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OZET
Yiksek Lisans Tezi

HIBRIT ENTOMOPATOJEN NEMATOD Heterorhabditis bacteriophora (HBH)
IRKININ BAZI ZARARLI BOCEKLER ILE MUCADELESINDE YENI BiR
UYGULAMA YONTEMI

Ahcen BOUHARI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Tarimsal agidan zararli boceklere karsi genellikle, insan sagligi ile cevreye zararli olan ve
boceklerin  direng kazanmasina neden olan kimyasallar  kullanilmaktadir.
Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarina ait olan entomopatojen nematodlar
(EPN) tarimda birgok toprak kaynakli zararli boceklere karsi biyolojik miicadele ajanlari
olarak kullanilmaktadir. EPN'ler toprakta yasayan zararlilar ile mucadele etmek igin
kullanilan kimyasallara iyi bir alternatiftir. Ancak, boceklere karsi toprak Usti
uygulamalar1 genellikle nem eksikliginden dolayr basarisiz olmaktadir. Bu nedenle,
EPN'ler etkinliklerini hizla kaybederler. Bu ¢aligmada, gé¢men gekirgelerine (Locusta
migratoria (Linnaeus, 1758) (Orthoptera: Acrididae)) ve Turkistan hamambdceklerine
(Blatta lateralis (Walker) (Dictyoptera: Blattidae)) kars1 Heterorhabditis bacteriophora
(Poinar, 1976) (Rhabditida: Heterorhabditidae) HBH hibrit irkinin kullanimi igin yeni bir
uygulama yontemi gelistirilmistir. Hidrofilik kumas tuzaklari, toprak Ustiinde EPN'lerin
ithtiya¢ duydugu nemli ortami saglayacak sekilde ayarlanmigtir. Tuzak sistemine {i¢ farkli
H. bacteriophora (HBH) dozaji (50 1J/cm?, 250 1J/cm? ve 500 13/cm?) uygulanmustir.
EPN’ler ile muamele edilen hidrofil kumas, 200 ml’lik ringer cozeltisi iceren bir
rezervuar ile birlestirilmistir. Kumas tizerindeki kaliciliklarini belirlemek icin periyodik
olarak 6lii ve canli EPN’ler kaydedilmistir. H. bacteriophora (HBH) irkinin etkinligini
belirlemek icin L. migratoria ve B. lateralis 6lim oranlar1 da kaydedilmistir. Bu
caligmanin bir sonucu olarak HBH'nin toprak istii kaliciligi ve L. migratoria ile B.
Lateralis’e karsi etkenligi, hidrofil kumas vasitasiyla 4 haftadan fazla siirebilecegi tespit
edilmistir. Ayrica, Tiirkistan hamambdécegi 6liim oranlarimin, blyik oranda maruz kalma
stiresine ve EPN dozajina bagli olarak arttig1 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Toprak Ustii uygulama, entomopatojen nematodlar, hidrofil
kumas, Locusta migratoria, Blatta lateralis

2020, vii + 38 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

A NEW APPLICATION METHOD OF HYBRID ENTOMOPATHOGENIC
NEMATODE STRAIN Heterorhabditis bacteriophora HBH IN CONTROL OF SOME
INSECT PESTS
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Chemical insecticides, which are harmful to human health and cause insects to gain
resistance, are generally used against agricultural pests. Entomopathogenic nematodes
(EPNs) of the families Heterorhabditidae and Steinernematidae are being used as
biocontrol agents against many soil-borne insects pests in agriculture. EPNs are a good
alternative to chemicals used to control soil-dwelling pests. However, above-ground
applications against the insects are usually unsuccessful due to the lack of humidity.
Therefore, EPNs rapidly lose their effectiveness. In this study, a new application method
was developed for the use of Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1976) (Rhabditida:
Heterorhabditidae) HBH hybrid strain against the migratory locusts (Locusta migratoria
(Linnaeus, 1758) (Orthoptera: Acrididae)) and Turkestan cockroaches, Blatta lateralis
(Walker) (Dictyoptera: Blattidae). The hydrophilic fabric traps were set to provide the
moist environment needed by the EPNs on aboveground. Three different application rates
of H. bacteriophora (50 1J/cm?, 250 1J/cm? ve 500 13/cm?) were applied to the trap system.
The fabric was inoculated with the EPNs and combined with a reservoir containing 200
ml of ringer solution. The dead and live EPNs were recorded periodically to determine
their persistence on the fabric. The mortality of L. migratoria and B. lateralis were also
recorded to determine the infectivity of H. bacteriophora. As a result of this study, the
above-ground persistence and infectivity of HBH could be achieved more than 4 weeks
by using hydrophilic fabric. In addition, the mortality rates of the Turkestan cockroaches
were found to increase depending on exposure time and the nematode dosage.

Key words: Above-ground application, entomopathogenic nematodes, hydrophilic
fabric, Locusta migratoria, Blatta lateralis
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Simgeler Aciklamalar

g Gram

kg Kilogram

L Litre
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Mha Million hectares
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EPN Entomopatojen Nematod
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1. GIRIS

Locusta migratoria (Linnaeus, 1758) (Orthoptera: Acrididae) diinyadaki en yikici
tarimsal zararli boceklerden biridir (Zhang ve ark., 2009; Wang ve ark., 2014). Binlerce
kilometreden daha fazla gd¢ edebilen cok etkili bir zararlidir (Showler, 1995) (Zhang ve
ark., 2009). Locusta migratoria, diger c¢ekirge tiirlerinden daha biyik bir alana
dagilmistir ve tiim dogu yarimkiireye (Avustralya, Afrika, Avrupa ve Asya) yayilmistir
(Zhang ve ark., 2009). Bu gekirgenin istilalar1 1995-2001 yillar1 arasinda Cin'in 30 ilinin
12'sinde yaklasik 8 Mha tarimsal tesisi yok etmistir (Ma ve ark., 2005). Locusta
migratoria salginlarini tahmin etmenin zorlugu géz 6niine alindiginda, etkilenen tilkeler
cevre ve hedef olmayan organizmalar i¢in toksik olan bdcek ilaglarini asirt derecede
kullanmaktadir (Vos ve digerleri, 2000; Rai ve Chavhan, 2015). Nematodlar, protozoalar,
bakteriler, mantarlar ve viriisler gibi biyolojik ajanlar kullanilarak L. migratoria
micadelesine yonelik ¢evre agisindan giivenli alternatiflerin gelistirildigi bildirilmistir
(Rai ve digerleri, 2013; Rai ve Chavhan, 2015). Steinernematidae ve Heterorhabditidae
familyalarina ait entomopatojen nematodlar (EPN'ler), tarimsal ilaglarin ¢evre iizerindeki
olumsuz etkisini azaltmak amaciyla biyolojik miicadele kapsaminda insektisitlerin (Cross
ve digerleri, 1999; Lacey ve Shapirollan, 2008) yerine bir¢ok zararli bocekler lizerinde

kullanilmaktadirlar (Lewis ve Clarke, 2012; Shapiro-Ilan ve digerleri, 2014).

Hamambdcekleri Arthropoda subesine, Insecta sinifina ve Dictyoptera takimina aittir.
Diinya genelinde 4500'den fazla hamambdcegi tiirli tanimlanmigtir (Hashemi-Aghdam ve
Oshaghi, 2015). Nem ve sicakliga olduk¢a duyarhdirlar 6zellikle kentsel yerlerde,
restoranlarda, banyolarda ve mutfaklarda yasam siirerler (Nedelchev ve digerleri, 2013;
Mahmoud, 2013). Insan gidalarin1 patojenik organizmalarla kirletebilir ve &zellikle
¢ocuklarda astima neden olabilirler (Sohn ve Kim, 2012; Hashemi-Aghdam ve Oshaghi,
2015). Ayrica diski, tiikiiriik ve dokiinti derileri gibi hamambdcegi atiklart ciddi alerjik
semptomlara neden olabilir (Sookrung ve Chaicumpa, 2010). Fipronil, siilfonamid ve
imidacloprid gibi aktif maddeler igeren insan saglig: icin toksik olan kimyasal bocek
olduriciiler hamambdcegi kontroliinde kullanilmaktadir (Cutler ve digerleri, 2017).
Bununla birlikte, boceklerin yaygin olarak uygulanan insektisitlere direngli hale gelmesi
nedeniyle son yillarda kimyasallarin kullanimi1 kisitlanmaya baslamistir (Ko ve ark.,

2016; Cutler ve ark., 2017). Cevreye zararli kimyasallarin yerini alan biyolojik mlicadele



gibi alternatif yontemlerin 6nemi artmaya devam etmektedir (El-Kady ve ark., 2014;
Cutler ve ark. 2017). Biyolojik miicadele kapsaminda kimyasal bdcek ilaglart yerine
kullanilan EPN ile hamambdcegi micadelesinde etkili oldugu bildirilmistir (Morton ve
Garcia-del-Pino, 2013; Cutler ve ark., 2017).

Steinernematidae ve Heterorhabitidae familyalarina ait EPN'ler 6zelikle toprak kokenli
boceklere karst etkili biyolojik micadele ajanlaridir (Lacey ve Shapiro-llan, 2008).
Boceklerin hemolenfine dogal agikliklardan girerler. EPN'ler daha sonra Xenorhabdus
spp. ve Photorhabdus spp. Bakterileri ile simbiyotik iligkileri nedeniyle 24 ila 48 saat
icinde boceklerin septisemiden 6lmesine neden olurlar (Stock and Blair, 2008). EPN'ler
toprakta dogal olarak bulunurlar ve ¢ogunlukla toprak kaynakli boceklerin micadelesinde
kullanilmaktadirlar (Wright vd., 2005). Ancak, cekirge ve hamambdcegi gibi toprak
tistiinde yasayan zararli bocekleri de mucadele etme potansiyeline sahiptirler (Morton ve
Garcia-del-Pino, 2013; Sahin ve ark., 2018). EPN'lere kars1 duyarli olan boceklerin
spektrumu ¢ok genistir (Ahmad ve ark., 2010; Sahin ve ark., 2018). Bocekler (insecta)
siifinda, 17 takimin ve 135 familyanin hem agik arazide hem de laboratuvar kosullarinda

EPN'lere kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir (El-Kady ve ark., 2014).

EPN'ler tarafindan toprak Ustll zararli bocekleri micadele etmek igin ¢esitli yem
teknikleri (Maketon ve digerleri, 2010) ve jel formiilasyonlart gelistirilmistir (Schroer ve
Ehlers, 2005; Georgis ve digerleri, 2006; Beck ve digerleri, 2013). Toprak (st
uygulamay1 basarisiz kilan bazi 6nemli faktorler sicaklik, ultraviyole radyasyon ve
nemdir. Bunlardan nem, EPN'er icin en kisitlayic1 faktordiir ¢iinkii mevcut
formulasyonlar yeterli stire boyunca nemli bir ortam saglayamamaktadir (Georgis ve ark.
2006; Lacey ve Georgis, 2012). Bu formulasyonlara eklenen rimulgan ve ksantan gibi
bazt kuruma oOnleyiciler EPN'in etkinligini ve yaprak izerinde kaliciligini
artirabilmektedir, ancak kalicilik siiresi istenilen seviyeye heniiz ulasamamistir (Schroer
ve Ehlers, 2005). EPN'lerin toprak iizerindeki kaliciligin1 test etmek igin bircok
laboratuvar ¢aligmasi yapilmistir. EPN'lerin siirekliligi genellikle giinlerden ziyade birkag
saat slirdiigii gortilmiistiir (Schroer ve Ehlers, 2005). Her ne kadar bugiine kadar dikkate
deger iyilestirmeler yapilmis olsa da, bunlar ticari kullanim icin tavsiye edilecek seviyede
degildir (Grewal, 2002; Schroer ve Ehlers, 2005).



EPN’lerin 6ldiirebilecegi zararli bocek ¢esidi 200°den fazladir (Georgis ve ark. 2006).
Ayrica EPN’lerin bitkilere, topraktaki faydali organizmalara, ¢cevreye ve insan sagligina
higbir bir zarar1 yoktur. Bundan dolayi, zararli bocekleri 6ldiirmek amaciyla, EPN’ler
kimyasal ilaglarin yerine kullanilabilir (Lewis ve Clarke 2012; Shapiro-llan, 2014). EPN
uygulamasinda karsilasilan problemlerden biri toprak iistii zararli boceklere karsi etkili
bir yontem bulunamamis olmasidir. EPN’ler toprak iistii zararli bocekleri 6ldiirebilme
potansiyeline sahip olmasina ragmen, bu potansiyeli degerlendirebilecek ekonomik bir

yontem gelistirilememis olmasi biyolojik miicadele agisindan 6énemli bir eksikliktir.

Bu c¢alisma L. migratoria (Linnaeus, 1758) (Orthoptera: Acrididae)'ya ve B. lateralis
(Walker) (Dictyoptera: Blattidae)'e karsi, hidrofilik pamuklu kumas kullanilarak toprak
istli uygulama i¢in yeni bir yontem gelistirmeyi amaclamistir. Bu amagla, Susurluk
tarafindan patentli (TPMK Patent No: TR 2013 06141 B) Heterorhabditis bacteriophora
(Poinar, 1976) (Heterorhabditidae: Rhabditida)'nin HBH hibrit irk1, yeni tuzak sisteminde

biyolojik bir ajan olarak kullanilacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Baur ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢alismanin amaci, daha 6nceden test edilmemis yeni
adjuvantlar kullanarak Steinernema carpocapsae (Weiser) ve S. riobravis’in Plutella
xylostella'ya (L.) karsi yaprak uygulamalarinin etkinligini artirmak igin bir yOntem
bulmakti. Sprey katki maddelerinin Plutella xylostella (L.)’a karsi entomopatojenik
nematod kalicilig1 ve etkinligi iizerine etkileri arastirildi. Birka¢ adjuvan, turp fideleri
(Raphanus sativus var. Capitata L.) icin toksikti, ancak higbiri nematodlar veya P.
xylostella icin toksik degildi. Laboratuvarda, bir riitbe skoruna gore en iyi antidisikant
aktiviteyi saglayan adjuvanlar TX7719, Rodspray yagi ve Nufilm P. idi. Daha az koruma
saglayan ancak geri kalan adjuvanlardan daha iyi olanlar 38-F, dekstroz ve Pluronic F-
127 idi. Sera denemelerinde TX7719 ve Rodspray yagi test edilen diger adjuvanlardan
daha etkiliydi. Stilben parlaticisi, Blankophor BBH, sera konsantrasyonlarinda nematod
etkinligini, muhtemelen kullanilan konsantrasyonun ¢ok diisiik olmas1 nedeniyle, tutarl
bir sekilde artirmamistir. Saha denemelerinde, TX7719 artt Blankophor BBH
kombinasyonu su teresi yapraklarinda (Nasturium officinale R. Br.) nematod kaliciligini
ve P. xylostella’ya kars1 etkinligi arttirmigtir. In vitro dretilen nematodlar, laboratuvarda
in vivo Uretilen nematodlardan daha fazla katki maddelerinden yararlanmistir, ancak bu
fark sahada kaybolmustur. Genel olarak, katki maddelerinin genellikle nematod
kaliciligin1 ve etkinligini arttirdigi, ancak iyilesmenin muhtemelen nematodlarin yaprak
uygulamalarinin P. xylostella ya karsi fizibilitesini arttirmak igin yeterli olmadig

bulunmustur.

Schroer ve ark. (2005) yilinda SPFnin (Siirfaktan-polimer formulasyonu), DBM’nin
(Pirlanta giivesi Plutella xylostella L.) dogal ortamina daha uyumlu kosullar saglayan
yaprak biyo-tahlillerinde nematodun hayatta kalmasi ve etkinligi tizerindeki etkisini
aragtirmak amaciyle ¢aligma yapmistir. Plutella xylostella larvalarinin larvalarini kontrol
etmek amaciyla lahana yapraklarinda entomopatojenik nematod Steinernema
carpocapsae'nin kullanimi i¢in, yaprak biyodeneylerinde % 0,3 yiizey aktif madde
Rimulgan ve % 0,3 polimer ksantan iceren bir formulasyon test edildi ve suyla uygulanan
nematodlarla karsilagtirildi. Su ile karsilagtirildiginda, yiizey aktif madde-polimer
formulasyonunda (SPF) 75 infektif juvenil (1J)/cm? kullamilarak % 80 mortalite
kaydedildi, % 60 bagil nemde bocek mortalitesi neredeyse % 60'a ulasti. Suda uygulanan



S. carpocapsae i¢in hayatta kalma siiresi (LT50), % 80 bagil nemde 36 saat ve % 60 bagil
nemde sadece 3 saatt oldugu tespit edildi. SPF ile LT50, % 80 bagil nemde 58 saate ve %
60 bagil nemde > 20 saate uzatilmistir. Fiime silika, ¢capraz bagli sodyum poliakrilat veya
aljinat jel ilavesi, tek basina SPF'ye kiyasla 1J kaliciligini 6nemli dlglide iyilestirmedi.
Nematodlarin % 98'i 9 saat sonra hala hayatta oldugundan, nematodlarin etkinligini
kaybetmis olmasi gerekir. Bocekler 1J'lere 1, 4 veya 20 saat siireyle maruz birakildiginda
DBM aktivitesinde onemli bir artis kaydedilmemistir. Bu calismadaki verilere gore:
yaprak lizerinde enfeksiyonun uygulamadan sonraki ilk saat icinde meydana geldigini
gostermektedir. Bu nedenle, formiilasyonu kullanmanin en biiylik avantaji, nematodun
hayatta kalmasini arttirmak degil, bunun yerine konagin yapraklar iizerinde nematod

istilasin1 destekleyen optimal gevresel kosullar1 saglamaktir.

Georgis ve ark. (2006) yaptigi derlemeye gOre seri Uretimdeki ilerlemeler,
entomopatojenik nematodlarin (EPN) formilasyon teknolojisi, ¢ok sayida susun kesfi ve
pestisit kullaniminin azaltilmasinin istenmesi EPN’lere karsi bilimsel ve ticari ilginin
artmasina neden olmustur. Daha 6nceki problemlerden ¢ikarilan dersler bilim insanlarini
ve onde gelen ticari sirketleri, iiriin yetenekleri sinirlar1 dahilinde maliyet verimliligini ve
pazarda daha iyi {irlin konumlandirmay: gelistirme cabalarini artirmaya tesvik etti. Bu
derlemede, 24 eklembacakli tarim ve hayvan tiiriine ve tarimdaki biiyiik salyangozlara
kars1 nematodlarin basarilar veya basarisizliklari tartisilmigtir. Ek olarak, bir nematodun
(Phasmarhabditis hermaphrodita) tarim sistemlerindeki salyangozlara kars1 basarili bir
sekilde ticarilestirilmesi sunulmaktadir. Bu ilerlemeye ragmen, gercek su ki, nematod
bazli iiriinler sinirli pazar payina sahiptir. Sinirli pay, standart insektisitlere kiyasla daha
yiksek iiriin maliyetine, olumsuz kosullar altinda diisiik etkinlige, uygulama
zamanlamas1 ve kosullarina, [IPM programlarindaki sinirli veri ve maliyet avantajlarina,
optimal olmayan nematod tiirlerinin kullanimi1 ve ayrmtili uygulama talimatlarinin
eksikligin, baglanmaktadir. Bu faktdrlerden biri veya daha fazlasi, ¢cimdeki siyah kesik
kurdu, seker pancarinda seker pancari biti, tath patateste tatli patates biti ve hayvan
yetistirme ¢iftliklerinde ev sinegi yetiskin gibi boceklere kars1 umut verici alan etkinligine
ragmen nematodlarin piyasaya siiriilmesini etkilemektedir. Lahana kokii kurtguklari,
havu¢ kokii bocegi ve patates bocegi gibi bocekler, bocek duyarliligl, biyolojisi veya
davranig1 nedeniyle diisiik etkinlik verilerine ragmen bazi ticari {riinlerin etiketinde

listelenmektedir. Entomopatojen nematodlar1 daha basarili hale getirmek i¢in genetik



miithendisligi, IPM programlar1 ve yeni dagitim sistemleri veya belirli boceklere karsi
sinirli alan etkinliginin iistesinden gelmek igin yeni saha sistemleri veya egitim

programlar1 yoluyla gercekei stratejilere ihtiyag vardir.

Maketon ve ark. (2010) yaptigi calismada hem Amerikan hem de Alman
hamambdceginin kontrolii igin bes EPN susunun potansiyeli degerlendirildi. EPN'ler,
kedi mamas1 ve atapulgit kili igeren yemlerde test edildi, ¢linkii bu yemlerin iiretimi
nispeten ucuz ve kullanimi kolay olacakti. Iki yerli ve ii¢ ithal entomopatojen nematod
(EPN) tiiri, Amerikan hamambdcegi (Periplaneta americana) ve Alman hamambdcegi
(Blattella germanica) kontrolu icin test edildi. Steinernematidae’nin sadece iki turi
hamambdcegine karst dnemli 6lgtide mortaliteye sebebep oldu; biri Steinernema sp. (T1
susu) ve digeri is S. carpocapsae'nin ithal bir susudur. 3: 7 oraninda (W: W, yem basina
toplam 10 g) kedi mamas1 ve atapulgit kili igeren ve yem basina 10° tane Steinernema sp.
(T1) eklenmis ev yapimi bir yem, Amerikan hamambdceginin % 48,0 + 4,7 6limune ve
Alman hamambdceginin % 57,7 + 8,0 6limune neden oldu. S. carpocapsae iceren benzer
bir yem, Amerikan hamambdéceginde % 40,0 £ 3,3 ve Alman hamamboceginde % 86,7 +
4,7 6lum oranina neden oldu. Amerikan ve Alman hamambdcegini kontrol etmek igin
optimal Steinernema sp. (T1) ve S. carpocapsae konsantrasyonu, yem basina sirasiyla
1x10° ve 5,4x10* tane EPN'dir. Amerikan hamambéceginin her iki EPN'ye en duyarli
asamasi son deri degistirme samasi oldugu, ancak Alman hamambdceginin her iki EPN'ye

duyarliligi hamambdcegi asamalar1 arasinda farkli oladig tespit edilmistir.

Lacey ve Georgis (2012) yaptig1 arastirmada, EPN'lerin toprak Ustiinde ve toprak altinda
tarimsal agidan zararli boceklerin kontrolii i¢in basarili bir sekilde kullanilmasina yonelik
literatlir g6zden gegirilmis ve bunlarin ticarilestirilmesinin yonleri tartigilmistir. Bu
calismada, zararli boceklerin zeminin iistiinde ve altinda kontroliine yonelik gelisimleri
degerlendirilmistir. Hedef bocekler yaprak, toprak yiizeyi, kriptik ve yeralt1 habitatina
sahip olanlar1 kapsamaktadir. EPN'lerin seri Uretimi ve formulasyonu teknolojisindeki
ilerlemeler, ¢ok sayida etkili izolat kesfi ve pestisit kullaniminin azaltilmasinin istenmesi,
EPN'lerin ticari kullaniminda artisa neden olmustur. Ticari olarak iiretilen EPN'ler su
anda ¢imler ve cimdeki ‘“scarab” bocegi larvalarmin, mantar iiretiminde mantar
sivrisineklerinin, ¢im ve ¢imdeki invaziv kostebek kriketlerinin, fidanlik bitkilerinde

siyah asma biti ve diger boceklerinin yani sira turunggillerde Diaprepes kok biti kontroll



i¢cin kullanmlmaktadir. Ozetle, her ne kadar bazi arastirmalar boceklerin basarili bir sekilde
kontrol edildigini gosterse de, EPN’ler bocek ilact pazarinda oOnemli bir pay
yakalayamamistir. Maliyet, raf dmrii ve treticilere ve distribiitorlere kar marjlar1 gibi
faktorler EPN'lerin bircok pazara girmesini veya mevcut pazarlarda 6nemli pay elde

etmesini engellemektedir.

Beck ve ark. 2013 yilinda yaptigi ¢alismada, bir dizi adjuvant ve ii¢ farkli meme
biiyiikliigiiniin entomopatojen nematodlarin (EPN) yaprak uygulamasi tizerindeki etkisi
arastirilmistir. Iki EPN tiirii ile calisilmistir: Steinernema feltiae ve Steinernema
carpocapsae. Adjuvanlarin farkli ¢ézeltilerinde siispansiyon halinde tutulan bir EPN
canlilik testi, se¢ilen tiim alkol etoksilatlarin ve bir alkil polisakaritin, se¢ilen nematod
tiirleri tizerinde hareketsizlestirici bir etkiye sahip oldugunu gosterdi. Bir sedimantasyon
testinde, ksantan zamki, genis bir se¢imde siispansiyonda EPN'nin sedimantasyonunu
geciktirebilen tek adjuvan oldugunu kanitlamistir. Ksantan zamki olmadan, S.
carpocapsae Ve S. feltiae'nin sedimantasyonu sirasiyla 20 ve 10 dakika sonra fark edildi.
Siispansiyona ksantan zamki (0.3 g/ 1) eklendiginde, her iki EPN tiirii ile 20 dakika sonra
herhangi bir sedimantasyon belirtisi fark edilmedi. S. carpocapsae puskdrtirken 1ISO 02
diz fan memesi tikanabilir. Bir biriktirme testi, bir ISO 04 standart diz fan nozulunun
karnabahar yapraklari {izerinde daha yiiksek bir nispi birikim sagladigin1 ve bu nedenle
S. carpocapsae'nin puskirtiilmesi icin daha blyuk ISO 08 standart diiz fan nozulundan
daha iyi bir nozul segimidir. Yayici bir materyalin eklenmesi, S. carpocapsae birikimini
gelistirdi. EPN yayict malzeme karigimlarina ksantan zamki eklenmesi birikimi daha da

artirmamastir.

Beck ve ark. (2015), Giineyde ve Bati Avrupa'da pirasa iiriinlerinin en énemli zararlisi
olan T. tabaci'ye kars1 Steinernema feltiae'nin (Filipjev) sprey uygulamalarinin etkisini
belirlemek ve miimkiinse iyilestirmek icin iki saha denemesi kurmustur. flk deneme,
uygun bir uygulama teknigi se¢meye ve bir ¢ekicinin pirasadaki thrips kontrolii
tizerindeki etkisini test etmeye odakliyd:. Ikinci deneme, entomopatojenik nematodlarin
(EPN) geleneksel bir insektisit semasina dahil edilmesine ve bir ylizey aktif maddenin
sprey siispansiyonunda karigtirllmasimin etkisine odaklandi. S. feltiae’nin, sprey
slispansiyonuna bir ylzey aktif cismi veya bir cezbedici madde eklenmesine ve

ekipmanin adapte edilmesine ragmen, T. tabaci'nin yaprakta yasayan dénemine karsi



etkisiz oldugu kanitlanmigtir. Fakat geleneksel bir piiskiirtme ile karsilastirildiginda, hem
eski hem de yeni pirasa yapraklarinin iist tarafinda ve altinda daha esit bir EPN dagilimi
saglandig1r goriilmiistiir. Bu teknik, pirasadaki fungisitlerin ve kontakt insektisitlerin

etkisini artirabilir.

Entomopatojen nematodlar (EPN) genelde toprak altina uyarlanir ve UV 15181 ve kuruma
nedeniyle hasara egilimlidir. EPN'ler, Steinernema carpocapsae, koruyucu bir jel ve anti-
UV bilesenleri ile birlikte, toprak iistii zararli yonetimi i¢in potansiyele sahiptir (Dito ve
ark. 2016). Dito ve ark. tarafindan 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada: jelin direkt giineste
uygulandiginda diisiik konsantrasyonlarda EPN'lere koruma saglayip saglayamayacagi,
jele eklenen diger bilesenlerin etkinligi artirip artirmadigi ve yapraklara uygulanan
EPN'lerin hayatta kalma miktar1 inceledi. % 1 koruyucu jeldeki EPN'ler, diger
uygulamalara (% 2-37) gore daha yiiksek konakg1 mortalitesine (% 60) neden olmustur.
% 1 koruyucu jel ¢ozeltisi ile titanyum dioksit (TD) ve oktil metoksisinamat ile saglanan
UV korumasi a¢ik havada test edildi; bu formiilasyonlar diger uygulamalardan (% 2-7)
daha yiiksek konak¢1 mortalitesi (% 43 ve% 25) ile sonuclanmistir. Serada 8 saat sonra,
% 0,25'lik koruyucu jel ¢ozeltisi yapraklarda en yuksek canli EPN yiizdesine sahiptir.
Diisiik konsantrasyonda jel, EPN'leri korur ve TD'nin eklenmesi formilasyonun EPN
koruyucu ozelliklerini arttirir. Farkli biiyiiyen sistemler ve zararli bocekleri davranislart
icin secenekleri siirekli olarak gelistirmek oOnemlidir. Koruyucu jelin diisiik
konsantrasyonlu bir formilasyonuna eklenen TD, bu uygulama teknigini yetistiricilerin

kullanmasi i¢in daha uygun hale getirmektedir.

Toprak Ustinde EPN'nin hayatta kalmasini arttirmak i¢in koruyucu formiilasyonlar ve
anti-kurutucular onerilmektedir. Ornegin, yiizey aktif madde Rimulgan ve %0,3 polimer
ksantan, yiizey aktif madde-polimer formiilasyonu (SPF) ve bir yangin geciktirici jel dahil
bir dizi adjuvan ile birlikte uygulanan EPN'lerin yaprak uygulamalarinda EPN etkinligini
arttirtirabilecegi soylenmektedir (Noosidum ve ark. 2016). Noosidum ve ark. 2016
yilinda yaptiklari arastirmada, iki anti-kurutucu karistminin, EPN kaliciligini ve
etkinligini {izerindeki etkisini incelemistir. Infektif juvenil (1J) evresinde, iki
entomopatojen nematod (EPN) tirinln (Steinernema carpocapsae ve Steinernema sp.
Izolat K8) lahana yaprak diskleri Gzerine plskirtiilmesiyle hayatta kalma oranlari
incelendi. Inkiibasyondan ii¢ saat sonra, % 0.25 ve % 0.5 Barricade (% 80.2-85.0) ile



EPN'lerin hayatta kalma oranlar1 diger tiim uygulamalardan (% 12.9-70.1) 6nemli 6lglide
yuksekti. Laboratuvarda 1 ¢cm lahana yapragi diskine 100 1J / 50 ml piskiirtiilerek, 72
saatlik uygulamadan sonra, degerlendirilen ti¢lincii instar Spodoptera litura F. ve Plutella
xylostella L.'ye kars1 % 0.25 ve % 0.5 oraninda Barricade ile uygulanan EPN'lerin
enfektivitesi % 82.5 - 100 arasinda olmustur. Sera testlerinde 72 saatlik stire sonunda,
S. carpocapsae'nin yapraklara puskirtilmesiyle (% 0.25 ve % 0.5 Barricade orani ile)
Uclincu instar S. litura ve P. xylostella'ya kars1 etkisi degerlendirildi. Sonuglar, S.
carpocapsae deki (%0.25 veya%0,5 Barricade uygulamasi ile, sirasiyla % 66.0 ve % 61.5
oraninda) S. litura larvalarinin 6liim oranlarinin, S. carpocapsae'den (musluk suyu ile %
29.5 oraninda) 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu ve ayrica kontrol tedavilerine kiyasla
(% 33.8-61.6) 6nemli olglide daha az yaprak hasariyla (% 11.0-11.1) sonuglandigini
gostermistir. Ayni iki uygulama igin P. xylostella larvalarinin mortalite oranlari (% 15.0-
27.0) ile yaprak hasar1 yizdeleri (% 7.1-11.0) arasinda anlamli bir fark kaydedimistir.
Genel sonuglar, yangin geciktirici jelin (Barricade) bu iki zararli bocekleri kontrol etmek
icin uygulandiginda EPN enfektivitesini artirabilecegini gosteren onceki ¢alismalar ile
uysmaktadir. Barricade, EPN'leri uygulamayi takiben en az 3 saat boyunca hizl
kurumadan koruyabilmektedir.

Portman ve ark. 2016 yilinda EPN'lerin bugday sapi testere sinegi (WSS) larvalarimi
enfekte etme ve 6ldiirme yetenegine sahip oldugunu dogruladi; daha sonra, laboratuvarda
ve sahada, bugday anizlarnn {izerinde adjuvanlar igeren EPN c¢o6zeltilerinin
uygulanmasinin, sadece su ile karistirilan EPN uygulamasina kiyasla daha yiiksek WSS
mortalitesi ile sonuglanacagi hipotezini test ettiler. Entomopatojenik nematodlar
(EPN'ler) bazi toprak iistll zararli boceklerine kars1 basarili bir sekilde kullanilmistir ve
EPN iceren spreylere adjuvanlarin eklenmesinin etkinliklerini arttirdigi bilinmektedir. Bu
calisma, EPN'lerin WSS'yi (C. cinctus) enfekte etme yetenegini test etmesi ve EPN'leri
hem laboratuvarda hem de sahada C. cinctus'a kars1 adjuvanlarla birlikte uygulamasi
bakimindan ilk olmustur. Enfeksiyon deneyleri, ti¢ farklt EPN tiiriiniin WSS larvalarinda
% 60-100 mortaliteye neden oldugunu gostermistir. EPN iceren ¢ozeltilere "Penterra",
"Silwet L-77", "Sunspray 11N" veya "Syl-Tac" eklenmesiyle, tek basina suyla yapilan
cozeltilere gore daha yiiksek oranda WSS 6liimiine sebep olunabilecegi tespit edilmistir.
Acik arazi testleri, 0,1 Penterra" ya S. hissiae igeren spreyler eklendiginde, WSS'nin

mortalitesinin %29,1’e kadar arttigini gostermistir. Bu sonuglar WSS i¢in yeni bir kontrol



yontemi yarattt ve bu kalict bocek zararlisinin biyolojik mucadelesinde ¢nemli bir

ilerlemeyi temsil ediyor.

Renkema ve ark. (2018) yaptigi ¢alismada, cileklerdeki yaprakta yasayan tripsleri
baskilamak icin S. feltiae ve insektisit sulfoxaflor ile yapilan yaprak uygulamalarini
degerlendirmek amaglanmustir. 2016 kisinda S. feltiae, cilek ¢iceklerinde thrips sayarak
ve zarar gormiis meyve sayisini degerlendirerek insektisit spinetoram ile birlikte ve
olmadan yaprak uygulamasi iki ayri oranda (hektar basina 2,47 ve 4,94 milyar infektif
juvenil) degerlendirildi. Siilfokaflor, spinetoram ve S. feltiae uygulamalarini ¢igek thrips
esiklerine gore karsilastirmak igin ikinci bir deney yapildi. Yiiksek ve diisiik S. feltiae
oranlari, thrips'i azaltmadi veya bastirmadi ve meyve hasarin1 azaltmadi. Sulfoxaflor,
spinetoramin neden oldugu azalmaya kiyasla thripleri % 60 ila 70 oraninda azaltt1. Sicak,
kuru kosullar muhtemelen S. feltiae'nin hayatta kalmasini ve etkinligini sinirladi.

Sulfoxaflor, ¢igek thrips i¢in umut verici bir bocek ilaci gibi gorinmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Galleria mellonella Larvalarinin Laboratuvarda Yetistirilmesi

Petek guvesi olarak bilinen Galleria mellonella L.'nin (Lepidoptera: Pyralidae) dordinci
donem -larvalari, topraktan EPN'lerin izolasyonu ve in vivo iiretimi i¢in kullanilir. Petek
giivesi larvalar1t EPN'lere kars1 ¢ok hassastir, nematodlarin ¢gogalmasi i¢in uygundur ve
laboratuvar ortaminda kiiltiire alinmasi kolaydir (Bedding ve Akhurst 1975). G.
mellonella larvalarini yetistirmek i¢in yaklagik 2 mm gozenek ¢apina sahip yogun metal
ag ile kaplanmis cam kavanozlar kullanilmistir. Kavanoza yerlestirilen yumurtalardan
acilan G. mellonella larvalarinin (Sekil 3.1.) beslenmesi igin bal, gliserin, kepek, misir
unu, soya unu, slit tozu ve maya karisimindan (Cizelge 3.1.) olusan bir besin ortami (Sekil
3.2) hazirlanmigtir. Cam kavanozlar inkibatorde 30-32 °C sicaklikta tutulur ve
yumurtalar yaklasik 4 hafta iginde son larva donemine (4. larva donemi) ulasir (Sekil
3.3.). EPN iiretiminde kullanilacak olan dordiincii dénem larvalari besin ortamindan
ayiklanmigtir (Sekil 3.4.). G. mellonella iiretiminin stirekliligini saglamak i¢in, besin
ortaminda dordiincii donem larvalari birakilmis ve sirasiyla tekrar pupa ve yetiskin olarak

yumurta birakmalarina izin verilmistir.

Cizelge 3.1. Galleria mellonella igin hazirlanan gida maddesinin igerigi

200 g bal
200 g gliserin
200 g kepek
150 g misir unu
100 g soya unu
100 g slt tozu
50 g maya

11



Sekil 3.1. Kavanozun igerisine yerlestirilen yumurtalarindan ¢ikan Galleria mellonella
larvalari

Sekil 3.2. Galleria mellonella igin hazirlanan besin ortaminin goriintiisii
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Sekil 3.3. inkiibator icerisinde, Galleria mellonella’nin farkli dénemlerini barindiran
cam kavanozlar

Sekil 3.4. Besin ortamindan ayiklanmis son donem Galleria mellonella larvalar
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3.2. Deneylerde Kullanilan Bocek Alinmasi

Calismada kullanilan gé¢men c¢ekirgeleri (L. migratoria) ve Turkistan hamambdcekleri
(Blatta lateralis) Turkiye Antalya bdlgesinde bulunan Mira Canli Hayvan Bocek
firmasindan temin edilmistir. Bocekler iyonizer ve ozon jenaratorlii ortamda, insan ve

hayvan sagligina uygun, avrupa standartlarinda hijyenik ortamda 0zel yetistirilmekteler.

3.3. Cahsmada Kullamilan EPN Irki ve In Vivo Uretim

Bu caligma i¢in H. bacteriophora'nin HBH hibrit 1rki segildi. Hibrit 1rki, Tlrkiye'nin
farkli iklim bolgelerindeki (sicak, soguk, yagmurlu ve yar1 kurak dahil) Tiirk dogal H.
bacteriophora izolatlarinin hibridizasyonundan sonra elde edilmistir. HBH 1rk1, Gstun
biyolojik karakterleri (yliksek etkinlik, uzun siire kalicilik ve yiiksek Ureme kapasitesi)
nedeniyle Susurluk tarafindan patentlenmistir (TPMK Patent No: TR 2013 06141 B).
Laboratuvar kosullarinda EPN popiilasyonlari, Kaya ve ark.'a (1997) gore in vivo
yontemler kullanilarak enfektif juveniller (1J) elde edilmistir. Balmumu giivesinin son
instar1 olan 4. larva evresi (Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Pyralidae), 25°C'de EPN Uretimi icin konukgu olarak kullamlmustir. Infektif juveniller
white trap yontemi kullanilarak iretilmistir (White, 1927). Deneyde elde edilen 2-3

gunliik yeni 1J'ler kullanilmstur.

3.3.1. Enfeksiyon

H. bacteriophora HBH irkinin +4 °C’de buzdolabinda oksijen aligverisini saglayabilen
0zel kapakli flasklar icerisinde Ringer sollsyonu ile birlikte depolanan bu kulttrlerin
laboratuvarda devamliligini saglamak amaciyla in vivo iretim yontemi kullanilarak 2
ayda bir kiiltiir yenilemesi yapilmistir. Ringer sollisyonu depolama siiresi boyunca

mikroorganizma gelisimini engellemektedir.
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Cizelge 3.2. Ringer soliisyonu igerigi

Kimyasal Madde Adi Miktar ()
NaCl 9.00
KCI 0.42
CaCl,x 2H,O 0.37
NaHCO; 0.20
Saf Su 1000

Sekil 3.5. +4 °C’de depolanan EPN Kkiiltiir kaplari

In vivo tiretim i¢in 1.5 cm ¢apinda ve 2 cm derinligindeki 24 kuyucuklu Well kaplari
kullanilmis ve her bir kuyucuga son donem G. mellonella larvasi koyulup {izeri Ringer
soliisyonu ile %10 nemlendirilmis steril kumla kapatilmistir (Susurluk ve ark. 2001,
2003) . Her 1rk tiretimi igin 24 adet son donem G. mellonella larvasi kullanilmistir. Steril
kum {izerine buzdolabinda saklanan EPN Kkiiltiirlerinden 50 1J/ Larva olacak sekilde

mikropipet yardimiyla inokulasyon yapilmistir.

Kapag: kapatilan Plate’lerin icerisinde nem kaybinin engellemesi i¢in kabin ¢evresine

parafilm sarilmis ve etiiv icerisinde 26 °C’de 4 giin inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 3.6. G. mellonella larvasi iizerine 1J inokulasyonu

3.3.2. White Trap Diizeneginin Kurulmasi

Enfeksiyon asamasinin gergeklestirildigi 24 Well Plate’ler 4. giiniin sonunda etlivden
cikarilmis ve bir kiivet icerisine dikkatlice bosaltilmistir. Kum igerisinde bulunan
nematod ile enfekteli larvalar (kadavralar) bir pens yardimiyla patlamamasina dikkat
edilerek beher icerisine alinmis ve Ringer soliisyonu ile de kadavra iizerine yapisan kum
taneciklerinden arindirtlmigtir. Denemelerde kullanilan EPN H. bacteriophora irki
oldugundan kum igerisinden ¢ikarilan kadavralar kirmizi-bordo renkli olarak

g6ziukmektedir.

Sekil 3.7. Enfekteli Galleria mellonella larvalari
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Kumdan arindirilan kadavralar White Trap diizenegine alinmistir (White, 1927). White
Trap kurulurken 6 ve 15 cm ¢apinda cam petri kaplar1 kullanilmigtir. 6 cm ¢apindaki petri
kabiin kapagi, 15 cm’lik petri kabinin igerisine yerlestirilmis ve {izerine yine 6 cm
capinda Whatman filtre kagidi konulmustur. Ringer soliisyonu ile iyice 1slatilan Whatman
kagidinin altinda hava kabarcig1r kalmamasima dikkat edilerek 15 cm ¢apindaki petri
kabinin da yiizeyi kaplanacak sekilde Ringer soliisyonu konulmustur. Nemlendirilmis
Whatman kagidi tizerine kumdan arindirilmis kadavralar dikkatlice dizilmis ve petri kabi
kapatilip tizeri etiketlenerek 14 giin boyunca oda sicakliginda ve karanlik ortamda

bekletilmistir.

Sekil 3.8. White Trap’e alinmis kadavralar

14 giin boyunca kadavralarin igerisinde beslenip iireyen EPN’ler, bu siire sonunda
kadavralarin igerisindeki besinin bitmesi nedeniyle 1J halinde yeni konuk¢u aramak i¢in

kadavralar1 terk ederek Ringer soliisyonunda birikmislerdir.
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Sekil 3.9. Beyaz tuzak ydntemiyle 1J ¢ikisinin beklenmesi

Ringer sollisyonuna biriken yeni jenerasyon IJ’ler Pastor Pipeti yardimiyla kultir

kaplaria konulup +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4. Deneysel Tasarim

Nematodlar i¢in bir sivi haznesi saglamak tizere yarim kiire cam kaplara ringer ¢ozeltisi
(200 ml) yerlestirildi. Bu ¢alismada kullanilan kumas, bir cm basina yaklasik 40 mesh
(cm?’de toplam gdzenek adedi) iceren %2100 pamuklu bir gazli bez bandajiyd: ve tiim su
rezervuarini daha iyi absorbe edebilmesi i¢in katlanarak uygulandi. Kumasg, EPN’ler ile
diisiik, orta ve yiiksek olmak iizere ii¢ farkli dozajda IJ'lerle asilandiktan (50 1J/cm?, 250
1J/cm? ve 500 1J/cm?) sonra ringer rezervuari ile birlestirildi. Kap plastik bir kapakla
kapatildi (Sekil 3.10.). Yapilan bu tuzak yiizeyinden buharlasma meydana geldikge,
hidrofilik kumas siviyr siirekli olarak hazneden emmektedir. Tuzak, 10 cm ¢apinda ve
yaklasik 150 cm? yiizey alanina sahip yarim kiire seklinde bir hazneden olusmaktadir.
Yiizey pamuklu kumasla kaplanmis ve cekirgeler icin ¢ekici madde veya yem
kullanilmamustir. Kontrol tuzagina, sadece 1J igcermeyen damitilmis su uygulanmistir.
Hem Locusta migratoria hem de Blatta lateralis Uzerine yapilan ¢aligmalarda ayn1 tuzak

sistemi kullanilmustir.
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Sekil 3.10. EPN'lerle asilanmis rezervuar ve kumasi igeren tuzak sistemi

3.5. Tuzaklardaki Blatta lateralis’nin Periyodik Olarak incelemesi

EPN’lerin hidrofil kumasa inokulasyonundan sonra ¢alismada kullanilan ergin hamam
bocekleri diizenege birakilmistir (Sekil 3.11.). Deneneme siiresi sonrasinda 6len bocekler,
EPN’ler tarafindan enfekte edilip edilmedigini anlamak amaciyla diekte edilmek {izere
duzenekten ayrilmistir (Sekil 3.12.). Calismada kullanilan Tirkistan hamambdceklerinin

EPN’lere kars1 duyarli olup olmadiklari ii¢ asamada test edilmistir.

Sekil 3.11. Hamambdcegin Tuzak iizerinde goriintiisti
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Sekil 3.12. incelemeye alinmis hamambédceklerin goriiniimii

37 giin stiren deney proseduriiniin zaman cizelgesi Sekil 3.13.’de verilmistir. Inceleme

asagidaki gibi 3 asamada gergeklesmistir.

1. Tuzaklarn yerlestirdikten hemen sonra birinci uygulamada, enfeksiyon i¢in tuzaga
10 yetiskin hamambdocegi eklendi. Hamambdceklerinin 6liim orani daha sonra
[J'lere 4 ve 7 giin maruz kaldiktan sonra belirlendi. 7 glinlik uygulamadan sonra,
tim bocekler tuzaktan g¢ikarildi ve Oliler 1J'lerin gelisimini gézlemlemek igin

pargalandi (Sekil 3.12).

2. Ikinci uygulamada, tuzaklarin yerlestirilmesinden 15 giin sonra 10 yeni
hamambdcegi degistirilmistir. Hamambdceklerinin 6liim orani daha sonra 1J'lere
4 ve 7 giin maruz kaldiktan sonra belirlenmistir. 7 giinlik uygulamadan sonra,
tim bdocekler tuzaktan cikarildi ve Oliller 1J gelisimini gozlemlemek igin

parcalanmistir (Sekil 3.12).

3. Ugiincii uygulamada, tuzaklarin yerlestirilmesinden 30 giin sonra 10 yeni
hamambdcegi degistirilmistir. Hamambdceklerinin mortalitesi daha sonra 1J'lere
4 ve 7 giin maruz kaldiktan sonra belirlendi. 7 gilinlilk maruziyetten sonra, tim
bocekler tuzaktan ¢ikarildi ve oliller IJ'lerin gelisimini gdzlemlemek igin
parcalandi (Sekil 3.12). Ayrica tim bu asamalar, IJ igermeyen kontrol

tuzaklarinda da yiriitiilmistiir ve tim denemeler (¢ kez tekrarlanmustir.
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Sekil 3.13. Deneneme desenin zaman gizelgesi
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3.6. Tuzaklardaki Locusta migratoria’nin Periyodik Olarak incelemesi

EPN’lerin hidrofil kumasa inokulasyonundan sonra ¢aligmada kullanilan ergin ¢ekirgeler
diizenege birakilmistir (Sekil 3.14.). Deneneme siiresi sonrasinda 0len bocekler, EPN’ler
tarafindan enfekte edilip edilmedigini anlamak amaciyla disekte edilmek iizere
diizenekten ayrilmistir (Sekil 3.15.). Calismada kullanilan gdg¢men c¢ekirgelerinin
EPN’lere karst duyarli olup olmadiklari 32 giin siiren bir calisma periyoduyla test

edilmistir. Denemenin zaman ¢izelgesi Sekil 3.16.’da verilmistir.

Sekil 3.15. Incelemeye alinmis gekirgelerin gdriiniimii
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Baslangicta her bir tuzaga 10 yetiskin L. migratoria transfer edildi. Olii ve canl yetiskin
cekirgeler, her transferden 2 giin sonra kaydedilmektedir. Ilk transferden sonra, tiim
cekirgelerin 6liim oranlar kaydedilmekte ve tiim erginler tuzaktan ¢ikarilmaktadir. 15.
ve 30. giinlerde ayni tuzaklara 10 yeni ergin ¢ekirge daha transfer edilmektedir. Boylece,
her tuzak nematod asilamasindan 1, 15 ve 30 giin sonra aktarilan ii¢ ¢ekirge topluluguna
ev sahipligi yapmustir (Sekil 3.16.). Kontrol olarak, 10 ¢ekirge hi¢ nematod

uygulanmadan tuzak sistemlerine aktarilmis ve tiim denemeler ti¢ kez tekrarlanmustir.
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Sekil 3.16. Tuzak deneme zaman ¢izelgesi
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3.7. Heterorhabditis bacteriophora HBH’nin Kalicihgi

Heterorhabditis bacteriophora HBH'nin L. migratoria'ya karsi etkinligine ek olarak,
nematodlarin  kumas {izerindeki kaliciligini tespit etmek igin denek tuzaklar
kullanilmistir. Tuzaklardaki nematodlarin canli olarak kalanlar1 (Kalicilik) bir dnceki

prosediire benzer baz alarak, bulastirmadan 1, 15 ve 30 giin sonra kaydedildi.

3.8. Istatistiksel Analizler

Tez kapsamindaki tiim denemeler ergin hamambdcekleri ve cekirgeler icin 3 tekerrir
olarak yapilmis ve ergin 6liimlerindeki istatistiksel farkliliklar, IMP® 7.0 yaziliminda tek

yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak tespit edilmistir. Ortalamalar arasindaki
farki belirlemek i¢cin LSD (En Kii¢iik Anlamli Farklar) testi (P<0.05) kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Heterorhabditis bacteriophora HBH'nin Blatta lateralis'e karsi etkinligi

1. asamanin 4 giinliik uygulamasinda, 500 1J/cm? dozunda hamambdcegi 6liim orani
%31,33'dlr. 50 1J/cm? dozajinm 6liim oram %16°dir. 50 1J/cm? ve 250 1J/cm? dozlart
arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmustur. Ayrica, 7 giinliik
uygulamadaki ilk asamada, istatistiksel olarak en yuksek 6lim oran1 %91,33 olarak 500
1J/cm? de tespit edilmis ve daha sonra 250 1J/cm? ve 50 1J/cm? dozajindaki 61Um oranlar
sirasiyla %75,83 ve %60'dir. Dozlar arasindaki 6liim orani farkliliklart istatistiksel olarak
anlamli olarak degerlendirilmistir. 1. asamada tiim dozlardaki (50 1J/cm?, 250 1J/cm? ve
500 1J/cm?) 6liim orani, hem 4 hem de 7 giinliik uygulama icin 2. ve 3. asamadaki
dozlardan istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu (Sekil 4.1.) (F =7737.453; df = 17,36;
P> 0.0001).

4 guinliik uygulamadaki 2. asamada, istatistiksel olarak en yiiksek &liim oran1 500 1J/cm?
dozajinda %21,67 olarak tespit edilmistir. 50 1J/cm? ve 250 1J/cm? dozlarmim 6lim
oranlari istatistiksel olarak farkli olup sirasiyla %7,5 ve %11,17 oranindadir. 2. asamadaki
7 gunliik uygulamada, en yiiksek 6liim oran1 %83 olarak 500 1J/cm? dozajinda tespit
edilmistir. Bununla birlikte, en diisik 6liim oran1 50 1J/cm? dozunda % 51 olarak
gdzlenmistir. Oliim oranlar1 arasindaki farklar anlaml1 derecede 6nemliydi (Sekil 4.1.)

(F = 7737.453; df = 17,36; P> 0.0001)

4 guinliik uygulamada 3. asamada, en yiiksek mortalite %13 olarak 500 1J/cm? dozajinda
istatistiksel olarak tespit edildi. 50 1J/cm? ve 250 1J/cm? dozajinin mortalite oranlari
strasiyla % 0 ve % 5.83 olmustur. 50 1J/cm? dozajindaki mortalite kontrol ile istatistiksel
olarak aynidir. 3’{incii Asamadaki 7 giinlilk uygulama, en yiiksek 6liim oran1 500 1J/cm?
dozunda % 75.67 olarak elde edilmistir. 50 1J/cm? ve 250 1J/cm? dozundaki mortalite
oranlart sirasiyla % 41.83 ile % 51.17 oraninda olmustur ve bu dozajlar arasindaki
mortalite farkliliklar: istatistiksel olarak anlamlidir. 1’inci asamada tiim dozlarda (50
1/cm?, 250 1J/cm? ve 500 1J/cm?) mortalite, hem 4 hem de 7 giinlik maruziyet icin hem
2’inci hemde 3’iincli agamanin dozlarindan istatistiksel olarak daha yiliksek bulunmustur

(Sekil 4.1.) (F = 7737.453; df = 17,36; P> 0.0001).
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Sekil 4.1. Ug farkli dozajla (50 1J/cm?, 250 1J/cm? ve 500 1J/cm?) HBH'ye maruz
kaldiktan sonra 4 ve 7 giin sonra tiim uygulamalarda B. lateralis 61um oranlar1. Kontrol,
tim tedavilerde her iki uygulma dénemini (4 ve 7 glinlik uygulama) kapsamaktadir
(F = 7737.453; df = 17,36; P> 0.0001).

4.2. Heterorhabditis bacteriophora HBH'nin Locusta migratoria‘ya kars: etkinligi

L. migratoria'nm en yiiksek 6liim orani, tuzak basina 500 1J/cm?ile deneyin 3. giiniinde
kaydedildi. 50 1J/cm?, 250 1J/cm? ve 500 1J/cm? dozajlarin arasindaki 6liim orani etkisi
3’lincii, 17’inci ve 32’inci gunde istatistiksel olarak anlamli ve birbirinden farkli
olmustur. 32. giinde, L. migratoria'nin en yiiksek 6liim oran1 500 1J/cm? ile % 50.83
oraninda tespit edildi. Tim uygulamalardaki 6lim oranlar1 kontrole gore istatistiksel
acidan daha yiiksektir. 50 1J/cm? dozajinda 3’iincii, 17’inci ve 32’inci giinde 61iim oranlar
sirasiyla %65,83, %29.83 ve %16.83 olmustur. 250 1J/cm? dozajinda 3’iincii, 17’inci ve
32’inci giinde 6lum oranlar sirasiyla %71,67, %50,17 ve %36.83 olmustur. 500 1J/cm?
dozajinda 3’iincii, 17’inci ve 32’inci giinde 6lUm oranlart sirasiyla %90, %56,83 ve
%50,83 olmustur (Sekil 4.2.) (F = 5410.754; df = 9,20; P> 0.0001).
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Sekil 4.2. 3, 17 ve 32. giinlerde Heterorhabditis bacteriophora HBH susunun 50 1J/cm?,
250 13/cm?ve 500 13/cm? dozlarindaki Locusta migratoria mortalitesi
(F = 5410.754; df = 9,20; P> 0.0001).

4.3. Heterorhabditis bacteriophora HBH'nin tuzaklarda kalcihig

1’inci giinde, H. bacteriophora HBH'nin canli sayis1 (kalictligr) 50 13/cm? ve 250 13/cm?
dozajlarinda istatistiksel olarak aym diizeydedir, fakat 500 1J/cm? dozajindaki canliliga
kiyasla daha yiksek seviyededir. 15’inci giinde, 250 1J/cm? dozajinda H. bacteriophora
HBH canlhilig istatistiksel olarak en diisiik olup %80.83 degerindedir. 50 1J/cm? ve 500
lJ/cm? dozajlarindaki canlilik ise istatistiksel olarak ayni anlamdadir. Bu ¢alismada, 50
1J/cm?, 250 1J/cm? ve 500 1J/cm? dajazlarinda istatistiksek olarak en disiik H.
bacteriophora HBH canliligi 30’uncu ginde tespit edilmistir ve sirasiyla %61.83,
%66.16, %59.33 dgerlerine sahiptir. Beklendigi gibi, olii bireyler zamanla artmustir.
Bununla birlikte, H. bacteriophora HBH populayonunun canli kalan birey sayis1 30 gln
sonra bile % 59.33'lin altina diismemistir. Bu deney sonunda, H. bacteriophora HBH
kaliciliginin  yaklasik %60 oraninda oldugu anlamina gelmektedir (Sekil 4.3.)
(F=3641.405; df = 8,18; P> 0.0001).
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Sekil 4.3. Tuzak basma 50 [J/cm2, 250 1J/cm2 ve 500 1J/cm2 dozlarinda,
Heterorhabditis bacteriophora HBH canli sayisi
(F = 3641.405; df = 8,18; P> 0.0001)
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapraktan uygulamalara yonelik bir talep olmasina ragmen, entomopatojen nematodlar
(EPN) toprak iistiinde istenen basariya ulasamamasi nedeniyle toprak tistii boceklere karsi
nadiren kullanilmaktadir (Arthurs ve ark. 2004). Toprak iistii uygulamalarda, EPN'leri
ultraviyole 1siktan korumak ve dehidrasyonu onlemek amaciyla gesitli formiilasyonlar
gelistirilmistir (Georgis ve digerleri, 2006; Beck ve digerleri, 2013). Bununla birlikte, bu
formiilasyonlarin etkisi sadece birka¢ saat veya giin siirer, EPN'ler etkinliklerini hizla
kaybeder (Glazer, 2002; Arthurs ve digerleri, 2004; Schroer ve Ehlers, 2005). Bu deneyde
kullanilan tuzak sisteminin en kritik 6zelligi, toprak Ustti EPN uygulamasinda uzun bir
siire nemli bir ortamin saglanmasidir. Bu EPN’lerin kaliciligim1 artirmistir. Calismada
EPN'ler i¢in gerekli olan nemli ortam hidrofilik pamuklu kumas kullanilarak
korunmustur. Diger bazi ¢alismalarda, bazi katki maddelerinin genellikle EPN'lerin
yapraklar tizerindeki kaliciligini ve etkinligini arttirdigi bulunmustur, ancak bu kat edilen
ilerlemeler yetersiz diizeydedir (Baur ve ark. 1997, Schroer ve Ehlers, 2005). EPN'lerin
toprak tstiinde kaliciligini (canli sayisi) test etmek igin birgok laboratuvar ¢aligsmasi
yapilmistir. Bunlar, EPN'lerin kaliciliginin giinlerden ziyade sadece birkag saat
saglayabilmistir (Schroer ve Ehlers, 2005). Fakat bu ¢alismada, H. bacteriophora HBH
irkiin kaliciligi 4 haftadan fazla stirmiistiir. 30’ uncu giine kadar, H. bacteriophora'nin
mortalitesi yaklasik % 40'a ulasmistir, ancak daha iyi kumaslar kullanarak veya daha
biiylik bir sivi haznesi olusturularak kaliciligi arttirmak miimkiin olabilir. EPN'lerin
hareket i¢in ince bir su tabakas1 gerekmektedir ve su dolu kosullar altinda etkili bir sekilde
hareket edemezler (Grewal, 2002). Bu calisma i¢in secilen pamuklu kumas, nematod

hareketini kolaylastirmak igin ince bir su tabakasi ve nemli bir ortam saglamistir.

EPN’lerin toprak iistii uygulamalarinda etkinligi arttirmak igin yapilan bir ¢alismada,
Dito ve ark. (2016)’nin kullandiklar1 koruyucu jel kaplayicilart EPN kaliciligin1 8 saat
boyunca siirdiirebilmistir. Diger bazi ¢aligmalarda, toprak tistii zararlilarma (Thrips
tabaci Lindeman, 1889 ve Trialeurodes vaporariorum Westwood 1856) karsi haftalik
uygulama seklinde Steinernema feltiae (Filipjev, 1934) kullanildi (Trdan ve digerleri,
2007; Laznik ve digerleri, 2011; Beck ve digerleri, 2015). Steinernema carpocapsae

(Weiser, 1955) yaprak uygulamasi i¢in H. bacteriophora'dan daha uygun olarak kabul
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edilir, cunkl Steinernema carpocapsae dehidrasyona daha dayaniklidir, {ist toprak
katmanlarinda kalmaya egilimlidir ve daha guglu bir konukgu bulma stratejisine sahiptir
(Salame & Glazer, 2015). Mevcut ¢alismadan H. bacteriophora daha az aktif bir konukcu
bulma stratejisine sahip olmasina ve topragin derinlerine inmeye egilimli gdstermesine
ragmen (Grewal ve ark., 1994), H. bacteriophora’nin da kullanilabilecegi ispatlanmistir.
Ayrica, topragin kimyasal-fiziksel dogasi, EPN'ler i¢in uygun olmayabilir (Kaya, 1990;
Barbercheck, 1992; Koppenhofer ve Fuzy, 2006), bu nedenle bu tuzak sistemini
kullanarak EPN'lerin uygulanmasi bu tarz problemleri ¢6zebilir. Bu ¢alismada gelistirilen
yontemle, H. bacteriophora HBH 1rki, toprak Ustu bir yizey tzerinde 4 haftadan uzun

stire aktif kalip L. migratoria zararlisini enfekte edebilmistir.

Bunun yani sira, H. bacteriophora HBH, 6lim oranlarmi belirlemek igin Tiirkistan
hamambdécegi (Blatta lateralis) yetiskinlerine karsi kullanildi. B. lateralis ile yapilan
calismadaki 3’lincii asamada, tuzaklarin kurulmasindan 30 giin sonra bile 10 yetiskin
hamambdcegi eklendiginde, H. bacteriophora HBH dozaj ve maruz kalma siiresine bagl
olarak Tiirkistan hamambdcegini enfekte edebilmistir. Ancak, tim uygulamalarda zaman
uzadik¢a EPN’lerin 6ldiirme oranlar1 azalmistir. Muhtemelen bunun nedeni, EPN'lerin
aktivitesinin nem kaybi, asir1 sicakliklar veya toprak Ustl ultraviyole radyasyon gibi bazi

olumsuz ¢evresel kosullar nedeniyle zamanla azalmasidir (Lacey ve Georgis, 2012).

Bu arastirmadaki tiim uygulamalarda, uygulama siresi EPN'lerin tiim dozlarinda 4
giinden 7 giine yiikseldiginde hamambdcegi mortalitesi artmaktadir. Benzer sekilde, bazi
caligmalarda, EPN'lere maruz kalma siiresi uzadik¢a hamambdcegi 6liimleri de artmigtir
(Maketon ve digerleri, 2010; Baker ve digerleri, 2012; Morton ve Garcia-del-Pino, 2013;
El-Kady ve digerleri, 2014). Ornegin, Cutler ve ark. (2017), Blaptica dubia’y: EPN'lerin
kombinasyonuna (Heterorhabditis spp. ve Steinernema spp.) maruz biraktilar ve daha
sonra 6 giin EPN'lere maruz kaldiginda hamambdcegi dliimleri meydana gelebilmistir.
Bu ¢alismada ise ilk 4 glinliik maruziyet sonucunda Tiirkistan hamambdcegi 6liim oralari
%16 ila %31.33 arasinda olmustur. Benzer sekilde Baker ve ark. (2012) 1, 2 ve 3 giinliik
maruz kalma siireleri boyunca Alman hamambdcegi B. germanica kontrol etmek igin H.
bacteriophora kullandi. H. bacteriophora tarafindan enfekte olmus boceklerin 6liim orani

3 giin iginde % 20'ye ulagsmistir. Ayrica El-Kady ve ark. (2014), Alman hamambdcegi (B.
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germanica) yetiskinlerini 4 giin boyunca EPN'lere (S. carpocapsae) maruz birakti, dozaj
ve maruz kalma siiresi arttikga, hamambodcegi 6liim oran1 Baker ve ark. (2012) ile
Maketon ve ark. (2010)'nin yiiriittiigli arastirmalara benzer bir oranda artti. Bu veriler
mevcut ¢alismamizi desteklemektedir. Maruz kalma suresindeki artis, mortaliteyi
etkilemektedir. BOylece hamambdcegi kontroliinde toprak istii EPN kaliciligi daha
6nemli hale gelmektedir.

Hidrofilik kumasim kullanimi nemli bir ortam sagladigi icin, bu ¢alismada HBH'nin
kalicilig1 4 haftadan fazla siiredir devam etmistir. Her ne kadar Tiirkistan hamambdcegi
tuzaklar1 ayarladiktan 15 ve 30 giin sonra (2. ve 3. asamalarda) HBH'ye maruz kalsa da,
EPN'ler hamambdcegi erginlerini enfekte edebilmektedir. Daha iyi sonuclar igin, tuzak
sisteminin laboratuvar kosullarindan daha zorlu bir ortam olan saha kosullarinda test
edilmesi gerekir. Tuzak sistemimiz ilk degerlendirme i¢in temel bir prototip gorevi
gormektedir, ancak EPN'leri korumak veya hedeflerini ¢gekmek i¢in farkli kumaslar, tuzak
sekilleri ve farkli maddeler kullanilarak degistirilebilir. Bu tiir degisiklikleri
degerlendirerek, EPN'lerin bir tuzak sistemi ile uygulanmasi, saha uygulamalari i¢in etkili

bir secenek haline gelme olasiligina sahiptir.

Bu c¢aligmada gelistirilen tuzak sistemi, H. bacteriophora HBH irkinin laboratuvar
kosullar1 altinda L. migratoria ve Blatta lateralis'e kars1 basarili bir sekilde kullanilmasini
sagladi, enfektivite ve kalicilik toprak iistii uygulama yapilmasina ragmen 4 haftadan
fazla siirdiiriildii. Sahada basarili olmak i¢in, EPN'leri ultraviyole radyasyondan koruyan
ve buharlagsmay1 yavaglatan bir kumas se¢ilmelidir. Ek olarak, feromon veya renk gibi
iyilestirmeler, hedef zararlilar1 tuzaklara ¢ekmek icin kumas ile birlestirilebilir. Bu
yaklagimla, EPN'lerin genis bir alana uygulanmasma gerek kalmadan daha ekonomik
kontrol elde edilebilir. Burada sunulan bulgular saha galismalari ile dogrulandigi takdirde,
toprak Usttl uygulamalarda EPN'lerin aktivitesini diisiiren dehidrasyon problemine iyi bir

¢6zim olabilme potansiyeline sahiptir.
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