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KARSILASTIRILMASI UZERINE ARASTIRMALAR

Yasemin KONGU
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Damgsman: Dog. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976 (Rhabditida: Heterorhabditidae) diinya iizerinde
biyolojik miicadele icerisinde tarimsal zararlilara karsi etkin olarak kullanilan bir entomopatojen
nematod (EPN) tiirtidiir. Yiiksek biyolojik miicadele potansiyeline sahip olan bu EPN tiiriiniin
hedef alinan zararli bocek tizerindeki etkinligi farkli iklim 6zelliklerine sahip olan bolgelerde
degisiklik gostermektedir. Diger yandan bu EPN tiiriil. déliinde kendileme yoluyla iireyen
hermafrodit bireyleri olustururken, 2. doliinde ise eseyli lireme yetenegindeki disi ve erkek
bireyleri meydana getirir. Bu durum kalitim ¢aligsmalarinda bir avantaj saglamaktadir. Boylelikle
istenilen bir 6zellik 2. d6lde meydana gelen erkek ve disi bireylerin hibridizasyonu yoluya diger
nesillere aktarilabilirken,1. d6lde meydana gelen hermafrodit bireylerin kendileme yoluyla
iiremesi sebebiyle de bu ozellikyeni nesillerin biinyesinde korunabilmektedir. Bu tez galigmasi
kapsaminda; Antalya (H.b. 6) , Canakkale (H.b. 876), Kirklareli (H.b. 17), izmir (H.b. HIZ),
Sanlurfa (H.b. HSU) ve Adana (H.b. 10) illerinden izole edilmis olan 6 farkli H. bacteriophora
k1 kullanilmus olup, bu wrklarm etkinlikleri Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)’ nin
son donem larvalar1 iizerinde 5, 10, 20, 50, 75 ve 100 1J/Larva olmak iizere 6 farkli uygulama
dozunda belirlenmis, en diisiik etkinlik degerine sahip olan irkin disi ve erkek bireyleri ile
denemelerde kullanilan diger tiim wklarm erkek ve disi bireyleri in vitro ortam kosullarinda
hibritlenerek 10 farkli yeni irk elde edilmistir. Hibridizasyon sonucunda elde edilen irklarin G.
mellonella larvalari tizerindeki etkinlikleri ebeveyn wrklar ile aym sekilde belirlenmistir. Caligma
sonunda ebeveyn ve hibrit irklara ait olan etkinlik verileri karsilastirilmis ve elde edilen 10 yeni
hibrit irkin %70’ inin ebeveynlerine gore yiiksek, %30’ unun ise ebeveynlerine gore daha diisiik
degerde etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica hibrit irklarin bocek tizerindeki etkinlik
degeri tizerine erkek ve disi bireylerin farkli etkiler gosterdigi de tespit edilmistir. Ebeveynlerine
gore yiiksek etkinlik degerine sahip olan hibrit wklarin etkinlik degerlerinin %57.1” inin disi,
%42.9° unun ise erkek bireylerin etkisi altinda kaldig1 bulunmustur. Ebeveynlerine gore diisiik
seviyede etkinlik gosteren hibrit wrklarmn etkinlik degerinin %66.7’ sinde erkek bireylerin,
%33.3” tinde ise disi bireylerin etkisiyle azaldigi belirlenmistir. Ebeveyn wklarm 5 1J/larva
uygulama dozunda G. mellonella larvalar1 tizerinde ortalama %13.33 ile 60 oranlari arasinda
etkinlik gosterdigi, hibrit irklarm ise ayni uygulama dozunda larva tizerinde ortalama %26.67 ile
83.33 oranlari1 arasinda etkinlige sahip oldugutespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler:Heterorhabditis bacteriophora, biyolojik miicadele, entomopatojen
nematod, etkinlik, hibridizasyon, in vitro

2012, xiv + 109 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATIONS ON COMPARING OF EFFECTIVENESS OF HYBRIDIZED
ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE HETERORHABDITIS BACTERIOPHORA
STRAINS AND THEIR PARENTS.

Yasemin KONGU

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976 (Rhabditida: Heterorhabditidae), which is used
against agricultural pests in biological control on all world, is a species of entomopathogenic
nematodes (EPNs). However, effectiveness of this EPN species having high biological control
potential, can be changed on targeted insect pests in different climatic zone. On the other hand,
H. bacteriophora is produced self-fertilizing hermaphrodite individuals in a first generation and,
this species gives rise to a second generations consisting of amphimictic males and females.
This situation provides advantage in genetic studies, because a feature could be transmitted new
generations through hybridization of males and females individuals, which they comprised in
the second generations of H. bacteriophora. Moreover, the feature could be protected in
structure of new generations, because of self-fertilizing hermaphrodites. In this study, six
different H. bacteriophora strains, which isolated in following different cities from Turkey;
Antalya (H.b. 6), Canakklae (H.b. 876), Kirklareli (H.b. 17), Izmir (H.b. HIZ) and Adana
(H.b.10), were used, and their effectiveness were determined on last instar of Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) at six different dosage 5, 10, 20, 50, 75 and 100 lJ/Larva.
Then male and female individuals of having lowest effectiveness strains were made
crossbreeding with other females and males individuals of other using strains on in vitro
conditions. In this way, ten different strains were obtained by hybirization and their
effectiveness was determined on last instar of G. melonella in the same way with parents. At the
end of study, effectiveness of parents and hybridized strains of H. bacteriophora were compared
each other. According the results 70% of hybridized strains are more effective and 30% of them
are less effective than their parents against G. mellonella was detected. The results indicated that
male and female individuals have different effect on effectiveness against target insects. The
hybridized strains, which they are more effective than their parents, were influenced from
57.1% female and from 42.9% male individuals. Other hybridized strains, which have less
effectiveness than parents have, were influenced from 66.7% male and from 33.3% female
individuals as well. At the applied dose of 5 lJ/Larva, the mean mortality of G. mellonella
ranged from 13.33 to 60%, and from 26.67 to 83.33 in parent and hybridized strains,
respectively.

Key words: Heterorhabditis bacteriophora, biological control, entomopathogenic nematodes,
effectiveness, hybridization, in vitro

2012, xiv + 109 pages.



ONSOZ VE TESEKKUR

Bu tez ¢alismasimin yiiriitiilmesi i¢in gerekli zemini hazirlayan, bilgi ve tecriibeleriyle
beni aydinlatan, yol gosteren ve hicbir zaman emegini esirgemeyen cok degerli
danigsman 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 tesekkiirii bir borg bilirim.

Son olarak egitim hayatimin baslangicindan itibaren yanimda bulunan ve bana maddi
manevi her tiirli imkani saglayarak hi¢cbir konuda desteklerini esirgemeyen sevgili

aileme sonsuz siikranlarimi sunarim.

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



ICINDEKILERDIZINi

Sayfa
OZET ottt i
AB ST R A CT L. e e e e e e e e e e et e e e e ——aan i
ONSOZ ve TESEKKUR ......cccoviviieeieeteieteeeetetete s e st es ettt en et en st aene s, iii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI .....ccooviiiiiiececceeee e, viii
SEKILLER DIZINT ..o X
CIZELGELER DIZINT ..o Xiv
Lo GIRES oottt 1
2. KAYNAK ARASTIRMAST ....ouiiiiii ittt e e n et e e e 7
2.1. Etkinlik Calismalari ile T1gili Kaynak Arastirmast .........ccoceevevevereereeereresieesreresnenes 7
2.2. Hibridizasyon Calismalari ile 1gili Kaynak Arastirmast.........c.ccccevveveeeveeevareenenss 15
3. MATERYAL Ve YONTEM .....cocooviiiiitiesieeseee ettt en st n e 19
3L IMALEIYALL ... arre e 19
3.1.1. Heterorhabditis bacteriophora IrKIart...........ccccvveivieeiiire i 19
3.1.2. Galleria mellonella Larvalart .........cccceivieiiiiiieiiieceee s 20
313 CHNAZIAN. ... s 20
3.1.4. Kimyasal Malzemeler ve Besin Maddeleri ............ccceoviveiiie e 20
3.1.5. Diger Sarf Malzemeler .........cooviiiiiiiieiie s 21
3.2 YONECIM coooiiiiiiiicccc e 21
3.2.1. Galleria mellonella Larvalarmm Uretilmesi .........ccccveevvvieeeeeieevsiieceeieeesnene, 21
3.2.2. Heterorhabditis bacteriophora Irklarinin In vivo Olarak
Galleria mellonella LarvalariUzerinde Uretilmesi............covcovevieieeeeeeeeeee s e 23
3.2.3. Ebeveyn Heterorhabditis bacteriophora Irklarmin Galleria mellonella
tizerindeki etkinliklerinin belirleNmEST ..........uuuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii .. 27



3.2.4. Heterorhabditis bacteriophora Irklarinin Hibridizasyonu ...........c.cccccooeveiiennn. 28

3.2.4.1. Heterorhabditis bacteriophora Irklarinin In vitro Olarak

UTEHIMEST vttt ettt sttt ettt st e st s s et e s s st e se st ese et 29
3.2.4.1.1. Simbiyont bakteri Photorhabdus luminescens’ in izolasyonu ...................... 29
3.2.4.1.2. Heterorhabditis bacteriophora rklarindan yumurta izolasyonu .................. 34
3.2.4.1.3. Monoksenik nematod kiiltliriiniin hazirlanmast............cooccvvveeniiiinen e, 39
3.2.4.1.4. In vitro siv1 ortamda Heterorhabditis bacteriophora irklarinin

TIEHIIMEST covveeiieei e 41

3.2.4.2. Hibridizasyon isleminde birbirleriyle hibritlenecek olan Heterorhabditis
bacteriophora rklarinin belirleNmesi ..........cevvveeriieeriiresire e 45

3.2.4.3. Hibridizasyon isleminin yapimast..........cccoeeiriiiiiiiniinnieeiieeee e 46

3.2.5. Hibrit Heterorhabditis bacteriophora Irklarinin Galleria mellonella

iizerindeki etkinliklerinin belirlenmesi...........uuuuumuiimmiiumniiinens 49
3.2.6. Istatiksel DeBerlendirme..........c.ceeveveeviieeeieiesesseeee st se st e st esste s et es st eeseenens 50
4. ARASTIRMA BULGULARI.....cccoiiiiiii s 51
4.1. Ebeveyn Irklarin Etkinliklerinin Degerlendirilmesi ...........ooovvvvivviiineiniiiiiiiiinnnnn. 51
4.1.1. Ebeveyn Irklarm LDsg Ve LDgg Degerleri .......cccuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiec i 51
4.1.2. Belirlenen Uygulama Dozlarinda Elde Edilen Etkinlik Verileri .............cccoo.... 52
4.1.2.1. 5 lJ/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ............ccccccooveennn. 53
4.1.2.2. 10 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ...............c.ccecn... 54
4.1.2.3. 20 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ...............cccccn... 55
4.1.2.4. 50 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ...............ccc........ 56
4.1.2.5. 75 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ...............ccc....... 57
4.1.3. Uygulama Dozlarinm Irklarm Etkinligi Uzerine Olan Etkileri .............c.cc......... 58

4.1.3.1. Belirlenen uygulama dozlarinm H.b. 6 (Antalya) irkinin etkinligi
Uzerine 0lan etKIleri.........eviiiiiiiiii i 58



4.1.3.2. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. 876 (Canakkale) wrkinin etkinligi
UZETINE 01N CTKILEIT ...vvviiiiiiiiii et

4.1.3.3. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. 17 (Kirklareli) wrkinin etkinligi
tizerineOlan etKIErT ...

4.1.3.4. Belirlenen uygulama dozlarmin H.b. HIZ (izmir) rkinin etkinligi
Uzerine 0lan etKILEIT ......uvvviiiiiiiie e

4.1.3.5. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. HSU (Sanlwurfa) rkinm etkinligi
UZETrINe 01an EtKIIEIT .....oviiiiiiii e

4.1.3.6. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. 10 (Adana) rkinin etkinligi
UZErINe 01an ETKIIEIT .....ovviiiiiii s

4.2. Hibrit Irklarin Etkinliklerinin Degerlendirilmesi .............ccooeiiiiiiiiiiiiiiieees
4.2.1. Hibrit Irklarin LDsg Ve LDgg DeZerleri ........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e
4.2.2. Belirlenen Uygulama Dozlarinda Elde Edilen Etkinlik Verileri ........................
4.2.2.1. 5 lJ/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ............cccccccveennn.
4.2.2.2. 10 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ...........cc.cccccoeene...
4.2.2.3. 20 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ...........c..cccceenee..
4.2.2.4. 50 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ...........c...cccoeen...
4.2.2.5. 75 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri ...........c...cccecne..
4.2.3. Uygulama Dozlarmmn Irklarm Etkinligi Uzerine Olan Etkileri ........c..ccceevennne.

4.2.3.1. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. A (H.b. 6 @ x H.b. 876 &)
rkmin etkinligi tizerine olan etkileri ..........occvvviiiiiiiii

4.2.3.2. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. B (H.b. 6 & x H.b. 876 Q)
rkmin etkinligi tizerine olan etkileri ..........occvvviiiiiii i

4.2.3.3. Belirlenen uygulama dozlarmnin H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &)
rkmin etkinligi tizerine olan etkileri..........coccvvieiiiiiii i

4.2.3.4. Belirlenen uygulama dozlarmm H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q)
rkmin etkinligi tizerine olan etkileri ...........occvvviiiiiiiiii

Vi



4.2.3.5. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ &)

rkinin etkinligi tizerine olan etkileri ..........cccocveiiiiiiiiiiii s

4.2.3.6. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q)

rkinin etkinligi tizerine olan etkileri ..........cccocveiiiiiiiiii i

4.2.3.7. Belirlenen uygulama dozlarnm H.b. G (H.b. 6 Q@ x H.b. HSU &)

rkinin etkinligi tizerine olan etkileri ..........cccooveiiiiiiiiiiiiii

4.2.3.8. Belirlenen uygulama dozlarmm H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q)

wrkmin etkinligi tizerine olan etkileri ..o

4.2.3.9. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. K (H.b. 6 @ x H.b. 10 &)

rkmin etkinligi tizerine olan etkileri ...

4.2.3.10. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q)

rkmin etkinligi tizerine olan etkileri ..........cccooooviiiiiii

4.3. Ebeveyn ve Hibrit Irklarin Etkinliklerinin Kargilagtirmasi .........ccccccceeeviiinnnee.

4.3.1. H.b. 6 (Antalya) ve H.b. 876 (Canakkale) Ebeveyn Irklari ile
H.b. A (H.b. 6 @ X H.b. 876 &) ve H.b. B (H.b. 6 & x H.b. 876 Q@)Hibrit

Irklarinin Etkinliklerinin Karsilastirilmasi ............ccccoooeeeeii

4.3.2. H.b. 6 (Antalya) ve H.b. 17 (Kirklareli) Ebeveyn Irklar1 ile
H.b.C(H.b. 6 Q xH.b. 17 ) ve Hb. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q) Hibrit

Irklarinin Etkinliklerinin Karsilastirtlmasi............ccccccovvvvvviiiiiiiieeeevveeee

4.3.3. H.b. 6 (Antalya) ve H.b. HIZ (izmir) Ebeveyn Irklar1 ile
H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ &) ve H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) Hibrit

Irklarinin Etkinliklerinin Karsilagtirtlmasi .............cccoooeeeei .

4.3.4. H.b. 6 (Antalya) ve H.b. HSU (Sanlurfa) Ebeveyn Irklar1 ile
H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU &) ve H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q) Hibrit

Irklarinin Etkinliklerinin Karsilagtirtlmasi ...............ccoooeeii .

4.3.5. H.b. 6 (Antalya) ve H.b. 10 (Adana) Ebeveyn Irklari ile
H.b. K (H.b. 6 @ x H.b.10 &) ve H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q) Hibrit

Irklarinin Etkinliklerinin Karsilagtirilmast ...............cccooe .
5. TARTISMA VE SONUC ...ooiiiiiiiiiie ittt st a et a e snivaaa e
KAYNAKLAR ottt a e e e e e e st a e e e s nntraaeeeanees

OZGECMIS ..ottt ettt ettt ettt e e et n e,

vii



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklamalar

g Gram

ha Hektar (1x 10° m?)

kg Kilogram

I Litre

m Metre

m? Metrekare

m® Metrekiip

ml Mililitre (1x107 I)

ul Mikrolitre (1x10° ml)
pm Mikrometre (1x10° m)
mm Milimetre (1x10°m)

°C Santigrat derece

cm Santimetre (1x10 m)
cm? Santimetrekare (1x10™ m?)
cm® Santimetrekiip (1x10° m®)
Kisaltmalar Aciklamalar

BSA Bovine serum albumin
dk Dakika

EPN Entomopatojen nematod
1J Infektif jiivenil

L. Linnaeus
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LDso
LDgg

LCso

LTso

NBTA
rpm
spp.

YS

Popiilasyonun % 50’ sini 61diirmesi beklenen doz
Popiilasyonun % 90’ nini 6ldiirmesi beklenen doz

Popiilasyonun % 50’ sini 6ldiirmesi beklenen
konsantrasyon

Popiilasyonun % 50’ sini 6ldiirmesi beklenen zaman
Molar

Nutrient bromothymolblue agar

Revolutions per minute

Species (cogul)

Yeast extract and salt
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1.GIRIS

Tarmmsal savasim, ekonomik dneme sahip bitkilerin hastalik, zararli ve yabanci otlarin
etkilerinden ekonomik Olgiiler iginde korunarak, iirlin veriminin ve Kkalitesinin
arttirilmasidir (Delen ve ark. 2005). Kullanilan mevcut miicadele yontemleri arasinda
ise ilk srray1 kimyasal miicadele yontemi almaktadir. Ulkemizde de tarimsal savas
denilince genelde ilk akla gelen savasim yontemi kimyasal miicadele yontemidir. Bunun
sebebi, bu yontemin uygulanabilirliginin kolay olmasi, fazla bilgi ve deneyim
gerektirmemesi ve etkisinin kisa siirede goriilebilmesidir. Diger savasim yontemlerine
gore, kimyasal miicadele yonteminin bu iistiin 6zelliklerinin yaninda bir o kadar da
olumsuz etkileri bulunmaktadir. Bu yontemde pestisitlerin yogun olarak kullaniliyor
olmas1 dogal dengeyi tahrip ederken, insan ve c¢evre saghigimi tehdit eden olumsuz
etkileri de beraberinde getirmektedir (Delen ve Ozbek 1993, Delen ve Tosun 1997).
Pestisit kullanimmin meydana getirdigi ciddi sorunlardan dolayr bilim insanlar1 daha
etkili ve giivenli bir miicadele yontemi bulmaya ydnelmis ve bunun sonucu olarak da
cevre ile dost olmasinin yaninda, uzun siire etki gosteren bir savasim yontemi olarak
biyolojik miicadele yontemi 6n plana c¢ikmistir. Biyolojik miicadele, zararh
popiilasyonunu sinirlayict etkenler arasinda yer alan ve dogada mevcut olarak bulunan
canli etkenlerden dogal diismanlarm, insan faktoriiniin yardimiyla zararhh ve
hastaliklarin olumsuz etkilerinin azaltilmasi i¢in yapilan her tirli girisimdir diye
tanimlanmaktadir (Toros ve Maden 1991). Diger bir deyisle, biyolojik miicadele zararh
popiilasyonlarin1 ekonomik zarar esiginin altinda tutmak i¢in onlar {izerinde yasayan
faydali organizmalardan yararlanilmasi olup, dogal dengeyi korumasi, ¢evre ve insan
saghgina karsi olumsuz etkisinin bulunmamasi, dayaniklilik sorunlarini ortadan

kaldirmas1 ve uzun siireli etkili olmasi gibi de avantajlar saglamaktadir (Onciier 1995).

Biyolojik miicadele, dogal biyolojik miicadele ve uygulamali biyolojik miicadele olmak
iizere iki ana kategoriye ayrilir. Dogal biyolojik miicadele, bir bolgede bulunan dogal
diismanlarin yine ayn1 bdlgedeki zararl popiilasyon yogunlugunu olmasi gerekenden
daha asagida tutmasi; uygulamali biyolojik miicadele ise, dogal diismanlar insanlar
tarafindan kullanilarak zararhlarla miicadele edilmesi seklinde ifade edilebilir.
Uygulamali biyolojik miicadele dogal diismanlarin salinmasi, yetistirilmesi ya da

korunmasi gibi yontemlerle yiiriitiilmektedir.



Biyolojik miicadele igerisinde onemli bir yere sahip olan Entomopatojen Nematodlar
(EPN), 1923 yilindan beri bilindigi halde tarimsal zararli boceklere karsi kullanimlari
iizerine olan ilgi 1970’ lerin sonundan itibaren giintimiize dek artig gostermistir (Nickle
1984, Gaugler ve Han 2002a, Kaya ve ark. 2006). Bunun sebebi toprak kaynakli bocek
zararhlariyla ¢evreyle dost ve etkili bir sekilde miicadele etmedeki etmenlerin yetersiz
olmasi ve bu nematodlarin ticari liretim seviyesinde ¢ogaltilmasi i¢in sahip oldugu in
vitro ortam kosullarindaki tireme yetenekleridir (Klein 1990, Ehlers 2001). EPN’ ler
uygun cevre kosullarinda uygulandiginda pestisitler kadar etkili olabilmekte ancak
etkinliklerisicaklik, toprak nemi, toprak yapisi ve oksijen icerigi gibi faktorlere bagh
olarak degismektedir (Gerorgis ve Gaugler 1991, Glazer 2002). Bununla birlikte EPN’
ler, hedef alinan zararli bocegi aktif olarak arama yetenegine sahip oldugundan, hedef
zararllyr algilayip ona dogru harekete gecme Ozelligine sahiptirler (Csontos 2002,
Susurluk ve ark. 2003, Susurluk 2006a,b, 2008a, Susurluk ve ark. 2011). EPN ler
icerisinde 2 cins biyolojik miicadelede etkin sekilde kullanilmaktadir. Bu cinsler

Steinernema ve Heterorhabditis’ dir (Grewal ve ark. 2006).

Tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de EPN’ ler ile ilgili ¢esitli caligmalar yliriitiilmiis,
bilinen pek ¢ok tiir {ilkemizin ¢esitli bolgelerinden izole edilmis ve toprak zararlilarina
kars1 etkinlikleri test edilmistir (Ozer ve ark. 1995, Kepenek¢i 2002, Hazir ve ark. 2003,
Kepenekei ve Susurluk 2003, Susurluk 2006a, Susurluk ve ark. 2009, 2011). Tiirkiye’
den izole edilen EPN tiirlerinden bir tanesi de Heterorhabditis bacteriophora Poinar,
1976 (Rhabditida: Heterorhabditidae)’ dir (Hazir ve ark. 2003, Susurluk ve ark. 2001,
Kepenekgi ve Susurluk 2003). H. bacteriophora, boceklerde obligat endoparazit olan ve
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera ve Thysanoptera takimlarma bagli zararli bocek
tiirlerine kars1 gliniimiizde ticari olarak biyolojik miicadele olanagi saglayan bir
entomopatojen nematod tiiriidiir (Ehlers 1996). EPN’ ler toprak alt1 zararlilarina karsi
pestisitlerden %40-50 oraninda daha etkili olmaktadir (Ehlers ve Peters 1995,
Sulistyanto ve Ehlers, 1996). Ayrica toprak alt1 zararhilarinin yaninda toprak tstiinde
zarar yapan, ancak belirli bir hayat donemini toprakta ya da aga¢ kabuklarmin altinda
geciren Cydia pomonella L. (Lepidoptera: Tortricidae), C. splendana Hiibner, 1799
(Lepidoptera: Tortricidae), Ceratitis capitata Wiedemann, 1824 (Diptera: Tephritidae),
Rhagoletis cerasi L. (Diptera: Tephritidae), Tripsler (Thysanoptera Haliday, 1836),



Hoplocampa spp. L. (Hymenoptera: Tenthredinidae), Curculio elephas Gyllenhal, 1836
(Coleoptera: Curculionidae) ve C. nucum L. (Coleoptera: Curculionidae) gibi ekonomik

onemdeki zararlilara kars1 da etkin olarak kullanilabilmektedir (Peters 1996).

Hayat dongiisii boyunca yumurta, 4 larva donemi ve ergin donem olmak iizere 6 evre
geciren H. bacteriophora, toprakta serbest halde 3. larval (jiivenil) evresi olan infektif
jivenil (1J) ya da dauer jiivenil (DJ) olarak adlandirilan evrede bulunur. Bu evrede EPN’
ler uygun bir konukcu buluncaya kadar beslenmeksizin 6-8 ay siireyle aktif bir sekilde
konukgusunu arayabilme yetenegindedirler (Ehlers 1996, Burnell ve Stock 2000,
Koppenhofer ve ark. 2000). Uygun bir konuk¢u bulduklarinda ise bocegin agiz, aniis ve
trake gibi dogal acikliklarindan direkt olarak ya da agiz kismmin dorsalinde yer alan
dissi yapilar yardimiyla bocegin segmentler arasinda bulunan zar1 delerek giris yaparlar
(Bedding ve Molyneux 1982, Poinar 1990, Wang ve Gaugler 1998). Heterorhabditis
spp. infektif donemde Photorhabdus cinsine bagli olan bakterilerle ortak yasam
icerisindedirler (Bird ve Akhurst 1983, Endo ve Nickle 1991). Bu bakteri EPN olmadan
dogada kendi basina yasayamamakla birlikte, direkt olarak uygulandiginda ise konukc¢u
bocek lizerinde herhangi bir patojenik etki yaratmaz (Akhurst ve Boemare 1990,
Morgan ve ark. 1997). Ayni sekilde Heterorhabditis spp., bu bakteri olmadan bocegi
oldiiremez ve iireyemez (Gerritsen ve Smiths 1993, Han ve Ehlers 2000). Her EPN cinsi
kendine 6zgl bir bakteri tiiriiyle bu iligskiyi siirdiirmektedir (Piitz ve ark. 1990). Ancak
her bakteri tiirli ayn1 cinse bagli olan birden fazla EPN tiiriiyle iligkili olabilir (Akhurst
ve Boemare 1990). Bu bakterilerin, biyokimyasal testlerde boya emmesine gére ayrilan
1. ve 2. olmak {izere 2 formu bulunmaktadir (Akhurst 1980, 1982). EPN’ ler bakterinin
1. formunda gelisim gdosterebilmekte ve IJ° ler sadece bu formu tasimaktadirlar
(Akhurst 1982, Ehlers ve ark. 1990).H. bacteriophora’ dainfektif donemdebarsak
kisminin 6n kisminda 6zel bir kese igerisinde 200 ile 2000 adet arasinda degisen sayida
simbiyont yagsam siirdiigii Enterobacteriaceae familyasina ait Photorhabdus luminescens
subsp. laumondii bakteri hiicrelerini tasir (Endo ve Nickle 1994, Duchaud ve ark. 2003).
1J, bocege giris yaptig1 anda deri degistirerek 4. jiivenil evresine gecger ve bu bakteriyi
ag1z ve aniis yoluyla bocek hemolimfine birakir (Poinar ve ark. 1977). Bakteriler bocek
icerisinde hizla g¢ogalarak bocegin 24-48 saat i¢cinde septisemiadan (kan zehirlenmesi)
olimiine neden olurlar (Akhurst 1983, Forst ve Nealson 1996, Burnell ve Stock 2000,

Glazer ve Lewis 2000, Dowds ve Peters 2002). Cogalan bakteriler bocegin hemolimfini



salgiladiklar1 proteaz, lipaz gibi enzimlerle metabolize ederek EPN’ lerin gelismesi ve
iiremesi i¢in elverigli bir ortam yaratmaktadirlar (Forst ve ark. 1997). Bu sirada EPN’
ler bakteri hiicreleri ve konuk¢u dokusuyla beslenir, ergin hale gecerek hermafrodit
bireylerini olusturur (Poinar 1975). Dolayisiyla H. bacteriophroa ilk doliinde eseysiz
(automictic) olarak iiremektedir. Ancak 2. doliinde elverisli ortam kosullarinda eseyli
iireme (amphimictic) yetenegindeki erkek ile disi bireyleri, elverissiz ortam kosullarinda
ise 1J bireyleri meydana getirir. (Strauch ve ark. 1994, Koltai ve ark. 1995). Hermafrodit
ya da disilerin brraktig1 yumurtalar 2 giinde acilir ve her birey yumurtadan 1. jiivenil
doneminde ¢ikis yapar (Lunau ve ark. 1993). EPN’ ler oda sicakliginda 5-7 giinde hayat
devrini tamamlar ve enfekte ettikleri bocekte besinin tiikkenmeye baslamasi iizerine, 3.
jivenil evre olan 1J donemde konukcu kiitikiilasini parcalayarak yeni konukc¢u bdcek
aramak tizere disariya ¢ikis yaparlar (Kaya ve Gaugler 1993, Grewal ve ark. 1994,
Ehlers 1996).

EPN’ ler in vivo ve in vitro kiiltiir metotlar1 kullanilarak kitle halinde tiretilebilmektedir
(Friedman 1990, Lunau ve ark. 1993, Gaugler ve Han 2002b, Shapiro-llan ve Gaugler
2002b). Ayrica EPN’ lerin {retim sonrasi cesitli formiilasyon secenekleri de

bulunmaktadir (Georgis ve ark. 1995).

In vivo tiretim pek gok arastirmaci tarafindan ele alinmis ve bu {iretim teknigi i¢in temel
olarak White Trap (White 1927) diizenegi benimsenmistir (Dutky ve ark. 1964, Poinar
1979, Woodring ve Kaya 1988, Lindegren ve ark. 1993, Flanders ve ark. 1996, Kaya ve
Stock 1997). Bu yontemde genel olarak yetistirilmesi kolay, ¢ok sayida yumurta
birakma ve EPN’ lere karsi duyarlilik gésteren biliyiik bal mumu giivesi Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)’ nin son doénem larvalari kullanilmaktadir
(Woodring ve Kaya 1988, Shapiro-llan ve Gaugler 2002). In vivo iiretimdeki en kritik
asama EPN’ lerin uygulama dozudur (Zervos ve ark. 1991, Boft ve ark. 2000). Diisiik
dozaj uygulamalarinda konuk¢unun 6liim orani ¢ok diisiikk seviyede olurken, yiiksek
dozajda yapilan uygulamalarda ikincil dollerin rekabeti nedeniyle basarisiz
enfeksiyonlar meydana gelmektedir (Woodring ve Kaya 1988). Larvanin EPN
tarafindan enfekte olup olmadigi belirli simptomlarla anlagilmaktadir (Lacey ve Brooks
1997). Larvanin, H. bacteriophora ile enfekte oldugunda koyu kirmizi renk almasi en

karakteristik simptomdur (Woodring ve Kaya 1988).



Bir etmenin biyolojik miicadelede kullanilabilmesi i¢in gereken en Onemli Onemli
faktorlerden birisi de iiretim maliyetinin diisiik olmasidir. EPN’ lerin in vivo ortamda
kitle halinde iiretilmesi in vitro tiretime kiyasla dahauzun siireli bir is olup iretilen EPN
miktar1 da daha azdir. Bu durum genis alan uygulamalar1 g6z oniine alindiginda kendini
daha belirgin sekilde belli eder. Bu nedenle giinlimiizde EPN’ ler kat1 ya da sivi
ortamlarda in vitro olarak kitle halinde iiretilmektedir (Fridman ve ark. 1990, Ehlers
1996, 2001, Gaugler ve Han 2002). EPN’ lerin kat1 ortamda in vitro kitle tiretimleri
glinlimiizde hala gelismekte olan iilkelerde siv1 kiiltlir caligmalarina dnciiliik etmektedir
(Bedding 1990, Ehlers ve ark. 2000). Ancak EPN’ lerin kat1 ortamda in vitro tiretilmesi,
genis ¢apli iiretimde yogun is giicii gerektirmesi, bulasma riskinin yiliksek olmas1 ve bu
ortamda EPN’ lerin diizenli dagilimmin engellenmesi gibi dezavantajlar1 da beraberinde
getirmektedir. Bu nedenlerden dolayr in vitro sivi ortamda kitle iiretim teknikleri
gelistirilmistir (Ehlers 2001). Sivi ortamda in vitro kitle {iretimgalismalarinin en 6nemli

iki noktas1 ise yumurta ve EPN’ ler ile simbiyont yagsayan bakterinin izolasyonudur.

EPN’ ler yukarida bahsedilen 6zelliklerinden dolay1 biyolojik miicadele i¢cinde oldukca
etkin bir sekilde kullanilmasina ragmen kisa raf omrii (yaklasik 3 ay) nedeniyle
dezavantaj saglamaktadir. EPN’ ler iiretim kalitesinin korunmasi i¢in metabolizma
hareketlerinin yavasladigi 10° C’ nin altindaki sicakliklarda depolanmaktadirlar. Ancak
Ozellikle bir yerden bir yere taginmalar1 esnasinda EPN’ lerin yiiksek sicakliklara maruz
kalmalar1 raf Omriinii azaltmaktadir (Strauch ve ark. 2000). Bununla birlikte H.
bacteriophora’ nin hedef alinan boceklere karsi olan etkinligi genellikle 10 ile 35° C
sicaklik degerleri arasinda sinirhidir (Grewal ve ark. 1994). Bu nedenle bu nematodun
10°C’ nin altindaki sicakliklarda aktivitesi ve dolayisiyla da etkinligi azalmaktadir
(Westerman 1997, 1998). Diger yandan sicaga dayaniklilik kalitsal bir o6zelliktir
(Glazer ve ark. 1991). EPN f{izerine yapilan caligmalarda ayni tiiriin popiilasyonlar1
icerisinde dahi ¢evre kosullarina farkl tepkiler veren bireylerin var oldugu tespit
edilmistir (Gaugler ve ark. 1989, Glazer ve ark. 1991, Tomalak 1994). H.
bacteriophora’ nin ilk d6liiniin hermafrodit olmasi kendileme yoluyla {iremesine neden
olmakta, boylece var olan 6zellikler korunabilmektedir. Sonraki dollerinde ise eseyli
iireme yetenegindeki erkek ve disileri olusturmasi ve bunlarin eseyli olarak iiremeleri,
sahip olduklar1 genetik 6zelliklerini yeni nesillere aktarmasma olanak vermektedir. Bu

nedenle hibridizasyon ¢aligmalariyla daha dayanikl irklar elde edilebilmektedir (Zioni



ve ark. 1992, Koltai ve ark. 1995, Johnigk ve Ehlers 1999a,b).Yapilan hibridizasyon
caligmalarinda hibritleme islemiyle elde edilen hibrit wrklarm ebeveynlerine gore
kuraklik ve yiliksek sicaklik derecelerine karsi tolerans gosterdigi, ayrica iireme
kapasiteleri ve konuk¢u bocek tizerindeki etkinlikleri agisindan ebeveynlerine gore daha
iistiin oranlardaki degerlere sahip oldugu tespit edilmistir (Strauch ve ark. 2004, Ehlers
ve ark. 2005, Mukuka ve ark. 2010a,b,c,d).

Bu calismada Tiirkiye’ nin c¢esitli illerinden daha onceden izole edilmis olan H.
bacteriophora tiiri nematodun H.b. 6 (Antalya), H.b. 876 (Canakkale), H.b. 17
(Kirklareli), H.b. HIZ (Izmir), H.b. HSU (Sanlwrfa), ve H.b. 10 (Adana) wrklarinm in
vitro ortam kosullarinda hibritlenmesi, ebeveyn olarak kullanilan irklar ile hibridizasyon
islemi sonucunda elde edilen yeni hibrit wklarin 5, 10, 20, 50, 75 ve 100 1J/Larva
uygulama dozlarinda G. mellonella’ nin son dénem larvalar1 tizerindeki etkinlik
degerlerinin belirlenmesi ve ¢alisma sonunda elde edilen etkinlikverilerine gore hibrit

wrklarm ebeveyn rrklara gore etkinliklerinin karsilastirilmasi amaglanmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Diinya iizerinde, 60’ tan fazla iilkede entomopatojen nematodlar ve bunlarin simbiyont
bakterileriyle ilgili olan ¢alismalar devam etmektedir (Gaugler 2002a). Bu boliimde H.
bacteriophora’ nin etkinlik ve hibridizasyon ¢alismalariyla ilgili olan literatiir gézden

gegirilerek 2 ayr1 baslik halinde, yayimlanma tarihine gore asagida sunulmustur.

2.1. Etkinlik Calismalan ile flgili Kaynak Arastirmasi

Baur ve ark. (1995), yaprak yiizeyinde H. bacteriophora’nin Plutella xylostella L.
(Lepidoptera: Plutellidae)’ y1 enfekte etme yetenegini degerlendirmek i¢in yaptiklar1 bir
calisgmada, H. bacteriophora’ nin zararlinin son donem larvalar1 tizerindeki LCs
degerini 65.4 nematod/larva olarak hesaplamislar, pupa tizerindeki etkinlik degerini ise

%14 olarak tespit etmislerdir.

Sulistyanto ve Ehlers (1996), golf sahalarinda ¢imlere zarar veren Phyllopertha
horticola L. ve Aphodius contaminatus Herbst, 1973 (Coleoptera: Scarabaeidae)
zararhlarina karst H. bacteriophora’ nin etkinligini degerlendirmek igin saha
kosullarinda yaptiklar1 bir c¢aligmada, 0.5 ve 1.5 milyon infektif jlivenil (IJ)/m2
dozlarmda saf EPN uygulamas1 yapmuslar ve H. bacteriophra’ nin P. horticola iizerinde

%383, A. contaminatus iizerinde ise %62 oraninda etkinlik gosterdigini bildirmislerdir.

Gonzalez-Ramirez ve ark. (2000), ¢im zararlisi Mocis latipes Guenée, 1852
(Lepidoptera: Noctuidae)’ in larva, prepupa ve pupa evrelerinin H. bacteriophora’ ya
olan duyarliligin1 belirlemek amaciyla laboratuvar kosullarinda yiiriittiikleri bir
calismada, her bir evre icin 20 birey iceren gruplar olusturmuslar ve tiim gruplar
iizerinde 0, 5, 10, 20, 40, 60 ve 120 1J/birey dozlarn1 1° er ml steril saf su i¢inde
uygulayarak test etmisler ve uygulama sonrasi 5 giin boyunca larva, prepupa ve pupa
Oliimlerini gilinliik olarak kontrol etmislerdir. Deneme sonunda zararlinin H.
bacteriophora’ ya karsi en duyarli olan evrelerini larva ve prepupa donemleri olarak
tespit etmisler ve H. bacteriophora’ nin bu evreler tizerinde %22.5 ile 100 arasinda
degisen oranda etkinlik gdsterdigini, prepupa evresine 10 1J/birey uygulama dozunda
oliim oranmim %97.5 ile 100 arasindaki degerlere ulastigini bildirmislerdir. Pupa evresi

iizerindeki etkinligin EPN konsantrasyonuyla dogru orantili olarak arttigin1 ve etkinlik



degerinin %27.5 ile 41.3 degerleri arasmda degisim gosterdigini tespit etmislerdir.
Ayrica H. bacteriophora’ nin zararlinin larvalari tizerindeki LCsp degerini 5.26-37.66

1J/larva, LTsq degerini ise 1.5-4.3 giin olarak hesaplamislardir.

McCoy ve ark. (2000), H. bacteriophora’ nin biopestisit olarak Diaprepes abbreviatus
L. (Coleoptera: Curculionidae) larvalar1 iizerindeki parazitizmini ve kaliciligini
degerlendirmek amaciyla turunggil bahgelerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, agacin toprak
alt1 kisimlarma 11 ve 22 IJ/em? dozunda EPN uygulamasi yapmislar, uygulamadan 7
giin sonra H. bacteriophora’ nin zararlinin larvalar1 tizerindeki ortalama parazitizm
oranint %15 olarak tespit etmisler, EPN kaliciliginin ise uygulamadan sonraki 14.

giinden itibaren azalmaya basladigin bildirmislerdir.

Ebssa ve ark. (2001), cicek tripsi, Frankliniella occidentalis Pergande, 1895
(Thysanoptera: Thripidae)’ e karst H. bacteriophora’ nin etkinligini belirlemek i¢in
laboratuvar kosullarinda yaptiklar1 bir ¢caligmada H. bacteriophora HK3 (H) ve H.
bacteriophora HB Brecan (B) olmak tizere iki farkli ik iizerinde denemeler
yapmislardir. Calisma sonunda her iki H. bacteriophora wkmin da F. occidentalis’ in
toprakta gecirmis oldugu tiim hayat donemlerine karsi etkili oldugunu bulmuslar, HK3
ve HB Brecan irklarmin 6zellikle toprak neminin yiiksek oldugu kosullarda zararlinin 2.
larva donemi iizerindeki etkinlik degerlerini sirasiyla %70 ile %355 oranlarinda
bulmuslar, prepupa donemi iizerinde ise sirastyla %70 ile %65 oranlarinda etkinlik
degerlerine sahip olduklarini bildirmislerdir. Ayrica H. bacteriophora wklarmm kuru
toprak kosullarinda pupa donemi iizerine diisiik seviyede etkinlik gosterdigini ve her iki
irkin pupa tlizerindeki etkinlik degerlerinin sirasiyla %30 ile %35 oranlarinda oldugunu
belirlemislerdir. Bununla birlikte, yapilan denemelerde uygulama dozu arttik¢a larva
iizerindeki etkinligin de arttigim, 400 IJ/cm® uygulama dozunda larvalarm %60’ tan
fazlasin 61diigiinii, 100-200 1J/cm? uygulama dozundaki larva Sliimiiniin ise %30-50

oranlar1 arasindaki degerlerde oldugunu tespit etmislerdir.

Premachandra ve ark. (2003), ¢igek tripsi F. occidentalis’ inin 2. larva evresine karst H.
bacteriophora’ nin HDO1, Nematop® ve HK3 olmak iizere 3 ayri wkmm etkinliklerini
laboratuvar kosullarinda degerlendirmisler, zararli iizerinde HDO1 wkinin %59,
Nematop® wkinin %22 ve HK3 wkinin %74 oraninda etkinlik gdsterdigini

bildirmisglerdir.



Tomalak (2003), H. bacteriophora’ nin Operophtera brumata L. ve O. fagata
Scharfenberg, 1805 (Lepidoptera: Geometridae) zararlilarina karsi olan etkinligini ve
biyolojik miicadele potansiyelini belirlemek icin laboratuvar, yari1 alan ve saha
kosullarinda yaptig1 bir ¢aligmada, bu zararlinin pupa olmak iizere topraga inis yapan
olgun larva ve prepupa evrelerinin H. bacteriophora enfeksiyonuna karsi oldukga
yiksek seviyede duyarli olmasmma ragmen, H. bacteriophora’ nin pupa {iizerinde
kolonize olamadigini belirlemis, O. brumata ve O. fagata’ nin bu nematod tiiriine kars1
olan duyarliligi konusunda ise istatistiksel agidan 6nemli bir farklhilik olmadigini
bildirmistir. Laboratuvar denemelerinde H. bacteriophora’ nin bu zararlilar tizerinde

%73 ile 77 arasinda degisen oranlarda etkinlik degerine sahip oldugunu tespit etmistir.

Kepenek¢i ve ark. (2004), kestane agaclarinda meyve zararlisi olan Kestane
hortumlub6cegi, Curculio elephas Gyllenhal, 1836 (Coleoptera: Curculionidae)’ a kars1
EPN’ lerin etkinligini degerlendirmek amaciyla laboratuvar kosullarinda yaptiklar1 bir
calisgmada, H. bacteriophora’ nin Tur-H1 ve Tur-H2 wklarin1 zararlinin son donem
larvalar1 Gizerinde 10, 15 ve 25° C olmak iizere 3 farkh sicaklik derecesinde ve 0, 100,
500 ve 1000 1J olmak tizere 4 ayr1 nematod konsantrasyonunda uygulamislardir.
Calisma sonunda H. bacteriophora’ nin Tur-H2 wkmin test edilen tiim sicaklik
derecelerinde zararli larvalarina karsi olan etkinlik degerinin oldukga yiiksek seviyede
oldugunu, 6zellikle 25° C’ de larvalar lizerinde %96.5 oraninda etkinlik gdsterdigini
belirlemislerdir. Ayrica Tur-H1 ve Tur-H2 wklarmin 15° C’ deki LCsp degerlerinin
strastyla 266 ve 494 1J oldugunu bildirmislerdir.

Trdan ve ark. (2006), laboratuvar kosullarinda yaptiklar1 bir ¢alismada depolarda 6nemli
zarara neden olan Sitophilus granarius Hustache A., 1930 (Coleoptera: Curculionidae)
ve Oryzaephilus surinamensis L. (Coleoptera: Silvanidae) erginlerine karsi 15, 20 ve
25 °C olmak iizere 3 farkl sicaklik derecesinde ve 500, 1000 ve 2000 I1J/ergin olmak
tizere 3 farkli nematod konsantrasyonunda H. bacteriophora uygulamasi yapmislardir.
Deneme sonunda H. bacteriophora’ nin 15 ° C’ de her iki zararli tiirii tizerindeki
etkinliginin diisiik seviyede oldugunu (yaklasik %20 ), 20 ° C’ de ise S. granarius
tizerinde %76.39, O. surinamensis lizerinde ise %63.25 oraninda etkinlik gosterdigini

bildirmislerdir.



McKern ve ark. (2007), Pennisetia marginata Harris, 1839 (Lepidoptera: Sesiidae)’ nin
biyolojisini kesfetmek ve optimal nematod uygulama zamanmi belirlemek icin
yaptiklar1 bir arastirmada, H. bacteriophora’ nin bu zararl tiirii iizerinde %33 etkinlik

gosterdigini tespit etmislerdir.

Morton ve Pino (2008), meyve agaglarinda zararh olan dipkurdu, Capnodis tenebrionis
L. (Coleoptera: Buprestidae) larvalarinin farkli EPN tiirlerine karsi olan duyarliligini
belirmek i¢in yaptiklar1 bir arastirmada, konukc¢u bitki olarak kullandiklar1 saksiya
alinmig GF-677® (seftaliXbadem hibridi) agaglarma H. bacteriophora’ nin Gscl3 ve
MI110 olmak tzere iki farkli ki1 uygulamislardir. Uygulama sonrast H.
bacteriophora’ nin C. tenebrionis’ in yerini saptama yetenegi gostererek zararli
larvalarini 6ldiirdiiglinii belirlemislerdir. Ayrica Gscl3 wrkinin zararl larvalar1 tizerinde
%71.66 oraninda, M110 wkinin ise 76.47 oraninda etkinlik gosterdigini tespit

etmislerdir.

Susurluk ve Ehlers (2008), H. bacteriophora’ nin Otiorhynchus sulcatus Fabricus, 1775
(Coleoptera: Curculionidae) tiirlerine karst olan etkinligini degerlendirmek icin
laboratuvar kosullarinda yiirtittiikleri bir ¢alismada, daldirma yontemini kullanarak ¢ilek
bitkisinin koklerine EPN uygulamasi yapmislardir. Uygulamada nematod ¢okelmesini
engellemek ve kullanilan nematod soliisyonunun koklere tutunmasini arttirmak
amaciyla da bu soliisyonuna karboksimetil seliiloz eklemislerdir. Deneme sonunda H.
bacteriophora’ nin O. sulcatus tiirleri tizerinde %90-96 arasindaki oranlarda etkinlik

gosterdigini tespit etmislerdir.

Toepfer ve ark. (2008), musir ( Zea mays L.) bitkisinin koklerinde beslenerek ciddi {iriin
kaybma neden olan Diabrotica virgifera virgifera LeConte, 1868 (Coleoptera:
Chrysomelidae) zararlisina kars1 H. bacteriophora’ nin etkinligini belirlemek i¢in saha
kosullarinda yaptiklar1 bir ¢alismada, 6zellikle dikim esnasinda toprak igine ya da
haziran ayinda toprak yiizeyine yapilan uygulamalarda H. bacteriophora’ nin zararl

iizerinde %81 oraninda etkinlik gdsterdigini belirlemislerdir.

Trdan ve ark. (2008), toprak pire bocekleri, Phyllotreta spp. (Coleoptera:
Chrysomelidae)’ nin erginlerine kars1 H. bacteriophora’ nin etkinligini degerlendirmek

amaciyla laboratuvar kosullarinda yiiriittiikleri bir ¢alismada, her bir ergin donemdeki

10



bocege 15, 20 ve 25° C sicaklik derecelerinde; 200, 1000 ve 2000 IJ uygulama
dozlarmda H. bacteriophora uygulamasi yapmislardir. Deneme sonucunda H.
bacteriophora’ nin 15° C’ ye gore 20 ve 25° C sicaklik derecelerinde ¢ok daha iyi
etkinlik gosterdigini belirlemislerdir. Yapilan demelerde H. bacteriophora’ nin zararl
izerinde 2000 1J uygulama dozunda 15°C’ de %26, 20°C’ de uygulamadan 8 giin sonra
%65, 25°C’ de ise %74 oraninda etkinlik gosterdigini bildirmislerdir.

Ansari ve ark. (2009), laboratuvar kosullarinda yaptiklar1 bir c¢aliymada H.
bacteriophora’ nin Agriotes lineatus L. (Coleoptera: Elateridae) tizerinde %67 oraninda

etkinlik sagladigini tespit etmislerdir.

Kurtz ve ark. (2009), misir bitkisinde zararli olan D. virgifera virgifera’ nin 3. larva
evresine karst laboratuvar kosullarinda H. bacteriophora’ nin etkinligini
degerlendirdikleri bir c¢alismada, kum ve toprak kullanarak iki ayr1 uygulama
yapmislardir. Calisma sonunda H. baceriophora’ nin zararl tizerindeki etkinliginin kum
ile yapilan uygulamalarda %80.7 oraninda, toprak ile yapilan uygulamalarda ise %51.3

oraninda oldugunu belirlemislerdir.

Power ve ark. (2009), H. bacteriophora tiirii entomopatojen nematodun GPS11 wkinin
Popillia japonica Newman, 1841 (Coleoptera: Scarabaeidae)’ nin farkli larva donemleri
iizerindeki etkinligini degerlendirmek icin 2001 ve 2007 yillar1 arasinda saha ve
laboratuvar kosullarinda c¢alismalar yapmuslardir. Saha denemelerinde yaz donemi
stiresince yakaladiklar1 erginleri ovipozisyon i¢in ¢im alan lizerindeki kafeslere almiglar
ve burada her bir larva doneminin olustugundan emin olmak i¢in zararlinin larval
gelisimini gozlemlemislerdir. Deneme alaninda gelismekte olan her larva donemine
kars1 2.5x10° 1J/ha uygulama dozunda H. bacteriophora uygulamasi yapmuslardir. 2001
yilinda, saha kosullarinda uygulamadan 9, 28 ve 69 giin sonra H. bacteriophora’ nin
zararlmin 1., 2. ve 3. larval donemleri lizerindeki etkinligininsirasiyla %75, %53 ve
%33 oranlarinda oldugunu bildirmislerdir. 2002 yilindaki saha denemelerinde ise
uygulamadan 14, 43 ve 66 giin sonra zararlinin 1., 2. ve 3. larval donemlerine kars1 olan
etkinlik degerlerinin sirasiyla %97, %88 ve %0 oranlarinda oldugunu belirlemislerdir.
2002 yilinda denemeye katilan ayr1 bir alanda ise uygulamadan 14 giin sonra zararlinin
1.,2. ve 3. larva donemi {iizerindeki etkinlik degerinin sirasiyla %55, %53 ve %0

oranlarinda gergeklestigini tespit etmiglerdir. Laboratuvar denemeleri 2002, 2004 ve
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2007 wyillarinda yapilmis ve bu amagla P. japonica’ nin araziden toplanan larva
donemleri iizerine sirasiyla 0, 10, 33, 100 ve 1000 IJ/larva uygulama dozlarida H.
bacteriophora uygulamasi yapilmistir. Labaratuvar denemeleri sonucunda zararhnin 1.,
2. ve 3. larva donemleri tizerindeki etkinlik degerlerinin 2002 yili igin sirasiyla %15,
%10 ve %0; 2004 yil1 i¢in swrasiyla %15, %5 ve %5; 2007 yili icinse sirasiyla %15,
%10 ve %10 oranlarinda oldugunu belirlemislerdir. Deneme sonunda yapilan probit
analizine gore H. bacteriophora’ ya karsi en duyarli larva evresinin 1. donem oldugunu,
3. larva doneminde ise H. bacteriophora’ ya karsi olan duyarliligin azalmaya

basladigini bildirmislerdir.

Susurluk ve ark. (2009), Cim teke bocegi, Dorcadion pseudopreissi Breuning, 1962
(Coleptera: Cerambycidae)’ ye kars1 H. bacteriophora’ nin etkinligini degerlendirmek
iizere laboratuvar kosullarinda yiiriittiikleri bir ¢calismada, zararliya kars1 25 ° C’ de 50,
100 ve 150 lJ/larva dozlarinda H. bacteriophora uygulamasi yaparak bu nematodun
zararh lizerindeki etkinligini degerlendirmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda, sirasiyla
her bir uygulama dozundaki etkinlik degerinin swrasiyla % 55, 65 ve 85 oranlarinda

oldugunu bildirmislerdir.

Trdan ve ark.  (2009), H.  bacteriophora’ nin  patates  bdcegi,
LeptinotarsadecemlineataSay, 1824 (Coleptera: Chrysomelidaec)’ nin larva ve
erginlerine kars1 olan etkinligi laboratuvar kosullarinda 3 ayr1 sicaklik derecesinde (15,
20 ve 257C) ve 3 ayr1 uygulama dozunda (200, 1000 ve 2000 1J/Larva) test etmislerdir.
Calisma sonunda H. bacteriophora’ nin 15°C’ de tiim bocek evrelerine karsi diisiik
seviyede etkinlik gosterdigini, ancak 20 ve 25° C* de tiim bdcek evrelerine karsi olan
etkinlik degerinin yiiksek seviyede oldugunu ve bu iki sicaklik derecesi arasinda
etkinlik acisindan istatistiksel acidan onemli bir farklilik olmadigni belirlemislerdir.
Ayrica EPN’ ye kars1 en duyarli bocek evresinin geng larva donemi, en dayanikli bocek
evresinin ise ergin donem oldugunu tespit etmislerdir. H. bacteriophora’ nin zararlinin
geng larval evrelerine kars1 15, 20, 25 © C’ deki LCsg degerlerini sirasiyla 586, 558 ve
481 IJ/larva olarak, LCgyy degerlerini ise 1253, 1211 ve 1184 1J/larva olarak
belirlemislerdir. Ergin donemlerin ise ayni sicaklik derecelerinde LCso degerlerini
sirasiyla 1206, 570 ve 1062 1J/ergin; LCqo degerlerini ise 15 °C’ de 1327 1J/ergin, 25 °C’
de ise 1057 1J/ergin olarak tespit etmislerdir.
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Barbosa-Negrisoli ve ark. (2010), turunggil zararlisi Banagota cranaodes
Meyrick(Lepidoptera: Tortricidae)’ in larva ve pupa donemlerinin H. bacteriophora’ ya
kars1 olan duyarliligini belirlemek icin laboratuvar ve saha kosullarinda denemeler
yapmiglardir. Laboratuvar denemeleri kontrollii ortam kosullarinda (25+1°C ve %70 +
10 oransal nem ve 12 saat fotoperiyod) ve 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Her
deneme, her biri 1.5x2 cm filtre kagidi ve B. cranaodes' in 10 adet pupa ile 10 adet 3.
donem larvasmi igeren 1.5’ luk eppendorf tiipleri ig¢inde, 100 IJ/birey uygulama
dozunda H. bacteriophora uygulanarak yapilmistir. Laboratuvar kosullarinda
uygulamadan 72 saat sonra H. bacteriophora’ nin RS107 ve RS57 wklarinin B.
cranaodes’ in 3. donem larvalar1 iizerinde %90 oraninda etkinlik gdsterdigini, her iki
wrkin zararlinmm pupalar1 iizerindeki etkinliginin ise sirasiyla %79 ve %46 oldugunu
tespit etmislerdir. Saha uygulamalar1 elma bahgelerinde yapilmis olup, daha 6nceden 5
adet B. cranaodes larvasi ile bulastirilip plastik materyalle kaplanan ortalama olarak 20
m boyunda ve 3 yillik olan her agaca H. bacteriophora 100 1J/cm? dozunda
uygulanmistir. Saha denemelerinde uygulama sonras1 H. bacteriophora’ nin RS107 ve
RS57 wklarinin B. cranaodes iizerindeki etkinliginin sirasiyla %60.6 ve %52 oraninda
oldugunu belirlemislerdir. Saha kosullarindaki denemelerde H. bacteriophora, sorbitol
bir dolgu maddesiyle birlikte kullanildiginda ise her iki wrkin zararh tizerindeki

etkinliginin sirasiyla %70.2 ve %61.1 oraninda oldugunu bildirmislerdir.

Batalla-Carrera ve ark. (2010), domates bitkisinde ciddi kayiplara neden olan domates
giivesi, Tuta absoluta Meyrick, 1917(Lepidoptera: Gelechiidae) larva ve pupalarinin H.
bacteriophora’ ya karsi olan duyarlih@ini laboratuvar kosullarinda belirlemek ve H.
bacteriophora’ nin galeri igindeki larvaya ulasma ve onu oOldiirme yetenegini
degerlendirmek ve de sera kosullarinda yapilan yesil aksam uygulamalarindaki etkinligi
belirlemek amaciyla yaptiklar1 bir ¢aligmada, H. bacteriophora’ nin larvalar tizerinde
yiiksek etkinlik gosterdigini ve 25 IJ/cm® dozda %78.6, 50 1J/cm® dozda ise %100 6lim
oranina neden oldugunu, pupa iizerindeki etkinligin ise larvadakinin aksine diisiik
oldugunu ve 25 [J/cm? dozda %10, 50 1J/cm? dozda ise %17 6liim oranma sebep
oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan yaprak testlerinde H. bacteriophora’ nin galeri
igindeki larvayr bularak oldiirdiigiinii  belirlemisler ve 60 IJ/em® dozunda
yaprakuygulamasi yapildigida genel etkinlik oraninin %76.6 oldugunu, galeri igindeki

ve digindaki larva iizerine olan etkinligin ise sirasiyla %71.4 ve %88.9 oranlarinda
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oldugunu bulmuslardir. Ayrica sera kosullarinda yapilan yesil aksam uygulamasinda H.

bacteriophora’ nin zararl kontroliinde %95 oraninda basar1 sagladigini bildirmislerdir.

McGraw ve ark. (2010), EPN’ lerin Listronotus maculicollis Kirby, 1837 (Coleoptera:
Curculionidae)’ in larval donemine karst olan kontrol yetenegini belirlemek amaciyla
arazi kosullarinda yaptiklari bir calismada, 2.5x10° 1J/ha uygulama dozunda H.
bacteriophora’ nin zararh iizerinde %69 ile 94 oranlar1 arasindaki degerlerde etkinlik

gosterdigini tespit etmislerdir.

Monteiro ve ark. (2010),Rhipicephalus microplus Canestrini, 1888 (Acari: Ixodidae)’ in
parazit olmayan fazi beslenmis disilerinin biyolojik parametreleri iizerinde H.
bacteriophora’ nin HP88 wrkinin farkli konsantrasyonlardaki etkinligini belirlemek i¢in
laboratuvar kosullarinda yaptiklar1 bir ¢alismada, her biri 20 disi igeren 6 grup
olusturmuslar ve her bir grup iizerinde 0, 75, 150, 300, 600 ve 1200 1J/disi olmak iizere
6 farkli doz uygulamas1 yapmislardir. Ovipozisyon Oncesi disi agirligi, yumurta kitle
agirhigi, preovipozisyon donemi, ovipozisyon donemi, hayatta kalma donemi, yumurta
acilma orani, yumurta iiretim indeksi (%YUI), beslenme indeksi (%BI) ve uygulama
etkinligini biyolojik parametre olarak baz alip uygulama sonrasi bu parametre
degerlerini gozlemlemislerdir. Ovipozisyon ve preovipozisyon donemlerinden Once
gruplar arasinda disi agirligi agisindan istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik olmadigini
bildirmislerdir. EPN uygulamasinin yumurta kitle agirligi, ovipozisyon donemi, hayatta
kalma dénemi, yumurta acilma orani, %YUI ve %BI parametreleri iizerinde kontrol
grubu ile uygulama goérmiis gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli degisimler
meydana getirdigini, H. bacteriophora uygulamasinin tiim gruplar iizerinde %90
oraninda etkinlik gosterdigini, 1200 1J/disi uygulama dozunda ise etkinlik degerinin

%99 oranina kadar ulastigini bildirmislerdir.

Padilla-Cubas ve ark. (2010), muz hortumlu bocegi, Cosmopolites sordidus Germar,
1824 (Coleoptera: Curculionidae)' nin 1. donem larvalarina kars1 H. bacteriophora’ nin
etkinligini degerlendirmek i¢in laboratuvar kosullarinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, zararl
iizerinde 100, 50, 25, 5 ve 2,5 1J/cm? olmak iizere 5 ayr1 uygulama dozunda denemeler
yapmuslar ve test edilen her uygulama dozunda H. bacteriophora’ nin zararliya karsi

%100 oraninda etkinlik gosterdigini belirlemislerdir. Uygulama dozunun 2,5 ve 5
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1J/cm? oldugu kosullarda H. bacteriophora’ nin zararli popiilasyonun yarisini 1diirdiigii

stireyi (LTsp) 3,6 giin olarak hesaplamiglardir.

William ve ark. (2010), bag zararlis1 Vitacea polistiformis Harris, 1854 (Lepidoptera:
Sesiidae)’ e kars1 H. bacteriophora’ nin etkinlik ve kaliciligini belirlemek amaciyla
saha kosullarinda yaptiklar1 bir ¢alismada, H. bacteriophora’ nin zararlinin larvalarmna
kars1 mayis ayinda yapilan uygulamalarda %80, mayis ve eyliil arasindaki aylarda
yapilan uygulamalarda %92, eyliil ayinda yapilan uygulamalarda ise %69 oraninda
etkinlik gosterdigini belirlemisler, H. bacteriophora’ nin uygulama alaninda 12 ile 21

ay arasinda kalicilik gésterdigini tespit emislerdir.

Susurluk ve ark. (2011), ¢im alanlarda ciddi zarar meydana getiren Cim teke bocegi, D.
pseudopreissi’ ye kars1t H. bacteriophora’ nin etkinligini degerlendirmek {izere saha
kosullarinda yiirittiikleri bir ¢alismada, Lolium perenne ve Festuca arundinacea olmak
tizere iki farkli ¢im c¢esidine erkek ve disi D. pseudopreissi bireylerini 1x1x1 m
Olciilerindeki kafeslere almislar ve bdcekler nemli toprak ylizeyine yumurtalarini
biraktiktan sonra kafesleri kaldirarak 0.5 milyon 1J/m® dozunda H. bacteriophora
uygulamasi yapmislardir. Uygulama sonrasi her iki ¢im ¢esidinde de D. pseudopreissi
zararmin 6nemli 6lglide azaldigini1 ve H. bacteriophora’ nin uygulama alaninda 6 ay

kalicilik gosterdigini saptamiglardir.

2.2. Hibridizasyon Cahsmalar ile Tlgili Kaynak Arastirmasi

Shapiro ve ark. (1997), H. bacteriophora iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, HP88 irk1
ile sicakliga tolerans gosteren IS5 ki ¢iftlestirmigler, elde ettikleri hibrit wkin
sicakliga toleransli olup olmadigini belirlemek icin bu wklar1 2 saat boyunca 40 °C
sicakliga maruz birakmislar, sonrasinda irklarin hayatta kalma oranini hesaplamislardir.
Hibrit rkin 3 ve 6 kere G. mellonella iizerinde iiretildikten sonraki hayatta kalma
oraninin HP88 1kima gore daha iyi seviyede oldugunu, IS5 wki ile benzerlik
gosterdigini belirtmigleridir. Hibrit ki viriilens, depolanma yetenegi ve iireme
kapasitesi agisindan IS5 ve HP88 wrklar1 ile karsilastirmiglardir. 32 © C* de HP88 irkina
kiyasla, IS5 k1 ve hibrit irkin G. mellonella iizerinde daha hizli etkinlik gosterdigini,
ayrica IS5 ile benzer sekilde hibrit irkin soguga duyarhilik gosterdigini tespit etmiglerdir.
Bir hafta boyunca tiim wrklar1 10° C’ de depolamislar ve bu sicaklik derecesinin HP88
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irkma kiyasla IS5 ki ile hibrit rkin hayatta kalma oranini1 6nemli derece azalttigini
bildirmigler, lireme kapasitesi agisindan ise irklar arasinda 6nemli bir farklilik

olmadigin1 belirtmislerdir.

Strauch ve ark. (2004), H. bacteriophora’ nin su kaybina olan toleransliliginin genetik
varyasyonunu belirlemek ve hibritleme yoluyla bu varyasyonlari kullanarak bu
nematodun su kaybina olan toleransliliginin arttirilmasi i¢in yaptiklari bir ¢aligmada, 8
farkli bolgeden izole ettikleri H. bacteriophora izolatini hibritlemislerdir. Yapilan
calismada su stresi kosullarini canli organizmalardan su c¢ekme 06zelliginde olan
polyethyleneglycol (PEG 600) soliisyonunu kullanarak olusturmuslar, 1J° lerin
biinyesinden suyun ¢ekilmesini, bu soliisyonun su aktivitesi (ayw— vValue = water activity)
degerini azaltmasi yoluyla gerceklestirmisler ve adaptasyon evresinin su kaybina
toleranslilik lizerindeki etkisini arastirmiglardir. Yapilan calismalar sonucunda 0.85 olan
aw degerinin, 72 saatlik adaptasyon evresinden sonra 0.96 degerine ulastigini tespit
etmigler, adaptasyon siiresince su kaybma toleranslilik varyansmin, a, degerinin
azaltilmasiyla yiikseldigini bildirmislerdir. Su kaybina toleranshihigin kalitimini,
homozigot olarak kendilenmis hatlar1 kullanarak belirlemisler ve kalitim degerini 0.48
olarak hesaplamiglardir. Calisma boyunca toplam sekiz seleksiyon ve hibridizasyon
asamasi gerceklestirmigler, yeni irklarin tolere edebildikleri ay degerlerini 0.94 ile 0.93

olarak tespit etmiglerdir.

Ehlers ve ark. (2005), H. bacteriophora’ nin genetik islah yoluyla yiiksek sicakliga
toleransliligimi ve diisiik sicaklik derecelerindeki aktivitesini arttirmak i¢in yaptiklar1 bir
calismada, H. bacteriophora’ nin yiiksek sicaklik derecelerine karsi toleransliliginin
kalitimsal olarak belirlenmesi i¢in hibrit PS7 irki ile 11 adet saf hat irk1 37.6 ile 39.8 °C
arasinda degisen degerde 5 farkli sicaklik derecesine maruz birakmislardir. Diisiik
sicaklik derecelerindeki aktivitesinin kalitimsal olarak belirlenmesi i¢in ise hibrit PS7
k1 ile 27 adet saf hat k1 5 ile 10 © C arasinda degisen 5 ayr1 sicaklik derecesine maruz
birakarak test etmislerdir. Deneme sonunda yiiksek sicakliga toleranshiligin kalitim
degerini 0.68; diisiik sicakliktaki aktivitenin kalitim degerini ise 0.38 olarak
bulduklarini;  yiiksek sicaklikta tolere edilen degerin 38.5 °C’ den 39.2 °C’ ye
yiikseldigini; diisiik sicakliktaki aktivitenin ise 7.3 °C’ den 6.1 °C’ ye indigini
bildirmiglerdir.
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Mukuka ve ark. (2010a), H. bacteriophora’ nin yiiksek sicakliga olan toleransliligini
degerlendirmek icin 37 adet dogal, 18 adet hibrit 1k iizerinde yaptiklar1 bir ¢caligmada,
tiim wrklar1 ilk olarak 3 saat 35 °C’ de, ardindan 1 saat 25 °C’ de ve son olarak 2 saat 32
ile 41 °C arasinda degisen degerdeki sicaklik derecelerinde test etmisler, deneme
sonunda canli ve Oli bireyleri sayarak 1iklarin sicakliga olan toleranshiligmi
degerlendirmislerdir. Calisma sonunda tolere edilen ortalama sicaklik degerinin 34.8

°C’ den 39.2 °C’ ye ¢iktigini belirtmislerdir.

Mukuka ve ark. (2010b), H. bacteriophora’ nin sicaklik ve su kaybimna toleransl hibrit
irklar1 ile ticari wk EN 01’ 1 konukgu penetrasyonu, viriilens ve iireme kapasitesi
acisindan  karsilagtirarak  bu  faktorler arasindaki performans farkliliklarini
degerlendirmislerdir. Yapilan ¢caligmalar sonucunda sadece sicakliga toleransh wrklarin
EN 01 ki ile benzer ya da EN 01°den iistiin degerde performans gosterdigini, sadece su
kaybina toleransli wklarin performansinin ise kurakliga dayaniklilik icin yapilan
seleksiyonun muhtemel bir sonucu olarak EN 01’ den daha diisiik seviyede oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan calismalarda irklarin viriilens degerlerini sadece sicakliga
toleransli olanlarda % 75.7 ile 19.3 arasinda degisen oranlarda; EN 01’ de %51.5
oraninda; sadece su kaybina toleranslh olanlarda ise %75.5 ile 8.6 arasindaki oranlarda
oldugunu belirlemislerdir. Konukgu penetrasyonun ise sadece sicakliga toleransli olan
irklarda %18.8-9.9 oranlar1 arasinda; EN 01’ de %4.8 oraninda; sadece su kaybina
toleransli olan 1wklarda ise %14-7.9 arasindaki oranlarda gergeklestigini tespit
etmislerdir. Irklarin tireme kapasitesi de sadece sicakliga toleransli olan wklarda %27.5-
7.3 arasmndaki oranlarda; EN 01’ de %29.7 oraninda; sadece su kaybina toleransh olan
wrklarda ise %22.9-3.8 arasindaki oranlarda degisiklik gdsterdigini tespit etmislerdir.
Adaptasyon siireci gegiren hibrit wklarmn, stres faktoriine maruz birakilmadan Once
adaptasyon siireci gecirmeyenlerden daha 1yi durumda oldugunu bunun ise pleitropinin
bir sonucu olabilecegini bildirmisler, konukc¢u penetrasyonu ile viriilensin iliskili

olmadigin1 belirtmislerdir.

Mukuka ve ark. (2010c), H. bacteriophora’ nin sicakliga ve su kaybina olan
toleransliligin1 bu kosullara toleransli olan iklar arasinda genetik seleksiyon ve
hibritleme yaparak arttrmayi amacladiklar1 bir ¢alismada, 60 farkli H. bacteriophora

izolatin1 denemeye almislar ve bu izolatlarin yliksek sicakliga ve su kaybma olan
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toleranslarin1 Olgmiislerdir. Calisma sonunda yiiksek sicakliga dayanikliik 3 °C
arttirilarak 43.1 © C’ ye; su kaybina dayaniklilik degerinin ise ay degeri olarak 0.7’ den

0.9’ a ¢ikt1gni tespit etmislerdir.

Mukuka ve ark. (2010d), H. bacteriophora’ nin su kaybma olan toleransliligini
degerlendirmek i¢in 37 adet dogal, 18 adet hibrit irk {izerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada,
tiim 1rklar1 farkl konsantrasyon degerlerindeki PEG 600 soliisyonu igerisinde 25 °C’ de
1 glin bekletmislerdir. Calisma sonunda tolere edilen ortalama su kayb1 degerinin ay,
degeri olarak 0.670’ ten 0.990’ a artis gosterdigini, hibritleme ile elde edilen wklarda ise
bu degerin 0.603” ten 0.950” ye ylikseldigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Heterorhabditis bacteriophora Irklari

Denemelerde Tiirkiye’ nin 6 farkli ilinden daha Onceden izole edilmis ve her biri
molekiiler olarak PCR-RFLP yontemi ile teshis edilmis olan 6 farkli H. bacteriophora
k1 kullanilmigtir. Bu wrklar laboratuvarimizda mevcut olup, kiiltiirleri saglikli olarak

devam ettirilmektedir (Cizelge 3.1, Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Heterorhabditis bacteriophora irklarinin isimleri ve izole edildikleri iller

Isim izole Edildigi 11
H.b. 6 Antalya

H.b. 876 Canakkale

H.b. 17 Kirklareli

H.b. HIZ [zmir

H.b. HSU Sanlurfa

H.b. 10 Adana

Sekil 3.1. Heterorhabditis bacteriophora wrklarinin izole edildikleri iller
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3.1.2. Galleria mellonella Larvalan

Denemelerde kullanilan H. bacteriophora irklarmin in vivo tiretimleri, in vitro iiretimin
temelini olusturan bakteri ve yumurta izolasyonu islemleri, ebeveyn ve hibrit wrklarin
etkinliklerinin belirlenmesi i¢in test bocegi olarak Biiyilk bal mumu giivesi, G.
mellonella’ nin son dénem larvalar1 kullanilmistir. Bu bocek tiirti laboratuvarimizda

mevcut olup, kiiltiirleri saglikli olarak devam ettirilmektedir.

3.1.3. Cihazlar

Heterorhabditis bacteriophora wklar1 ile yapilan denemelerde elektronik sayag
(Marienfeld), hassas terazi (Radwag WPS 3100/c/1), hot-plate (isitict) (Simsek
Laborteknik), 1sitmali etiiv (Thermal), 1sitmali-sogutmali etiiv (Niive ES 500), 1sitmali
orbital calkalayict (Amerex Gyromax 747R), manyetik karistirict (isiticil) (Biosan
MSH 300), buzdolab1 (Beko), otoklav (Niive OT 32), saf su cihazi (Elektro.mag M3),
santrifiij cihazi (Sigma 1-14), steril kabin (Bilser — Class 1), UPS (giic kaynagi)
(DigiPower), vorteks karistirict (Biosan BioVortexV1), bilgisayar, invert mikroskop
(Leica DM IL LED), dijital mikroskop kamerasi (Leica DFC 295) ve stereo mikroskop
(Leica S8 APO) kullanilmaistir.

3.1.4. Kimyasal Malzemeler ve Besin Maddeleri

Heterorhabditis bacteriophora wrklarinimn in vivo ve in vitro olarak tiretilmesi i¢in 2,3,5-
triphenly-tetracoliumchloride soliisyon (Merck), agar powder-bakteriyolojik (Himedia),
bromothymol blue (Himedia), nutrient agar (Himedia), nutrient broth agar (Himedia),
pepton-bakteriyolojik (Himedia), bacto tryptic soy broth agar (Becton), yeast extract
graniil (Merck), amonyum dihidrojen fosfat (NH4H2PO4) (Merck), kalsiyum kloriir 2
sulu (CaCl;x2H,0) (Kimetsan), magnezyum siilfat 7 sulu (MgSO4x7H,0) (Merck),
potasyum kloriir (KCl) (Tekkim), sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3) (Merck),
sodyum hidroksit (NaOH), sodyum hipoklorit (NaClO) (Ay-Kim), sodyum Kkloriir
(NaCl) (Ay-Kim), etil alkol (Kimetsan) kimyasal maddeleri ile ay¢igek yagi (Emek),

bal, kepek, maya, misir unu, soya unu, siit tozu besin maddeleri kullanilmistir.
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3.1.5. Diger Sarf Malzemeler

Heterorhabditis bacteriophora irklari ile yapilan denemelerde cam erlen (100, 250 ve
500 ml), ispirto ocagi, cam kavanoz (1 kg), cam petri (6, 9 ve 12 cm), pastor pipeti,
seffaf laboratuvar sisesi (500 ve 1000 ml), cam tiip, cam pipet (2 ve 5 ml), beher (100
ml), well plate (6x4), eppendorf tiipii (1.5 ml), erlen tipasi, filtre kagidi (55 ve 150
mm), folyo kagidi, hortum kelepgesi (85x103), kagit bant, otoklav bandi, jilet, kasik,
kiiltiir flask (kiltiir kabi) (200 ml), mikropipet ucu (10, 100 ve 1000 pl), nematod
ignesi, otomatik mikropipet (2-20, 20-200, 100-1000 pl), 6ze, parafin film, pens, plastik

petri (6 cm), piset (500 ml), puar, tel 6rgii ve eldiven sarf malzemeleri kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Galleria mellonella Larvalarimin Uretilmesi

Genel olarak yetistirilmesinin kolay olmasi, ¢cok sayida yumurta birakmasi ve EPN’ lere
kars1 duyarlilik gdstermesi nedeniyle EPN ile ilgili yapilan calismalarda biiyiik bal
mumu giivesi G. mellonella’ nin son donem larvalar1 kullanilmaktadir (Woodring ve

Kaya 1988, Ehlers 1996, Shapiro-Ilan ve Gaugler 2002) (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Galleria mellonella larvalari
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Bu nedenle calismanin baslangicinda G. mellonella larvalar1 32 + 2 °C sicaklik
derecesindeki etiivde, iizerinde tel ortii gecirilmis 1 kg’ lik cam kavanozlarda, Wiesner
(1993) tarafindan Onerilen tarifin modifiye edilmesiyle olusturulmus 200 g bal, 200 g
gliserin, 200 g kepek, 150 g musir unu, 100 g siit tozu, 100 g soya unu ve 50 g maya
iceren yapay besin ortaminda yetistirilmistir (Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5).
Yetistirilen G. mellonella larvalarinin bir kismi tez kapsaminda yer alan denemeler igin

kullanilmais, bir kismu ile de kiiltiirleri devam ettirilmistir.

Sekil 3.3. Galleria mellonella yumurtalar

Pupa

ekil 3.4. i nin i i
kil 3.4. Galleria mellonella’ upa ve ergin evreri
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Sekil 3.5. Galleria mellonella’ nin yetistirildigi cam kavanoz ve etiiv

3.2.2. Heterorhabditis bacteriophora Irklarmmin In vivo Olarak Galleria mellonella

LarvalariUzerinde Uretilmesi

In vivo iiretim laboratuvarimizda bulunan mevcut nematod kiiltiiriiniin devamliligini
saglamak amaciyla gergeklestirilmistir. In vivo iretim igin test bocegi olarak G.
mellonlella’ nin son donem larvalar1 kullanmilmistir (Woodring ve Kaya 1988, Ehlers
1996, Shapiro-llan ve Gaugler 2002). Bu denemede G. mellonella larvalari, H.
bacteriophora’ nin H.b. 6 (Antalya), H.b. 876 (Canakkale), H.b. 17 (Kirklareli), H.b.
HIZ (Izmir), H.b. HSU (Sanlwrfa), H.b. 10 (Adana) rklari ile inokiile edilmistir (Sekil
3.6).

Sekil 3.6. Inokiilasyon iglemi
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In vivo iiretimde her bir wk i¢in 10 adet larva kullanilmig, her bir larva 50 infektif

juvenil ile inokiile edilerek 25 + 1.5 °C’ de 4 giin inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. 25 °C’ lik inkiibator

Deneme her biri 1.5 cm ¢ap1 olan, 2 cm derinligindeki ve toplam 24 adet kuyucugu
bulunan plate’ler i¢inde yapilmstir (Sekil 3.8). Her bir kuyucuga 1 adet larva konulmus
ve tizeri %10 oraninda steril Ringers soliisyonu (Cizelge 3.2) ile nemlendirilmis 3 cm®
steril kum ile kaplanmis ve ardindan iizerine belirtilen dozda 1J inokiile edilerek plate’
lerin kapagi parafin film ile kapatilmigtir (Susurluk ve ark. 2001, 2003). Dort giin
sonunda plate’ ler agilarak larvalar steril Ringers soliisyonu ile yikanmis, ardindan
White trap diizenegine alinmistir (White 1927). White trap diizenegi i¢in ¢ap1 6 ve 9 cm
olan petriler kullanilmistir. Her 9 cm ¢apli petrinin igerisine iizeri filtre kagidi ile
kaplanmis 6 cm ¢apli petri kapag1 yerlestirilmis, 6 cm ¢apli petri kapaklarinin {izerine de
EPN’ler ile enfekteli olan larvalar konulmus ve ardindan 9 cm ¢apli petrilerin icerisine

15 ml steril Ringers soliisyonu eklenerek kapaklar1 kapatilmistir (Sekil 3.9).

24



Cizelge 3.2. Ringers soliisyonunun igerigi (Ringer 1882)

Kimyasal Madde Adi Miktar (g)
NaCl 9.00
KCI 0.42
CaCl,; x 2 H,0O 0.37
NaHCO; 0.20
Saf su 1000

Sekil 3.8. Denemelerin yapildigi plate

Sekil 3.9. White trap diizenegi
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14 giin sonunda enfekteli larvalardan ¢ikis yapip steril Ringers soliisyonu igerisinde
biriken yeni nesil 1J” ler (Sekil 3.10) pastor pipeti yardimiyla 200 ml’ lik flasklara

alinmis ve denemelerde kullanilmak tizere 4-8 © C* de buzdolabinda stoklanmistir (Kaya

ve Stock 1997) (Sekil 3.11).

Sekil 3.10. White trap diizenegi (14 giin sonra)

Sekil 3.11.Infektif jiivenillerin depolandig: flasklar
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3.2.3. Ebeveyn Heterorhabditis bacteriophora Irklarimin Galleria mellonella

uizerindeki etkinliklerinin belirlenmesi

Heterorhabditis bacteriophora tiirii entomopatojen nematodun H.b. 6 (Antalya), H.b.
876 (Canakkale), H.b. 17 (Kirklareli), H.b. HIZ (izmir), H.b. HSU (Sanlwrfa), H.b. 10
(Adana) irklarmin etkinlikleri G. mellonella’ nin son dénem larvalar1 iizerinde 5, 10, 20,
50, 75, 100 1J/Larva dozlar1 kullanilarak tespit edilmistir. Denemede Bolim 3.2.2.° de
belirtilen plate’ ler kullanilmistir. Her bir kuyucuga 1 adet larva konulmus ve tizeri %3
oraninda steril Ringers soliisyonu ile nemlendirilmis 3 cm?® steril kum ile kaplanmis ve
ardindan iizerine 300 pl steril Ringers soliisyonu i¢inde belirtilen dozlarda 1J inokiile
edilmistir (Susurluk ve ark. 2001, 2003). Inokiilasyonun ardindan plate’ lerin kapagi
parafin film ile kapatilarak 25 °C’ de 4 giin inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.12. Enfeksiyon sonrasi canli/6lii larvalar

Bu islem her bir rk i¢in 3 tekerriirlii olarak yapilmis olup, her bir tekerriirde 20 adet G.
mellonella larvasi kullanilmistir. Deneme sonunda her bir plate agilarak canli ve olii
larvalar sayilmis (Sekil 3.12) ve elde edilen verilerin istatistiksel analizi yapilarak LDsg

ve LDgg degerleri belirlenmistir.
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3.2.4. Heterorhabditis bacteriophora Irklarinin Hibridizasyonu

EPN’ ler sadece 3. jiivenil evresinde (IJ) bocegi penetre edebilir (Adams ve Nguyen
2002). Penetrasyondan sonra bocegin disekte edilmesiyle elde edilen erkek ve disi
bireyler ¢iftlesmeleri i¢cin bagka bir bocege inokiile edildiginde bu bireyler bocege giris
yapamaz. Bu nedenle hibridizasyon ¢aligmalar1 H. bacteriophora irklarinin in vitro sivi
ortamda liretilmesi sonucu elde edilmis olan erkek ve disi bireylerin agar ortaminda

ciftlestirilmesiyle yapilmaktadir.

Hibridizasyon g¢alismalarmdaki en 6nemli noktalardan birisi H. bacteriophora’ nin disi
fenotipindeki hermafrodit bireyleri ile eseyli iireme yetenegindeki disi bireylerini ayirt
etmek, digeri ise disi bireylerin sahip oldugu yumurtalarmin déllenip dollenmedigini
anlayabilmektir. Disi bireylerin ovarylerindeki dollenmemis yumurtalar binokiiler ya da
invert mikroskop altinda incelendiginde i¢leri bos ve hale seklinde goriilmektedir (Sekil

3.13).

Sekil 3.13. Déllenmemis disi

Déllenmis yumurtalar ise embriyo gelismesi basladigindan hiicre boliinmesinden dolay1

icleri dolu olup karnabahar goriinimiindedir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Dollenmis disi

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayr H. bacteriophora’ nin in vitro ortam
kosullarinda hibritlenmesi, bu nematodun BSA sivi besin ortaminda in vitro olarak
tiretilmesi yoluyla gergeklestirilmistir. BSA siv1 besin ortaminda H. bacteriophora’ nin
ikinci doliinde meydana gelen eseyli lireme yetenegindeki erkek ve disiler biraraya gelip
ciftlesemez (Strauch ve ark. 1994, Ehlers ve ark. 1998). Bu sayede disiler, disi
fenotipindeki hermafrodit bireylerden; dollenmemis yumurtalar ise dollenmis

olanlardan kolaylikla ayirt edilebilmektedir.

3.2.4.1. Heterorhabditis bacteriophora Irklarmin In vitro Olarak Uretilmesi
3.2.4.1.1. Simbiyont bakteri Photorhabdus luminescens’ in izolasyonu

Heterorhabditis bacteriophorayalnizca infektif donemde barsak kismmnin 6n kisminda,
0zel bir kese igerisinde bulunan P. luminescens (Sekil 3.15) ile simbiyont bir iligki
icerisindedir (Endo ve Nickle 1994, Duchaud ve ark. 2003). Bu bakteri tiirii EPN’ lerin

gelismesi ve iiremesi icin elverisli ortam kosullar1 yaratmakta, ayrica EPN’ ler i¢in
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besin maddesi gorevini gormektedir (Poinar 1975, Forst ve ark. 1997). Bu nedenle

EPN’ lerin in vitro olarak iiretilmeleri esnasinda bu bakterinin bulunmasi da sarttir.

Sekil 3.15. Simbiyont bakteri Photorhabdus luminescens

Photorhabdus luminescens izolasyonu igin, 5 adet G. mellonella’ nin son dénem
larvalas1 H. bacteriophora ile 100 1J/Larva dozunda inokule edilmistir (Susurluk ve ark.
2001). Inokiilasyon islemi Boliim 3.2.2.°de belirtilen plate’ ler icinde yapilmustir. Her
bir kuyucuga 1 adet larva konulmus ve iizeri %10 oraninda steril Ringers soliisyonu ile
nemlendirilmis 3 cm® steril kum ile kaplanmis ve ardindan iizerine belirtilen dozda 1J
inokiile edilmistir (Susurluk ve ark. 2001, 2003). Plate’ lerin kapag1 parafin film ile
kapatilarak 25 °C’ de 1 giin inkiibasyona birakilmistir. Belirtilen siire sonunda plate’ ler
acilarak larvalar steril Rringers soliisyonu ile yikanmis ve ardindan her bir larvanin

yiizeyi %70’ lik etil alkol ile 5 dk siireyle sterilize edilmistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16. Larvanin yiizey sterilizasyonu islemi
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Sterilizasyon iseleminin ardindan her bir larva parmak arasina alinarak ventralinden
steril igne ucu ile hafif¢ce delinerek larvanin viicut sivisi (hemolinf) agiga ¢ikartilmigtir

(Sekil 3.17).

Sekil 3.17.Larvanin ventralinden steril igne ile delinmesi

Ac¢iga ¢ikan hemolinf steril bir 6ze yardimiyla alinarak NBTA agara (Cizelge 3.3)
stiriiliip (Sekil 3.18) 25 © C’ de 3 giin inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.18. Hemolinf iceriginin 6ze ile alinip NBTA agara siiriilmesi
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Cizelge 3.3. NBTA agarin igerigi (Akhurst 1980)

Kimyasal Madde Ad1 Miktar (g)
Standard-1-Nutrient Agar 37.0
Bromthymolblue 0.025

Saf su 1000
2,3,5-Triphenyl-tetracoliumchloride solution 4

Ug giin sonunda koloni gelisimi goriilen agar iizerindeki bakteriden (Sekil 3.19) steril
0ze ile bir ya da birkag¢ koloni alinarak 250 ml’ lik erlen icerisindeki 80 ml steril Y'S s1v1

besin ortamia (Cizelge 3.4) aktarilmistr.

Cizelge 3.4. YS s1v1 besin ortaminin igerigi (Dye 1968)

Kimyasal Madde Ad Miktar (g)
Yeast extract 5.0

NaCl 5.0
NH4H,PO, 0.5
K;HPO, 0.5
MgSO, x 7 H,0 0.2

Saf su 1000

Sekil 3.19. NBTA agar iizerinde olusan Photorhabdus luminescens kolonileri
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Steril YS sivi besin ortami 25 °C’ de 200 rpm’ e ayarlanmis sicaklik kontrollii orbital
calkalayiciya (Sekil 3.20) yerlestirilmis ve karanlik ortam kosullarinda 1 giin siireyle
bakterilerin steril YS sivi besin ortaminda tiremesi saglanmistir (Akhurst 1980) (Sekil
3.21).

-

_inokiilasyondan énce

Sekil 3.21. Y'S s1v1 besin ortami

Steril YS sivi besin ortaminda iireyen bakterilerden stok olusturulmasi i¢in 1 giin

sonunda orbital calkaliyicidaki bakteri kiiltlirii alinarak igerisine %15 oraninda steril
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gliserin eklenmis ve karigim 1.5 ml’ lik eppendorf tiiplerine aktarilarak daha sonraki

asamalarda kullanilmak tizere -20 ° C’ de stoklanmistir (Lunau ve ark. 1993) (Sekil

3.22).
- “ \ ‘
) g

Sekil 3.22. Bakteri stogu

3.2.4.1.2. Heterorhabditis bacteriophora irklarindan yumurta izolasyonu

In vitro ortamda EPN {iretimi iki temel esasa dayanmaktadir. Bunlardan birincisi onceki
boliimde ele alinan simbiyont bakterinin izole edilmesi, ikincisi ise hedef alinan EPN
tiriinde bulunan yumurtalarin izole edilmesidir. H. bacteriophora’ nin in vitro ortamda
iretilmesi iglemi hermafrodit bireylerde (Sekil 3.23) bulunan yumurtalarin izole

edilmesi yoluyla ger¢ceklesmektedir.

Sekil 3.23. Heterorhabditis bacteriophora hermafrodit evre
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Yumurta izolasyonu islemi, Lunau ve ark. (1993) gelistirmis olduklar1 yontemin
yeniden diizenlenmesi yoluyla gerc¢eklestirilmistir. Bu igslem i¢in G. mellonella’ nin son
donem larvalar1 H. bacteriophora’ nin H.b. 6 (Antalya), H.b. 876 (Canakkale), H.b. 17
(Kurklareli), H.b. HIZ (izmir), H.b. HSU (Sanlurfa), H.b. 10 (Adana) wklar1 ile 50
IJ/Larva dozunda inokiile edilerek 25 °C’ de 3 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inokiilasyon islemi Boliim 3.2.2.° de belirtilen plate’ ler icinde yapilmus, her bir
kuyucuga 1 adet larva konulmus ve iizeri %10 oraninda steril Ringers soliisyonu ile
nemlendirilmis 3 cm® steril kum ile kaplanarak ardindan iizerine belirtilen dozda 17
inokiile edilmis ve plate’ lerin kapagi parafin film ile kapatilmistir (Susurluk ve ark.
2001, 2003). Denemede her bir rk i¢in 10 adet olmak iizere toplam 60 adet larva
kullanilmistir. Belirtilen siire sonunda 1J enfeksiyonu ile dlen her bir larva ¢ap1 12 cm
olan ve icinde steril Ringers soliisyonu bulunan petri kabi igerisinde iyice disekte
edilmis ve her bir irk i¢in 150-200 kadar hermafrodit birey nematod ignesi yardimiyla
almarak igerisinde steril Ringers soliisyonu bulunan 6 cm c¢apli petri kaplarinda
toplanmistir (Sekil 3.24). Toplanan hermafrodit bireyler invert mikroskop altinda

incelenerek yumurtalarinin déllenip déllenmedigi kontrol edilmistir.

Sekil 3.24. Disekte edilen larvalar toplanan hermafrodit bireyler
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Toplanan tiim hermafrodit bireyler 6 cm’ lik petri kabindan pastor pipeti yardimiyla bir
cam tiip icerisine alinmig ve tizerine 5 ml kadar steril Ringers soliisyonu ilave edilmistir.
Hermafrodit bireylerden yumurtalarin ayrilmasi amaciyla cam tiip igerisine ufak
parcalara ayrilmis jiletler konulmus ve ardindan bu tiip 1 dk kadar vortex ile muamele
edilmistir (Sekil 3.25). Bu islemin ardindan tiipiin i¢erigi 72 pm’ lik elekten siiziilerek
elegin altinda kalan yumurtalarin bulundugu sivi kisim bagka bir cam tiipe aktarilmistir.
Bu islem hermafrodit bireylerden yeteri kadar yumurta elde edilene kadar birka¢ kez

tekrarlamigtir.

Sekil 3.25. Hermafrodit bireyin jiletle parcalanmasi sonucu agiga ¢ikan yumurtalar
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Igerisinde steril Ringers soliisyonu bulunan cam tiipte bulunan yumurtalar 1.5 ml> lik
eppendorf tliplerine aktarilmis ve 3000 rpm’ de 2 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrast dibe ¢oken yumurtalarin iizerinde kalan sivi otomatik mikropipet
yardimiyla ¢ekilmis ve iizerine tekrar steril Ringers soliisyonu konularak tekrar 3000

rpm’ de 2 dk siiresince santrifiij edilmistir (Sekil 3.26).

Sekil 3.26. Santrifiij cihazi

Yumurtalarin yiizeyinde bulunan G. mellonella ve hermafrodit kalintilarinin
armdirilmasi amaciyla bu islem 3-4 kere tekrarlanmistir. Son santrifiij isleminden sonra
tiiplerin diplerine ¢oken yumurtalarin iizerlerinde bulunan sivi ¢ekilmis ve ardindan
yumurtalarm ylizey sterilizasyonu i¢in tiim tiiplere sterilizasyon soliisyonu (Cizelge 3.5)
eklenmis ve tiipler 4 dk boyunca nazik¢e c¢alkalandiktan sonra 4500 rpm’ de 2 dk
stiresince santrifiij edilmistir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta, yumurtalarin yiizey
sterilizasyonu isleminin 6 dk’ y1 agmamasidir. Bu siirenin asilmasi halinde yumurtalar

sterilizasyon soliisyonundan olumsuz sekilde etkilenerek 6lmektedir.

Cizelge 3.5. Sterilizasyon soliisyonunun igerigi

Kimyasal Madde Ad1 Miktar (ml)
NaOClI 1

4 M NaOH 1

Saf su 10
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Santrifiij sonrasi tiipin dibine ¢oken yumurtalar iizerinden sterilizasyon soliisyonu
pastor pipeti yardimiyla ¢ekilerek tlizerine steril Y'S sivi besin ortami eklenmis ve tiipler
tekrar 4500 rpm’ de 2 dk siiresince santriflij edilmistir. Son santrifiij isleminin ardindan
yumurtalar 300 pl steril YS sivi besin ortamui eklenmis steril 4x6 plate’ lere aktarilmis
(Sekil 3.27) ve plate’ lerin kapagi parafin film ile kapatilarak 25 °C’ de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.27. Hermafrodit bireylerden izole edilen yumurtalar
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3.2.4.1.3. Monoksenik nematod Kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Heterorhabditis bacteriophora’ nin in vitro olarak sivi ortamda iiretilmesi amacuyla,
H.b. 6 (Antalya), H.b. 876 (Canakkale), H.b. 17 (Kirklareli), H.b. HIZ (izmir), H.b.
HSU (Sanlwrfa), H.b. 10 (Adana) irklarindan izole edilen yumurtalardan ¢ikan 1. evre
juveniller BSA sivi besin ortamindan 6nce bakteri inokiile edilmis nutrient lipid agar
(wouts agar)’ a inokiile edilerek monoksenik nematod kiiltiirii olusturulmustur. Bu
ortam BSA s1v1 besin ortamina yeterli sayida 1J ile inokule edilmesini saglamakta, BSA
stvi besin oraminda iiretim siirecini kisaltmakta ve BSA sivi besin ortamindan
maksimum seviyede 1J elde edilmesine olanak vermektedir (Ehlers ve ark. 1998,
Johnigk ve Ehlers 1999a).

Agar ortaminda monoksenik nematod kiiltliriiniin hazirlanmasi, Lunau ve ark. (1993)
gelistirmis olduklar1 yontemin yeniden diizenlenmesi yoluyla gergeklestirilmistir. Bu
islem i¢in, daha 6nceden izole edilmis ve -20 ° C’ de stoklanmis olan simbiyont bakteri
P. luminescens, oda sicakliginda eritilerek 100 ml’ lik erlen i¢inde bulunan 30 ml steril
Y'S sivi besin ortamina aktarilmis, 25 ° C’ ye ve 200 rpm’ e ayarlanmig 1sitmal1 orbital
calkalayici lizerinde karanlik ortam kosullarinda 24 saat siiresince inkiibe edilmistir
(Akhurst 1980). Inkiibasyonun ardindan, steril YS siv1 besin ortaminda gelisen bakteri
kiiltliriinden 20-50 pl alinmis ve ¢ap1 6 cm olan plastik petri kabmin i¢inde bulunan

nutrient lipid agar (wouts agar) (Cizelge 3.6) bu bakteri ile inokiile edilmistir.

Cizelge 3.6. Nutrient lipid agarin icerigi (Wouts agar) (Wouts 1981)

Kimyasal Madde Ad1 Miktar (g)
Nutrient Broth 16.0

Agar powder, Bacteriological 12.0
Aycicek yagi 5.0

Saf su 1000

Inokulasyon igleminin ardindan hermafrodit bireylerden izole edilen ve 48 saatlik
inkiibasyon siirecinden sonra agilan yumurtalardan ¢ikis yapan 1. evre jiiveniller (Sekil

3.28) de icinde bakteri ile inokiile edilmis wouts agar bulnan petri kabina aktarilmstir.
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Sekil 3.28. izole edilen yumurtalardan ¢ikan 1. evre jiiveniller

Petri kabi parafin film ile kapatilarak 25 °C’ de karanlik ortam kosullarinda inkiibasyona
brrakilmistir (Sekil 3.29).

Sekil 3.29. 1. giinde wouts agar

Bu igslem yumurta izolasyonu yapilan her H. bacteriophora irki igin 5 tekerriirlii olarak
yapilmugtr.  Inkiibasyona birakilan tiim petri kaplar1 infektif jiivenillerin gelisiminin

gozlenmesi amaciyla giinliik olarak kontrol edilmistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. 7. giinde wouts agar tizerinde gelisen c¢esitli Heterorhabditis bacteriophora
evreleri

3.2.4.1.4. In vitro sivi ortamda Heterorhabditis bacteriophora irklarinin iiretilmesi

EPN’ lerinin vitro sivi ortamda iiretilmesi, bir 6nceki kisimda ele alinan monoksenik
nematod kiiltiiriinden elde edilen yeni nesil infektif jiivenillerin (1J) kullanilmas1 yoluyla
gerceklestirilmistir. Birinci evre jiivenillerin, P. luminescens ile inokule edilmis wouts
agar ortamina aktarilmasindan 14 giin sonra yeni nesil 1J° lerin agar ortamindan petri

kapag lizerinde toplandiklar1 gozlemlenmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31. 15. giinde petri kapaginda toplanan infektif jiiveniller

In vitro sivi tiretim i¢in, daha 6nceden izole edilmis ve -20 ° C’ de stoklanmis olan
simbiyont bakteri P. luminescens, oda sicakliginda eritilerek 250 ml’ lik erlen iginde
bulunan 80 ml steril YS sivi besin ortamina aktarilmis, 25 ° C’ ye ve 200 rpm’ e
ayarlanmis 1sitmali orbital calkalayici iizerinde karanlik ortam kosullarinda 24 saat
siiresince inkiibe edilmistir (Akhurst 1980). Inkiibasyonun ardindan, steril YS s1v1 besin
ortaminda gelisen bakteri kiiltlirlinden 2 ml ¢ekilerek, 250 ml’ lik erlen i¢inde bulunan
steril 80 ml’ lik BSA sivi besin ortamina (Cizelge 3.7) aktarilmig, 25 ° C’ ye ve 200
rpm’ e ayarlanmig 1sitmali orbital ¢alkalayici tizerinde karanlik ortam kosullarnda 24

saat siiresince inkiibe edilmistir (Sekil 3.32). Bu islemde her irk i¢in birer adet, kontrol
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icinse 1 adet olmak iizere toplam 7 adet igerisinde 80 ya da 150 ml steril BSA siv1 besin

ortami1 bulunan 250 ya da 500’ ml ’ lik erlen kullanilmstr.

Cizelge 3.7. BSA sivi besin ortaminin igerigi (Ehlers 1998)

Kimyasal Madde Ad1 Miktar ()
Nutrient Broth 10.0
Bacto' Tryptic Soy Broth 10.0

Yeast extrackt, granulated 5.0
Peptone, Bacteriological 5.0

NaCl 5.0

KCI 0.35

CaCl, x 2H,0 0.21

Saf su 1000
Aycicek yagi 30

Sekil 3.32. BSA s1vi1 besin ortamm

Inkiibasyondan 24 saat sonra, wouts agarm bulundugu petri kabmin kapagma ¢ikan her

bir wrka ait biitlin IJ° ler her bir erlene inokule edilmistir (Sekil 3.33).



Sekil 3.33. BSA s1v1 besin ortamina 1J inokiile edilmesi

Inokiilasyon isleminin ardindan her bir erlen 25 ° C’ ye ve 200 rpm’ e ayarlanmis
isitmali orbital calkalayici ilizerinde karanlik ortam kosullarinda inkiibe edilmistir

(Lunau ve ark. 1993, Ehlers ve ark. 1998, Ehlers 2001) (Sekil 3.34).

Sekil 3.34. 1J inokiile edilmis olan BSA siv1 besin ortamlarinin inkiibasyonu

Nematod ve bakteri inokiile edilmis olan BSA sivi besin ortaminda inkiibasyonun 10.
giiniinden itibaren eseyli iireme yetenegindeki disi ve erkek bireyler (Sekil 3.35), 21.

giinlinden itibaren ise agirlikca yeni nesil 1J° ler gézlemlenmistir.
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Sekil 3.35. Inokiilasyondan 10 giin sonra BSA s1v1 besin ortaminda ergin
Heterorhabditis bacteriophora evreleri

3.2.4.2. Hibridizasyon isleminde birbirleriyle hibritlenecek olan

Heterorhabditis bacteriophora irklarinin belirlenmesi

Hibridizasyon isleminde hangi iki wrkin birbirleriyle hibritleneceginin belirlenmesi i¢in
her bir wkin etkinlikleri Boliim 3.2.3.” de anlatildig1 sekilde belirlenerek her bir wrkin
LDso ve LDgy degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda bu iki
degerin ortalamasi almarak en yiikksek LD degerine sahip olan wk standart olarak
alimmig, bu wkimn disi ve erkek bireyleri ile diger wklarin erkek ve disi bireyleri
hibritlenmistir (Cizelge 3.8). Burada amac¢ negatif kontrol (diisiik etkinlik degerine
sahip wrkin standart olarak alinmasi) yoluyla hibrit ve ebeveyn wklarmn etkinliklerini
karsilastirarak, etkinligin kalitimsal olarak ebeveyn irklardan hibrit wklara aktarilip

aktarilmadigini belirlemektir.

45



Cizelge 3.8. Ebeveyn ve hibrit rklar

Ebeveyn Irklar Hibrit Irklar
H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. 876 (Canakkale) & H.b. A
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. 876 (Canakkale) Q@ H.b. B
H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. 17 (Kurklareli) & H.b.C
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. 17 (Kirklareli) 9 H.b. D
H.b. 6 (Antalya) Q X H.b. HIZ (izmir) & H.b. E
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. HIZ (izmir) 9 Hb. F
H.b. 6 (Antalya) © X H.b. HSU (Sanlurfa) & H.b. G
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. HSU (Sanhurfa) H.b. H
H.b. 6 (Antalya) Q X H.b. 10 (Adana) & H.b. K
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. 10 (Adana) Q H.b. L

3.2.4.3. Hibridizasyon isleminin yapilmasi

In vitro ortamda hibridizasyon islemi i¢in H. bacteriophora’ nin H.b. 6 (Antalya), H.b.
876 (Canakkale), H.b. 17 (Kirklareli), H.b. HIZ (izmir), H.b. HSU (Sanlrfa), H.b. 10
(Adana) wrklarmin her biri igin 6nceki boliimlerde ayrintili sekilde ele alinan yumurta
izolasyonu islemi yapilmis, monoksenik nematod kiiltiirii olusturulmus ve buradan elde
edilen infektif jiiveniller (1J) BSA sivi besin ortamina inokiile edilerek 25 ° C’ ye ve 200
rpm’ e ayarlanmis 1sitmali orbital calkalayici lizerinde karanlik ortam kosullarimda 10

giin boyunca inkiibe edilmistir.

Hibridizasyon islemine baslamadan 6nce, daha dnceden izole edilmis ve -20 ° C’ de
stoklanmis olan simbiyont bakteri P. luminescens, oda sicakliginda eritilerek 250 ml’
lik erlen i¢inde bulunan 80 ml steril Y'S s1v1 besi ortamina aktarilmis, 25 ° C’ ye ve 200
rpm’ e ayarlanmis 1sitmali orbital ¢alkalayici tizerinde karanlik ortam kosullarinda 24

saat siiresince inkiibe edilmistir (Akhurst 1980). inkiibasyon siirecinin ardindan, steril

46



YS s1v1 besin ortaminda gelisen bakteri kiiltliriinden 20-50 pl alinmis ve ¢apt 6 cm olan
plastik petri kabinin i¢inde bulunan nutrient lipid agar (wouts agar) bu bakteri ile
inokiile edilerek 25 © C’ de 2 giin inkiibe edilmistir (Lunau ve ark. 1993). BSA sivi
besin ortammin 10 giinliik inkiibasyon siirecinden sonra, her bir kin sivi ortamda in
Vitro olarak iiretilmesi i¢in hazirlanmig olan 250 ml’ lik erlen i¢inde bulunan 80 ml’lik
BSA sivi besin ortamlarmim her biri steril ortam kosullarinda agilarak igerisinden 2 ml
kadar alinip ¢ap1 6 cm olan steril plastik petrilerin i¢erisine aktarilmustir. Her bir irka ait
olan BSA sivi besin ortamlarinin igerikleri teker teker invert mikroskop altinda
incelenmistir. Bu islemin ardindan hangi iki ik hibritlenecekse birine ait disiler ile
digerine ait erkeklerden otomatik mikropipet yardimiyla 10’ ar adet alinarak 2 giin
oncesinden P. luminescens ile inokiile edilmis olan wouts agar {izerine aktarilmistir

(Sekil 3.36).

Sekil 3.36. Hibridizasyon isleminin yapilmasi

Petri kab1 parafin film ile kapatilarak 25 © C’ de karanlik ortam kosullarinda 14 giin
inkiibasyona birakilmis, wouts agar iizerine aktarilan erkek ve disi bireylerin ¢iftlesip

ciftlesmedikleri takip edilmistir (Sekil 3.37).
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Sekil 3.37. Heterorhabditis bacteriophora’ ya ait erkek ve disi bireyin wouts
agar ortaminda ¢iftlesmesi

Bir denemede bir wrka ait disi diger wka ait erkek kullanilmigsa, sonraki denemede bu
islemin tersi gergeklestirilmistir. Bu islem her bir ik icin yapilmis ve denemede
icerisinde 2 giin 6ncesinden P. luminescens ile inokiile edilmis olan wouts agar bulunan
ayr1 bir petriye kontrol olarak 5 adet dollenmemis disi konulmustur (Iraki ve ark. 2000,
Susurluk ve ark. 2001, Ehlers ve ark. 2005, Mukuka ve ark. 2010a, b, c, d).

14 giinliik inkiibasyon siirecinin ardindan wouts agarm bulundugu petri kabinda

bulunan ebevynlerin ¢iftlesmesi sonucunda olusan ve petri kapagina ¢ikan biitiin 1J° ler
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(Sekil 3.38) Ringers soliisyonu yardimiyla alinarak 200 ml’ lik flasklara alinmis ve
denemelerde kullanilmak iizere 4-8 ° C’ de buzdolabinda stoklanmistir (Kaya ve Stock
1997).

Sekil 3.38. Hibridizasyon sonucunda meydana gelen hibrit 1J° ler

3.2.5. Hibrit Heterorhabditis bacteriophora Irklarimin Galleria mellonella

uizerindekietkinlinklerinin belirlenmesi

Heterorhabditis bacteriophora tiirii entomopatojen nematodun hibrit 1rklarmin
etkinlikleri G. mellonella’ nin son dénem larvalar1 tizerinde 5, 10, 20, 50, 75, 100
[J/Larva dozlar1 kullanilarak tespit edilmistir. Denemede her biri Bolim 3.2.2." de
belirtilen plate’ler kullanilmistir. Her bir kuyucuga 1 adet larva konulmus ve tizeri %3
oraninda steril Ringers soliisyonu ile nemlendirilmis 3 cm?® steril kum ile kaplanmis ve
ardindan tizerine 300 pl steril Ringers soliisyonu i¢inde belirtilen dozlarda 1J inokiile
edilmigtir (Susurluk ve ark. 2001, 2003). Inokiilasyonun arindan plate’ lerin kapagi
parafin film ile kapatilarak 25 °C’ de 4 giin inkiibasyona birakilmistir. Bu islem her bir
rk i¢in 3 tekerriirlii olarak yapilmis olup, her bir tekerriirde 20 adet G. mellonella
larvas1 kullanilmistir. Deneme sonunda her bir plate agilarak canli ve 6li larvalar

sayilarak etkinlik belirlenmigtir.
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3.2.6. Istatiksel Degerlendirme

Ebeveyn ile hibrit wklarin etkinlikleri arasindaki farkliligin belirlenmesinde JMP® 7.0
istatiksel veri analizi programi kullanilmis olup, tiim analizler ANOV A ve LSD testleri
kullanilarak hesaplanmistir (P=0.05). Ebeveyn ve hibrit wklarin LDso ve LDgg degerleri
BioStat ©2010 programi kullanilarak yapilan probit analizi ile tespit edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu boliimde arastirmadan elde edilen bulgular asagida ebeveyn irklarm etkinliklerinin
degerlendirilmesi, hibrit irklarin etkinliklerinin degerlendirilmesi, ebeveyn ve hibrit
wrklarm etkinliklerinin karsilastirmasi olmak {izere toplam 3 ana baslik halinde

sunulmustur.

4.1. Ebeveyn Irklarin Etkinliklerinin Degerlendirilmesi

Heterorhabditis bacteriophora’ nin ebeveyn olarak kullanilan H.b. 6 (Antalya), H.b.
876 (Canakkale), H.b. 17 (Kirklareli), H.b. HIZ (izmir), H.b. HSU (Sanlwrfa), H.b. 10
(Adana) rklarmin etkinlikleri G. mellonella’ nin son donem larvalari tizerinde 5, 10, 20,
50, 75 ve 1001J/Larva uygulma dozlarinin kullanilarak belirlenmesi amaglanmis ancak
tim wklarmn 75 1J/Larva uygulama dozunda larvalar iizerinde %100 etkinlik gostermesi
sebebiyle 100 IJ/Larva uygulama dozu isleme alinmamistir. Bu nedenle tiim ebeveyn
rklarin larvalar tizerindeki etkinlikleri 5, 10, 20, 50 ve 75 1J/Larva uygulama dozlarinda
belirlenmistir. Ayrica her bir wk tiim uygulama dozlarinda kendi igerisinde
karsilagtirilmistir. Elde edilen etkinlik degerleri ve uygulama dozlarmin irklarin

etkinligi tizerine olan etkileri asagida ayrintili olarak verilmistir.

4.1.1. Ebeveyn Irklarin LDsg ve LDgy Degerleri

Yapilan denemeler sonucunda G. mellonella’ nin son donem larvalar1 {izerinde en
yiiksek seviyede etkinlik degerine sahip olan ebeveyn H. bacteriophora ki H.b. 876
(Canakkale) (LDsp: 0.58, LDgo: 21.43) olarak tespit edilmis, en dislik etkinlik
degerlerine sahip olan ebeveyn wrklar ise H.b. 6 (Antalya) (LDsg: 5.20, LDgo: 28.89) ve
H.b. HSU (Sanhurfa) (LDsg: 5.27, LDg: 31.20) olarak bulunmustur. Yapilan
denemelerde en diisiik etkinlik degerine sahip olan ebeveyn wrklardan H.b. 6 (Antalya)
(LDortatama: 17.05) standart olarak alinmis ve negatif kontrol olusturularak hibridizasyon
islemi yapilmigtir. Diger iwrklarin LDsy ve LDgy degerleri ise Cizelge 4.1° de

belirtilmistir.
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Cizelge 4.1. Ebeveyn irklarin LDsg ve LDgg degerleri

Ebeveyn Irklar LDso LDg LDortalama
H.b. 6 (Antalya) 5.20 28.89 17.05
H.b. 876 (Canakkale) 0.58 21.43 11.01
H.b. 17 (Kirklareli) 4.98 27.56 16.27
H.b. HIZ (Izmir) 5.06 24.26 14.66
H.b. HSU (Sanlrfa) 5.27 31.20 18.24
H.b. 10 (Adana) 5.42 26.56 15.99

4.1.2. Belirlenen Uygulama Dozlarinda Elde Edilen Etkinlik Verileri

Yapilan denemelerde irklarmn sahip oldugu etkinlik degerlerinin kullanilan uygulama
dozuyla dogru orantili olarak artis gosterdigi belirlenmistir. 5 I1J/Larva uygulama
dozunda ise ebeveyn wklarin G. mellonella larvalari tizerinde %13.33 ile 60.00 arasinda

degisen oranlarda etkinlik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Ebeveyn irklarm larva tlizerindeki etkinlik degerleri

Ekinlik Degerleri (%)
Irk
5 10 20 50 75
IJ/Larva 1J/Larva 1J/Larva 1J/Larva 1J/Larva
H.b. 6 43.33 78.33 91.67 91.67 100.00
H.b. 876 60.00 83.33 100.00 100.00 100.00
H.b. 17 13.33 30.00 88.33 100.00 100.00
H.b. HIZ 50.00 85.00 83.33 100.00 100.00
H.b. HSU 40.00 83.33 91.67 91.67 100.00
H.b. 10 31.67 50.00 88.33 88.33 100.00
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4.1.2.1. 5 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

5 DJ/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip ik H.b. 876
(Canakkale) olarak bulunmustur. Ayrica H.b. HIZ (Izmir) wrkmin, H.b. 876 (Canakkale)
ki ile istatistiksel olarak ayni derecede etkinlik degerine sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayn1 uygulama dozunda ikinci en yiiksek etkinlige sahip rk H.b. 6 (Antalya) olarak
belirlenmis, H.b. HSU (Sanlurfa) ile H.b. 10 (Adana) wklarmin bu ik ile istatistiksel
olarak ayni derece etkinlige sahip oldugu bulunmustur. Son olarak, yine ayni uygulama
dozunda en diisiik etkinlige sahip wk ise H.b. 17 (Kiwrklareli) olarak tespit edilmistir
(Sekil4.1).
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Sekil 4.1. Ebeveyn wklarin 5 IJ/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik
(F=11.6208; df=5, 12; P=0.0003)
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4.1.2.2. 10 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

10 1J/Larva uygulama dozunda da en yiiksek etkinlik degerine sahip wk H.b. HIZ
(izmir) olarak bulunmustur. Ayrica H.b. 876 (Canakkale), HSU (Sanlurfa) ve H.b. 6
(Antalya) wklarinin, H.b. HIZ (Izmir) k1 ile istatistiksel olarak aymi derecede etkinlige
sahip oldugu tespit edilmistir. Ayn1 uygulama dozunda ikinci en yiiksek etkinlige sahip
irk H.b. 10 (Adana) olarak belirlenmis, en diisiik etkinlige sahip ik ise tekrar H.b. 17
(Kirklareli) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Ebeveyn wklarin 10 1J/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik
(F=14.0444; df=5, 12; P=0.0001)
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4.1.2.3. 20 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

20 IJ/Larva uygulama dozunda en yliksek etkinlik degerine sahip ik H.b. 876
(Canakkale) olarak bulunmustur. Ayrica HSU (Sanlwrfa), H.b. 6 (Antalya), H.b. 17
(Kirklareli) ve H.b. 10 (Adana) wklarmnin, H.b. 876 (Canakkale) ki ile istatistiksel
olarak ayn1 derecede etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Ayni1 uygulama dozunda, en

diisiik etkinlige sahip ik ise H.b. HIZ (Izmir) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Ebeveyn wrklarin 20 1J/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik
(F=1.6195; df=5, 12; P=0.2285)
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4.1.2.4. 50 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

50 IJ/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip wrklar H.b. 876
(Canakkale), H.b. 17 (Kirklareli) ve H.b. HIZ (izmir) olarak tespit edilmistir. Ayrica
HSU (Sanlurfa) ve H.b. 6 (Antalya) wklarinin, bu wklar ile istatistiksel olarak ayni
derecede etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Ayni uygulama dozunda en diisiik

etkinlik degerine sahip olan 1rk ise H.b. 10 (Adana) olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Ebeveyn wklarm 50 IJ/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik
(F=3.3889; df=5, 12; P=0.0386)
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4.1.2.5. 75 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

75 1J/Larva uygulama dozunda tiim wrklarin istatistiksel olarak ayni derecede etkinlige

sahip oldugu tespit edilmistir. (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Ebeveyn wrklarin 75 1J/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik
(F=0; df=5, 12; P=1)
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4.1.3. Uygulama Dozlarimin Irklarin Etkinligi Uzerine Olan Etkileri

4.1.3.1. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. 6 (Antalya) irkinin etkinligi iizerine

olan etkileri

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b.6 (Antalya) wkinin etkinlik degeri en yiiksek
seviyede olmustur. Ayrica H.b. 6 (Antalya) rkinin etkinligi tizerine, 50 ve 20 1J/Larva
uygulama dozlarinin, 75 1J/Larva uygulama dozu ile istatistiksel olarak ayni derece etki
gosterdigi saptanmistir. 10 1J/Larva uygulama dozundaH.b. 6 (Antalya) wkminetkinlik
degerinin ikinci en yiiksek seviyeye ulastigi gériilmiistiir. 5 1J/Larva uygulama dozunda
ise H.b. 6 (Antalya) rkinin etkinlik degerinin en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Uygulama dozlarinin H.b. 6 (Antalya) irkinin etkinligi lizerine olan
etkisi (F=60.2187; df=4, 10; P=0.0001)
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4.1.3.2. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. 876 (Canakkale) irkinin etkinligi

uizerine olan etkileri

75, 50 ve 20 1J/Larva uygulama dozlarinda H.b. 876 (Canakkale) irkinin etkinlik degeri
en yiiksek seviyede olmus, bu ii¢ uygulama dozunun H.b. 876 (Canakkale) 1rk1 tizerinde
istatistiksel olarak ayn1 etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica H.b. 876 (Canakkale)
wrkmin etkinlik degerinin 10 IJ/Larva uygulama dozunda ikinci en yiiksek seviyeye
ulastig1 goriilmistiir. 5 [J/Larva uygulama dozunda ise H.b. 876 (Canakkale) wkinin
etkinlik degeri en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7).

110

100

90 T

80

70

60 -

50

40

% G. mellonella Oliim Orani

30

20 -

10

51 1013 201 50 17 751

H.b. 876 (Canakkale)

Sekil 4.7. Uygulama dozlarmin H.b. 876 (Canakkale) irkinin etkinligi iizerine
olan etkileri (F=55.6000; df=4, 10; P=0.0001)
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4.1.3.3. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. 17 (Kirklareli) irkinin etkinligi

uizerine olan etkileri

75 ve 50 1J/Larva uygulama dozlarinda H.b. 17 (Kirklareli) wkmin etkinlik degeri en
yiikksek seviyede olmus, bu iki uygulama dozunun H.b. 17 (Kirklareli) 1rki tizerinde
istatistiksel olarak ayni etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica H.b. 17 (Kirklareli)
wrkinin etkinligi lizerine 20 1J/Larva uygulama dozunun, 75 ve 50 1J/Larva uygulama
dozlar1 ile istatistiksel olarak ayni derece etki gosterdigi saptanmistir. 10 I1J/Larva
uygulama dozunda H.b. 17 (Kwklareli) wrkmin etkinlik degerinin ikinci en yiiksek
seviyeye ulastig1 goriilmiistiir. 5 [J/Larva uygulama dozunda ise H.b. 17 (Kwrklareli)
rkinin etkinlik degeri en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Uygulama dozlarmin H.b. 17 (Kirklareli) rkinin etkinligi tizerine olan
etkisi (F=65.8723; df=4, 10; P=0.0001)
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4.1.3.4. Belirlenen uygulama dozlarimn H.b. HIZ (izmir) irkinin etkinligi

uizerine olan etkileri

75 ve 50 IJ/Larva uygulama dozlarmmda H.b. HIZ (Izmir) wkmnm etkinlik degeri en
yiiksek seviyede olmus, bu iki uygulama dozunun H.b. HIZ (izmir) ki iizerinde
istatistiksel olarak aymi etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica H.b. HIZ (izmir)
wrkinin etkinlik degeri 10 ve 20 IJ/Larva uygulama dozularinda ikinci en yiiksek
seviyeye ulasmis, bu iki uygulama dozunun da H.b. HIZ (Izmir) ki iizerinde
istatistiksel olarak ayni etkiyi gésterdigi belirlenmistir. 5 [J/Larva uygulama dozunda ise

H.b. HIZ (Izmir) rkinin etkinlik degerinin en diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir (Sekil

4.9).
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etkisi (F=24.2258; df=4, 10; P=0.0001)




4.1.3.5. Belirlenen uygulama dozlarinin H.b. HSU (Sanhurfa) irkinin etkinligi

uizerine olan etkileri

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. HSU (Sanliurfa) irkinin etkinlik degeri en yiiksek
seviyede olmustur. Ayrica H.b. HSU (Sanlwrfa) irkmin etkinligi tizerine, 50, 20 ve 10
[J/Larva uygulama dozlarinin, 75 1J/Larva uygulama dozu ile istatistiksel olarak ayni
derece etki gosterdigi saptanmustir. 5 IJ/Larva uygulama dozunda ise H.b. HSU
(Sanlwrfa) wrkmin etkinlik degerinin en diisiik seviyede oldugu gozlemlenmistir (Sekil

4.10).
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Sekil 4.10. Uygulama dozlarmin H.b. HSU (Sanlwrfa) wrkinin etkinligi tizerine
olan etkileri (F=20.0686; df=4, 10; P=0.0001)

62



4.1.3.6. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. 10 (Adana) irkinin etkinligi

uizerine olan etkileri

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. 10 (Adana) wkinin etkinlik degerleri en yiiksek
seviyede olmustur. Ayrica H.b. 10 (Adana) wrkinin etkinlik degeri iizerine 50 ve 20
[J/Larva uygulama dozlarmin, 75 1J/Larva uygulama dozu ile istatistiksel olarak ayni
derece etki gosterdigi saptanmustir. 10 IJ/Larva uygulama dozunda H.b. 10 (Adana)
irkinin etkinlik degerinin ikinci en yiiksek seviyeye ulastigi goriilmiistiir. 5 [J/Larva
uygulama dozunda ise H.b. 10 (Adana) irkinin etkinlik degeri en diisiik seviyede oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Uygulama dozlarmin H.b. 10 (Adana) wkimin etkinligi {izerine olan
etkisi (F=57.1296; df=4, 10; P=0.0001)
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4.2. Hibrit Irklarin Etkinliklerinin Degerlendirilmesi

Heterorhabditis bacteriohpora’ nin ebeveyn olarak kullanilan H.b. 876 (Canakkale),
H.b. 17 (Kirklareli), H.b. HIZ (izmir), H.b. HSU (Sanlwrfa), H.b. 10 (Adana) irklarmin
ebeveyn k H.b. 6 (Antalya) ile hibritlenmesi sonucu olusan irklarin (Cizelge 4.3)
etkinlikleri G. mellonella’ nin son donem larvalar1 tizerinde 5, 10, 20, 50, 75 ve
1001)/Larva uygulma dozlarmin kullanilarak belirlenmesi amaglanmis ancak tiim
wklarm 75 IJ/Larva uygulama dozunda larvalar ilizerinde %100 etkinlik gdstermesi
sebebiyle 100 1J/Larva uygulama dozu isleme alinmamistir. Bu nedenle tiim hibrit
rklarin larvalar tizerindeki etkinlikleri 5, 10, 20, 50 ve 75 1J/Larva uygulama dozlarida
belirlenmistir. Ayrica her bir wk tiim uygulama dozlarinda kendi igerisinde
karsilastirilmistir. Elde edilen etkinlik degerleri ve uygulama dozlarmmn wklarin

etkinligi lizerine olan etkileri asagida ayrintili olarak verilmistir.

Cizelge 4.3. Ebeveyn ve hibrit irklar

Ebeveyn Irklar Hibrit Irklar
H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. 876 (Canakkale) & H.b. A
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. 876 (Canakkale) Q@ H.b. B
H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. 17 (Kirklareli) & H.b. C
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. 17 (Kirklareli) @ H.b. D
H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. HIZ (Izmir) & H.b. E
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. HIZ (Izmir) Q@ H.b. F
H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. HSU (Sanlurfa) & H.b. G
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. HSU (Sanlwrfa) H.b. H
H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. 10 (Adana) & H.b. K
H.b. 6 (Antalya) & X H.b. 10 (Adana) ¢ H.b. L
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4.2.1. Hibrit Irklarin LDso ve LDgy Degerleri

Yapilan denemeler sonucunda G. mellonella’ nin son donem larvalari {izerinde en
yiiksek seviyede etkinlik degerine sahip olan hibrit H. bacteriophora ki1 H.b. A (H.b.
1138 @ x H.b. Yeni Tiir &) (LDso: 0.00960, LDgo: 20.6637) olarak tespit edilmis, en
diisiik etkinlik degerine sahip olan hibrit rk ise H.b. B (H.b. 1138 &' x H.b. Yeni Tiir Q)
(LDsp: 11.2499, LDgp: 39.0115) olarak bulunmustur. Diger hibrit irklarn LDso Ve LDgg
degerleri ise Cizelge 4.4° de belirtilmistir.

Cizelge 4.4. Hibrit wklarin LDso ve LDgy degerleri

Hibrit Irklar LDsg LDgg

H.b. A (H.b. 6 @ x Hb. 876 3) 0.00960 20.6637
H.b. B (H.b. 6 & x H.b. 876 ?) 11.2499 39.0115
H.b. C (H.b.6 Q x H.b. 17 &) 0.54550 26.1796
H.b.D (Hb. 6 x Hb. 17 Q) 0.47680 33.4722
H.b. E (H.b. 6 Q x H.b. HIZ &) 0.07880 20.7189
H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) 0.23870 21.9252
H.b. G (H.b. 6 Q x H.b. HSU &) 0.15470 29.0246
H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q) 0.40400 29.3109
H.b. K (H.b. 6 Q x H.b. 10 &) 0.38020 24.9347
Hb. L (Hb. 6 xHb. 10 Q) 7.32090 41.6751
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4.2.2. Belirlenen Uygulama Dozlarinda Elde Edilen Etkinlik Verileri

Yapilan denemelerde wrklarin sahip oldugu etkinlik degerlerinin kullanilan uygulama
dozuyla dogru orantili olarak artig gosterdigi belirlenmistir. 5 1J/Larva uygulama
dozunda ise hibrit irklarin G. mellonella larvalar1 lizerinde %26.67 ile 83.33 arasinda

degisen oranlarda etkinlik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Hibrit irklarin larva tizerindeki etkinlik degerleri

Ekinlik Degerleri (%)
Irk
5 10 20 50 75
IJ/Larva 1J/Larva 1J/Larva 1J/Larva 1J/Larva
H.b. A 70.00 98.33 98.33 100.00 100.00
H.b. B 26.67 60.00 65.00 98.33 100.00
H.b.C 56.67 73.33 90.00 98.33 100.00
H.b.D 55.00 68.33 88.33 95.00 100.00
H.b. E 83.33 90.00 96.67 100.00 100.00
H.b. F 65.00 81.67 91.67 100.00 100.00
H.b. G 40.00 88.33 91.67 100.00 100.00
H.b. H 73.33 85.00 86.67 96.67 100.00
H.b. K 71.67 80.00 93.33 98.33 100.00
Hb. L 36.67 61.67 73.33 91.67 100.00
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4.2.2.1. 5 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

5 1J/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip hibrit irk H.b. E (H.b.
6 @ x H.b. HIZ &) olarak bulunmustur. Ayrica H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU @), H.b. K
(H.b. 6 @ x Hb. 10 &) ve H.b. A (H.b. 6 @ x H.b. 876 &) hibrit wklarmnn, H.b. E (H.b.
6 @ x H.b. HIZ &) hibrit 1rk1 ile istatistiksel olarak ayni derecede etkinlige sahip oldugu
tespit edilmistir. En yiiksek etkinlik degerine sahip olan ikinci irk H.b. F (H.b. 6 & x
H.b. HIZ Q) olarak belirlenmis, H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &) hibrit wrkmmn bu 1k ile
istatistiksel olarak ayn1 derecede etkinlik gosterdigi gdzlemlenmistir. Ugiincii en yiiksek
etkinlik degerine sahip olan 1k ise H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q) olarak bulunmustur.
Ayn1 uygulama dozunda en diisiik etkinlik degerine sahip olan hibrit irk H.b. B (H.b. 6
4 x H.b. 876 Q) olarak belirlenmis, H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q) ve H.b. G (H.b. 6 Q
X H.b. HSU &) hibrit wklarininbu ik ile istatistiksel olarak ayni derecede etkinlik
gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Hibrit wklarin 5 1J/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik

(F=9.6129; df=9, 20; P=0.0001)
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4.2.2.2.10 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

10 1J/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip hibrit rk A (H.b. 6 ¢
X H.b. 876 &) olarak bulunmusgtur. Ayrica H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ &) ve H.b. G
(H.b. 6 @ x H.b. HSU &) hibrit wrklarinin, A (H.b. 6 @ x H.b. 876 &) hibrit k1 ile
istatistiksel olarak ayni derecede etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir. En yiiksek
etkinlik degerine sahip olan ikinci wk H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q) olarak
belirlenmis, H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) ve H.b. K (H.b. 6 @ x H.b. 10 &) hibrit
irklarinin bu 1rk ile istatistiksel olarak ayni1 derecede etkinlik gosterdigi tespit edilmistir.
Uciincii en yiiksek etkinlik degerine sahip olan 1rk ise H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &)
olarak bulunmustur. Ayni uygulama dozunda en diisiik etkinlik degerine sahip olan
hibrit rk ise H.b. B (H.b. 6 & x H.b. 876 Q) olarak belirlenmistir, H.b. L (H.b. 6 & x
H.b. 10 Q) ve H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q)hibrit wklarinm, bu 1k ile istatistiksel
olarak ayni derecede etkinlik gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Hibrit wklarin 10 [J/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik
(F=11.9352; df=9, 20; P=0.0001)
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4.2.2.3. 20 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

20 1J/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip hibrit rk A (H.b. 6 ¢
X H.b. 876 &) olarak bulunmustur. Ayrica H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &), H.b. E (H.b. 6
Q x Hb. HIZ &), Hb. K (H.b. 6 @ x H.b. 10 &), H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) ve
H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU @) hibrit wklarmm, A (H.b. 6 @ x H.b. 876 &) hibrit rki
ile istatistiksel olarak ayni derecede etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir. Ayni
uygulama dozunda en diisiik etkinlik degerine sahip olan hibrit rk ise H.b. B (H.b. 6 &
X H.b. 876 Q) olarak belirlenmis, H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 ) hibrit irknin bu 1k ile
istatistiksel olarak ayni derecede etkinlik gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Hibrit wklarin 20 1J/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik
(F=11.2540; df=9, 20; P=0.0001)
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4.2.2.4. 50 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

50 1J/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip hibrit wklar H.b. A
(H.b. 6 9 x H.b. 876 &), H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ &), H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ
Q) ve H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU &) olarak bulunmustur. Ayrica H.b. B (H.b. 6 &' x
H.b. 876 ©), H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &), H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU ?) ve H.b. K
(H.b. 6 @ x H.b. 10 &) hibrit wklarinin, H.b. A (H.b. 6 @ x H.b. 876 &), H.b. E (H.b. 6
Q x Hb. HIZ &), H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) ve H.b. G (H.b. 6 ¢ x H.b. HSU &)
hibrit wrklar1 ile istatistiksel olarak ayn1 derecede etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayni1 uygulama dozunda en diisiik etkinlik degerine sahip olan hibrit ik ise H.b. L (H.b.
6 & x H.b. 10 Q) olarak belirlenmis, H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q) hibrit rkininbu 1rk

ile istatistiksel olarak ayni derecede etkinlik gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Hibrit wrklarin 50 1J/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik

(F=3.3472; df=9, 20; P=0.0117)
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4.2.2.5. 75 1J/Larva uygulama dozunda elde edilen etkinlik verileri

75 1J/Larva uygulama dozunda tiim hibrit klarin istatistiksel olarak ayni derecede

etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir. (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Hibrit wklarin 75 1J/Larva uygulama dozunda gosterdigi etkinlik
(F=0; df=9, 20; P=1)
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4.2.3. Uygulama Dozlarimin Irklarin Etkinligi Uzerine Olan Etkileri

4.2.3.1. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. A (H.b. 6 © x H.b. 876 &) irkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 ve 50 1J/Larva uygulama dozlarinda H.b. A (H.b. 6 Q@ x H.b. 876 &) wkinin etkinlik
degeri en yiiksek seviyede olmus, bu iki uygulama dozunun H.b. A (H.b. 6 @ x H.b. 876
A4 wka tizerinde istatistiksel olarak ayn1 etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica H.b. A
(Hb. 6 @ x H.b. 876 &) wkinin etkinligi iizerine, 20 ve 10 IJ/Larva uygulama
dozlarim, 75 ve 50 IJ/Larva uygulama dozlar1 ile istatistiksel olarak ayni derece etki
gosterdigi saptanmistir. 5 1J/Larva uygulama dozunda ise H.b. A (H.b. 6 @ x H.b. 876
@) wkinim etkinlik degerinin en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Uygulama dozlarinin H.b. A (H.b. 6 @ x H.b. 876 @) rkinin etkinligi
tizerine olan etkisi (F=21.9643; df=4, 10; P=0.0001)
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4.2.3.2. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. B (H.b. 6 & x H.b. 876 ) irkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. B (H.b. 6 & x H.b. 876 @) rkinin etkinlik degeri en
yiiksek seviyede olmustur. Ayrica Hb. B (H.b. 6 & x H.b. 876 Q) wkinin etkinligi
iizerine, 50 IJ/Larva uygulama dozunun, 75 IJ/Larva uygulama dozu ile istatistiksel
olarak ayn1 derece etki gosterdigi saptanmistir. 20 ve 10 1J/Larva uygulama dozlarinda
ise Hb. B (H.b. 6 & x H.b. 876 Q) wrkinin etkinlik degerinin ikinci olarak en yiiksek
seviyeye ulastig1 goriilmiis, bu iki uygulama dozunun H.b. B (H.b. 6 & x H.b. 876 Q)
irkinin etkinligi tizerinde istatistiksel olarak ayni derecede etki gosterdigi saptanmaistir. 5
I)/Larva uygulama dozunda ise Hb. B (H.b. 6 & x H.b. 876 ?) wkinin etkinlik
degerinin en diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Uygulama dozlarinin H.b. B (H.b. 6 & x H.b. 876 Q) wrkinin etkinligi
iizerine olan etkisi (F=40.6700; df=4, 10; P=0.0001)
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4.2.3.3. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &) rkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 1)/Larva uygulama dozunda H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &) wkinin etkinlik degeri en
yiiksek seviyede olmustur. Ayrica H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &) wkinn etkinligi
iizerine, 50 IJ/Larva uygulama dozunun, 75 IJ/Larva uygulama dozu ile istatistiksel
olarak ayni derece etki gosterdigi saptanmigtir. H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &) wkinin
etkinlik degerinin 20 1J/Larva uygulama dozunda ikinci, 10 1J/Larva uygulama dozunda
ise tiglincii en yiiksek seviyeye ulastig1 goriilmiistiir. H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &)
irkinin etkinlik degerinin 5 IJ/Larva uygulama dozunda en diisiik seviyede oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.19).

110

100

=N

0]
90

80

70

60 d

50 +—

40 —

30 —

% G. mellonella Oliim Orani

20 —

10 —

51 1013 2017 50 1J 751
H.b. C (H.b. 6 Q x H.b. 17 &)

Sekil 4.19. Uygulama dozlarinin H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 @) rkinin etkinligi
tizerine olan etkisi (F=67.8900; df=4, 10; P=0.0001)
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4.2.3.4. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q) rkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 1)/Larva uygulama dozunda H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q) wrkinin etkinlik degeri en

yiiksek seviyede olmustur. Ayrica H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q) wkinin etkinligi

iizerine, 50 IJ/Larva uygulama dozunun, 75 IJ/Larva uygulama dozu ile istatistiksel

olarak aym derece etki gdsterdigi saptanmustir. H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q) wkinin

etkinlik degerinin 20 IJ/Larva uygulama dozunda ikinci, 10 1J/Larva uygulama dozunda

ise tiglincii en yiiksek seviyeye ulastigi goriilmiistiir. H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q)

irkinin etkinlik degerinin 5 IJ/Larva uygulama dozunda en diisiik seviyede oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Uygulama dozlarinin H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q) wkinin etkinligi

lizerine olan etkisi (F

46.5000; df=4, 10; P=0.0001)
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4.2.3.5. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. E (H.b. 6 © x H.b. HIZ &) irkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 ve 50 1J/Larva uygulama dozlarinda H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ &) ki etkinlik
degeri en yiiksek seviyede olmus, bu iki uygulama dozunun H.b. E (H.b. 6 @ x H.b.
HIZ &) ki iizerinde istatistiksel olarak ayni etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ &) rkinin etkinligi tizerine 20 IJ/Larva uygulama dozunun,
75 ve 50 1J/Larva uygulama dozlar ile istatistiksel olarak ayni derece etki gosterdigi
saptanmustir. 10 1J/Larva uygulama dozunda H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ &) wkinin
etkinlik degerinin ikinci en yliksek seviyeye ulastig1 goriilmiistiir. 5 [J/Larva uygulama
dozunda ise H.b. E (Hb. 6 @ x H.b. HIZ &) wkinin etkinlik degerinin en diisiik
seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Uygulama dozlarmin H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ @) wkinin etkinligi
tizerine olan etkisi (F=11.7500; df=4, 10; P=0.0009)
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4.2.3.6. Belirlenen uygulama dozlarmmin H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) rkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 ve 50 1J/Larva uygulama dozlarinda H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) wkinin etkinlik
degeri en yiiksek seviyede olmus, bu iki uygulama dozunun H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ
Q) k1 tizerinde istatistiksel olarak ayni etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. H.b. F (H.b. 6
4 x Hb. HIZ Q) wkinin etkinligi iizerine, 20 IJ/Larva uygulama dozunun, 75 ve 50
[J/Larva uygulama dozlar1 ile istatistiksel olarak ayn1 derece etki gosterdigi
saptanmistir. H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) wkinmn etkinlik degerinin 10 IJ/Larva
uygulama dozunda ikinci en yiiksek seviyeye ulastigi goriilmiis, 5 1J/Larva uygulama

dozunda en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Uygulama dozlarinin H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) wkinin etkinligi
lizerine olan etkisi (F=12.2344; df=4, 10; P=0.0007)
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4.2.3.7. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU &) rkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 ve 50 IJ/Larva uygulama dozlarinda H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU &) wrkinin etkinlik
degeri en yiiksek seviyede olmus, bu iki uygulama dozunun H.b. G (H.b. 6 @ x H.b.
HSU &) 1k lizerinde istatistiksel olarak aym etkiyi gdsterdigi tespit edilmistir. Ayrica
20 ve 10 IJ/Larva uygulama dozlarinda H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU &) rkinin etkinlik
degerinin ikinci olarak en yliksek seviyeye ulastig1 goriilmiis, bu iki uygulama dozunun
Hb. G (Hb. 6 @ x Hb. HSU &) wkinin etkinligi {izerinde istatistiksel olarak ayni
derecede etki gosterdigi belirlenmistir. 5 1J/Larva uygulama dozunda ise H.b. G (H.b. 6
Q x H.b. HSU &) wkmm etkinlik degerinin en diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Uygulama dozlarmm H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU &) wkinin
etkinligi iizerine olan etkisi (F=142.0625; df=4, 10; P=0.0001)
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3.1746; df=4, 10; P=0.0603)

79

H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU 9)

4.2.3.8. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU ?) rkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q) wrkinin etkinlik degeri

en yiiksek seviyede olmus, 50 1J/Larva uygulama dozunun H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU

Q) wkmin etkinlik degeri tizerinde, 75 1J/Larva uygulama dozu ile istatistiksel olarak

aym derece etkinlik gosterdigi belirlenmistir. H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q) wkinin

etkinlik degerinin 5 1J/Larva uygulama dozunda en diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir.

(Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Uygulama dozlarmin H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q) wrkinin

etkinligi iizerine olan etkisi (F



4.2.3.9. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. K (H.b. 6 @ x H.b. 10 &) rkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 1)/Larva uygulama dozunda H.b. K (H.b. 6 @ x H.b. 10 &) rkinin etkinlik degeri en
yiiksek seviyede olmus, 20 ve 50 IJ/Larva uygulama dozlarinm H.b. K (H.b. 6 ¢ x H.b.
10 &) wkinin etkinlik degeri tizerinde, 75 1J/Larva uygulama dozu ile istatistiksel olarak
ayn1 derece etkinlik gdsterdigi belirlenmistir. 5 [J/Larva uygulama dozunda ise H.b. K
(H.b. 6 @ x H.b. 10 @) wrkinm etkinlik degerinin en diisiik seviyede oldugu goriilmiis,
10 1J/Larva uygulama dozunun H.b. K (H.b. 6 @ x H.b. 10 &) wkinin etkinlik degeri
iizerinde, 5 IL/Larva uygulama dozu ile istatistiksel olarak ayni derecede etki gosterdigi

tespit edilmistir (Sekil 4.25)

110

100

90

80

70

60

50

40

30

% G. mellonella Oliim Orani

20

10

O T T T T
51 1013 201 5013 751

H.b. K (H.b. 6 © x H.b. 10 &)

Sekil 4.25. Uygulama dozlarinin H.b. K (H.b. 6 @ x H.b. 10 &) wkinin etkinligi
tizerine olan etkisi (F=15.1944; df=4, 10; P=0.0003)
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4.2.3.10. Belirlenen uygulama dozlarimin H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q) rkinin

etkinligi iizerine olan etkileri

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q) wkinin etkinlik degeri en
yiiksek seviyede ulagmustir. H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q) wrkinin etkinlik degerinin 50,
20 ve 10 IJ/Larva uygulama dozlarinda swrasiyla 2., 3. ve 4. en yiiksek etkinlik
seviyesine ulastig1 belirlenmis, 5 1J/Larva uygulama dozundaki etkinlik degerinin ise en

diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Uygulama dozlarinin H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q) wkinin etkinligi
tizerine olan etkisi (F=113.6500; df=4, 10; P=0.0001)
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4.3. Ebeveyn ve Hibrit Irklarin Etkinliklerinin Karsilastirmasi

Heterorhabditis bacteriohpora’ nin ebeveyn olarak kullanilan irklar1 (Cizelge 4.6) ile
bunlarin hibritlenmesi ile olusan wrklarin (Cizelge 4.7) 5, 10, 20, 50 ve 75 lJ/Larva
uygulama dozlarindaki etkinlik verileri ayni grafik tizerimde karsilagtirilmistir. Elde

edilen degerler asagida ayrintili olarak verilmistir.

Cizelge 4.6. Ebeveyn Irklar

Isim izole Edildigi i1
H.b. 6 Antalya

H.b. 876 Canakkale

H.b. 17 Kirklareli

H.b. HIZ [zmir

H.b. HSU Sanlwrfa

H.b. 10 Adana

Cizelge 4.7. Hibrit Irklar

Hibrit Irklar Ebeveynler

H.b. A H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. 876 (Canakkale) &
H.b. B H.b. 6 (Antalya) &' X H.b. 876 (Canakkale) Q@
H.b. C H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. 17 (Kirklareli) &
H.b. D H.b. 6 (Antalya) & X H.b. 17 (Kirklareli) @
H.b. E H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. HIZ (Izmir) &
H.b. F H.b. 6 (Antalya) & X H.b. HIZ (Izmir) Q@
H.b. G H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. HSU (Sanlwrfa) &
H.b. H H.b. 6 (Antalya) & X H.b. HSU (Sanlrfa) @
H.b. K H.b. 6 (Antalya) @ X H.b. 10 (Adana) &

H.b. L H.b. 6 (Antalya) 3 X H.b. 10 (Adana) Q@
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43.1. H.b. 6 (Antalya) ve H.b. 876 (Canakkale) Ebeveyn Irklan ile
H.b. A(Hb.6 2 XH.b.876 &) ve H.b. B (H.b.6 & x H.b. 876 Q)

Hibrit Irklarimin Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. 6 (Antalya), H.b. 876 (Canakkale), H.b. A (H.b. 6
Q x H.b. 876 &) ve Hb. B (H.b. 6 & x H.b. 876 @) wklarmnimn etkinlik seviyesi en
yiikksek diizeye ulagsmig, bu uygulama dozunda tiim wrklarin istatistiksel olarak ayni

derecede etki gosterdigi tespit edilmistir.

50 IJ/Larva uygulama dozunda ise H.b. 876 (Canakkale) ve H.b. A (H.b. 6 @ x H.b. 876
) wklarmm etkinlik degeri en yiiksek seviyede olmus, ayrica H.b. 6 (Antalya) ve H.b.
B (H.b. 6 & x H.b. 876 Q) wklarmmn, bu wrklar ile istatistiksel olarak ayni derece etki

gosterdigi goriilmiistiir.

20 IJ/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip olan ik H.b. 876
(Canakkale) olarak belirlenmis, ayrica H.b. A (Hb. 6 @ x H.b. 876 &) ve H.b. 6
(Antalya) wklarinin, bu 1wk ile istatistiksel olarak ayni derece etki gosterdigi
bulunmustur. Ayni uygulama dozunda en diisiik etkinlige sahip 1k ise H.b. B (H.b. 6 &
X H.b. 876 Q) olarak tespit edilmistir.

10 1J/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip irk H.b. A (H.b. 6 ¢ x
H.b. 876 &) olarak tespit edilmistir. Ayn1 uygulama dozunda ikinci en yiiksek etkinlik
degerine sahip olan wrk H.b. 876 (Canakkale) olarak belirlenmis, H.b. 6 (Antalya)
rkinin bu 1k ile istatistiksel olarak ayni derecede etki gosterdigi goriilmiistiir. H.b.
B(H.b. 6 & x H.b. 876 Q) k1 ise bu uygulama dozunda en diisiik etkinlige sahip olan

ik olarak tespit edilmistir.

5 IJ/Larva uygulama dozunda ise en yliksek etkinlik degerine sahip olan wk H.b. A
(H.b. 6 @ x H.b. 876 &) olarak tespit edilmis, bu ki1 H.b. 876 (Canakkale) ve H.b. 6
(Antalya) wklar1 izlemistir. Ayn1 uygulama dozunda en diisiik etkinlik gosteren ik ise

H.b. B (H.b. 6 & x H.b. 876 Q) olarak bulunmustur (Sekil 4.27).
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OH.b. 6 (Antalya) H.b. 876 (Canakkale)
BH.b. A(H.b.6 @ xH.b. 876 &) BEH.b.B(H.b.6 3 xH.b. 876 Q)
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Sekil 4.27. Belirlenen uygulama dozlarinda ebeveyn ve hibrit irklarin
etkinliklerinin karsilastirilmasi (F=40.0599; df=19, 40; P=0.0001)

4.3.2. H.b. 6 (Antalya) ve H.b. 17 (Kirklareli) Ebeveyn Irklan ile
H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &) ve H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q)

Hibrit Irklarinin Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. 6 (Antalya), H.b. 17 (Kirklareli), H.b. C (H.b. 6 ¢
x Hb. 17 &) ve Hb. D (H.b. 6 & x Hb. 17 Q) wklarmm etkinlik seviyesi en yiiksek
diizeye ulagmis, bu uygulama dozunda tiim wrklarin istatistiksel olarak ayni derecede

etki gosterdigi tespit edilmistir.

50 [J/Larva uygulama dozunda ise H.b. 17 (Kirklareli) irkinin etkinlik degeri en yiiksek
seviyede olmus, ayrica H.b. 6 (Antalya), H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &) ve H.b. D (H.b.
6 & x Hb. 17 Q) wklarinin, bu 1rk ile istatistiksel olarak aym derecede etki gosterdigi

belirlenmistir.

20 IJ/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip olan wk H.b. 6
(Antalya) olarak belirlenmis, H.b. C (H.b. 6 @ x Hb. 17 &) wkinin, bu rk ile
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istatistiksel olarak ayni derecede etkili oldugu goriilmiistiir. Ayn1 uygulama dozunda en
diisiik etkinlige sahip olan wklar ise H.b. 17 (Kirklareli) ve H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17
Q) olarak belirlenmis, bu uygulama dozunda her iki irkin istatistiksel olarak ayni etkiyi

gosterdigi belirlenmistir.

10 IJ/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip wk H.b. 6 (Antalya)
olarak belirlenmis, ayrica H.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 @) ve H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17
Q) wklarmm, bu wklar ile istatistiksel olarak aynmi derecede etki gosterdigi tespit
edilmistir. Aym1 uygulama dozunda en dislik etkinlik degerine sahip ik ise H.b. 17

(Kirklareli) olarak bulunmustur.

5 1J/Larva uygulama dozunda ise en yiiksek etkinlik degerine sahip olan wk H.b. C
(H.b. 6 @ x H.b. 17 &) olarak bulunmus, ayrica H.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q) rkinin,
bu rrk ile istatistiksel olarak ayni derece etkili oldugu belirlenmistir. Ayni uygulama
dozunda en diisiik etkinlik gosteren wrk ise H.b. 17 (Kirklareli) olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.28)

EH.b. 6 (Antalya) @H.b. 17 (Kirklareli)
@WH.b. C (H.b. 6 @ x H.b. 17 &) BH.b. D (H.b. 6 & x H.b. 17 Q)
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Sekil 4.28. Belirlenen uygulama dozlarinda ebeveyn ve hibrit wklarin
etkinliklerinin karsilastirilmasi (F=52.0658; df=19, 40; P=0.0001)
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433. Hb. 6 (Antalya) ve H.b. HIZ (izmir) Ebeveyn Irklan ile
H.b. E (H.b. 6 © x H.b. HIZ &) ve H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q)

Hibrit Irklarmin Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. 6 (Antalya), H.b. HIZ (Izmir), H.b. E (H.b. 6 @ x
H.b. HIZ &) ve H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) wrklarinin etkinlik seviyesi en yiiksek
diizeye ulasmis, bu uygulama dozunda tiim wklarin istatistiksel olarak ayni derecede

etki gosterdigi tespit edilmistir.

50 1J/Larva uygulama dozunda ise H.b. HIZ (izmir), H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ &) ve
H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) wklarmin etkinlik seviyesi en yiiksek seviyede olmus
ayrica, H.b. 6 (Antalya) rkiin bu wrklar istatistiksel olarak ayni derecede etki gosterdigi

belirlenmistir.

20 [J/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip olan rk H.b. E (H.b. 6
Q x H.b. HIZ &) olarak tespit edilmis, ayrica H.b. 6 (Antalya) ve H.b. F (H.b. 6 & x
H.b. HIZ Q) wklarmm bu wk ile istatistiksel olarak ayni derecede etki gosterdigi
bulunmustur. Ayn1 uygulama dozunda en diisiik seviyede etkinlik gosteren irk ise H.b.

HIZ (Izmir) olarak belirlenmistir.

10 1J/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip irk H.b. E (H.b. 6 @ x
H.b. HIZ &) olarak belirlenmistir. Ayn1 uygulama dozunda ikinci en yiiksek etkinlik
gosteren rk H.b. HIZ (Izmir) olarak tespit edilmis, H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q)
iwrkinin bu wrk ile istatistiksel olarak ayni derecede etkinlik gosterdigi belirlenmis, en

diisiik seviyede etkinlik gosteren ik ise H.b. 6 (Antalya) olarak bulunmustur.

5 1J/Larva uygulama dozunda ise en yiiksek etkinlik degerine sahip olan ik ise H.b. E
(H.b. 6 @ x H.b. HIZ &) olarak tespit edilmis, ikinci en yiiksek etkinlige sahip olan irk
ise H.b. F (H.b. 6 & x H.b. HIZ Q) olarak bulunmustur. Ayni uygulama dozunda en
diisiik etkinlik degerine sahip olan irk ise H.b. 6 (Antalya) olarak belirlenmis, H.b. HIZ
(Izmir) kinm, bu 1k ile istatistiksel olarak ayn1 derece etki gdsterdigi tespit edilmistir

(Sekil 4.29).
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OH.b. 6 (Antalya) mH.b. HIZ (izmir)
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Sekil 4.29. Belirlenen uygulama dozlarinda ebeveyn ve hibrit 1rklarin
etkinliklerinin karsilastirilmas1 (F=21.3577; df=19, 40; P=0.0001)

4.3.4. H.b. 6 (Antalya) ve H.b. HSU (Sanhurfa) Ebeveyn Irklan ile
H.b. G (H.b. 6 2 x H.b. HSU &) ve H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU ?)

Hibrit Irklarimin Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. 6 (Antalya), H.b. HSU (Sanlurfa), H.b. G (H.b. 6
Q x H.b. HSU &) ve H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q) rklarinin etkinlik seviyesi en
yiikksek diizeye ulasmig, bu uygulama dozunda tiim wklarin istatistiksel olarak ayni

derecede etki gosterdigi tespit edilmistir.

50 1J/Larva uygulama dozunda ise H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU &) wkinin etkinlik
seviyesi en yiiksek diizeyde olmus, H.b. 6 (Antalya), H.b. HSU (Sanlwrfa) ve H.b. H
(H.b. 6 & x Hb. HSU Q) wklar,, bu ik ile istatistiksel olarak ayni derecede etki

gosterdigi bulunmustur.

20 IJ/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip olan wklar H.b. 6
(Antalya), H.b. HSU (Sanlwurfa) ve H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU &) olarak tespit
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edilmis, H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q) wkinin, bu wklar ile istatistiksel olarak ayni

derecede etki gosterdigi belirlenmistir.

10 IJ/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip irk H.b. G (H.b. 6 ¢ x
H.b. HSU &) olarak bulunmus, H.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q) wkinin, bu ik ile
istatistiksel olarak ayn1 derecede etki gosterdigi bulunmustur. Ayni uygulama dozunda
en diislik etkinlik degerine sahip olan irk H.b. 6 (Antalya) olarak tespit edilmis, H.b.
HSU (Sanhwurfa) wkinin, bu irk ile istatistiksel olarak ayni derecede etkili oldugu

gorilmiistiir.

5 IJ/Larva uygulama dozunda ise en yiiksek etkinlik degerine sahip olan rk H.b. H
(H.b. 6 & x H.b. HSU Q) olarak tespit edilmis, en diisiik etkinlik degerine sahip olan
irklar ise H.b. HSU (Sanlwrfa) ve H.b. G (H.b. 6 @ x H.b. HSU &) olarak belirlenmis,
ayrica H.b. 6 (Antalya) wkinin bu wklar ile istatistiksel olarak ayni1 derecede etki
gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.30).

OH.b. 6 (Antalya) B H.b. HSU (Sanhurfa)
®H.b. G (H.b. 6 2 x H.b. HSU &) OH.b. H (H.b. 6 & x H.b. HSU Q)
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Sekil 4.30. Belirlenen uygulama dozlarinda ebeveyn ve hibrit wklarin
etkinliklerinin karsilastirilmasi1 (F=19.5556; df=19, 40; P=0.0001)
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43.5. H.b. 6 (Antalya) ve H.b. 10 (Adana) Ebeveyn Irklan ile
H.b. K (H.b. 6 9 x H.b. 10 &) ve H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q)

Hibrit Irklarimin Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

75 1J/Larva uygulama dozunda H.b. 6 (Antalya), H.b. 10 (Adana), H.b. K (H.b. 6 @ x
H.b. 10 &) ve H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q) wklarinin etkinlik seviyesi en yiiksek
diizeye ulasmis, bu uygulama dozunda tiim wklarin istatistiksel olarak ayni derecede

etki gosterdigi tespit edilmistir.

50 1J/Larva uygulama dozunda ise H.b. K (H.b. 6 @ x H.b. 10 &) ki en yiiksek
seviyede etkinlik gosterdigi belirlenmis, H.b. 6 (Antalya) ve H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10
Q) wklarinin, bu ik ile istatistiksel olarak ayni derecede etki gosterdigi bulunmustur.
Ayni uygulama dozunda en diisiik etkinlik degerine sahip olan 1k ise H.b. 10 (Adana)

olarak saptanmustir.

20 1J/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip olan ik H.b. K (H.b. 6
Q x H.b. 10 &) olarak tespit edilmis, H.b. 6 (Antalya) ve H.b. 10 (Adana) wrklarmm, bu
ik ile istatistiksel olarak ayni derecede etki gosterdigi goriilmiistiir. Ayn1 uygulama
dozunda en diisiik etkinlik gosteren wk ise H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q) olarak

belirlenmistir.

10 1J/Larva uygulama dozunda en yiiksek etkinlik degerine sahip irk H.b. K (H.b. 6 @ x
H.b. 10 &) olarak bulunmus, H.b. 6 (Antalya) rkinm bu 1rk ise istatistiksel olarak ayni
derece etki gosterdigi belirlenmis, ikinci en yiiksek etkinlik degerine sahip olan 1k ise
H.b. L (Hb. 6 & x Hb. 10 Q) olarak bulunmustur. Ayni uygulama dozunda en diisiik
etkinlik degerine sahip olan 1k ise H.b. 10 (Adana) olarak tespit edilmistir.

5 IJ/Larva uygulama dozunda ise en yliksek etkinlik degerine sahip olan wk H.b. K
(H.b. 6 @ x H.b. 10 &) olarak bulunmus, ikinci en yiiksek etkinlik degerine sahip olan
irk ise H.b. 6 (Antalya) olarak tespit edilmis, H.b. L (H.b. 6 & x H.b. 10 Q) wrkinin bu
rk ile istatistiksel olarak ayni derecede etki gosterdigi saptanmis, en diisiik etkinlik

gosteren 1rk ise H.b. 10 (Adana) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Belirlenen uygulama dozlarinda ebeveyn ve hibrit wklarin
etkinliklerinin karsilastirilmasi1 (F=46.8872; df=19, 40; P=0.0001)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alisma EPN’ lerin hibritlenmesi yoluyla ebeveynlerine gére daha iistiin wklarin elde
edilmesi acisindan iilkemizde yapilan ilk calisma &zelligini tasimaktadir. Ulkemizde
daha onceden EPN’ ler ile ilgili olarak survey calismalari, ekolojilerinin belirlenmesi,
tiir teshisi ve bu nematodlarin ¢esitli zararlilar tizerindeki etkinliklerinin belirlenmesi
iizerine arastirmalar yapilmistir (Ozer ve ark. 1995, Kepenekgi ve ark. 1999, Kepenekgi
ve Susurluk 2000, Kepenekci ve Oztiirk 2001, Kepenekgi ve ark. 2002, Hazir 2002,
Hazir ve ark. 2003, Susurluk ve Toprak 2006, Gozel ve ark. 2007, Unlu ve ark. 2007,
Susurluk 2008b, Susurluk ve ark. 2009, Susurluk 2009, Armagan ve ark. 2010, Giines
ve Gozel 2011).

Hibritleme yoluyla olumsuz ¢evre kosullarina daha dayanikli yeni irklarin elde edilmesi
fikri ilk olarak Gaugler (1986) tarafindan ortaya konmustur. Diinya iizerinde H.
bacteriophora, H. megidis Poinar, Jackson ve Klein, 1987 (Rhabditida:
Heterorhabditidae) ve H. indica Poinar, Karunakar ve David, 1992 (Rhabditida:
Heterorhabditidae) ile  Steinernema  feltiae  Filipjev, 1934  (Rhabditida:
Steinernematidae) ve S. carpocapsae Weiser, 1955 (Rhabditida: Steinernematidae)’ nin
cesitli wrklartyla hibridizasyon ¢alismalar1 yapilmistir (Shapiro ve ark. 1997, Iraki ve
ark. 2000, Susurluk ve ark. 2001, Somasekhar ve ark. 2002, Strauch ve ark. 2004,
Ehlers ve ark. 2005, Bai ve Grewal 2007, Mukuka ve ark. 2010a,b,c,d, Salame ve ark.
2010).

Farkli iklim 6zelliklerine sahip olan bolgelerden elde edilen EPN’ ler yiiksek sicaklik,
su kaybi ve etkinlik oram1 gibi baz1 Ozellikler agisindan birbirinden farkliliklar
gosterebilmektedirler (Ehlers 2001, Hominick 2002, Susurluk ve ark. 2003). Ayrica
ayn1 EPN tiiriiniin farkli popiilasyonlar1 icerisinde dahi ¢evre kosullarina farklh tepkiler
veren bireyler de bulunmaktadir (Gaugler ve ark. 1989, Glazer ve ark. 1991, Tomalak
1994). Diger yandan entomopatojen nematod H. bacteriophora diinya iizerinde tropikal
ve kiy1 kesime yakin 1liman iklime sahip olan bdlgeler basta olmak iizere, sicak iklim
goriilen bolgelerden soguk iklim 6zelligi gosteren bolgelere kadar farkli iklim tipi
goriilen alanlarda yasayabilme yetenegine sahip bir tiirdiir (Mracek ve Jenser 1988,

Glare ve ark. 1993, Hominick ve ark. 1996, Constant ve ark. 1998, Griffin ve ark.
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1999). Calismada Tiirkiye’ nin 6 farkli ilinden daha dnceden izole edilmis olan 6 ayr1 H.
bacteriophora ki kullanilmig olup, bu wrklarin etkinlikleri belirlenmistir. Elde edilen
etkinlik verilerinin her bir ik igin istatistiksel agidan farkli degerlerde oldugu
goriilmiistiir. Ayrica wrklarin sahip oldugu etkinlik degerinin uygulama dozuyla dogru
orantili olarak artig gdsterdigi tespit edilmistir. Irklarmn sahip oldugu etkinlik degerinin
uygulama dozuyla paralel olarak artis gostermesi durumu daha 6nce Gonzalez-Ramirez
ve ark. (2000) ile Ebssa ve ark. (2001)’ nin yapmis oldugu ¢aligmalarda da goriilmiistiir.
Bu giine kadar H. bacteriophora ile ilgili yapilan hibridizasyon g¢alismalarinda farkl
cografik ve iklim Ozelliklerine sahip olan iilke ya da kitalardan izole edilmis olan H.
bacteriophora irklar1 kullanilmistir (Shapiro ve ark. 1997, Strauch ve ark. 2004, Ehlers
ve ark. 2005, Mukuka ve ark. 2010a,b,c,d). Yapilan bu caligmada ise Antalya,
Canakkale, Kirklareli, izmir, Sanhurfa ve Adana illerinden izole edilmis olan H.

bacteriophora irklari ile hibridizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Ebeveyn wklarin hibridizasyon sonucunda elde edilen olan yeni wklarin etkinlik
degerleri lzerindeki etkisinin tespit edilebilmesi amaciyla, etkinlikleri belirlenen
ebeveyn wrklarin igerisinden en diisiik etkinlik degerine sahip olan irk standart olarak
almmis, bu wrkin disi ve erkek bireyleri denemede ebeveyn olarak kullanilan diger
irklarin erkek ve disi bireyleriyle agar ortaminda ciftlestirilerek hibridizasyon islemi
yapilmistir. Hibridizasyon sonrasinda isleme giren tiim wrklarin agar ortaminda tiredigi

gozlemlenmistir.

Hibridizasyon islemindeki ana problem H. bacteriophora’ nin disi fenotipindeki
hermafrodit bireyleri ile eseyli lireme yetenegindeki disi bireylerini ayirt etmek, digeri
ise disi bireylerin sahip oldugu yumurtalarinin dollenip déllenmedigini anlayabilmektir.
Heterorhabditis spp. i¢in, infektif jivenil (IJ) bocege girdikten 5 ya da 6 giin sonra
erkek ve disi bireylerin olustugu goézlemlenmistir (Johnigk ve Ehlers 1999a). Diger
yandan H. bacteriophora, konuk¢u bocegi ancak 3. evresinde (IJ) penetre
edebilmektedir (Adams ve Nguyen 2002). Bu nedenle H. bacteriophora ile enfekte
edilmis bocegin disekte edilmesiyle elde edilen bu erkek ve disi bireyler ¢iftlesmeleri
icin baska bir bocege aktarildiginda giris yapamaz ve lireyemez. Bu sebeplerden dolay1

hibridizasyon islemi in vitro ortam kosullarinda gergeklestirilmis, hibritleme isleminde
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kullanilacak olan erkek ve disi bireyler in vitro sivi kiiltiir iiretiminden saglanmis, bu
bireyler c¢iftlesip {iremeleri i¢in in vitro kosullarda agar ortamina aktarilmistir.
Inokiilasyondan 10 giin sonra siv1 ortam kosullarinda hibridizasyonda kullanilacak olan
erkek ve disi bireyler gozlemlenmeye baslamistir. Bu silire Strauch ve ark. (1994)

yapmis oldugu bir ¢alisma ile de benzerlik gostermistir.

EPN’ lerin in vitro ortam kosullarinda tiretimi ilk olarak Glaser (1931) tarafindan
denenmis ancak o tarihte EPN’ lerin ortak yasam siirdiigii bakteriden haberdar
olunmamas1 yapilan ¢alismanin basarisiz olmasma neden olmustur. ilk olarak Stoll
(1952) Steinernema spp.” nin aksenik kiiltiir kosullarinda gelistirmeyi basarmustir.
Ancak kitle iiretim i¢cin ¢cok az miktarda IJ elde edilmis, ayrica kitle {iretim i¢in ortam
olarak kullanilan tavsan karacigerinde iiretim zor ve pahali bulunmustur. EPN’ lerin
simbiyont bakterisini ilk olarak Bovien (1937) S. feltiae’ nin bagirsak kisminda
gozlemlemis olmasina ragmen, Poinar ve Thomas (1966) S. carpocapsae’ nin
iremesinde simbiyont bakteri Xenorhabdus nematophilus’ un 6nemini kesfetmislerdir.
Bu kesif in vitro tiretim ¢alismalarinin temelini olusturmaktadir. Sonrasinda yapilan
calismalarda EPN’ ler ¢esitli agar ortamlarinda tiretilmistir (House ve ark. 1965, Wouts
1981, Dunphy ve Webster 1989). Agar ortaminda iiretimin ekonomik olmasi, liretim
siirecinin basarisiz olmasimi engellemek icin iiretim asamasmin belirli pargalara
ayrilabilmesi gibi 6zelliklerinden dolayi kiiciik tiretim alanlar1 i¢in avantaj saglamakta,
ancak genis capli liretimde yogun is giicii gerektirmesi, bulasma riskinin yiiksek olmasi
ve bu ortamda EPN' lerin diizenli dagilimmin engellenmesi gibi dezavantajlar1 da
beraberinde getirmektedir. Bununla beraber kati ortamda in vitro kitle iretim
glinlimiizde hala gelismekte olan iilkelerde siv1 kiiltiir calismalarma Onciiliilk etmektedir
(Bedding 1990, Ehlers ve ark. 2000). Agar ortammin EPN’ lerin genis capli
iiretilmesinde dogurdugu olumsuzluklarmn tistesinden gelmek i¢in sivi kiiltiirde iiretim
teknikleri gelistirilmistir. EPN’ lerin sivi1 kiiltiirde iiretimi i¢in ilk ¢alismay1 yapan Stoll
(1952) basarili olarak, tavsan karacigeri eksrakti iceren sivi ortamda yaklasik 400 1J/ml
miktarinda nematod elde etmistir. Ayrica Stoll (1952), nematod gelisimi i¢in optimal
sicaklik derecesinin 21-25 ° C oldugunu, 6.0-6.5 pH derecesinde optimal iireme
saglandigini tespit etmistir. Buecher ve Hansen (1971) s1vi ortamin bulundugu siselerin

icine steril hava kabarciklarinin havalandirmay1 sagladigini kesfetmislerdir. Bu kesif
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stvi ortamda kitle tiretimin kapilarmi agmistir. Sonrasinda yapilan calismalarla EPN’
lerin ticari boyutlarda kitlesel tiretimine olanak veren in vitro sivi kiiltiirde tiretim
teknikleri gelistirilmistir (Ehlers 2001). Giiniimiizde EPN’ ler E-Nema GmbH (www.e-

nema.de), Koppert B.V. (www.koppert.nl) ve Microbio Ltd (www.microbio-group.com)

firmalar1 tarafinan in vitro sivi ortamda, Bionema (www.bionema.se) ve Andermatt

Biocontrol (www.biocontrol.ch) in vitro kat:1 ortam kosullarinda ticari olarak

uretilmektedir (Ehlers 2001). Yirittiiglimiiz bu ¢alisma ile tilkemizde EPN’ ler in vitro
agar ortamu ve in Vitro sivi ortam kosullarinda ilk kez tiretilmis, {iretim seviyesi de ticari

boyuttaki degerlere ulagsmaistir.

Yapilan ¢alismalar hibridizasyon ile elde edilen wrklarin ebeveynlerine gore yiiksek
sicaklik, su kayb1 gibi cevresel stres kosullarina karsi daha toleransh oldugunu, bu
wrklarm bocek tlizerindeki etkinlik degeri, tireme kapasitesi, uygulandigi ortamdaki
kalicilig1 gibi 6zelliklerinin arttirilabildigini gdstermistir. Farkli iklim kosullarina adapte
olmus H. bacteriophora irklarmm sahip oldugu su kaybmna (=kurakliga) dayaniklilik
kalitimsal olarak yeni dollere aktarilabilmektedir (Strauch ve ark. 2004, Mukuka ve ark.
2010c,d). Ayrica sicakhiga dayaniklilik da kalitimsal bir 6zellik olup, hibridizasyon
calismalariyla yiiksek sicakliga toleransh wrklar elde edilebilmektedir (Shapiro ve ark.
1997, Ehlers ve ark. 2005, Mukuka ve ark. 2010a,c). Yine farkli irklarin hibritlenmesi
yoluyla H.bacteriophora’ nin konukgu bdcek tizerindeki etkinlik degeri, iireme
kapasitesi ve konukc¢uyu penetre etme yetenegi de arttirilabilmektedir (Mukuka ve ark.

2010D).

Yapilan ¢alismada hibridizasyon sonucu elde edilen toplam 10 wkin %70’ inin etkinlik
degerleri ebeveynlerine gore daha yiiksek oranda bulunmustur. Bu sonu¢ Mukuka ve
ark. (2010b) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile de benzerlik gostermistir. Ayrica etkinlik
iizerine ebeveyn olarak kullanilan erkek ve disi bireylerin farkl etkiler gosterdigi tespit
edilmis, yiiksek etkinlik degerine sahip olan hibrit wklarin %57.1° inde etkinlik
degerinin disi bireylerin etkisiyle artig gosterdigi, %42.9° unda ise erkek bireylerin

etkisi altinda kaldig1 belirlenmistir.

94


file:///H:/TEZ/YAZILAN/tüm/Tez_Son/www.e-nema.de
file:///H:/TEZ/YAZILAN/tüm/Tez_Son/www.e-nema.de
file:///H:/TEZ/YAZILAN/tüm/Tez_Son/www.koppert.nl
file:///H:/TEZ/YAZILAN/tüm/Tez_Son/www.microbio-group.com
file:///H:/TEZ/YAZILAN/tüm/Tez_Son/www.bionema.se
file:///H:/TEZ/YAZILAN/tüm/Tez_Son/www.biocontrol.ch

Ebeveyn ve bunlarin hibritlenmesiyle elde edilen hibrit irklarmn farkli uygulama
dozlarma farkli tepkiler verdigi goriilmiis, uygulama dozuyla paralel olarak etkinlik
degerlerinin de arttigi belirlenmistir. En diisiik uygulama dozunda (5 IJ/Larva) en
yiiksek etkinlik degerine sahip olan ebeveyn irk %60 oranla H.b. 876 (Canakkale)
olarak tespit edilmigken, en yiiksek etkinlik degerine sahip olan hibrit ik ise %83.33
oranla Hb. E (H.b. 6 9 x H.b. HIZ &) olarak bulunmustur. Yine ayni uygulama
dozunda en diisiik etkinlik degerine sahip olan ebeveyn ve hibrit wklar ise sirasiyla
%13,33 oranla H.b. 17 (Kirklareli) ve %26,67 oranla H.b. B (H.b. 1138 &' x H.b. 876 Q)

olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak bu c¢alismada EPN’ ler in vitro ortam kosullarinda iretilmis ve
hibridizasyon yoluyla ebeveynlerine gére daha iistiin etkinlik degerine Sahip olan
irklarin elde edilmesi saglanmistir. Diinya iizerinde hibridizasyon ile ilgili ¢ok az
calisgma olmasi, tlilkemizde ise in vitro iiretim ve hibridizasyon agisindan daha 6nce
yapilan hi¢gbir caligmanin bulunmamasi bu ¢alismanin 6nemini arttirmakta, bundan

sonra EPN’ ler ile yapilacak olan arastirmalara da katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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