, bu sonu¢ tez ¢alismasi

kapsaminda elde edilen verilerden daha yiiksek ¢ikmustir.

Kepenekei ve ark. (2004), Tur-H1 ve Tur-H2 wrklarim1 Curculio elephas’ i son dénem
larvalan tizerinde etkinlik degerinin oldukga yiiksek seviyede oldugunu, 6zellikle 25
°C’ de larvalar iizerinde % 96.5 oraninda etkinlik gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica
Tur-H1 ve Tur-H2 wrklarinin LDsy degerlerinin sirasiyla 266 ve 494 1J/larva oldugunu
bildirmislerdir. Sonuglar, tez ¢alismasinda elde edilen sonuclar ile karsilastirildiginda
etkinlik acisinda benzerlik gosterirken LDsy agisindan farkliliklar icermektedir. LDsg
degerinin farkli ¢cikmasinin nedeni olarak farkli her canlinin EPN’ lere ayni1 hassasiyette

olmamasi ve farkli dayaniklilik seviyeleri gostermesi seklinde diistiniilmektedir.

Susurluk ve ark. (2009), Dorcadion pseudopreissi’ ye karst H. bacteriophora’ nin
etkinligini degerlendirmek iizere 25 °C’ de 50, 100 ve 150 IJ/larva dozlarinda H.
sirastyla % 55, 65 ve 85 oranlarinda oldugunu bildirmislerdir. Onceki ¢alismaya benzer
sekilde bu calismada da etkinlik, yapilan tez ¢alismasina oranla diisiik olmustur. Bunun

nedeni olarak da yine farkl tiirlerin farkli hassasiyet seviyeleri olarak goriilmektedir.
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Yapilan bu tez ¢alismasi Tiirkiye’ de bu alanda yapilan ilk ¢alisma olup, farkli EPN
irklarinin yiiksek sicaklik ve su kaybri stres faktorlerine verdigi tepkiler belirlenmistir.
Elde edilen bu veriler sayesinde bu alanda yapilacak hibridizasyon calismalar1 i¢in
gerekli temel bilgiler elde edilmistir. Bunun yaninda farkli iklim sartlarindan izole
edilen wrklarin yiiksek sicaklik ve su kaybi stres faktorlerine farkli tepkiler vermesi ve
EPN’ lerin bu stres faktorlerini kontrol eden genlerinin ilerideki doéllere yiliksek aktarim
oranina sahip olmasi, ileride iistiin bir 1tk elde etme ve biyolojik miicadele alaninda bu
irklar1 kullanarak yeni imkénlar yaratma konusunda bir kilometre tasi olarak

goriilmektedir.
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