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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ENTOMOPATOJEN PATOJEN NEMATOD Heterorhabitis bacteriophora’NIN
HIBRIT IRKI VE EBEVEYNI UZERINE FORMULASYON CALISMALARI

Biisra SADIC

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. ismail Alper SUSURLUK

Pestisitlerin bilingsiz ve yogun olarak kullanilmasi insan ve hayvan sagligimi tehdit
ederek dogada tahribata neden olmustur. Bu olumsuzluklarin ortaya ¢ikip fark
edilmesiyle birlikte tarimda kimyasal savasima alternatif yollar aranmaya baglanmig ve
tarimda siirdiiriilebilirlik biiyiik 6nem kazanmistir. Stirdiiriilebilir tarimin yapitasi olarak
goriilen “Entegre Zararli Yonetimi (IPM)” uygun olan tim miicadele yontemlerini ve
tekniklerini uyumlu bir sekilde kullanmasiyla zararli popiilasyon yogunluklarini
ekonomik zarar seviyesinin altinda tutan bir zararli yonetim sistemidir. Cevreye,
insanlara ve diger canlilara higbir toksik etkisi bulunmayan Biyolojik Miicadele ise [IPM
icerisinde kullanilabilecek en iyi alternatif miicadele yontemlerinden biridir. Biyolojik
miicadele kapsaminda zararli bdcek populasyonlarmin kontrol altinda tutulmasina
katkida bulunan entomopatojen nematodlar (EPN), toprakta dogal olarak bulunan en
onemli biyolojik miicadele ajanlarindan birisidir. EPN’lerin genis konukgu araligi, aktif
konuk¢u arama yetenekleri, bocek patojeni bakterisi - EPN arasindaki ortak uyum,
konuk¢uyu hizla 6ldiirme, in vitro kosullarda kolayca ve ¢ok sayida iiretilebilmesi ve
cevreye zararinin olmamast EPN’lerin son yillarda biyolojik miicadelede etkin olarak
kullanilmasimma olanak saglamistir. Biyolojik miicadele ajan1 olan nematodlarin
ticarilestirilmesi acisindan formiile edilmeleri ve kalite kontrolleri ¢ok onemli iki
unsurdur. Kitle {retimi yapilan nematodlarin  depolanmasi, tasinmast ve
uygulanabilirliginin kolaylig1 nedeniyle formiilasyon yapilmaktadir.

Onceki yillarda yapilan calismalarda Antalya ve Sanliurfa’dan elde edilen izolatlar ile
hibridizasyon c¢alismasi yapilmis ve bu ¢alisma sonucunda ebeveynlerinden daha {istiin
yetenekli HbH 1rki ortaya c¢ikarilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda ise hibrit irk HbH
ile ebeveyni Hb1138 izolatt misir nisastasi, pudra, misir unu, kitosan ve bu maddelerin
kombinasyonlar1 igerisine konularak formiile edilmeye calisilmistir. Sayimlar
sonucunda gruplarin ve irklarin arasindaki yasam orami karsilastirilmistir. Sonuglar
incelendiginde HbH hibrit irkinin 1138 izolatina gore c¢esitli maddeler igerisinde
istatistiksel olarak daha diislik 6liim oranlaria sahip oldugu belirlenmistir.



Anahtar kelimeler: Entomopatojen nematod, Heterorhabditis bacteriophora,
Formiilasyon, Kitosan, Nisasta.
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ABSTRACT

Master’s Thesis

INVESTIGATIONS ON FORMULATION OF HYBRID STRAIN AND ITS
PARENT OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE, Heterorhabditis bacteriophora
Biisra SADIC

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

Supervisor: Prof. Dr. I. Alper SUSURLUK

Excessive and improper use of pesticides is threating human and environment health
and has destructive effect on nature. Because of these negative effects, there is a search
for alternative control method and sustainable agricultural has gained importance. As a
primary component of sustainable agriculture, Integrated Pest Management (IPM) is
management system that combines all control methods together to decrease population
of pests. With low toxic effect on human and environment, Biological Control is one of
the most feasible and alternative control methods for IPM system. Entomopathogenic
nematodes (EPN) are natural biocontrol agents and provide effective control on soil-
borne insect pests. EPN have wide range of host spectrum, they have active host
seeking ability, a symbiotic bacteria, they can be mass produced under in vitro
conditions and they don’t have negative effects on environment. Considering these
positive factors, EPN has become an important biocontrol agent against soil-borne
pests. Formulation and quality control are two of the most importants factors on
commercialization of entomopathogenic nematodes as biocontrol agents. Aim of the
formulation is to faciliate storage, transport and application of the mass produced
nematodes.

In a prior study, a superior hybrid strain HbH was obtained from EPN isolates which
isolated from Antalya and Sanlrfa. In the present study, HbH and its parent Hb1138
mixed with corn starch, talk, corn flour, chitosan and their different combinations as a
formulation. Mortality ratios of strains and compounds were compared. Results of the
study showed that, mortality ratio of HbH was significantly lower than Hb1138 in
almost all compounds.

Keywords: Entomopathogenic nematode, Heterorhabditis bacteriophora, Formulation,
Chitosan, Starch

2017, IX+49 pages
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Mesleki gelisimimde engin bilgilerinden faydalandigim Uludag Universitesi Ziraat
Fakiiltesi’nin tiim hocalarina ve aragtirma gorevlilerine, Nematoloji Laboratuvarindaki
caligmalarim sirasinda ve tezimin yazim agamasinda benden yardimlarini esirgemeyen
Sayin Aras. Gor. Tufan Can ULU’ya, Nematoloji Laboratuvarinda onceki yillarda
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1.GIRiS

Tarimsal miicadele, ekonomik 6neme sahip bitkilerin hastalik, zararli ve yabanci otlarin
etkilerinden ekonomik ol¢iiler icinde korunarak, iiriin veriminin ve kalitesinin
arttirllmasidir (Delen ve ark. 2005). Hastaliklar, zararlilar ve yabanci otlar tarafindan
olusturulan kayiplar1 6nlemek amaciyla da degisik canli gruplarina karsi degisik
miicadele yontem ve teknikleri gelistirilmistir. Glinlimiizde kullanilan bu yontemler;
kiiltiirel Onlemler, fiziksel-mekaniksel miicadele, kimyasal miicadele, biyolojik
miicadele, biyoteknik miicadele ve entegre miicadele olarak siralanabilir (Uygun ve ark.
2015). Bu tarimsal savas yontemlerinin bazilarinin temelleri Antik Roma
uygarliklarinin yasadigi donemlerde atilmaya baslanmustir. Ilk olarak M.O. 2000’li
yillarda Sar1 Kiikiirt olarak bilinen Siilfiir taslarmin yakilarak ¢ikan dumanin insektisit
ozelligi oldugu rapor edilmis ve M.O. 100 yilinda Antik Yunan uygarliginda yasayan
Homer’in Odise (Odyssey) destaninda da yer almistir. M.O. 1200 yillarinda selektif
olmayan herbisitlerin kullanildig1 rapor edilmis ve M.O. 100’lerde yine Antik Roma
uygarliklarinin Helloborus spp. (Ranunculales: Ranunculaceae) (Diigilingigegigiller)’ye
ait bitkileri sicanlar, fareler ve bdceklerin miicadelesinde kullandiklar1 kaydedilmistir
(Fishel 2009). Biyolojik miicadele ilk olarak M.S. 300’lerde Cin’de insanlarin
kirmizimsi-sar1 renkli karincalar1 toplayip pamuklu turunggil dallarina ve filizlerine
salinmis daha sonra karincalarin normalden daha biiyiik oldugu ve karinca salinmayan
agaclarda biliylik zarar goriilmesiyle fark edilmistir (Tsao ve Gordon 1983). 1690°da
Titlin bitkisinden nikotin ekstrakte edilerek insektisit olarak kullanilmis, 1850-1860
yillar1 arasinda Bordo Bulamaci bag mildiydsiine karsi uygulanmis ve Arsenat ise
patates bocegini kontrol altina almak igin patates tarlalarinda kullanilmistir. 1873°de
laboratuvarda ilk defa DDT (Dichlorodiphenyltrichloroethane) tiretilmis ardindan 1907-
1911 willart arasinda endiistriyel pestisit olarak Arsenat’in {iretilmesi ve sonrasinda
DDT’nin bir¢ok bitki zararlilarina karsi etkili oldugunun anlasilmasiyla pestisitlerin

endiistriyel devri baglamistir (Fishel 2009).

Bir¢ok tilkede oldugu gibi iilkemizde de en yogun kullanilan yontem tarim ilaglarinin

yer aldig1 kimyasal savasimdir. Clinkii kimyasal savasim diger yontemlere oranla, kolay



uygulanabilir olmasi, daha yiiksek etkinlikte olmasi, daha hizli sonu¢ vermesi ve
piyasadan hemen temin edilmesi gibi 6zellikleriyle diger savagim yontemlerinden daha

fazla tercih edilmesine neden olmustur. (Uygun ve ark. 2010, Delen ve ark. 2015).

Kimyasal miicadele uygulamalar1 DDT ve benzeri sentetik organik pestisitlerin
kesfinden sonra {iriin kayiplarina neden olan etmenlerin miicadelesinde tek miicadele
yontemi olarak goriilmeye baslanmig ve bu siireci izleyen 50-60 yil igerisinde sentetik
organik ila¢ sanayi son yillarin en hizli gelisen endiistrisi haline gelerek hastalik, zararl
ve yabanci otlara karst kullanilmak {izere ¢ok farkli etken maddeler piyasaya
stiriilmiistiir. Ancak bu pestisitlerin bilingsiz ve yogun olarak kullanilmasi sonucu insan
ve hayvan saglhiginin tehdit edilmesi, gida maddelerinde ilag kalintilari, dogal dengenin
bozulma riski, zararlilarin diren¢ kazanmasi, hava, toprak, su kirliligi ortaya ¢ikmis ve
Rachel Carson 1962 yilinda Silent Spring (Sessiz Bahar) adli eserinde de bu sorunlara
dikkat ¢ekmistir (Susurluk ve Okten 2000, Tiryaki ve ark. 2010, Uygun ve ark. 2015,
Ulu ve ark. 2016). Ortaya ¢ikan bu ciddi sorunlar nedeniyle 1970’11 yillarin basindan
itibaren kimyasal miicadeleye alternatif aranmis ve tarimda stirdiiriilebilirlik biiyiik

Oonem kazanmistir.

Siirdiiriilebilir tarim, uzun donemde dogal kaynaklarin korunmasinin yani sira ¢evreye
zarar vermeyen tarimsal teknolojilerin kullanildig: bir tarimsal yapinin olusturulmasidir
(Turhan 2005). Siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda kimyasal miicadeleye alternatif
olarak biyolojik miicadele, entegre miicadele sistemleri ve biyoteknoloji zararh
yonetiminde onemli miicadele yontemlerindendir (Lewis ve ark. 1997). Siirdiiriilebilir
tarimin yapitas1 olarak goriilen Entegre Zararli Yonetimi (IPM), zararli tiirlerin
popiilasyon dinamikleri ve cevre ile iliskilerini dikkate alarak, uygun olan tiim
miicadele yontemlerini ve tekniklerini uyumlu bir sekilde kullanmasiyla zararli
popiilasyon yogunluklarini ekonomik zarar seviyesinin altinda tutan bir zararli yonetim
sistemidir (Peshin ve Zhang 2014). Bu miicadele yontemleri icerisinde kiiltiirel, fiziksel,
kimyasal, biyolojik ve biyoteknik miicadele yontemleri birlikte kullanilabilmektedir

(Ulu ve ark. 2016). Biyolojik miicadelenin ¢evreye ve insanlara karsi higbir toksik etkisi



yoktur. Bu sebeple giiniimiizde biyolojik miicadele IPM’in temelini olusturup, en ¢ok
tercih edilen alternatif miicadele yontemlerinden biridir (Gaugler ve ark. 1997, Susurluk

ve Okten 2000, Lomer ve ark. 2001, Armagan ve ark. 2010).

Biyolojik miicadele, ilk kez 1919 yilinda Smith tarafindan kullanilmis ve basit olarak
zararli poplilasyonlarii baski altina alma ve diizenleme olarak tanimlanmistir (Uygun
ve ark. 2010). Daha sonraki yillarda ise DeBach (1964) tarimda =zararlilarin
miicadelesinde canli organizmalarin insan faktori ile bilingli kullanimi sayesinde zararl
popiilasyon yogunlugunun baski altina alinarak daha diisiik seviyede tutulmasi olarak
tanimlanmistir. Biyolojik miicadele, “Uygulamali Biyolojik Miicadele ve Dogal
Biyolojik Miicadele” olarak iki ayr1 baslik altinda incelenmektedir. Uygulamali
biyolojik miicadele, dogal diismanlarin insan eli etkisi ile zararlilarin baski altina
alinmasidir. Dogal biyolojik miicadele ise insan eli degmeden dogal diismanlarin zararh
popiilasyonlarim1 kendiliginden olusan baskiyla kontrol altina almasidir (Van den Bosh
ve ark. 1982). Biyolojik miicadele yonteminde zararlilara karsi kullanilan her tiirlii
organizmaya ajan adi verilmektedir ve bu ajanlar arasinda aktif ve etkili bir bicimde

kullanilan gruplardan biri ise Entomopatojen Nematodlardir (EPN) (Gaugler 2002).

Ipliksi solucan olarak da bilinen Nematodlar, genel olarak uzun, ince, segmentsiz ve diiz
yapiya sahip mikroskobik canlilardir. Viicutlar1 ince deri ortiiyle kapli olan nematodlar
halkali goriiniime sahiptir ve bu halkalara anniil adi1 verilir. Uzunluklar1 0.2-10 mm,
genislikleri ise 0.02-0.1 mm arasinda cinslere ve tiirlere gore degisiklik gostermektedir.
Tarimmsal agidan 6nemli nematodlar bitki patojeni ve bdcek patojeni olmak iizere iki
grup altinda incelenmektedir. Bitki patojeni nematodlar 6zellikle bitkinin toprak alti
kisimlarinda zarara neden olurlar. Bocek patojeni nematodlar ise toprak altindaki

bocekleri hastalandirip 6ldiirme yetenegine sahiptirler.

Ilk entomopatojen nematod Aplectana kraussei (Steinernema kraussei), 1923 yilinda

Steiner, ikinci EPN Neoaplectana glaseri Steiner 1929 yilinda Glaser ve Fox tarafindan



bulunmustur (Glaser ve Fox 1930). Ancak o donemde sistematikte yasanan bazi
belirsizliklerden dolay1 Steiner bulunan bu EPN’leri Oxyuridae famiyasi igerisine
yerlestirmistir. Steinernema glaseri, ilk defa 1930 yillarinda larva dénemindeki Japon
Bocegi Popillia japonica (Coleoptera: Scarabidae)’ya karst uygulanmistir. 1955°te
Jaroslav Weiser’in Avrupa’da elma i¢ kurdu larvasindan Neoplactana carpocapsae’yi,
Dutky ve Hough’un ise Amerika’nin kuzeydogusunda elma i¢ kurdundan DD-136 1rkin1
elde etmesinden sonra entomopatojen nematodlarin hayat dongiisii ve patojenlikleri
hakkinda o6nemli c¢alismalar yapilmaya baslanmistir. 1965°te S. carpocapsae
kiiltiirleriyle morfolojik ve hibridizasyon caligmalar1 yapilarak S. carpocapsae’nin
Cekoslavakya 1rk1 ve Kuzey Amerikan DD-136 1rki karsilastirilarak bu iki irkin tlirdes
oldugu saptanmistir (Poinar 1967). Poinar’in yaptig1 incelemeler sonucu da 1976 yilinda
Heterorhabditis cinsine ait entomopatojen nematodlar kesfedilmistir (Poinar Jr. and

Grewal 2012).

Nematodlarin yer aldigi Nematoda subesi igerisinde birgok bodcek antagonisti
bulunmasina ragmen Rhabditidae familyasinin Heterorhabditis ve Steinernema cinsleri
icerisinde yer alan biyolojik miicadele ajanlar1 bitki korumada ¢ok onemli bir yere
sahiptir. Genom sekansi son zamanlarda tamamlanmis olan ve hayvansal genetik
caligmalarinda model olan Caenorhabditis elegans entomopatojen nematodlarla
yakindan ilgilidir (Riddle ve ark. 1997). Xenorhabdus ve Photorhabdus cinsine ait
bakteriler ve EPN’ler arasinda essiz mutualistik bir iligki bulunmaktadir. Bu simbiyont
bakteriler Entorobacteriaceaec familyasina aittir (Ehlers ve ark. 1988). Bu bakteri-

nematod kompleksi boceklerin biyolojik miicadelesinde kullanilmaktadir (Ehlers 1996).

Dauer (infektif) jiivenil (DJ, 1J, J3) biitiin Rhabtitid nematodlarin hayat dongiisiinde 6zel
bir gelisim donemidir. Almanca’da dayanikli anlamina gelen “Dauer” ilk defa Fuchs
(1915) tarafindan tanimlanmis ve EPN’lerin diger jiivenil donemlerinden farkli olarak
besin azligina, kotii cevresel sartlara dayanikli oldugu donemi belirtmek igin
kullanilmaktadir. 1J toprakta serbest olarak uzun siire yasayabilen ve ortama iyi

adaptasyon saglayan donemdir. Ayn1 zamanda 1J bagirsaginin 6n kisminda 200- 2000



simbiyont bakteri hiicresi tagimaktadir (Endo ve Nickle 1994). EPN’ler konukg¢usu
olacak boceklerin dogal acikliklarindan (agiz, aniis ve trake) veya dogrudan kiitikula
yoluyla hemosdl igerisine girerler (Peters ve Ehlers 1997). Hemolimf nematodlarin ve
EPN biinyesinde bulunan simbiyotik bakterilerin iiremesi i¢in optimal kosullar
saglamaktadir. Konuk¢usunun igine giren IJ’ler besin sinyalini algiladiginda
bagirsaklarinda bulunan simbiyont bakteri hiicrelerini bocegin hemosoliine birakirlar.
Hemolimf igerisinde iireyen bakteriler ayni zamanda metabolit ve toksin iireterek
konuk¢usunu kan zehirlemmesi yoluyla (septisemi) 2 giin i¢inde oldiiriirler (Simoes ve
Rosa 1996). Bakteri hizla ¢ogalarak nematodun iiremesi i¢in uygun kosullar olusturur
ve bu bakteri hiicreleriyle beslenen nematodlarin ergin olup liremeye devam ederler.
Konukgu igerisinde besin bitene kadar liremeye devam eden EPN’ler, besin bittiginde
jiveniller sinyal alarak IJ haline doniisiir, ardindan bagirsaginda bakteri ile birlikte

kadavrayi terk ederek yeni konuk¢u aramaya baslarlar (Popiel ve ark. 1989).

Benzer ozellikler gosteren iki bakteri cinsi Xenorhabdus ve Photorhabdus’ta ¢evre
kosullarma gore birinci ve ikinci faz goriilmektedir (Akhurst 1980). Ayrica intermediate
fazin da oldugu rapor edilmistir (Gerritsen ve Smits 1997). Birinci faz 1J’lerden ve
enfekteli larvalardan izole edilebilirken, ikinci faz da in vitro alt kiiltiir iretiminin
sonrasinda ve in vivo liretimde ise nematodun kadavrayi terk etmesinden sonra meydana
geldigi Dbelirtilmistir (Grunder 1997). Ikinci faza gecen bakterinin alt kiiltiirii
yapildiginda optimal sartlar bulunuyorsa, bakteri ikinci fazdan birinci faza geri

donebilir.

Bir¢ok yararli organizmanin yani sira nematodlar da biyolojik miicadelede kullanilan
canlilar arasinda yer almaktadir. Tarim ve ormancilik alanlarinda bir¢ok nematod;
bocekler, akarlar ve yumusakgalarla ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Poinar 1983,
Petersen 1985, Gaugler ve Kaya 1990, Bedding 1993, Wilson ve Gaugler 2000).
Gilinlimiizde 30’dan fazla nematod familyasinin bdcekler iizerinde parazit veya
boceklerle iliskili oldugu bilinmektedir (Nickle 1972, Poinar 1975, Kaya ve Stock

1997). Ayrica biyolojik miicadele ajam1 olan nematodlar sadece bodceklere karsi



kullanimla smurlt degildir. Phasmarhabditis hermaphrodita Schneider Rhabditidae
familyasi i¢inde yer alip biyolojik mollusit olarak gelistirildigi bilinmektedir (Glen ve
Wilson 1997, Wilson ve Gaugler 2000).

Entomopatojen nematodlarin (EPN) yeni tiirler ve popiilasyon dagilimlariyla ilgili bilgi
edinmek ve kesifler yapmak amaciyla diinya ¢apinda yiiriitiilen ¢alismalarda EPN’lerin
diizensiz dagilimma ragmen ekili ve ekilmemis her bolge topraginda bulunabildigi
tespit edilmistir (Hominick ve ark. 1996, Hominick 2002). Diinya iizerinde 49 iilke
topraklarinda bulundugu belirtilen {ilkeler: Avrupa’da 19, Asya’da 9, Kuzey
Amerika’dan 3, Orta Amerika ve Karayipler’den 7, Giiney Amerika’dan 8 ve

Afrika’dan 3’tiir (Stock 2005).

Ozellikle toprak alt1 zararhilarina kars1 kullamlan EPN’ler in vivo ortamda iiretildikleri
gibi in vitro ortamda da kitle {iretimleri yapilabilmektedir. /n vitro ortamda ilk olarak
Glaser 1931 yilinda S. glaseri’yi petri kabr igerisinde farkli agar ortamlarinda tiretmeyi
basarmistir (House ve ark. 1965, Wouts 1981, Dunphy ve Webster 1989). In vitro sivi
kiiltlirde tiretim ise 1952 yilinda Stoll tarafindan ¢ig karaciger ekstraktlarinin bulundugu
calkalanan flasklar igerisinde yapilmis ancak 1982 yilinda biyoreaktorlerle sivi ortamda
kitle tiretim yapilmaya baslanmistir. Sivi kiiltiir ortami, kat1 kiiltiirden ¢ok daha fazla
nematod iliremesini sagladigindan giiniimiizde kitle tiretim yapan firmalar biyoreaktorler

icerisinde monoksenik siv1 kiiltiir ortaminda tiretim yapmaktadirlar.

Biyolojik miicadele ajan1 olan nematodlarin ticarilestirilmesi agisindan formiile
edilmeleri ve kalite kontrolleri ¢ok o©Onemli iki unsurdur. Kitle iiretimi yapilan
nematodlar depolanmasi, tasinmasi ve uygulanabilirliginin kolaylig1 nedeniyle
formiilasyon yapilmaktadir. Avrupa’da kitle liretim yapan firmalar, ticari olarak EPN
formiilasyonlar1 olusturup satmaktadirlar (Grewal ve Peters 2005). Ancak iilkemizde
EPN {iretim ve formiilasyonu yapilmamasindan dolay: ticari formiilasyon iirlinleri ithal

edilmek mecburiyetindedir. Uriinlerin ithal edilmesi fiyat: fazlasiyla arttirip iireticilerin



alim giiclinii diistirmekte ve bu {irlinlerin genis tarim alanlarma uygulanabilirligini

azaltmaktadir.

Bu tez caligmasi kapsaminda enfeksiyon yetenegi yiiksek hibrit Heterorhabditis
bacteriophora HbH 1wrki ve HbH’nin ebeveynlerinden biri olan H. bacteriophora
Hb1138 izolatinin 1J’leri, tasiyict madde olarak belirlenen maliyeti uygun maddelerle
kanistirilmistir. Formiilasyona karistirilan 1J’lerin hayatta kalma oranlar takip edilerek
etkin biyolojik miicadele ajan1 olan EPN’lerin daha uygun maliyetle formiile edilmeleri,
tireticiler tarafindan ulagilabilir olmasi ve siirdiiriilebilir tarim agisindan daha genis

alanlara uygulanabilmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kaya ve ark. (1987) entomojen nematod Steinernema feltiae, domates tohumu igeren bir
aljinat matris i¢ine kapsiillenmistir. Bu kapsiiller, % 0.8 agar {lizerine yerlestirilmis, 7
giinde tohum ¢imlenmeye baglamis ve nematodlarin % 20'si kapsiillerden kagmisken,
tohum kullanilmayan kapsiillerden sadece % 0.1'1 kagmistir. Sterilize edilmis veya
edilmemis topraga bir tohum ve nematod igceren kapsiil ekildiginde, nematodlar Galleria
mellonella larvalarin1 enfekte etmek icin kagmislardir. Kapsiil basina 274 nematod
iceren kapsiillerdeki tohum sterilize edilmemis topraga ekildikten 1 hafta sonra Galleria
mellonella 6liim oraninin % 90 oldugu goriilmiistiir. Galleria mellonella 5liim oraninin
ekim sonrast 2,4 ve 8 haftada sirastyla 27%, 23% ve 0% oldugu saptanmistir. Sterilize
edilmis topraktaki G. mellonella 6liim oran1 % 96 olmus ve 1 hafta icerisinde sterilize
edilmemis topraklardan anlamli olarak farklilik gostermezken, sterilize edilmis
topraktaki G. mellonella 6liim orani, 2 haftada (% 81) ve 4 haftada (% 51) sterilize
edilmemis topraklardaki orandan belirgin olarak daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Sadece nematod iceren kapsiiller kullanildiginda, G. mellonella mortalitesi ekimden 1
hafta sonra steril toprakta % 71 ve ekimden 2, 4 ve 8 hafta sonra sirasiyla % 58, % 33
ve % 12 olarak bulunmustur. Sterilize edilmemis toprakta, sadece kapsiillenmis
nematodlar kullanildiginda G. mellonella oram1 1,2,4 ve 8 hafta sonra sirasiyla 8%,

30%, 21%, ve 28% olarak belirlenmistir.

Grewal (2000)’in yaptig1 anhidrobiyotik arastirmada; anhidrobiyoz, biyolojik
miicadelede kullanilan entomopatojenik nematodlarin depolama stabilitesinin elde
edilmesinde Onemli bir ara¢ olarak diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada, 5 ve 25 °C'de ii¢
entomopatojenik nematod Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae ve
Steinernema riobrave'nin Infektif juvenillerin (IJs) patojenitesi ve omiir uzunlugu
izerine anhidrobiyozun etkileri arastirildi. Anhidrobiyotik 1J'lerin hayatta kalma ve
patojenitesi, su igerisinde depolanan farkli periyotlarda ki kurutulmamis IJ'lerle
karsilastirildi. Anhidrobiyoz ile suda depolanan [J'lere kiyasla 25 © C'de S. riobrave'r
Omriini yaklasik 1 ay, S. carpocapsae 1Js'in dmriinii yaklagik 3 ay arttirmistir. Ancak
Kurakliga maruz birakilan 5°C'deki ii¢ tiiriin hepsinin ve 25 °C'de ise S.feltiaemin

omriinii azaltmistir. Bu sonuglar, S. carpocapsaemin % 90 iizerinde 1J sag kalimi ile



WG'de 5°C'de 9 ay ve 25 ° C'de 5 aylik raf dmriiniin oldugunu ortaya koymaktadir. S.
feltiae’de , WG'de 5 °C'de 5 ayda ve 25°C'de ise 2 ayda %90'n iizerinde sag kalim
meydana geldi. Steinernema riobrave, 25 ° C'de sadece 1 ay boyunca hayatta kalim %
90'mm {izerindeydi ve 5 ° C'de 1 ay icinde hayatta kalma oran1 % 85'in altina diismiistiir.
WG'de anhidrobiyoz indiiksiyonu sirasiyla S. carpocapsae, S. feltiae ve S. riobrave
[J'leri tarafindan oksijen tiikketiminde % 85, 79 ve % 76'lik bir azalma ile sonuglanmistir.
25°C sudaki tig tiir arasindaki 1J omiir farkliliklar1 hem baglangigtaki lipid icerigi hem
de lipid kullanim oran ile iliskili oldugu diisiiniiliirken, ancak 5 ° C'de iligkili degildir.
Birebir enfeksiyon biyotahlilleri, kurutmanin, IJ ve / veya simbiyotik bakterileri
tizerinde zararli bir etki yapmadigimi diisiindliren herhangi bir nematod tiiriinde
patojenite iizerinde olumsuz bir etkisi olmadigini gostermistir. Tiirlerin 1J Omiir
farkliliklar1 ve farkli sicaklilarda kurakliga dayanimda sag kalim, sicaklik uyumu ve

beslenme stratejiisi ile iliskili olarak tartigilmigtir.

Navon ve ark. (2002) Spodoptera littoralis ve Helicoverpa armigera larvalarina karsi
Kalsiyum Aljinat entomopatojen nematod formiilasyonunu gelistirmislerdir. Jel
icerisine 1000 1J/g oraninda Steinernema carpocapsae (ALL strain) 1J’leri konulmus ve
24 saat sonra iki bocegin 4. donem larvalarina karsi kullanilmistir. Her iki bocek
larvalarinda da %100 6lim goriilmiistiir. H. armigera’nin 2. ve 5. dénem larvalarina, S.
littoralis’in 3. ve 6. donem larvalarina yine formiilasyondan alinan S. carpocapsae
[J’leri inokiile edilmis ve %70-100 oraninda Sliim oldugu tespit edilmistir. Olgun
larvalarin nematodlara karsi daha az duyarli oldugu goriilmiistiir. Ayn1 formiilasyon
icerisine 250 1J/g dozu hazirlandiginda larvalarin 6liim oraninin azaldig kaydedilmistir.
Gelistirilen bu formiilasyondan 500 1J/g dozunda jel diskleri hazirlanmis ve serada (28
°C) bulunan pamuk bitkileri {izerine S. /ittoralis larvalar1 ile miicadele etmek ig¢in
astlmistir. S. feltiae (IS-7)’nin seradaki larvalar iizerindeki 6liim orami %89 + 12.7
olmus ve pamuk bitkisinin yapraklar1 zararlinin etkisinden korunmustur. Kontrolde ise
larva olimii %3 oraninda olmus ve bitkiler tamamen zararlinin etkisiyle tahrip

olmustur. Bu formiilasyonunun zararlilara kars1 koruyucu oldugu tartisiimaktadir.



Umamahaeswari ve ark. (2005) Steinernema glaseri, S. siamkayai ve Heterorhabditis
indica aljinat jel kapsiilleri i¢inde formiile edilmis ve 5 ve 25 °C’de depolanmustir. S.
glaseri 5 °C’de 4 hafta boyunca %100 canliligin1 korumus, 24 hafta boyunca da
yasamistir. S. siamkayai 5 °C’de 22 hafta, 25 °C’de 14 hafta yasamistir. H. indica ise 5
ve 25 °C’de 2 hafta boyunca canli kalabilmistir.

Ganguly ve ark. (2008) yeni gelistirilen ve patenti alman Nemagel® formiilasyonu
Hindistan’a 0zgli tlir olan Steinernema thermophilum 1J’leri ile karistirilarak
nematodlarin  yasam  siliresi  incelenmistir. Nemagel® icerisindeki  nematod
konsantrasyonu 1x10° 1J/g olarak ayarlanmistir. Nemagel® icerisinde 30 °C’de 16 hafta
sonra hayatta kalma oram1 %86, 24 hafta sonra ise %50 olmustur. Formiile edilen
nematodlar 35 ve 40 °C’de sirasiyla 16 ve 8 hafta boyunca %50 oraninda aktif olarak
yasamaktadir. Kontrolde ise 1J’ler 30, 35 ve 40 °C’de sirasiyla 16, 6 ve 4 hafta
yasamislardir. Nemagel® kontrole gore istatistiksel olarak daha iyi oldugu, nematodlarin

yiiksek sicakliklarda bile raf dmriiniin uzadig1 saptanmaistir.

Andolo ve ark. (2010), entomopatojen nematodlarin laboratuvar kosullarinda yasama
siiresinin diisiik olmasi nedeniyle EPN’lerin depolanmasi amaciyla tasiyict madde
denemeleri kurmuslardir. Heterorhabditis sp. ve Steinernema carpocapsae All
nematodlart 3000 1J/ ml olarak hazirlanmis ve tasityici madde olarak (humuslu toprak,
ince kum, kaba kum, kopiik, kil, fenolik kdpiik, agar, misir nisastasi, Plantmax® )
secilen substratlarin icerisine, EPN+madde karisimi ise 5 cm’lik petri kabimna
konulmustur. Petri kaplar1 16 °C’ye ayarli etiiv igerisine yerlestirilip 1J’lerin hayatta
kalma oranlar1 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giin sonra degerlendirilmistir. 180 giin sonra
en yiksek yasama oran1 S. carpocapsae’nin kopik grubunda %57.5 olarak
belirlenirken, kilde %28.4, Plantmax®’ta %9.3 ve fenolik kopiikte %11 oraninda
olmustur. Heterorhabditis sp.’de ise 180 giin sonra en yiiksek oran %53.1 kaba kumda
ve %50.6 ile ince kumda goriilmiistiir. En diisiik oran ise Agar (%19.3), fenolik kopiik
(%11.6) ve Plantmax” (%10.7) gruplarinda oldugu belirlenmistir. IJ’lerin formiilasyonu

i¢in en yliksek orana sahip substratlarin kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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Divya ve ark. (2011) boceklerle savasimda basarili olarak kullanilan Heterorhabditis
indica’nin formiilasyonu ve depolanmasinda maksimum hayatta kalan bireyi saglamak
icin optimum kosullar1 saglamislardir. Laboratuvarda 6 farkli yeni formiilasyon (testere
talasi, hidrojel, hindistan cevizi lifi, pudra, siinger ve su) gelistirilmis ve bu formiilasyon
gruplar1 27 + 2 °C’de bekletilmistir. Formiilasyonlarda bekleyen nematodlarin etkinligi
ise Pamuk Yesil Kurdu Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) iizerinde
degerlendirilmistir. 5. haftaya kadar en yiiksek hayatta kalma orami talagta %95,
hidrojelde ise %85’tir. Hindistan cevizi lifinde %80, pudrada %75, suda %70, siingerde
ise %65 oraninda yasayan birey oldugu tespit edilmistir. 75 giin sonra en yliksek yasam
%65 oranla hidrojelde olurken talasta bu oran %15 olarak belirlenmistir. 48 saat
boyunca formiilasyon maddeleri i¢inde tutulan ve 100 1J/larva inokulasyonu yapilan H.
armigera larvalar iizerinde H. indica’nin patojenitesi hidrojelde %85, talasta ise %70

olarak bulunmustur.

Hegazi ve ark. (2012) Misir iilke topraklarindan izole edilen, boceklere karsi etkin
olarak kulanilan iki adet Heterorhabditis spp. N169 ve N195 irkinin oda sicakliginda
(23 £2 °C) formiilasyon c¢aligsmalarini yiiriitmiislerdir. Kullandiklar1 nematod irklarinin
[J’lerini vermikiilit ve kalsiyum aljinat maddeleri ile formiile etmisler ve her hafta sayim
gerceklestirmislerdir. 10 hafta sonunda en yiiksek yasam oran1 N195 irkinda %44.48
oranla kalsiyum aljinat graniillerinde olurken en diisilk yasam orani ise yine N195
irkinda %13.99 oraninda oldugu bulunmustur. Yapilan arastirmaya gore kalsiyum
aljinat graniilleri formiilasyon i¢in daha uygun oldugu goriilmektedir, ancak EPN ticari
formiilasyon calismalarinin gelistirilmesi i¢in caligmalarin devam etmesi gerektigini

belirtmislerdir.

Hussein ve Abdel-Aty (2012) ticari biyopestisit olarak EPN {ireten firmalarin EPN
formiilasyonlarini siingerden baslayip graniil formiilasyona kadar gelistirildigini ve bazi
oda sicakliginda yapilacak formiilasyonlarin mikroorganizmalarla bulagma, kullanim
kolayligi ve EPN’lerin 6liim oranlar1 hakkinda biiyiik sorunlar i¢erdigini belirtmislerdir.

Hussein ve Abdel-Aty bu calismada hidrojel, kaolin, kalsiyum aljinat ile iki fakli yerli
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ik olan H. bacteriophora (BA-1) ve S. carpocapsae (BA-2) irkin1 oda sicakliginda
formiile etmeyi hedeflemislerdir. En diisiik 6liim oran1 10 giin icerisinde BA2 irkinda
%35 ve BAI wrkinda ise %12.1 olarak belirlenmistir. Fakat sonraki 6 hafta boyunca ani
Oliimler yasanmis ve H. bacteriophora’nin S. carpocapsae’den daha fazla 61diigii tespit

edilmistir.

Giiclii ve Hazir (2012)’1n entomopatojen nematodlarin alternatif depolanmasi {izerine
yiiriittiikleri bir ¢aligmada Tetrapak meyve suyu kutularinin EPN’ler iizerindeki etkileri
incelenmistir. Bu denemede laboratuvarlarda EPN’lerin depolanmasi ic¢in kullanilan
doku kiiltiirii flasklar ve Tetrapak kutularin igerisinde bulunan IJ’lerin yasama oranlari
karsilastirilmistir. /n vivo tiretimi yapilan H. bacteriophora 09-48 Tiirkiye izolat1 saf su
icerisine 2000 IJ/ ml EPN+saf su siispansiyonu hazirlanmistir. 600 ml hacmi olan
flasklar icerisine 100 ml, 1000 ml’lik Tetrapak kutularin icerisine ise 200 ml hazirlanan
stispansiyondan konulmustur. Deneme i¢in hazirlanan flask ve kutular 10 ve 15 ° C’ye
yerlestirilmis ve 11 ay boyunca sayimi yapilmistir. 10 °C’de Tetrapak kutularda %98.2,
flasklarda ise %98.9 oraninda yasayan birey bulunurken; 15 °C’de Tetrapak kutularda
%96.8, flasklarda ise %96.5 oraninda yasayan birey olmustur. Caligma sonucunda iki
farkli depolama kutusu arasindaki farkin istatistiksel olarak farkli olmadigi

belirtilmistir.

Kim ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, EPN’lerin pahali ve raf omiirlerinin
kisa olmas1 nedeniyle tarimda yaygin olarak kullanilamamasi sorunlar1 ele alinmis ve
EPN’ler kalsiyum aljinat jel kapsiilleri igerisine alinarak formiilasyon denemeleri
yapilmistir. Bu denemede Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) 1J’leri kullanilmistir.
Olusturulan bu kapsiillerden EPN’ler birka¢ giin igerisinde kapsiil dismma salinim
yapmaktadir. Aljinat kapsiilleri farkli sertlik derecesinde ve farkli sicakliklarda
tretilmistir. +4 °C’de hazirlanan ve kabuk derecesi sert olan kalsiyum aljinat
kapsiillerinde salimm +4 °C’de hazirlanan diger kapsiillere gore %40 oraninda
yavaslamistir. Olusturulan bu kapstiller EPN’lerin toprak igerisinde yavas salinim

yaparak kaliciligini arttirmak i¢in yararli olacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada kullamlan Heterorhabditis bacteriophora izolat ve Irki

Calismada Hb1138 izolat1 ve HbH 1rki olmak {izere iki farkli EPN kullanilmistir.
Hb1138 izolat1 Antalya ili topraklarindan izole edilmis ve molekiiler olarak PCR-RFLP
yontemi ile teshis edilmis yabani bir irktir. HbH 1rki ise 2012 yilinda laboratuvarimizda
gerceklestirilen “EPN hibridizasyon” calismast kapsaminda iki farkli ilin izolatlarinin
hibritlenmesinden meydana gelmistir. Sanliurfa’dan izole edilen Hb4 izolatinin disisi
ve Antalya’dan izole edilen Hb1138 izolatinin erkegi hibritlenerek HbH 1rki elde

edilmistir. Laboratuvarimizda bu kiiltiirlerin devami saglikli olarak siirdiiriilmektedir.

Cizelge 3.1. Kullanilan H. bacteriophora 1irki ve ebeveynleri

Ebeveyn Irklar Hibrit Irk
Hb.4 @ x Hb.1138 & HbH

3.1.2. Galleria mellonella Larvalan

Petek giivesi veya biliyiikk balmumu gilivesi olarak bilinen, ar1 kovanlarinda bulunan
peteklere onemli oranda zarar veren Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)
larvalari, EPN’lerin in vivo liretiminde de genellikle tercih edilmektedir. Genel olarak
laboratuvar sartlarinda yetistirilmesinin kolay olmasi, larvalarinin iri olmasi1 ve EPN’
lere karst duyarhilik gostermesi nedeniyle EPN ile ilgili yapilan ¢alismalarda biiyiik bal
mumu giivesi G. mellonella’ nin son donem larvalar1 (4. donem) kullanilmaktadir
(Woodring ve Kaya 1988, Ehlers 1996, Shapiro-Ilan ve Gaugler 2002).

Laboratuvarimizda G. mellonella yetistiriciligi saglikli olarak siirdiiriilmektedir.
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Sekil 3.1. Besinden ayiklanmis Galleria mellonella larvalari.

3.1.3. Denemede Kullanilan Cihazlar

Yapilan denemelerde hassas terazi (Radwag WPS 3100/c/1), 1sitmali etiiv (Thermal),
isitmali-sogutmali etiiv (Niive ES 500), manyetik karistirict (1siticili) (Biosan MSH
300), buzdolab1 (Beko), otoklav (Niive OT 32), saf su cihazi (Elektro.mag M3),
bilgisayar, invert mikroskop (Leica DM IL LED), dijital mikroskop kamerasi (Leica
DFC 295) ve stereo mikroskop (Leica S8 APO) kullanilmustir.

3.1.4. Kimyasal Malzemeler, Besin ve Formiilasyon Maddeleri

Heterorhabditis bacteriophora irklarinin in vivo iiretimi, G. mellonella larvalarmin
besini ve formiilasyon denemelerinde NaCl, KCl, CaCl2 x 2 H20, NaHCO3, gliserin,
bal, kepek, soya unu, misir unu, siit tozu, maya, misir nisastasi, pudra, kitosan

kullanilmastir.
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Sekil 3.2. Formiilasyonda kullanilan maddeler.

3.2. Yontem

3.2.1. Galleria mellonella’min Laboratuvarda Yetistirilmesi

Denemede G. mellonella larvalarinin son donem larvalar1 kullanilmig ve bu larvalar 1
litrelik cam kavanozlardaki suni yem igerisinde iiretilmistir. Larvalarin beslendigi suni
yem 200 g bal, 200 g gliserin, 50 g maya, 100 g siit tozu, 100 g soya unu, 150 g misir
unu ve 200 g kepekten olugmaktadir (Wiesner, 1993). Cam kavanozlar igerisine
hazirlanan suni yemden bir miktar konulmus ve G. mellonella yumurtalarinin
bulundugu filtre kagidi yem tlizerine dikkatlice yerlestirilmistir. Yumurtalarin bulundugu
kavanozlar tizeri delikli tel ortii ile kapatilarak, 30+2 °C’ye ayarlanmis 1sitmali etiiv
(Thermal) igerisine konulmustur. G. mellonella’larin yumurta birakmalart i¢in optimum
sicakligin 30 °C oldugu bildirilmis olup daha diisiik sicakliklarda metabolizmanin gozle
goriiliir sekilde yavasladigi ve birakilan yumurta sayisinda diisme goriildiigii, daha
yiiksek sicakliklarda ise 3 giin igerisinde yumurtlama oraninin yiiksek oldugu ancak
Oomiirlerinin kisaldigi ve oOliimlerin arttif1 tespit edilmistir (Marston ve ark. 1973).
Yumurtadan ¢ikan bireyler yem igerisine girerek 30 °C’de yaklasik 4 haftada olgun
larva haline gelmislerdir. Bu kavanozlardaki besin igerisinden tez denemesi kapsaminda
yeterli miktarda son dénem larva ayiklanip, denemede kullanilacak EPN’lerin {iretimi
icin ayrilmistir. Geri kalan larvalar ergin oldugunda tel ortii iizerine filtre kagidi
yerlestirilerek erginlerin yumurtalarini birakmalari i¢in ortam hazirlanmistir. Boylelikle
G. mellonella larvalarmin diizenli beslemesi yapilarak laboratuvarda saglikli kiiltiir

iiretimi ve devamlilig1 saglanmustir.
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Sekil 3.3. Besin icerisinde bulunan Galleria mellonella larvalart.

Sekil 3.4. Etiiv icerisinde Galleria mellonella yetistirme kavanozlari.

16



Sekil 3.5. Galleria mellonella yetistirme kavanozu.

3.2.2. Heterorhabditis bacteriophora Irklarimin In vivo Uretimi
3.2.2.1. Enfeksiyon

Antalya Ilinden izole edilen Hb1138 izolatin tiir teshisi yapilmis ve hibridizasyon
sonucu elde edilen HbH 1rkinin kiiltiirleri diizenli olarak kontrol edilmistir. +4 °C’de
buzdolabinda oksijen aligverigini saglayabilen 6zel kapakli flasklar icerisinde Ringer
soliisyonu ile birlikte depolanan bu kiiltiirlerin laboratuvarda devamliligin1 saglamak
amaciyla in vivo iiretim yontemi kullanilarak 2 ayda bir kiiltiir yenilemesi yapilmistir.
Ringer soliisyonu depolama siliresi boyunca mikroorganizma  gelisimini

engellemektedir.

Cizelge 3.2. Ringer soliisyonu igerigi

Kimyasal Madde Ad1 Miktar (g)
NacCl 9.00
KCl1 0.42
CaClx 2 H20 0.37
NaHCO3 0.20
Saf Su 1000
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Sekil 3.6. +4 °C’de depolanan EPN flasklari

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

sekilde mikropipet yardimiyla inokulasyon yapilmistir.

e

Sekil 3.7. G. mellonella larvasi iizerine 1J inokulasyonu
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Sekil 3.8. Enfeksiyon yapilmig 24°liik Well kaplari

Kapag1 kapatilan Plate’lerin igerisinde nem kaybinin engellemesi i¢in kabin gevresine

parafilm sarilmis ve etiiv icerisinde 26°C’de 4 giin inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2.2. White Trap Diizeneginin Kurulmasi

Enfeksiyon asamasmin gerceklestirildigi Well Plate’ler 4. giiniin sonunda etiivden
cikarilmis ve bir kiivet igerisine dikkatlice bosaltilmistir. Kum igerisinde bulunan
nematod ile enfekteli larvalar (kadavralar) bir pens yardimiyla patlamamasina dikkat
edilerek beher igerisine alinmis ve Ringer soliisyonu ile de kadavra iizerine yapisan kum
taneciklerinden armdirilmistir. Denemelerde kullanilan EPN tiirleri H. bacteriophora
izolat1 ve irki oldugundan kum igerisinden ¢ikarilan kadavralar kirmizi-bordo renkli

olarak goziikmektedir.

19



Sekil 3.9. Enfekteli Galleria mellonella larvalari

Kumdan arindirilan kadavralar White Trap diizenegine alinmistir (White, 1927). White
Trap kurulurken 6 ve 15 cm ¢apinda cam petri kaplar1 kullanilmistir. 6 cm ¢apindaki
petri kabimin kapagi, 15 cm’lik petri kabinin igerisine yerlestirilmis ve iizerine yine 6
cm ¢apimnda Whatman filtre kagidi konulmustur. Ringer soliisyonu ile iyice 1slatilan
Whatman kagidinin altinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek 15 cm
capindaki petri kabinin da ylizeyi kaplanacak sekilde Ringer soliisyonu konulmustur.
Nemlendirilmis Whatman kagidi {izerine kumdan arindirilmis kadavralar dikkatlice
dizilmis ve petri kab1 kapatilip iizeri etiketlenerek 14 giin boyunca oda sicakliginda ve

karanlik ortamda bekletilmistir.
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Sekil 3.10. White Trap’e alinmis kadavralar

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

kadavralan terk ederek Ringer soliisyonunda birikmislerdir.

Sekil 3.11. Kadavralardan ¢ikmis olan 1J’ler

Ringer soliisyonuna biriken yeni jenerasyon IJ’ler Pastor Pipeti yardimiyla flasklara

konulup +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.3. Formiilasyon ¢calismalari
3.2.3.1. Maddelerin Hazirlanmasi

Formiilasyon ¢alismalar1 6 kuyucuklu Well kab1t (¢ap1 3,5 cm ve 2 cm derinliginde)
igerisinde 24 °C sicaklikta gercgeklestirilmistir. Her irkin bir madde grubu ig¢in Well
kabinin 3 kuyucugu kullanilmistir. Tek maddelerin bulundugu formiilasyon gruplarinda
(nigasta, pudra, kitosan, misir unu) maddeler hassas terazi iizerinde 1 g, ikili madde
kombinasyonlar1 olan deneme gruplarinda maddeler 0,5 g + 0,5 g ( Nisasta+Pudra,
Nisasta+Misir Unu, Misir Unu+Nisasta) ve ti¢lii kombinasyon grubunda ise maddeler
0,33 g+ 0,33 g+ 0,33 g (NisastatPudra+Misir Unu) tartilarak biitiin gruplarin toplam 1
g olmasi saglanmistir. Tartim1 yapilan her deneme grubu 9 cm’lik petri kutularina ayri

ayr1 konulmustur.

Sekil 3.12. Formiilasyonlarin konuldugu 6 kuyucuklu Well kab1
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Sekil 3.13. Formiilasyon maddelerinin hassas terazi iizerinde tartimi1

3.2.3.2. Hb1138 izolat: ve HbH Irkinin Deneme I¢in Hazirlanmasi

Denemelere baslamadan 6nce +4 °C’de saklanan irklar buzdolabindan ¢ikartilarak 2 saat
boyunca oda sicakligina adapte olmalar1 i¢in bekletilmistir. 2 saat sonrasinda flasklar
i¢inde bulunan IJ+Ringer soliisyonundan 4 adet 10 pl’lik 6rnek ¢ekilerek sayim kabina
konulmustur. Sayim kab1 24 adet biiyiik karelerden her bir biiyiik kare icerisinde ise 16
kiigiikk  karecikten olusmaktadir. Flasklar icerisinde toplam nematod miktart
belirlendikten sonra delikleri 20 pm (500 mesh) olan mikro tiillerden siiziilmiistiir.
Daha sonra 3000 1J/ 200 ul olacak sekilde saf su ile yeni Hb1138 ve HbH soliisyonu
hazirlanmistir. Yeni hazirlanan soliisyonla birlikte 1J’lerin kuru formiilasyon maddeleri
icerisinde topaklanmasinin oniine ge¢ilmis ve bu maddenin her yerine homojen dagilim

gostermesi saglanmigtir.
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Sekil 3.15. Erlenler i¢ine hazirlanmig IJ+saf su soliisyonu

3.2.3.3. Nematodlar ve Maddelerin Karisiminin Yapilmasi

Ayri ayr tartimi yapilip tek tek petri kutularina konan her 1 g madde tizerine 200 pL
[J+saf su soliisyonundan konularak 1 gramlik madde ile iyice karigsmasi saglanmistir.
[J’lerin saf su ile konulmasi formiilasyon ortaminin %20 nemli olmasimni ve EPN’lerin

homojen olarak dagilmasini saglamistir.
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Sekil 3.18. Soliisyon ve fomiilasyon maddelerinin karistiriimasi
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Petri kutusunda 1J ve madde karisim1 yapildiktan hemen sonra her bir petri kutusundaki
karistm 6’1 Well kabinin bir kuyusuna bosaltilmigtir.  Biitiin gruplar tamamen
kuyucuklara aktarildiginda Well kabinin kapagi kapatilarak c¢evresine nem kaybini
engellemek icin parafilm sarilmigtir. Biitlin kaplar aliiminyum folyo ile kapatilarak
[J’lerin 1s1ktan etkilenmesi engellenmistir. Hazirlanan bu kaplar 25 °C’ye ayarh etiiv

igerisine konulmustur. Deneme 3 tekerriirlii olarak yiirtitiilmiistiir.

Sekil 3.19. Formiilasyonlarin hazirlandig1 6 kuyucuklu Well kaplari

3.2.3.4. Formiile Edilen 1J’lerin Sayim

Formiile edilmesi hedeflenen Hb1138 ve HbH 1J’lerinin bir hafta boyunca her giin 6lii-
canli saymmi yapilmistir. Hiicrelerden her giin 0,01 g karisim tartimi yapilmis ve bu
karisimlar saf su ile karistirilarak sayim kabina konulmustur. Diisilk nem kosullarinda
EPN’ler estivasyona (yazlama) girdikleri i¢in formiilasyon saf suya koyulup 2 saat

bekletildikten sonra sayimi yapilmistir.
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Sekil 3.22. 1J’lerin 6lii-canli sayimi1

27



Sekil 3.23. Stereo mikroskop altindaki 6lii- canli 1J’ler

Sekil 3.24. Isik mikroskobu altinda goriilen canli 1J

Sekil 3.25. Isik mikroskobu altinda goriilen 6lii 1J
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3.2.4. Veri Analizleri

Denemeler sonunda elde edilen tiim verilere tek yonlii varyans analizi (Oneway
ANOVA) uygulanmistir. Hb1138 ve HbH 1rkinin 6liim oranlarinin karsilastirilmasinda
%5 diizeyinde LSD (Least Significant Differences) testi kullanilmistir. Tim veri
analizleri JMP 7.0 programinda gerceklestirilmistir. Deneme gruplari 3 tekerriirlii olarak

kurulmus ve giinliik sayimlar da 3 tekerriirlii olarak yapilmaistir.
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4. BULGULAR

Yapilan formiilasyon denemeleri sonucunda elde edilen veriler incelendiginde, HbH
hibrit irkinin kitosan igerisindeki 6liim orani giinliik sayimlara gore istatistiksel olarak
farkliliklar gostermistir (Sekil 4.1). Ik giin sayiminda %10 oraninda bir &liim
goriiniirken 4. giin sayiminda bu oran %90’ iizerine ¢ikmig, 5. giin sayiminda ise
%100’e ulagmstir.
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Sekil 4.1. HbH hibrit irkinin kitosan kullanilarak hazirlanan ortam igerisindeki 6liim
orani (F:443.9256; df:4,10; P: <0.0001)

HbH hibrit irkinin Misir Unu+Nisasta igerisindeki 6liim oranlar1 incelendiginde ilk giin
goriilen %20’lik 6liim oraninin sonraki giinlerdeki 6liim oranlarma gore istatistiksel
olarak dnemli 6l¢iide az oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). 4. glin sayiminda %90’ 1n

iistline ¢ikan 6liim orani, 5. giin sayimi ile birlikte %100’e ulagmustir.
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Sekil 4.2. HbH hibrit irkinin misir unu ve nisasta kullanilarak hazirlanan ortam
igerisindeki 6liim oranmi (F:458.6215; df:4,10; P: <0.0001)

Misir Unu+Pudra kombinasyonunun HbH hibrit irki iizerindeki etkisi incelendiginde ilk
giin sayiminda %30 civarinda bir 6liim oran1 goriilmesine karsin 2. giin sayimmi
sonrasinda 6liim orani hizli bir sekilde %90°1n {izerine ¢ikmis ve sonraki sayimlarda

6lim oran1 %100 olmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. HbH hibrit irkinin misir unu ve pudra kullanilarak hazirlanan ortam
icerisindeki 6liim orani (F:384.6881; df:4,10; P: <0.0001)
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Sadece misir unu igerisinde muhafaza edilen HbH hibrit irkinin 6liim oranlari
incelendiginde Misir Unu+Pudra kombinasyonunun etkisinin aksine 6liim oraninda
daha yavas bir artis gdzlenmistir (Sekil 4.4). Ik giin sayiminda %40’1n altinda olan

Olim orani 2. giin sayiminda %60’lara ulagsmis, 4. Ve 5. giin sayimlarinda ise %100

olmustur.
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Sekil 4.4. HbH hibrit irkinin misir unu kullanilarak hazirlanan ortam igerisindeki 6lim
orani (F:12.7010; df:4,10; P: 0.0006)

Nisasta+Pudra kombinasyonunun HbH hibrit irk1 {izerindeki etkisine bakildiginda Misir
Unu+Pudra kombinasyonunda oldugu gibi 6liim oraninda hizli bir artis goriilmektedir
(Sekil 4.5). ilk sayim giiniinde yaklasik %35 olan 6liim oran1 2. giin sayiminda %85’e,

3. giin sonrasindaki sayimlarda ise %100’e ulasmistir.
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Sekil 4.5. HbH hibrit irkinin nigasta ve pudra kullanilarak hazirlanan ortam igerisindeki
Oliim oran1 (F:72.7898; df:4,10; P: <0.0001)

Kitosan haricindeki diger tiim maddelerin kombinasyonu ile olusturulan ortamin HbH
hibrit 1rk: iizerindeki etkisi incelendiginde ilk giinden itibaren %50’lik ytiksek bir 6lim

orani goriilmiis ve 2. giinden sonra 6liim oran1 %100’e ulagmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. HbH hibrit irkinin nisasta, pudra ve misir unu kullanilarak hazirlanan ortam
igerisindeki 6liim orani (F:30.8215; df:4,10; P: <0.0001)
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Sadece nisasta kullanilarak hazirlanan ortamin HbH hibrit irkinin 6liim orani tizerindeki
etkisi incelendiginde 6lim oraninin ilk glin sayimlarinda %40’larda oldugu, 2. giin

sayiminda %70’lere ¢iktig1 ve 3. gilin sonrasinda o6liim oraninin %100 oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. HbH hibrit irkinin nisasta kullanilarak hazirlanan ortam igerisindeki 6lim
orani (F:44.8350; df:4,10; P: <0.0001)

Son olarak sadece pudra kullanilarak hazirlanan ortamm HbH hibrit 1tk {izerindeki
etkisine bakildiginda diger kitosana yakin bi¢imde ilk giin sayimlarindaki 6liim oraninin
%20’nin altinda oldugu ancak 2. giin sayimlarinda bu oranin %60’a ¢iktig1

goriilmektedir (Sekil 4.8). 3. giin ve sonrasinda ise 6liim orani %100’e ulagsmustir.
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Sekil 4.8. HbH hibrit irkinin pudra kullanilarak hazirlanan ortam igerisindeki 6liim
orani (F:231.5218; df:4,10; P: <0.0001)

Hb1338 izolatinin kitosan igerisindeki 6liim oran1 HbH hibrit irkinin aksine ¢ok daha

yiiksek olmus ve ilk glin sayimindan itibaren %100’liik 6liim oranlar1 goriilmiistiir
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Hb1138 izolatininn kitosan kullanilarak hazirlanan ortam igerisindeki 6liim
orant
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Hb1338 izolatinin Misir Unu+Nisasta kombinasyonu ile hazirlanan ortam
icerisindeki 6liim oranlari incelendiginde yiliksek 6liim oranlar1 gozlenmektedir (Sekil
4.10). Ik saymm giiniinde %50’nin {izerinde o6liim orani gdzlenirken, 2. giin

sayimlarindan itibaren 61iim oran1 %100’e ulagmustir.
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Sekil 4.10. Hb1338 izolatinin misir unu ve nisasta kullanilarak hazirlanan ortam
igerisindeki 6liim orani (F: 47.7963; df:4,10; P: <0.0001)

Hb1338 izolatinin Misir Unu+Pudra kombinasyonu ile hazirlanan ortam igerisindeki
oliim oranlar1 incelendiginde yiiksek 6liim oranlari gozlenmektedir (Sekil 4.11). Ilk
sayim giiniinde %60°1n lizerinde 6liim orani gozlenirken, 2. giin sayimlarindan itibaren

6liim oran1 %100’e ulagmustir.

36



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Oliim Oram (%)

1.glin 2.glin 3.glin 4.giin 5.glin

Sekil 4.11. Hb1338 izolatinin misir unu ve pudra kullanilarak hazirlanan ortam
igerisindeki 6liim orani (F: 51.4904; df:4,10; P: <0.0001)

Hb1338 izolatinin Misir Unu ile hazirlanan ortam igerisindeki Oliim oranlari
incelendiginde yiiksek 6liim oranlar1 gozlenmektedir (Sekil 4.12). Ik sayim giiniinde

%50’yi bulan o6lim oram1 gozlenirken, 2. giin sayimlarindan itibaren 6lim orani

%100’e ulagmistir.
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Sekil 4.12. Hb1338 izolatinin misir unu kullanilarak hazirlanan ortam igerisindeki 6liim
orani (F: 28.8809; df:4,10; P: <0.0001)
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Hb1338 izolatinin Nisasta+Pudra kombinasyonu ile hazirlanan ortam igerisindeki 6lim
oranlar1 incelendiginde yiiksek 6liim oranlar gozlenmektedir (Sekil 4.13). Ik saymm

giiniinde %50’y1 gecen Oliim orani gozlenirken, 2. gilin sayimlarindan itibaren 6liim

orant %100’e ulasmistir.
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Sekil 4.13. Hb1338 izolatinin nisasta ve pudra kullanilarak hazirlanan ortam
igerisindeki 6liim orani (F: 23.2017; df:4,10; P: <0.0001)

Hb1338 izolatinin NisastatPudra+MisirUnu kombinasyonu ile hazirlanan ortam
icerisindeki 6liim oranlari incelendiginde yiliksek 6liim oranlar1 gozlenmektedir (Sekil
4.14). ik saymm giiniinde %70’i gecen o6liim orani gdzlenirken, 2. giin sayimlarmdan

itibaren 6liim orani1 %100’e ulagmistir.
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Sekil 4.14. Hb1338 izolatinin nisasta, pudra ve misir nisastasi kullanilarak hazirlanan
ortam igerisindeki 6liim oran1 (F: 27.4898; df:4,10; P: <0.0001)

Hb1338 izolatinin Nisasta ile hazirlanan ortam icerisindeki 6liim oranlari incelendiginde
yiiksek 6liim oranlari gozlenmektedir (Sekil 4.15). Ilk sayim giiniinde %70’i gegen

Oliim orami gozlenirken, 2. glin sayimlarindan itibaren 6liim oran1 %100’e ulagsmustir.
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Sekil 4.15. Hb1338 izolatinin nisasta kullanilarak hazirlanan ortam igerisindeki 6lim
orani (F: 20.8813; df:4,10; P: <0.0001)
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Hb1338 izolatinin Pudra ile hazirlanan ortam igerisindeki 6liim oranlari incelendiginde
yiiksek 6liim oranlar1 goézlenmektedir (Sekil 4.16). Ik sayim giiniinde %50’yi gecen

Oliim orami gozlenirken, 2. glin sayimlarindan itibaren 6liim oran1 %100’e ulagsmustir.
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Sekil 4.16. Hb1338 izolatinin pudra kullanilarak hazirlanan ortam igerisindeki 6liim
orani (F: 101.6758; df:4,10; P: <0.0001)
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5. TARTISMA VE SONUC

Entomopatojen nematodlarin (EPN) IJ’leri su igerisinde ve buzdolabinda birkag ay
depolanabilmektedir. Ancak bu method, nametodlarin yiiksek miktarda oksijen
bagimliligi, baz tiirlerin diislik sicakliklara kars1 hassas olmasi, mikrobiyal bulagmalara
duyarhilig1 ve antimikrobiyal ajanlarin émiir uzunlugu iizerine etkisi  su igerisinde
depolanan EPN’leri olumsuz etkileyen faktorlerdendir, bu nedenle EPN’den
formiilasyon olusturulmasi hem bu olumsuz etkileri azaltacak hem de biyolojik

miicadelede kapsaminda taginabilirlik ve uygulama kolaylig1 saglayacaktir.

1980’lerden sonra EPN’lerin 6zellikle toprak alt1 bocek zararlilarina karsi olan etkinligi
goriilmiis ve ¢ogu arastirmaci nematodlarin kitle {iretimleri ile ilgili olarak caligmaya
baslamustir. ilk olarak Avusturalya’da baslayan bu calismalar daha sonra Amerika ve
Avrupa’da da devam etmis, Avrupa’da biyoreaktorler ile kitle {iretim basarili bir sekilde
yapilmaya baslanmigtir. 20 yildir Avrupa’da kullanilan EPN’ler kitle {iretim sonrasinda

formiile edilip ticarilestirilmistir.

Ulkemizde EPN’lerin ruhsatli olmamast, iiretiminin ve formiilasyonunun yapilmamasi,
ithal edildiginde ise maliyetin ¢ok artmasi nedeniyle iireticiler tarafindan tercih
edilmemekte ve Tiirkiye tarimsal {iretim alanlarinda iiretimi yayginlasamamaktadir. Bu
nedenle lilkemizde EPN’lerle ilgili yapilan caligmalar bu tez caligmasini énemli hale

getirmektedir.

Hibritleme ¢alismasi sonucunda iiretilen HbH 1rk1 1J’leri pudra, nisasta, misir unu ve
kitosan ve bu maddelerin kombinasyonlari igerisine % 20 nemli ortama birakilmis ve
her giin 6lii canli sayimlari yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére HbH irkinin
[J’lerinin 6liim oraninin en diisiik oldugu grubun kitosan (% 10) oldugu goriilmiistiir.
Misir Unu+Nisasta, Pudra ve Misir Unu+Pudra gruplarinda da ilk giin sirasiyla % 20,
% 20, % 35 oldugu saptanmustir.
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Antalya topraklarindan izole edilen Hb1138 izolatinin en diisiik 6lim (% 55) orani
Misir Unu+Nisasta grubunda oldugu goriilmiistiir. Nisasta+Pudra, Pudra, Misir unu,
Nisasta+Pudra+Misir Unu gruplarinda ise sirastyla % 58, %57, %70, % 75 oraninda

oldugu belirlenmistir.

Divya ve ark. (2011) boceklerle savagimda basarili olarak kullanilan Heterorhabditis
indica’nin formiilasyonu ve depolanmasinda maksimum hayatta kalan bireyi saglamak
icin optimum kosullar1 saglamiglardir. Laboratuvarda 6 farkli yeni formiilasyon (testere
talasi, hidrojel, hindistan cevizi lifi, pudra, siinger ve su) gelistirilmis ve bu formiilasyon
gruplar1 27 + 2 °C’de bekletilmistir. Formiilasyonlarda bekleyen nematodlarin etkinligi
ise Pamuk Yesil Kurdu Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) iizerinde
degerlendirilmistir. 5. haftaya kadar en yiiksek hayatta kalma orani talasta %095,
hidrojelde ise %85’tir. Hindistan cevizi lifinde %80, pudrada %75, suda %70, siingerde
ise %65 oraninda yasayan birey oldugu tespit edilmistir. 75 giin sonra en yiiksek yasam
%65 oranla hidrojelde olurken talasta bu oran %15 olarak belirlenmistir. 48 saat
boyunca formiilasyon maddeleri i¢inde tutulan ve 100 1J/larva inokulasyonu yapilan H.
armigera larvalan lizerinde H. indica’nin patojenitesi hidrojelde %85, talasta ise %70

olarak bulunmustur.

Kim ve ark. (2015) tarafindan yapilan calismada, EPN’lerin pahali ve raf dmiirlerinin
kisa olmasi nedeniyle tarimda yaygin olarak kullanilamamasi sorunlar1 ele alinmis ve
EPN’ler kalsiyum aljinat jel kapsiilleri igerisine alinarak formiilasyon denemeleri
yapilmistir. Bu denemede Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) 1J’leri kullanilmistir.
Olusturulan bu kapsiillerden EPN’ler birka¢ giin icerisinde kapsiil disina salinim
yapmaktadir. Aljinat kapsiilleri farkli sertlik derecesinde ve farkli sicakliklarda
iretilmistir. +4 °C’de hazirlanan ve kabuk derecesi sert olan kalsiyum aljinat
kapsiillerinde salimm +4 °C’de hazirlanan diger kapsiillere gore %40 oraninda
yavaglamigtir. Olusturulan bu kapsiiller EPN’lerin toprak igerisinde yavas salinim

yaparak kaliciligini arttirmak i¢in yararli olacaktir.
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Andolo ve ark. (2010), entomopatojen nematodlarin laboratuvar kosullarinda yasama
stiresinin diisiik olmasi nedeniyle EPN’lerin depolanmasi amaciyla tasiyict madde
denemeleri kurmuslardir. Heterorhabditis sp. ve Steinernema carpocapsae All
nematodlar1 3000 1J/ ml olarak hazirlanmis ve tasiyict madde olarak (humuslu toprak,
ince kum, kaba kum, kopiik, kil, fenolik kopiik, agar, misir nisastasi, Plantmax® )
secilen substratlarin igerisine, EPN-+madde karisimi ise 5 cm’lik petri kabina
konulmustur. Petri kaplar1 16 °C’ye ayarli etiiv igerisine yerlestirilip 1J’lerin hayatta
kalma oranlar1 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giin sonra degerlendirilmistir. 180 giin sonra
en yiksek yasama oran1 S. carpocapsae’nin kopiikk grubunda %57.5 olarak
belirlenirken, kilde %28.4, Plantmax®’ta %9.3 ve fenolik kopilikte %11 oraninda
olmustur. Heterorhabditis sp.’de ise 180 giin sonra en yiiksek oran %53.1 kaba kumda
ve %50.6 ile ince kumda goriilmiistiir. En diisiik oran ise Agar (%19.3), fenolik kopiik
(%11.6) ve Plantmax® (%10.7) gruplarinda oldugu belirlenmistir. 1J’lerin formiilasyonu

icin en yiiksek orana sahip substratlarin kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Daha onceki yillarda yapilan calismalarda da bu tez ¢alismasina benzer olarak EPN
tiirleri formiile edilmeye ¢alisilmistir. Ancak diger arastirmacilarin da tespitlerine gore
EPN formiilasyonlarindaki 6liim orani, nematodun cinsine, tiiriine hatta irkina, formiile
edilme yontemine, formiilasyon maddelerine ve depolama sicakligina gore biiyilik

degisimler gostermektedir.

Yapilan bu tez calismasinda EPN’lerin biyolojik miicadelede daha yaygin kullanilmasi
amaciyla maliyeti diisiik maddelerle formiilasyon olusturulmaya c¢alisilmistir. Bu
caligmalar sirasinda nematodlarin depolanmasi ve formiilasyonlarinin olusturulmasi ile
ilgili bilgi ve deneyimler elde edilmistir. Ayrica formiilasyon ve depolama
caligmalarinda tiir ayni1 olsa bile irklara gore farkliliklarin 6nemli oldugu oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle formiilasyon ¢aligmalarinin 1rk bazinda yapilmasi

Onerilmektedir.
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