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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ENTOMOPATOJEN NEMATOD Heterorhabditis bacteriophora HBH IRKI iLE
EBEVENYLERININ CIM BIiTKISININ KOKLERINE YONELIMLERININ
KARSILASTIRILMASI UZERINE ARASTIRMALAR

Sema YILDIRIM
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Fen Bilimleri Enstitiisi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Kimyasal maddelerin ¢evre ve insan saglig1 agisindan biiyiik problemlere sebebiyet vermesi ve
zararlilarin bu kimyasallara karst direng kazanmalari, uzmanlari biyolojik miicadele segenegine
ve bu yontemlerde kullanilan ajanlara yoneltmistir. Bu canlilardan birisi de insan sagligina
olumsuz etkileri diisiik olan, ¢evre ile uyumlu, kitle {iretimlerinin yapilmasi miimkiin olan ve
genis konukcu dagilimlarina sahip entomopatojen nematodlardir (EPN). EPN'ler uygulandiklari
alanlarda sartlar uygun oldugu siirece tiremeye devam ederek varliklarini siirdiirebilmektedirler.
Buna ek olarak biyolojik pestisitler ve diger kimyasallarla da uyumludurlar. EPN'ler ile bakteri
arasindaki simbiyotik iliskinin anlasilmasi, EPN'lerin ticari anlamda biyolojik miicadele ajani
olmasi konusunda kirilma noktasi olmustur.

Bu tez ¢alismasinda, baz1 Heterorhabditis bacteriophora irklarinin Ingiliz Cimi (Lolium perenne)
koklerine ve Petek Giivesi (Galleria mellonella) larvalarina yonelimleri arastirilmigtir. Bu
amagla, ti¢ farkli H. bacteriophora ki kullanilmistir. Bunlardan biri hibrit tiir (HBH) ve diger
ikisi hibrid tiiriin ebeveynidir (HB1138 ve HB4). Calisma, ii¢ farkli deneysel kombinasyon ile
yapilmistir. Y-Olfaktometre diizeneginde A kombinasyonu; bitki kokleri, larvalar ve kontrol; B
kombinasyonu; bitki kdkleri, kontrol-1 ve kontrol-1I; C kombinasyonu ise mekanik olarak
yaralanmis bitki kokleri, kontrol-1 ve kontrol-II béliimlerini icermektedir. Kombinasyon A'da
bitki koklerine ve bdcek larvalarina karsi en yiiksek yonelimi HB1138 gdstermistir.
Kombinasyon B'de bitki koklerine en yiiksek yonelimi HBH ve kombinasyon C'de mekanik
olarak yaral1 bitki koklerine en yiiksek yonelimi HB4 sergilemistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda, birbirinden farkli EPN irklarinin ayn tiire ait olsalar bile bitki
koklerine ve konukgu boceklerine karsi yonelimlerinin farkli olabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojen nematod, Heterorhabditis bacteriophora, Olfaktometre,
Nematod davraniglari, Cim Bitkisi
2019, vii + 54 sayfa.
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INVESTIGATIONS ON COMPARISON OF GRASS PLANT FORAGING
BEHAVIOUR OF HYBRID ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE
HETERORHABDITIS BACTERIOPHORA STRAIN (HBH) AND THEIR PARENTS
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The fact that chemical substances caused big serious problems in terms of environment and
human health and pests gained resistance against these chemicals directed the experts to
biological control pathways and the living things used in these methods. One of the
agents entomopathogen nematodes, which have no negative effects on human health, are
compatible with the environment, can be mass produced and have wide host distributions. EPNs
can survive as long as the conditions are appropriate in their application areas. In addition, they
are compatible with biological pesticides and other chemicals. The understanding of the
symbiotic relationship between nematodes and bacteria has been the breaking point for the
EPNs as a commercial biological agent.

In this thesis, three different strains of Heterorhabditis bacteriophora were used. One of them is
a hybrid strain (HBH) and the two are parents (HB1138 and HB4) of the hybrid strain. Three
experimental combinations were conducted in the study. There were A; plant roots,
larvae, control; B; plantroots, control I, control Il; C; mechanically wounded plant roots,
control-1, control-1l in Y-tube olfactometers filled with moist sand. The results
indicated that for combination A, the most orientation to plants and larvae was HB1138; for
combination B, the most tendency to plant roots was HBH and for combination C, the strain
HB4 showed the highest response to mechanically damaged plant roots.

According to the results, each strain of EPNs may have different response to plant roots and
host insects.

Key words: Entomopathogen nematode, Heterorhabditis bacteriophora, Olfactometer,
Nematode behavior, Grass Plant
2019, vii + 54 pages.
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1. GIRIS

Tarimsal zararlilar ile miicadele yontemlerinden biri olan kimyasal uygulamalar, 1940
yillarinda sentetik pestisitlerin kesfedilmesinden sonra hizla artis géstermis ve tek care
olarak goriilmiistiir. Kimyasallarin uzun vadede insan ve cevre sagliina yaptiklari
olumsuz ve doniisii olmayan etkileri ilk olarak 1962 senesinde "Sessiz Bahar" (Silent
Spring) kitabinda anlatilmistir. DDT kesfedilmeden 6nce 19401 yillarm basma kadar
zararlilar tarafindan iiriinde meydana gelen kaybin diinya ortalamasi %7 iken, 1980'lerin
sonuna dogru bu kayip %13'e yiikselmistir. Uriin kaybindaki neredeyse iki kathk artis,
ila¢c devriminden sonra baglamis ve ayni donem icinde ila¢ kullaniminda da 12 katlik bir
artis meydana gelmistir. Uriin kayiplarmdaki bu artism sebebi; potansiyel zararlilarin
ekonomik zararli durumuna ge¢mesi, dogal diismanlarin 6ldiiriilmesi nedeniyle dogal
dengenin bozulmas1 ve zararhlarin ilaglara kars1 diren¢ kazanmasindan kaynaklanmustir.
Bu durumlara insan ve hayvan saglhiginin tehdit edilmesi, ¢evre kirliligi, yiiksek ilag
maliyetleri ve gidalar tizerindeki ilag kalintilar1 da eklenince kimyasal miicadeleye
alternatif, insan ve cevre dostu, uzun vadeli ve daha ucuz miicadele yOontemlerine
gecilmesi zorunlu hale gelmistir. Bu yontemlerden en umut verici, ucuz, siirdiiriilebilir ve
cevre dostu olan yontem Biyolojik Miicadeledir. Bu yonteme agirlik verilmesinin asil
nedeni dogada zararlhilar1 %90 oraninda baski altinda tutan yararli makro ve mikro

organizmalardan faydalanilmak istenmesidir.

Biyolojik miicadele kisaca; zararlilar ile miicadelede canli olan organizmalarin disardan
bilingli olarak insan eli ile kullanilmasiyla zararl organizmalarin popiilasyonunu diistik
seviyelerde tutmak diye tanimlanabilir (DeBach 1964). Biyolojik miicadelede kullanilan
ajanlardan biri doganin bir pargasi olan ve dogal diisman olarak adlandirilan
Entomopatojen nematodlar (EPN)'dir. EPN’ler uygulama alanlarina kapsamli bir sekilde
yayilmistir ve hedef alinmayan bocege hemen hemen hig etkilerinin olmadig1 ve gevre

icin son derece giivenli olduklar1 kabul edilmistir.



1.1. Nematodlar

Nematodlar boylar1 genellikle birkag mm, segmentsiz, genelde silindirik, uzantisiz ve
uzun bir viicut yapisma sahip canlilardir. Ureme, sindirim ve kas sistemine sahip olan
nematodlarmn ayrica basit bir sinir ve bosaltim sistemleri de vardir. Ancak solunum ve

dolasim sistemleri yoktur (Koppenhdfer 2007).

Metazoa grubunda bulunurlar. Nematodlarin tiir sayisinin 400.000 ile 10 milyon arasinda
ve hatta 100 milyona kadar yiiksek bir sayida olabilecegi diisliniilmektedir (Adams ve
ark. 2006). Simdiye kadar boceklerle iliski i¢inde olan 30'u askin nematod familyasi
tanimlanmistir. Bu familyalardan 7 tanesinde [(Mermithidae ve Tetradonematidae
(Stichosomida);  Phaenopsitylenchidae, Allantonematidae, ve  Sphaerulariidae
(Tylenchida); Heterorhabditidae ve Steirnernematidae (Rhabditida)] bulunan tiirler
boceklere karst biyolojik miicadelede kullanilma potansiyeline sahiptir (Stock ve Hunt
2005, Koppenhofer 2007). Gelinen silirecte sadece Steinernematidae  ve
Heterorhabditidae familyalarinda bulunan nematodlar mikrobiyal insektisit olarak
kullanilmakta ve diinya c¢apinda birgok firma ticari olarak bunlar1 {iretmektedir

(Koppenhofer 2007).

1.2. Entomopatojen Nematodlar (Fam: Heterorhabditidae ve Steinernematidae)

Kelime anlami1 olarak bocek anlamina gelen ‘entomo’ ve hastaliga sebep olan
anlamindaki ‘patojen’ kelimelerinin birlesimiyle meydana gelen entomopatojen
nematod terimi boceklerde hastalik yapict anlamina gelmektedir. Dagilimlar1 oncelikli
olarak uygun konukcularin varligiyla sinirlanmaktadir (Adams ve ark. 2006). Yapilan
en son taksonomik arastirmalar incelendiginde Steinernematidae icinden 2 cins
bulunmustur. Sadece tek tiir igeren Neosteinernema ve 70’ten fazla tanimlanmis tiirii
kapsayan Steinernema cinsleri bu iki cinstir. Heterorhabditidae familyas: ise su anda
taninan 20’den fazla tiirliyle yalnizca Heterorhabditis cinsini igerir (Stock ve Goodrich-
Blair 2012). Steinernema ve Heterorhabditis cinsine bagli olarak bulunan nematodlar
Antarktika haricinde tiim kitalarda mevcutturlar (Popiel ve Hominick 1992).
Heterorhabditis cinsinin popiilasyonu ¢ogunlukla iliman boélgelerle iliskilidir (Nguyen
ve Hunt 2007). Hominick ve ark. (1995)



ve Griffin ve ark. (1991) tarafindan gergeklestirilen arastirmalar Heterorhabditis cinsinin
yar1 kurak iklim bolgelerinde de bulundugunu gostermistir. Steinernema carpocapsae ve
S. feltiae gibi tiirlerin diinyanin birgok yerinde ve iki tiirlin birlikte ayn1 yasam alaninda,
birbirleriyle etkilesim halinde dagilim gosterdigi tespit edilmistir (Hominick 2002).
Heterorhabditidae igerisindeki H. indica ve H. bacteriophora Antarktika hari¢ tim
kitalarda bulunmustur (Griffin ve ark. 1990, Hominick 2002). Nematodlardaki pasif ve
aktif yayilma kombinasyonunun, bu taksonun genis bir cografi alana dagilmis olmasini
etkiledigi diistiniilmektedir. Bazi ¢caligmalarda toprak ve vejetasyon tipi kadar uygun
konuk¢u dagilimi gibi faktorlerin de EPN tiirlerinin dagilimini etkileyen en 6nemli

faktorler oldugu gosterilmistir (Stock 2015).

1.3. Entomopatojen Nematod- Bakteri iliskisi

Entomopatojen nematodlar simbiyotik bakterilerin yardimiyla, konuk¢u ve nematod
tiriine bagl olarak konukgularini 1-2 giin arasinda 6ldiirebilmektedir (Adams ve ark.
2006). Heterohabditidae familyasi Photorhabdus, Steinernematidae ise Xenorhabdus
cinsi bakteriler ile simbiyotik iligki i¢indedirler (Bode 2009). Bakteri simbiyontlari
birden ¢ok nematodla iligkili olabiliyorken her EPN tiirii tek bir bakteri ile mutualistik
iliski kurabilmektedir (Hazir ve ark. 2003). Bu iliskinin yaklasik 350 milyon y1l 6nce Orta
Paleozoik donemde Steinernematidlerin ve Heterorhabditlerin atalar ile Xenorhabdus ve
Photorhabdus soylarini olusturacak Gram-negatif enterik bakteriler (Enterobacteriaceae)

arasinda ilk kez birbirinden bagimsiz basladigi tahmin edilmektedir.

EPN- Bakteri arasindaki mutualistik iliski su sekilde olmaktadir:

. Bakteriler nematodlar araciliiyla topraktaki rekabetten ve cevre sartlarindan
korunarak kendilerini besin maddesi yoniinden zengin bocek dokusuna tasitirlar (Adams
ve ark. 2006).

. Bakteriler patojenik 0Ozellikleriyle konukg¢uyu oldiiriirler, topraktaki diger
mikroorganizmalarin nematodlarm gelisip iiredikleri konukcu igerisine yerlesmesini
engellerler ve nematodlarin tiremesi ve gelisimi i¢in konukcu bdcek dokusunu en uygun

hale getirirler (Boemare 2002, Griffin ve ark. 2005).



EPN enfeksiyonlarmin birgok belirtisi bulunmaktadir. Olen kadavrada bir siire sonra
renk degisimi ve yumusama goriiliir. Ornegin; Petek giivesi, Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae) kadavralarinda etki eden nematod tiiriine bagli olarak farkli
renklenmeler gozlemlenmektedir. Heterorhabdit enfeksiyonlarinda kadavralar kiremit
kirmizisi, kirmizi, turuncu, mor, yesil ve sar1 renkte goriiliirken, Steinernematid ile
enfekte olan bocekler koyu sar1 tonlari, kahverenginin farkli tonlar1 veya tamamen siyah
olabilmektedirler. Photorhabdus bakterilerinin {iretmis oldugu pigmentler ile
kadavralarin renklenmesi iliskilidir. Heterorhabdit ile enfekte olan kadavralar daha siki
bir goriinlime sahiptirler. Bocegin kiitikiilas1 saydamsa i¢inde bulunan nematodlar
disardan goriilebilir ve kadavra parcalandiginda kotii bir koku yaymaz. Kadavralarin
zamanla viicut igerigi azalir, buna ragmen asla akigkan bir hal alip biitiinligiini
kaybetmez. Steinernematid enfeksiyonlarinda ise kadavralarda gevsek ve yumusak bir

hal gorilmektedir (Koppenhofer 2007).

1.4. Entomopatojen Nematodlarin Hayat Dongiileri

Simdiye kadar tespit edilen tiim entomopatojen nematodlar benzer bir biyolojik yapiya
sahiptirler. Yalnizca 1J evreleri toprakta gecmektedir. 1J evresinde iireme ve beslenme
olaylar1 olmayip aniis ve agiz kapali durumdadir (Kaya ve Gaugler 1993). Serbest
yasayan, beslenmeyen 1J evresi, EPN’lerin yasam dongiisiinde konukcu arayan agresif
evredir ve boceklerin miicadelesinde kullanilmaktadir (Moazami 2002). 1J, zorlu ¢evre
kosullarma ve besin kaynaginin azlimma karsin toprakta uzun siire hayatta kalmaya
yonelik adaptasyon saglamistir (Ehlers 2007). 1J’ler toprak i¢inde konuk¢usunu bulmak
icin aktif hareket ederler, 1yi gelismis olan kemoreseptorleri ile kapsamli bir sekilde bocek
hareketlerini algilayabilirler (Riga 2004). [J'ler kendilerine uygun konukc¢uyu toprakta
bulunca konuk¢unun agiz, aniis, stigma gibi dogal acikliklarindan veya
Heterorhabditlerde goriilen bocegin kiitikulasindaki zayif kisimlardan viicut bosluguna
girerek ortama simbiyont bakterilerini birakirlar. Photorhabdus cinsi bakteriler
nematodun agzindan ve aniisiinden konuk¢unun hemosoliine salinirken, Xenorhabdus
cinsi bakteriler nematodlarin aniisiinden salinmaktadirlar (Adams ve ark. 2006).
Steinernema tiirii nematodlar devamli olarak salgilamis olduklar1 proteinler ile konuk¢u
bocegin bagisiklik sistemini baskilarlar ve bodylece bakterilerin ortama salinmasini

kolaylastirirlar. Heterorhabditis tiirii nematodlarin boyle enzimler iiretip tiretemedikleri



heniiz tespit edilememistir. Heterorhabditis 1J'lerinde simbiyotik bakteriler o6zellikle
bagirsagin anterior kisminda yogun bir sekilde bulunurken, Steinernema tiirii infektif
juvenillerde bu mutualistik bakteriler bagirsaktaki 6zel bir kese (receptacle) icerisinde
bulunmaktadirlar. Bu bakteriler 1J'lerin icerisinde bulunurken durgun haldedirler
(Boemare 2002). Bakteriler bocegin viicut boslugunda hizla iireyerek bir dizi hidrolik
enzim ve toksin Uretirler. BOylece bocek 24-48 saat icinde kan zehirlenmesinden
(septisemia) Oliir. Bakteriler tarafindan saliman bu enzimler bdcegin dokusunu
parcalayarak nematodun gelisim ve liremesi i¢in gerekli bir besinin olusmasini saglarlar.
Ayni zamanda bakterilerin iiretmis oldugu bazi maddeler diger mikroorganizmalarin
olas1 istilasina kars1 kadavrayr korumaktadir (Forst ve Clarke 2002, Clarke ve Eberl
2006). IJ'ler konukgunun igerisinde gelismeye baslayip par¢alanmis halde bulunan bocek
dokusu ve bakterilerden olusan karisim ile beslenerek 4. juvenil evre, daha sonra
hermafrodit, ergin disi ve erkek nematod formuna gelmektedir. Ergin hale geldikten
sonra ¢iftlesen disi nematod yumurtalarin1 uterusu icerisinde bekletebilir veya konukcu
dokusuna birakabilir. Agilan yumurtadan c¢ikan gelisimini tamamlamig yeni nesil
nematod disi bireyin viicut dokusuyla veya konuk¢unun dokusuyla beslenmeye baslar.
Bu arada disi nematodun viicudu igerisinin yeni nesil 1J'ler ile dolu olmast durumuna
“Endotokia matricida” evresi denilmektedir (Griffin ve ark. 2005). Genele baktigimizda
EPN'lerin hayat dongiilerinde 4 juvenil (J1, J2, J3, J4), ergin ve yumurta olmak {izere 6
evre bulunmaktadir. 1. ve 2. juvenil evreler yumurtanin igerisinde olmaktadir.
Yumurtadan 1. juvenil evrede ¢ikan bireyler sirayla J2, J3, J4, ergin bireyler olarak
gelismektedirler. Kadavra icerisindeki besin bitene dek nematodlar tiremeye devam eder.
Bu arada konuk¢unun biiytlikligiine bagl olmakla birlikte genellikle 1-3 jenerasyon
meydana getirilmektedir. Heterorhabditis ve Steinernema’nin her ikisi de konukgu
bocek igerisindeki bir hayat dongiisiinii 3—7 giin kadar stirede tamamlayabilmektedir.
Steinernema tiirlerinde IJ’lerin konukg¢u bocekten tekrar ¢ikisi yaklasik 6-11 giinii
bulurken, Heterorhabditis tiirleri i¢in bu ¢ikis siiresi 12—14 giinii bulmaktadir (Kaya ve
Koppenhofer 1999). Konukcu igerisindeki besin tiikkendigi an gelisimlerini infektif
juvenil (J3) evresinde durduran ve simbiyont bakterilerini viicutlarinda tekrar depolayan
yeni nesil IJ’ler kadavray1r terk ederek yeniden konuk¢u aramaya yonelmektedirler

(Adams ve Nguyen 2002, Hazir ve ark. 2003).



Steinernematidler ve Heterorhabditlerin yagam dongiileri karsilagtirildiginda en onemli
fark; Heterorhabditis erginlerinin 6lii bocek icerisindeyken ilk jenerasyonda hermafrodit
(kendi kendini dolleyebilen disi) bireylerden meydana gelmesidir. Heterorhabditis
erginlerinin sonraki nesillerinde hermafroditler ile beraber ayri eseyli bireyler de
goriilebilmektedir (Gaugler ve Kaya 1990). Buna karsin Steinernema erginlerinin tiim
jenerasyonlarinda bireyler ayr1 eseyli (amphimictic) formdadir yani ergin erkek ve disi
bireyler olup ¢iftlesirler. Tek bir istisna so6z konusudur. O da; Steinernema
hermaphroditum tiiriinde ilk jenerasyonda hermafrodit bireylere rastlanmistir (Stock ve
ark. 2004).

1.5. Entomopatojen Nematodlarin Mutualistik Bakterileri: Xenorhabdus ve
Photorhabdus spp.

Photorhabdus ve Xenorhabdus bakteri tiirleri Protobacteria’nin altsinifinda yer alan
Enterobacteriaceae familyasi icerisinde bulunurlar. Bu familyanm iiyeleri fakiiltatif
anaerobik, gram-negatif, kemoorganik heterotrof solunum yapan, gubuk morfolojili,
sporlanmayan, fermentif metabolizmaya sahiptir. iki cins arasindaki temel farklilik ise;
pek ¢ok Photorhabdus izolat1 biyoluminesens (kelime anlami olarak canli bir varligin
kimyasal yolla 151k {iiretmesidir) yapmaktadir ve katalaz pozitiftir. Diger yandan
Xenorhabdus cinsi bakteriler her iki 6zelligi de barindirmamaktadirlar (Boemare ve
Akhurst 2006).

Xenorhabdus’un 20’den fazla tiirii tanimlanmis olup, Photorhabdus’un bir diizineden
fazla alt tiirtiyle birlikte sadece 3 tiirii bulunmaktadir (Boemare 2002, Boemare ve
Akhurst 2006, Tailliez ve ark. 2006, Orozco ve ark. 2013). Bakteri tiirlerinin taksonomisi
ve nematodlar1 arasinda yakin bir iligki vardir. Genel olarak her bir nematod tiirii, 6zel bir
bakteri tlirli veya alt tiirii ile iligkilidir (Fischer-Le Saux ve ark. 1998, Boemare ve Akhurst
2001).

Photorhabdus bakterileri enfeksiyon sirasinda belirli bir yol izler. Ilk olarak hemolenf
(kan) igerisinde hizl1 bir sekilde tireyerek immiin (bagisiklik) sistemi yok ederler ve orta
bagirsagin iginde yogun bir miktarda toksin salgilarlar. Enfeksiyonun ilerleyen
asamalarinda metallo-proteazlar salgilayarak bagirsagin epitel dokusunu parcalarlar ve

dokular1 nematodlar i¢in uygun beslenme ortami haline getirirler. Mcf (make caterpillar



floppy) genlerince kodlanan toksinler Photorhabdus bakterilerinde mevcuttur ve bu
toksinler konuk¢u bocegin bagirsak dokusunun pargalanmasini saglamaktadir.
Xenorhabdus bakterilerinin konuk¢u dokusuna yerlesirken izlemis olduklar1 yol heniiz
tam olarak anlasilamamigstir. Ancak hiicrenin dis ylizeyinde bulunan lipopolisakkarit
bilesenlerinden endotoksinler salgilayip doku hiicrelerini parcaladiklar1 diigiiniilmektedir
(Adams ve ark. 2006). Bakteriler 6lii bocegin icinde hizlica ¢ogalirlar ve iireme
evrelerinin sonuna dogru bir takim antimikrobiyal bilesikleri iireterek ortami diger
mikroorganizmalara karsi korurlar. Antimikrobiyal bilesikler diger maya, fungus ve
bakterilere kars1 etkili olan antibiyotikleri icermektedir (Webster ve ark. 2002). Ayrica
Photorhabdus tiirlerine yakin olan bakteri ¢esitlerine karsi aktif olan xenorhabdisin
(Thaler ve ark. 1995) ve lumisinler (Sharma ve ark. 2002) gibi bakteriosinleri bu
antimikrobiyal bilesikler biinyelerinde icermektedirler. Nematod ve bakteri arasindaki
simbiyosiz i¢in bu bakteriosinlerin varligi 6nemlidir. Bunlar sayesinde rekabete
girebilme ihtimali olan benzer bakteri gruplarina karsi istiinlik saglanmaktadir.
Lumisinler E. coli lizerinde de etkilidir. Ayn1 zamanda bu bakteriosinlerin konukcu

bocek bagirsak florasinin temizlenmesini de sagladig diisiiniilmektedir (Sharma ve ark.

2002).

1.6. Entomopatojen Nematodlarin Konukc¢u Dagilimi

Laboratuvar sartlarinda iyi bilinen birgok EPN tiirii (S. carpocapsae, S. feltiae ve H.
bacteriophora) birgok degisik bocek grubunu enfekte edebilmektedir. Ornegin S.
carpocapsae'nin laboratuvar kosullarinda birbirinden farkli takimlardan 250'yi askin
bocek tlriinii enfekte edebildigi bilinmektedir (Poinar 1990). Buna karsin agik alan
uygulamalarinda cevresel faktorler, potansiyel konukgular ve nematodlarin ekolojileri
nedeniyle 1J'ler tarafindan enfekte edilen konukgu yelpazesi ¢ok daha sinirlidir (Peters
1996). Baz1 bilinen entomopatojen nematod ¢esitleri sinirli konuk¢u dagilimina sahiptir.
S. kushidai ve S. scarabaei tiirleri Scarabaeidae familyasinin larvalarina adapte
olmuslardir (Koppenhéfer ve Fuzy 2003). Steinernema scapterisci tiri ise
Gryllotalpidae familyasinin {iyelerine 6zellesmis bir tiirdiir (Parkman ve Smart 1996).

Bu {ig tiir de diger bocek gruplarinda diisiik patojenite gostermislerdir.

Nematodlar toprak igerisinde yerlesimleri agisidan da tiirler arasinda farkliliklar
gosterirler. Heterorhabditis bacteriophora'nin genellikle topragin 8-10 cm derinligine,
S.



carpocapsae'nin ise ilk 1-2 cm'lik kisima yerlestigi bilinmektedir. Heterorhabditis
bacteriophora, S. feltiae ve S. carpocapsae'ye gore pargali ve diizensiz bir dagilim
gosterir. Bu bilgi neticesinde diizenli bir dagilim gosterecek sekilde bir alana uygulanan
Heterorhabditis bacteriophora tiiriiniin, uygulama tizerinden 2 ay kadar zaman gegtikten

sonra tekrar parcali bir yayilim gosterdigi gdzlemlenmistir (Lewis 2002).

Konuyla ilgili yapilmig olan birgok caligmanin neticesinde EPN'lerin Arachnida,
Gastropoda, Symphyla, I1sopoda, Collembola, Crustacea, Tardigradae ve Diplopoda gibi
bircok degisik omurgasiz canli ve hedef disi olan organizmalar iizerinde olumsuz
etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir. Fakat laboratuvar sartlarinda ve yiiksek dozda
yapilan uygulamar ile EPN'lerin kesin olmamakla birlikte arthropod tiirlerini de enfekte
edip iireme gosterebildikleri gézlemlenmistir (Poinar 1989, Jaworska 1993). EPN'lerin
toprak solucanlarinda herhangi bir patojenik etkiye sahip olup olmadiklar1 tespit
edilememistir (Akhurst ve Smith 2002). Ayrica fareler, kertenkeleler ve kurbagalarla
yapilan uygulamalarda entomopatojenik nematodlar hicbir patojenik etkiye sebep

olmamustir (Poinar ve ark. 1982, Kermarrec ve ark. 1991, Akhurst ve Smith 2002).

1.7. Entomopatojen Nematod- Konukcu iliskileri

Nematod tiirli, bocek tiiri ve bocegin gelisim evreleri gibi birgok biyolojik etken
EPN'lerin etkinlik derecesini etkiler (Eidt ve Thurston 1995, Simoes ve Rosa 1996).
EPN'ler bocegin aniis ve agiz gibi agikliklarindan girmeye calisirken mekanik veya
davranissal engellemelerle karsi karsiya kalabilmektedir. Konukgu saldiriyr hissettiginde
bacaklarini kullanip stirekli viicudunu temizleyebilir (Scarabaeidae larvalar1), ortami terk
edebilir veya kuvvetli bir sekilde ¢irpinmalar sergileyebilir (Gaugler ve ark. 1994).
Bunlara ek olarak boceklerde yliksek oranda diskilama veya aniis kismini kaslar ile sikica
kapatma, a8z kismidaki mandibuller yardimiyla nematodlar1 pargalama, CO2
salinimin1 azaltma veya toprak i¢inde odaciklar yapma gibi tepkiler gézlemlenmistir
(Gaugler ve ark. 1994, Eidt ve Thurston 1995, Dowds ve Peters 2002). Sosyal bocekler
patojenlere karsi koloni seklinde tepkiler ( koloninin yerini degistirmek, temizlenmek

veya hasta bireyi yuvadan uzaklastirmak vb.) verebilmektedir (Klein 1990, Gouge 2005).



Infektif juveniller konukcu bécegin hemosoliine ulasmak igin mukus sivisi, ince kiitikiil
veya dokular gibi bariyerleri gegmek zorundadirlar. Fiziki bir gii¢ kullanarak malpigi
tiiplerine, peritofik membranla orta bagirsak epiteli arasindaki viicut bosluguna veya
bagirsagin  baslangicina  ulasarak  viicudun  dismma  atilmaktan  kurtulurlar.
Heterorhabditlerdeki gibi agizlarindaki terminal sekilde yerlesmis disleri kullanarak veya
viicutlarin1 ince kiitikiilden igeri sokarak fiziki gili¢ kullanirlar (Koppenhdfer 2000,
Dowds ve Peters 2002).

Konuk¢u bocegin vermis oldugu ilk asamadaki tepki nematoda yoneliktir. Clinkii bu
evrede bakteri nematodun igerisindedir. Bakteriler nematodlarm konukguya giriginden 30
dakika - 5 saat arasindaki zaman farkindan sonra bocegin viicut bosluguna birakilirlar.
Nematodlar genellikle yapisinda melanin igeren viicut sivilar1 ile veya melaninle
saglamlastirilmis olan hiicresel kapsiiller ile ¢evrelenerek hapsedilirler. Melanin igeren
kapsiiliin i¢cine alma olay1 Lepidoptera, Coleoptera, Orthoptera ve Diptera takimlarinda
goriilmektedir. Ayrica tepkinin derecesi bocek ve patojenin tiirline ve bu ikisinin o anki
fizyolojik durumuna bagh olarak degisiklik gostermektedir (Dowds ve Peters 2002).
Yapilan bir c¢alismada Acheta domesticus (Gryllidae)'un H. bacteriophora ve S.
carpocapsae tiirlerini kapsiil i¢ine aldig1 ancak S. scapterisci tiirtine kars1 etkisiz kaldigi
goriilmiistiir. Popillia japonica (Scarabacidae) larvalar1 S. glaseri tiirii nematodu kapsiil
icine almasina ragmen bu nematod tiirli kapsiil igerisinden kagmay1 basarabilmektedir
(Wang ve ark. 1995). Farkhi bir ¢alismada Heterorhabditis 1J'lerinin penetrasyon
sirasinda J2 kiitikiiliinii geride birakip tipulid larvalarinda kapsiiliin i¢erisine alinmaktan

kurtulduklar1 gézlemlenmistir (Peters ve ark. 1997).

Nematod ve bakteriler, birlikte, bocegin bagisiklik sistemine saldir1 islemini
gerceklestirirler. Nematodlar melanin olusumu i¢in gerekli olan pro-feniloksidaz
salmimini ve ek olarak hemolenfteki antimikrobiyal aktiviteyi inhibe ederken bakteriler
enzimatik aktivitelerle konukc¢u bocegin bagisikligin1 bozmaktadir (Dowds ve Peters

2002, Ciche ve ark. 2006).



1.8. Entomopatojen Nematodlarin Konuk¢u Bulma Davramslar

Infektif Juvenil (1J) topraktaki konukgularini pusu kurarak "ambusher" ya da aktif bir
sekilde dolasarak "cruiser" aramaktadir. S. siamkayai, S. carpocapsae ve S. scapterisci
gibi nematod tiirleri pusu kurma stratejisini tercih etmektedirler. Bu tiirler topragin
ylizeyine yakin dururlar ve pusu esnasinda viicutlarinin %95'ten fazla kismini substrat
iizerinde yukariya dogru kaldirarak kuyruklari {izerinde durabilmektedirler. Boylelikle
yanlarindan ge¢mekte olan konukcuya temas edebilmektedirler. Sergilemis olduklar1 bu
davranisa '"nictation" denilmektedir. Bu davranisin viicudun diimdiiz, kismen
kaldirilmasi, hareketsiz bir sekilde tutulmasi veya ileri geri sallanmasi gibi degisik
formlar1 mevcuttur. S. carpocapsae ve S. scapterisci 1J'lerinin pusu esnasinda saatlerce
hareketsiz kaldiklar1 bilinmekte olan bir durumdur. Ayrica ambusher stratejisi izleyen
tirlerin sigrama yetenekleri de vardir. Dogrudan sigrama yaparak konukguya
tutunurlarken dolayli sigrama ile dagilim sagladiklar1 diisiiniilmektedir. 1J'ler boylelikle
bulunduklar1 bolgeden bir baska bolgeye gecip orada konuk¢u aramaya devam
edebilmektedirler. S. carpocapsae mevcut viicut uzunlugundan 10 kat fazla mesafeye
sigrayabilmektedir. Ambusher yapan tiir ¢cogunlukla konukg¢unun kendisine gelmesini
bekler (Lewis 2002, Campbell ve ark. 2003, Lewis ve ark. 2006). Aktif olarak
konukgularini1 arayan tiirler toprak igerisinde ¢cok az hareket etmekte olan veya sabit
duran konukgulari bularak onlar1 enfekte etmektedir. S. glaseri ve H. bacteriophora gibi
tiirler cruiser stratejisi izleyen tiirlere 6rnektir. Bu tiir nematodlarin hig¢ biri "nictation"
yapmaz. Ambusher ve cruiser davranig bicimlerinin ortasinda bir davranisa
(intermediate) sahip nematodlar da vardir. S. riobrave ve S. feltiae tiirleri buna 6rnektir
(Campbell ve Gaugler 1997).

Besin sinyalini aldiktan sonra nematodlarin yapmig olduklari davranisa 'besin arama'
denilmektedir. Besin algilama yetenegi ve besin algilanmasi sonucu degisen davranislar
ile birlikte, rastgele hareket (non-directional) ile bilingli (direcitonal) hareketler
arasindaki smir ¢izilir. Genelde nematod tiirleri besin uyaricisina benzer tepkiler
vermektedirler. Ornegin besin algilandiginda hepsinin besine yonelimi bas kismi ile
belirlenir. Besin kaynagina yaklasildiginda bas kisminda bulunan, labial papilla gibi
mekanik reseptorler harekete gecerek besinin ne oldugunu belirlemeye calisir (Riga

2004). Besin maddesinin kesfedilmesi ve arastirilmasi, besinin kalitesine, miktarina,

10



yiizey yapisina ve kompozisyonuna bagli olarak kisa veya uzun zaman alabilir.
Kesfetmede basm kullanilmasi, ileri ve geri viicut hareketleri ve yatay bas hareketleri
genellikle besin arama ve kesfetme davranislarini karakterize eder (Riga 2004). Sonug
olarak nematodlarin besin arama stratejisini anlayarak canlinin biyolojisinin diger

yonleri hakkinda bilgi edinilecegi diistiniilmektedir (Campbell ve ark.2003).

1.9. Entomopatojen Nematodlarin Dagilimi

Infektif Juvenil ile ilgili yapilan ¢alismalarin sonucunda toprakta 30 giin i¢inde dikey ve
yatay sekilde 90 cm'e yakin bir mesafe kat edebildikleri gozlemlenmistir. Bu canlilar
konukgularini aktif bir sekilde arayip bulabilmektedir. Riizgar, enfekte konukgular, su,
insan aktivitesi ve forezis gibi yollar ile de pasif olarak uzak mesafelere yayilabilirler
(Kaya 1990). Popiilasyonlar dogada diizgiin, pargali veya rastgele dagilim gosterir.
Tiirler aras1 ve tiir i¢i etkilesimler, ayrica kaynaklarin dagilimi da nematodlarin parcali
dagilimlarini etkilemektedir. Konukcularin sayica fazla olusu, uygun habitatlar, toprakta
sinirlt sayida dagilim gosterme, bir tek konukcu bocek iginde fazla sayida 1J’lerin
(30000-40000 1J) tiremesi, varliklarin1 devam ettirmeye c¢alisirken ve bir alana
yerlesirken karsilastiklar1 kosullar gibi pek ¢cok sebepten o6tiirii EPN populasyonlari
dogada parcali1 dagilim gosterebilmektedir (Stuart ve ark. 2006).

Infektif Juvenillerin topraga uygulandiklar1 ilk bir ka¢ saat igerisinde %50 kadari
kuruma ve UVisinlarindan dolayr canliliklarini koruyamayip oliirler. Geriye kalan
[J'lerin her giin yaklasik %5-10 kadar1 oliir. Bu sebepten dolay1r EPN'ler zararlilarin en
duyarl evrelerinde uygulanmalidir (Kaya 1990, Koppenhofer 2007).
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1.10. Entomopatojen Nematodlar1 Etkileyen Biyotik ve Abiyotik Faktorler
1.10.1. Abiyotik Faktorler

Abiyotik faktorlerle nematod varligini etkileyen sicaklik, toprak yapisi, nem, tuzluluk,

UV, pH ve pestisitler kastedilmektedir (Kaya 2002).

1.10.1.1. Sicakhk

Sicakligin nematod performansina etkisi tiirlere veya soylara gore degisiklik
gostermektedir (Grewal ve ark. 1994). Genel olarak 1J’ler diisiik sicaklik derecelerinde
(<10-15°C) durgunlagsmaktadir. Daha yiiksek derecelerde ise (>30-40°C) inaktive
olmaktadirlar. 0°C’nin altinda ve 40°C iizerindeki sicakliklar maruz kalinan siireye de
bagli olarak nematodlar i¢in 6ldiiriiciidiir (Glazer 2002). Pek ¢ok tiir i¢in canli kalinan en
uygun sicaklik araligi 5-15°C arasindadir. Daha yiiksek sicakliklar metabolik aktiviteyi
artirarak enerji rezervlerinin tiilkenmesine ve yasam siiresinin kisalmasina sebep

olmaktadir (Georgis 1990).

1.10.1.2. Nem

Nem nematodlarin performansini etkileyen en 6nemli faktordiir. 1J’ler etkili bigimde
ilerleyebilmek i¢in film tabakasi halinde bir suya ihtiya¢ duymaktadirlar. Toprakta,
1J’ler partikiiller arasindaki bosluklar1 kaplayan su filmlerini kullanarak hareket ederler.
Eger bu su filmi kurak topraklardaki gibi ¢cok ince olursa veya suya doymus topraklarda
partikiiller aras1 bosluklar tamamen dolu olursa nematodlarin hareketi kisitlanmaktadir

(Kung ve ark. 1991, Brown ve Gaugler 1997).

1.10.1.3. Toprak Yapisi

Nematodlarin yayilmalar1 ve canliliklarini korumalar1 toprak tipleri arasinda da farklilik
gostermektedir. Ince-taneli yapidaki topraklarda canli kalma oranlarmin ve
yayilmalarinin daha diisiik oldugu varsayilmaktadir. Ancak en diisiik canlilik orani killi
topraklarda goriilmektedir. Daha diisiik hayatta kalma oranmnm muhtemelen toprak
porlarindaki az oksijen miktariyla iligkili oldugu disiiniilmektedir (Kaya 1990, Alekseev
ve ark. 2006).
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Toprak tipi nematodlarin hareketini, canliligini1 ve infektivitesini etkileyen abiyotik bir
faktordiir (Kung ve ark. 1990). Kiiciikk partikiil yapili topraklar hareket etmeyi
zorlagtirirken, kumlu ve kumlu-tinl topraklar nematodlarin kolayca hareket etmelerine

imkan vermektedir (Lewis 2002).

1.10.1.4. UV

UV 15181 nematodlar1 inaktive eden ve dakikalar igerisinde 6lmelerine neden olan 6nemli

bir abiyotik faktordiir (Gaugler ve Bousch 1978).

1.10.1.5. pH

Topragm pH degerleri 1J canlilig1 tizerinde 6nemli bir etkiye sahip degildir. pH 4 ile 8
arasindaki degerlerde 1J etkinligi degisiklik gostermemektedir. Ancak pH 10°da 1J
canlilik orani hizla diismektedir (Kung ve ark. 1990).

1.10.1.6. Oksijen

Ayni sekilde oksijen, suya doymus veya yogun miktarda organik materyal igeren

topraklarda smirlayici bir faktor olabilmektedir (Kaya 1990).

1.10.2. Biyotik Faktorler

Dogal diisman, bitki varlig1 ve ortamdaki konuk¢ular nematodlar i¢in gerekli olan biyotik
etkenlerdir. Bu faktorler ortamin fiziki kosullarmmi (topragin sicaklik, nem ve
gozenekliligi vb.) iyilestirip nematodlarmm hayatta kalmasi i¢in uygun bir ortam
olusturmaktadir (Kaya 2002). Biyotik faktorlerin etkileriyle ilgili bircok kapsamli
arastrma yapilmistir. Antibiyozis denilen bazi durumlarda toprak altindaki bitkinin
koklerinden ¢esitli kimyasallar salmir ve bunlar [J'lerin konuk¢u aramasmi olumsuz
yonde etkiler. Bazi durumlarda ise enfekte olan konukcunun igerisindeki kimyasallar
nematodun iiremesini ve enfeksiyonunu etkiler. Bir konuk¢unun igerisinde ¢ok sayida 1J
oldugunda tiir i¢i rekabet sebebiyle ortam nematodlar i¢in uygun olmayabilmektedir.
Ozellikle ayn1 alana uygulandiklar1 zaman tiirler arasi rekabet diger bocek patojenleri
arasinda da yasanabilmektedir. Rekabet¢ilerin tiirii (bakteri, viriis veya entomopatojenik
fungus), enfeksiyon zamani veya nem ve sicaklik gibi cevresel faktorler rekabetin

sonucunu etkilemektedir (Koppenhofer 2007).
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1.11. Cim Bitkisi

Cim alanlar, toprak yiizeyini Orten, sik bir halde gelisen, homojen bir goriiniise sahip ve
devamli bigilerek belli bir ylikseklikte tutulan, genellikle Graminea familyasina dahil
olan bitki ve bitki topluluklarinin bulundugu yatay olarak tesis edilmis yesil alanlardir.
Diinyada cayirlar rekreasyon ve besin amagl kullaniminin yani sira meralar ve yesil
alanlar olarak da kullanilmakta, ayrica erozyonu Onleyerek topragin iyilestirilmesi ve
yenilenmesini saglamaktadir. Bunlara ek olarak karbon gazlarimi tutmasi, sicakligi
ayarlamasi, giiriiltii ve 151k kirliligini azaltmalar1 sebebiyle ayr1 bir dneme sahiptirler.
Giliniimlizde golf sahalari, stadyumlar ve evlerin bahgeleri gibi pek c¢ok alanda ¢im
sahalar kullanilmaktadir. Cayirlar pek ¢ok omurgasiz tlire yasam alani olmaktadir.
Ancak bu canlilarin ¢ogu dogrudan vejetasyon iizerinden beslenmekte ve dnemli dlgiide
zarara sebep olmaktadir (Grewal ve ark. 2005, Klein ve ark. 2007).
Diinya genelinde 6zellikle Scarabaeidae ve Curculionidae familyalari ile Lepidoptera ve
Diptera takimi ¢im alanlarinda 6nemli zararlara sebep olmaktadir. Golf sahalar1 ve

yiirliyiis yollarindaki yesil alanlar ig¢in bu zararhlar siirekli problemdir (Anonim 2008).

1.11.1. Cok yilik ¢cim (Lolium perenne L.)

Ingiliz ¢imi olarak da bilinen c¢ok yillik ¢im, siklikla ve c¢ok¢a kullanilan bir
bugdaygildir. Orta dokulu, sik kardesli, tiniform bir bitki ortiisii olusturabilen, ¢ok yillik,
yaprak alt yiizeyinin agik yesil rengi, bigmeye uygun siirgiin yapisi ile de kolayca diger
cimlerden ayrilabilmektedir. Yumak biliylime formuna ek olarak ¢ok sayida yatay
stirgiin olusturdugundan alan1 iyi kaplar, ancak stolon veya rizom i¢ermez. Cok yillik
¢im esas olarak serin-nemli iklimlerin, kiglart sert olmayan ve serin-nemli yazlara sahip
bulunan yorelere adapte olmustur. Sicakhigin asir1 yiiksek veya diisiik olmamasi
kosuluyla, ¢cok yillik olan 6émrii daha da uzayan tiiriin 6nemli bir eksigi, sicakliga olan
dayanaksizligidir. Kisin golgeye dayanikliligi da iyi olan tiir, ¢ok degisik toprak
tiplerine adapte olabilir ancak, notr veya hafif asit yapidaki yiiksek verimli topraklarda

en iyi performansini gostermektedir.

Asir1 su birikimleri ve tuzluluk ise onemli sorunlar yaratabilmektedir. Ev bahgeleri,

mezarliklar, parklar, bina ¢evreleri, hava alanlar1 ve genel amagh yesil alanlarin
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kurulmasinda yaygin olarak yararlanilir. Tohumunun ucuz, temininin kolay olmas1 ve
kisa zamanda ekildigi toprak yiizeyinde yesil bir ortii olusturmasi ¢ok yillik ¢imibu
ozelliklerinden dolay1 her tiirlii yesil alan tesisinde saf veya karigimlara girmesinde

oncelik sahibi yapmistir (Avcioglu 1997).

Y—Olfaktometre, EPN’lerin konukguya veya algilayabildigi herhangi baska cekicilere
yoneliminin belirlenmesinde basarili bir sekilde ve yaygin olarak kullanilan bir diizenek
olup bu tez c¢alismasinda da kullanilmistr. Bu c¢alismada, Heterorhabditis
bacteriophora’nin laboratuvar kosullarinda hibridizasyonu gergeklestirildikten sonra
elde edilen wrkin ¢im bitkisinin koklerine yonelim davraniglarinin ebeveynlerine gore
daha bagarili olup olmadiklarmin Y-olfaktometre yardimi ile tespit edilmesi
amaclanmistir (Boff ve ark. 2001). Ayrica bu ¢alismada; Y-Olfaktometre diizeneginin
yonelimi tespit etmeye yardimci 6zelliginden faydalanilarak her izolat ve hibrit rk i¢in
3’er tekerriirlii deneme kurulmustur ve zararlinin istilasina ugramis ¢im bitkisinin
koklerine nematodlarin yonelimlerinde artis olup olmadigr arastirilmistir. Caligma
sonucunda genis bir konuk¢u araligina sahip olan H.bacteriophora’nin uygulama

alanlarinda daha etkin kullanimina katkida bulunulmasi amag¢lanmuistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1: Y-Olfaktometre Diizenegi Kullamilarak EPN Davramislarinin Tespit Edilmesi
ile Ilgili Kaynak Arastirmasi

H. megidis’in NLH-E 87.3 wkinin kokler ile konuk¢u boceklere ve bunlarin
kombinasyonlarinin varliginda konuk¢u arama davranisi tizerine Boff ve ark. (2001) kum
ile doldurulmus Y-Olfaktometre diizeneginde bir ¢alisma yapmuslardir. 24 saatlik siire
icerisinde IJ’lerin G. mellonella larvasina onemli 6lgiide yoneldigi ve %100 larva
Oliimiine sebep oldugu tespit edilmistir. Bunlarin tam aksine O. sulcatus larvasi 1J’lerin
konukg¢u yonelimi lizerine etki etmemis ve herhangi bir larva 6liimii goriilmemistir. Cilek
kokleri ve O. sulcatus kombine edildiginde ise 1J’ler lizerinde pozitif bir etki goriilmiis
ve konukgu bocek larvalarinda %37 oraninda 6liim belirlenmistir. Cilek bitkilerinin
kokleri 1J’ler iizerinde negatif bir etki goriilmesine neden olmustur. Bu calisma ile Y-
Olfaktometrenin entomopatojen nematodlarin yari-dogal ortamda konuk¢u arama
davranis1 belirlenmesi iizerine yapilacak calismalarda kullanima uygun oldugu

saptanmigtir.

Heterorhabditis megidis’in mazi1 ve ¢ilegin kokleriyle bag maymuncugu O. sulcatus’a
gosterdikleri tepki tlizerine, i¢inde nemli kum bulunan Y-Olfaktometrede Boff ve ark.
(2002) tarafindan bir ¢alisma gerceklestirilmistir. 1J'ler taze ¢ilek ve mazi1 kokleri ile
aktive edilmistir. Nematodlarin bazilar1 bitki koklerinin yakimlarinda toplanmustir.
Cogunlugu ise koklerden uzaklasma egilimi gostermistir. Karsilagtirma yapildiginda
1J’ler ¢ilek kokiine O. sulcatus larvasindan daha fazla yonelmislerdir. Mazi kokleri ile O.
sulcatus larvasi arasinda ise herhangi bir fark bulunamamustir. Cilek kokleri ile bag
maymuncugu larvast kombine edildiginde sadece koklere oranla daha fazla yonelim
gbzlenmistir. Maz1 kokleri ve larva bulunan kol ile sadece mazi bulunan kol
karsilastirildiginda 1J’ler bitki kokii ve mazi bulunan kollardan aksi yonde hareket
etmistir. Nematodlar mekanik yollarla par¢alanmis koklere, larva tarafindan parcalanmis
koklere gore farkli yonelim gostermistir. Par¢alanmis mazi kokleri ile yapilan denemede
[J’ler larva tarafindan zarar yapilan bitkilere daha fazla yonelirken, ¢ilek kokleri ile
yapilan denemelerde 1J’ler mekanik yolla pargalanan koklere daha fazla yonelmistir.

Cilek ve maz1 koklerine yonelim karsilastirildiginda 1J’ler daha ¢ok ¢ilek koklerini tercih
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etmistir. Cilek kokleri - larva ve mazi kokleri - larva kombinasyonlarina yonelim de

caligmada incelenmistir.

Struck ve ark. (2004) nematodun konukcu bitkiyi bulma ozelligiyle ilgili bir ¢caligma
yapmis ve caligmalarinda konukgu bitki olarak musir fideleri, bocek olarak toprak altinda
yagayan Cyrtomenus bergi ve biyolojik miicadele ajani olan entomopatojen nematod H.
megidis’i kullanmiglardir. Calismalarinda igini kum ile doldurduklar1 Y-Olfaktometrenin
kollarina musir fidesi, bocek, her ikisinin kombinasyonu ve kontrol olarak sadece kum
konmustur. Farkli kombinasyonlarda toplam 6 adet deneme kurulmustur ve sonug olarak
nematodlarm onemli 6l¢clide misir ve misir - bocek kombinasyonuna yoneldikleri

gbzlemlenmistir.

Bitkilerin, parazitlerin ve bazi boceklerin toprak altindaki tritrofik etkilesimini Rasmann
ve Turlings (2008) arastrmistir. Bu arastirmada, entomopatojen nematodlarin
konukgularmi1 bulmak i¢in yarali bitki koklerinin salgiladigi kimyasal maddeleri
kullandig1 tahmin edilerek alt1 kollu olfaktometre diizenegi kullanilmistir. Bu diizenekte
bitkilerin, entomopatojen nematodlarm ve bazi bdceklerin arasindaki etkilesim
incelenmistir. Yapilan ¢alismalarin sonucunda, bitki koklerinin ve boceklerin salgiladigi
kimyasallardan entomopatojen nematodlarin etkilendigi belirlenmistir. Biyolojik
miicadele agisindan bitki savunma mekanizmasinin da incelenmesi gerektigi

goriilmektedir.

Hiltpold ve ark. (2010) dogal diismanlarin bdceklerin iizerindeki etkinliginin
artirilmasinda yapay seleksiyonlarin 6nemli bir faktér oldugunu savunmuslardir. Misir
kok kurdu (Diabrotica virgifera virgifera)’nun yapmis oldugu zarardan sonra kokte
salgilanan beta carphophylene isimli bilesik hem EPN'leri kendine ¢ekmekte hem de
musir kok kurdu tlizerinde oldukga etkili olmaktadir. Ayrica bu bilesik, H. bacteriophora
iizerinde etkili bir ¢ekicilige sahip degildir. Bu zayiflig1 bertaraf edebilmek i¢in H.
bacteriophora irklarindan bu bilesige yiiksek tepki veren wklar 6 kollu olfaktometre
kullanilarak tespit edilmeye c¢aligilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, 6 nesil sonra
secilen 1rkin orijinal irka gore bu bilesige daha fazla oranda tepki gosterdigi ve 2 kat hizli
hareket ettigi tespit edilmistir. Koklerinden bilesik iireten misir gesitleriyle kurulan

caligmalarda ise seleksiyon sonrasi elde edilen wrkin, orijinal irka gore daha fazla etkin
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oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢aligmalarin sonuglarina gore, yapay seleksiyonlar yoluyla

biyolojik miicadelenin etkinligini artirabilmenin miimkiin oldugu bulunmustur.

Susurluk (2011) kanola bitkisi tizerindeki lahana sinegi, Delia radicum (Diptera:
Anthomyiidae)’a kars1 Steinernema felitae’nin miicadele potansiyelinilaboratuvar
kosullarinda incelemistir. Laboratuvar testleri, D. radicum’un son larva donemine kars1
% 80 oraninda etkinlige ulasildigini géstermistir. Kum (firma Humax® U.K., partikiil
boyutu: 300-400 um) ile doldurulmus Y-Olfaktometre diizenegi kullanilarak S. feltiae’nin
D. radicum ve kanola koklerine dogru besin arama davranislar1 tek tek ve kombine
edilerek 8 ve 15 °C’ de denenmistir. Bu diizenekteki en fazla nematod yoneliminin her

iki sicaklik degerinde de larvaya kars1 oldugu tespit edilmistir.

Entomopatojen nematodlarin yakin mesafelerde konuk¢unun oldugu bolgelere kimyasal
maddelerin etkisi altinda hareket etmesini belirleyen en 6nemli isaretlerden birinin
karbondioksit oldugunu Turling ve ark. (2012) belirlemislerdir. Zararlinin bitki kokiinde
meydana getirmis oldugu zarardan sonra kokten salgilanan degisik ugucularin ise uzun
mesafe hareketlerde etkili oldugu bildirilmistir. Birden ¢ok ortamda bulunan gazlar
(CO2) ile kokten ¢ikan ugucu bilesiklerin olusturdugu kombinasyonun, gazlarin tek tek
uygulanmasindan daha fazla etki gosterecegi belirtilmistir. CO2 ve bitki kaynakli
bilesiklerin kombinasyonlarinin yapmis olduklar1 sinerjik etkilerin gelecekte arastirilmasi

gerektigi saptanmaistir.

Phasmarhabditis hermaphrodita’nin Deroceras reticulatum araciligi ile meydana gelen
birbirinden farkli isaretlere verdikleri tepki; kum ve agar ile doldurulmus olfaktometrede
Nermut ve ark. (2012) tarafindan test edilmistir. Referans olarak S. feltiae ve G.
mellonella kullanilmistir. Her iki ortamda da (agar ve olfaktometre) P. hermaphrodita’nin
daha fazla yonelim gosterdigi tespit edilmistir. Agar iizerinde P. hermaphrodita hem
kadavra hem de homojenize formdaki D. reticulatum’a karsi yonelim gdstermistir.
Simiiklii bocek digkisi, mukus salgis1 ve G. mellonella diskist yiiksek fakat dogrusal
olmayan yonelime neden olmustur. Cahsma ile P. hermaphrodita’nin isaretleri
kullanarak konukgusunu tespit ettigi ve ona yoneldigi ortaya konmustur. S. feltiae'nin de

hem bocek hem de siimiikliibocek kokularina karsi tepki gosterdigi belirlenmis ve
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gelecekte EPN’lerin bocek disindaki diger canlilar ile miicadelede kullanilma

olanaklarmin oldugu da ortaya ¢ikarilmistir.

Y-Olfaktometre kullanarak Steinernema polhyphyllae'nin disi bireylerinin ¢esitli
kokulara yonelimlerinde bir farklilik bulunup bulunmadigi iizerine Cakmak ve ark.
(2013) bir calisma yapmuslardir. Calismalarinda; enfekte olmamis, par¢alanmis, kokusuz
Polyphylla fullo larvasi, S. glaseri tarafindan enfekte edilmis P. fullo larvasi,
par¢alanmamis ancak 6lmiis P. fullo larvasi, canli S. glaseri 1J’leri ve canli P. fullo larvasi
kullanilmistir. Kokusuz uygulama ile karsilastirildiginda S. pollyphyllae bireyleri koku
kaynaklarma 6nemli oranda yonelim gostermistir. Ancak, S. glaseri 1J’leri ve canli P.
fullo larvalarina ise herhangi yonelim gézlenmemistir. Iki koku kaynagi arasinda se¢im
yapildiginda S. glaseri 1J’leri ve canli P. fullo yerine diger koku kaynaklarma yonelim

gorilmiistiir.

Okumura ve Yoshiga (2014) Caenorhabditis elegans’in Parastrachia japonensis ile tiire
Ozgii foretik bir iliski igerisinde oldugunu ve C. japonica’nin duragan ve beslenmeyen
foretik donemini ¢gogunlukla disi konukgularda bulmus ancak bunun nedenini tam olarak
aydinlatamamiglardir. C. japonica'nin konukgularindan yayilan ipuglar1 sayesinde
yonelim gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla Y-Olfaktometre sistemi kurulmus,
deneme sonuglarina gore C. japonica’nin P. japonensis tarafindan salgilanan kokulara
tepki gosterdigi ancak diger konukgulardan yayilan kokulara ve CO2’e herhangi bir tepki
gostermedigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile C. japonica’nin konuk¢u segerken ugucu
bilesikler kullandigi, konukgulardan yayilan bazi kairomonlarin nematodu ¢ektigi

saptanmustir.

Filgueiras ve ark. (2016) dogal diisman, bitki ve herbivorun bulundugu tritrofik iligkilerde
bitki savunma mekanizmalarinin ¢ok fazla etkiye sahip oldugunu, toprak iistiindeki dogal
diismanlar tizerindeki etkisi kadar, toprak altinda yaratti1 etkinin de dnemli oldugunu
savunmustur. Caligmalarinda, toprak altinda EPN'ler {izerinde, toprak {istii metil salisilat
uygulamasi ile uyarilan salisilik asit mekanizmasinim etkisi incelenmistir. Ayrica, toprak
istiinden gergeklestirilen bu uygulama ile koklerden Steinernema diaprepesi’yi ¢eken
kimyasal bir ugucunun salgilandig: tespit edilmistir. Metil salisilat uygulanan turung

bitkisinin kokleri 4 kollu olfaktometrede EPN’leri kontrole gére daha fazla cekmistir. Bu
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calismanin sonuglari incelendiginde, bitki savunma mekanizmalarinin tritrofik iligkilerde
onemli oldugunu ve toprak iistiinde oldugu kadar toprak altinda da uyarici sinyallere

neden oldugu tespit edilmistir.

Tonelli ve ark. (2016), Heterorhabditis indica ve S. carpocapsae'nin seker kamiginda
zarar yapan tiikiriik bdceklerine karsi oldukca etkili bir biyolojik miicadele ajani
olmasindan ve zararlilarin bitki koklerinde beslenmesi sonucu ortaya cikan ugucu
bilesiklerin nematodlar1 kendine ¢ekmesinden yola ¢ikarak bir calisma yapmislardir. Bu
calismada, 6 kollu olfaktometre kullanilmis, tiikiiriik bocegi nimflerinin kokte meydana
getirdikleri zarar ile ortaya ¢ikan ugucu bilesiklerin nematodlar iizerindeki etkisi
incelenmistir. Ayrica bocek nimflerinin yaptiklar1 zarar sonrast kdklerin ugucu bilesik
profilleri de incelenmistir. Calismanin sonuglarina gore; EPN’lerin zarar gérmemis
saglikli kokler ile bos kum arasinda herhangi bir ayrim gézetemedigi, buna karsin, zarar
gbérmiis kok ile saglikli kok karsilastirildiginda; her iki EPN tiirii de kokular1 algilamis ve

zarar gormiis bitki koklerine yoneldigi goriilmiistiir.

2.2. Entomopatojen Nematodlarin Konukcu Arama Davramslariyla Ilgili Kaynak
Arastirmasi

Grewal ve ark. (1993) tarafindan yapilan arastirmada, ¢alismada kullanilan deneysel ve
dogal konukgularin artiklariyla iliski igerisinde bulunan dort entomopatojen nematod
tiirliniin davranissal tepkileri analiz edilmistir. Nematodlar tarafindan konukg¢u tanimasi
stirinme, kafa dalgalanmasi, viicut dalgalanmasi, duraklama, kuyruk siiriinmesi, bas
stirtme ve agresif davranma gibi bazi deneysel parametrelerdeki degisiklikler izlenerek
aciga ¢ikarilmustir. S. glaseri dogal konukgularinin Spodoptera exigua (Lepidoptera) ve
Popillia japonica (Coleoptera) ve deneysel konukgularmin Acheata domesticus
(Orthoptera) ve Blatella germanica (Blattodea) artiklariyla iletisime girdiginde
davranissal tepki goriilmistiir. S. scapterisci herhangi bir bocek tiiriiniin atiklarina karsi
istatistiksel olarak Onemli bir tepki gostermemisgken, S. carpocapsae ise sadece B.
germanica atiklarina karsi tepki gostermistir. S. scapterisci hari¢ diger nematod tiirleri
hamambocegi atiklarina karst kagma tepkisinde bulunmustur. Nematodlar {izerinde
hamambdcegi atiklarinda bulunan amonyagin inhibitor etkisi yarattig1 tespit edilmistir.
Calisma sonucunda, EPN’ler tarafindan 6zel konukgu tanimanin énemli bir mekanizma

oldugu ve konukgularin ¢ekiciligi ile ilgili olduguna vurgu yapilmustir.
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Lewis ve ark. (1995) tarafindan, beslenmeyen 1J'lerin 6zellikle bir konukguyu aramalari
sirasindaki arama stratejileri, metabolik oranlar1 ve enerji rezervleri arasindaki iliskinin
ne oldugu ve arama stratejisi basarisiz oldugunda, infektif donemdeki nematodun
konukg¢u arama davranisini degistirip degistirmeyecegi sorularinin ortaya ¢iktigi tespit
edilmigstir. 3 EPN tiirli suda depolanmis ve depolama siiresi boyunca metabolizmadaki
oranlar, enerji rezervleri ve enfeksiyon yetenegi Olciilmiistiir. Calismalarin sonucuna
gore; H. bacteriophora daha aktif ve en yiliksek metabolik oranlara sahiptir. S.
carpocapsae en az aktif ve en diisiik metabolik oranlara sahiptir, S. glaseri’nin en aktif
oldugu ve metabolik oranlarmin da diger iki nematodun arasinda oldugu bulunmustur. S.
glaseri ve H. bacteriophora cruiser iken, S. carpocapsae konukgusuna tuzak kurmustur,
yani ambusher tepki gostermistir. Hicbir cruising tiir arama stratejisini degistirmemistir.

S. carpocapsae’nin nictation davranisi azalmis ve hareket orani ise artmistir.

Csantos (2002) tarafindan yapilan ¢alismada Steinernema glaseri ve Heterorhabditis
bacteriophora’nin yatay hareketlerinin belirlenmesi i¢in kumda 15, 20, 25 ve 30 "C’de
Galleria mellonella larvalarmma karsi denemeler yapilmistir. Yatay hareket 17 ayri
boliimden olusmus 42,5 x 5 cm PVC tiipler kullanilarak ug¢ noktalarma G. mellonella
larvasiyla orta noktasindan nematod yerlestirilerek degerlendirmistir. 8 saat araliklar ile
nematodlarm degisik sicakliklarda larvaya karsi uzaklasma ya da yakinlasma orani
Olciilmiistiir. Her iki tiir de cruiser konukg¢u arama stratejisine sahiptir. Ancak sadece S.
glaseri konukgudan gelen uyaranlara yanit vermistir. S. glaseri ve H. bacteriophora’nin
[J’lerinin hareketleri, sicaklik ylikseldikce dnemli 6l¢iide artis gostermistir. Her iki tiiriin

de ekstraksiyon verimi tiim sicaklik derecelerinde zamanla diisiis egilimi gostermistir.

Bocek paraziti olan bir tiire ait iki farkli EPN izolatmin (H. bacteriophora Tur-H2, H.
bacteriophora Tur- H1) dikey yondeki hareketleri Susurluk ve ark. (2003) tarafindan
laboratuvar kosullarinda test edilmis. H. bacteriophora Tur-H2 ile H. bacteriophora Tur-
HI’in Galleria mellonella larvasina karsi olan hareketleri arasinda olduk¢a 6nemli bir
farkin bulundugu saptanmistir. Her iki izolat ik i¢in en fazla nematod enfeksiyonu, 3.
giinde gozlenmistir. 25 °C’de 24, 48, 72, 96, 118 ve 148 saat sonunda G. mellonella
larvast igine giren H. bacteriophora Tur-H2 ve H. bacteriophora Tur-H1’in enfektif

juvenilleri (IJs) kaydedilmis ve larva igindeki 1J yiizdeleri verilmistir. Buna gore; H.
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bacteriophora Tur-H2 i¢in: % 0.26, 3.20, 52.38, 12.52, 8.20 ve 3.73. H. bacteriophora
Tur-H1 icinse: % 0.52, 3.28, 28.16, 4.34, 3.90 ve 1.82 sonuglar1 elde edilmistir. iki
nematod izolat1 ayn1 tiire ait oldugu halde, ilging bir sonug¢ olarak ayni konuk¢uya karsi

farkl etkinlikte arama davranis1 gosterdikleri tespit edilmistir.

Bal ve Grewal (2015) ambusher ve crusier olarak siniflandirilan entomopatojen
nematodlari topraktaki yayilma ve beslenme davranislari ile ilgili yapmis olduklar1
caligmada enfekteli kadavralardan alinan ambusher olarak S. carpocapsae (tiim irklarr),
cruiser olarak da H. bacteriophora (GPS11 ki) tiirleri ile hareketli veya haraketsiz,
larvali veya larvasiz Wooster kumu ve killi toprak karisimiyla elde edilen
mikrokozmlarda caligmalarini yiirtitmiistiir. Sonuglarda, 24 saat sonunda hareketsiz
larvali grubu (G. mellonella tel ile g¢evrilmis) ile larva uygulamasi olmayan grup
karsilagtirilmig H. bacteriophora’nin hareketsiz larvali grubunda yayilim artig géstermis
olmasina ragmen, S. carpocapsae’nin dagilimi lizerinde herhangi bir etki bulunmamustir.
Buna karsin, hareketli larva ve larva uygulamasi olmayan grup karsilastirildiginda ise
hareketli larva S. carpocapsae yayilimini arttirmasma ragmen, H. bacteriophora’nin
dagilimi tizerinde etkili olmamustir. Ayrica H. bacteriophora microkozmun igerisine
konulan hareketsiz larvay1 hareketli larvadan daha iyi enfekte etmistir ve S. carpocapsae
ise hareketli larvay1 hareketsiz larvadan daha iyi enfekte etmistir, boylelikle ambusher -
cruiser teorisi dogrulanmistir. Ayrica sonuglar iki tirtin I1J’lerinin (88-96% S.
carpocapsae; 67—-79% H. bacteriophora), de biiyiik oranla kadavranin ¢evresinde oldugu
(< 3.8) goriilmiis ve hareketli larvanin bulundugu microkozmlarda IJ’ler ile kadavra
arasindaki mesafe en uzun mesafenin S. carpocapsae’da oldugu goriilmiis ve istatistiksel
olarak da bu fark Onemli bulunmustur. Ayrica S. carpocapsae’nin ortalama
popiilasyonunun yer degistirmesi hareketsiz larvada (5.07 - 3.6cm/giin) ve hareketli
larvada (8.06 - 5.3 cm/giin) H. bacteriophora’dan daha yiiksektir. Sonug olarak, 2 tiiriin
yayilim ve besin arama davraniglar1 arasinda fark vardir ve bu davranislar konukgunun

varligi, yoklugu, hareketli veya hareketsiz olmasi etkilemektedir.

Lortkipanidze ve ark. (2016) EPN’lerin besin arama davranislarinin tiirlere gore farklilik
gostermesi ile ilgili bir ¢alisma yapmiglardir. S.carpocapsae, H.bacteriophora ve teshisi
son zamanlarda yapilmis olan Steinernema tbilisiensis’in Tenebrio molitor L.

(Coleoptera:  Tenebrionidae)’a karst etkinligi test edilerek karsilastirilmasi
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gerceklestirilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda S. tbilisiensis'in hem ambusher hem

de cruiser olmak {izere iki arama stratejisine de adapte olabildigi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Galleria mellonella Larvalarinin Laboratuvar Kosullarinda Yetistirilmesi

Petek giivesi, Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), larvalar1 EPN’lere son
derece duyarlhidir. Larvalarimin yapay besinlerle rahatlikla beslenerek kisa siirede
yetistirilebilmesi ve lireme potansiyelinin yiiksek olmasi nedeniyle EPN’lerin in vivo
iretimi siirecinde en genel ve yaygin olarak kullanilan konukgu bdcektir. G.
mellonella’nin son donem (4. Donem) larvalarinin (Sekil3.1.) in vivo iretimde

kullanilmastyla yeterli sayida EPN elde edilebilmektedir (Zyl ve Malan 2014).

Sekil 3. 1.Galleria mellonella larvalarinin genel goriiniimii

Laboratuvar kosullarinda saglikli olarak iiretilen G. mellonella larvalari denemede
konuk¢u olarak kullanilmistir. Larvalarin yetistirilmesinde kullanilan yapay besin
asagida yer alan maddelerden olusmaktadir:

. 200 g bal,

. 200 g gliserin,

. 50 g maya,

. 100 g siit tozu,

. 100 g soya unu,

. 150 g misir unu

. 200 g kepek (Wiesner 1993).
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Sekil 3. 2. Galleria mellonella larvalarinin beslenme goriintiisii

G. mellonella erginlerinin filtre kagidi lizerine birakmis olduklar1 yumurtalari, cam
kavanoz icerisinde bulunan besinin iizerine konulmus ve kavanozun agiz kismi delikli
metal bir telle kapatilmistir. A¢ilan yumurtalardan ¢ikan bireyler beslenmeye baslayarak
yaklagik 4 hafta icerisinde son donem larva biiylikliigiine ulasmistir (Sekil 3.2.). Bu
stirecte kavanozlar 1sitmali etiivde (Thermal) 30 °C sicaklikta muhafaza edilmistir (Sekil
3.3.). G. mellonella’larin yumurta birakmalari i¢in optimum sicaklik 30 °C'dir. Daha
diisiik sicakliklarda metabolizmalar1 bariz sekilde yavaslar ve birakilan yumurta sayisinda
diisme goriiliir. Daha yiliksek sicakliklarda ise 3 giin icerisinde yumurtlama oraninin
yiiksek oldugu ancak dmiirlerinin kisaldig1 ve dliimlerin arttig1 tespit edilmistir (Marston

ve ark. 1973).

Sekil 3.3. Galleria mellonella larvalarinin 1sitmali etiiv igerisinde goriiniimii
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3.1.2. Heterorhabditis bacteriophora Irklar
3.1.2.1. Ebeveyn izolatlar

Calismada kullanilan ebeveyn irklar daha dnce Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki illerden
izole edilmis olup, EPN Kkiiltiirleri diizenli araliklarla yenilenerek kiiltiirlerin saglikli bir
sekilde devamlilig1 saglanmistir. Bu ¢alismada yer alan hibrit wrkin ebeveynleri olarak
kullanilan izolatlar ve izole edildikleri iller; Antalya Ilinden HB1138 ve Sanlwrfa ilinden

HB4’tiir.

3.1.2.2. Hibrit Irk

Tiirkiyenin farkli iklimsel bolgelerinden izole edilen HB4 @ ve HB1138 & in ebeveyn
olarak kullanilmasiyla HBH hibrit 1rk1 elde edilmistir ve bu tez calismasi1 kapsaminda
kullanilmislardir. HBH, {istiin biyolojik karakterlere (yiiksek etkinlik, uzun siireli

kalicilik ve iistilin lireme kapasitesi) sahip oldugu i¢in patentlenmistir.

3.1.2.3. Heterorhabditis bacteriophora Irklarimn in vivo Uretimi

24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kab1 (Well Plate)'de in vivo lretim gergeklestirilmistir.
Plate’in her bir kuyucuguna once biraz Ringer soliisyonu ile nemlendirilmis %10 nemli
steril kum konulmus, {izerine son donem G. mellonella larvasi konulmus ve son olarak
tizeri %10 nemli steril kum ile kapatilmistir. Steril kum {izerine iiretimi yapilacak EPN
izolat ve wkindan 50 1J/ larva olacak sekilde mikropipet yardimiyla inokiilasyon
yapilmistir. Kapagi kapatilan kiiltiir kaplarindaki nem kaybin1 6nlemek amaciyla kabin
cevresine parafilm bant ¢ekilmis ve 26 °C’de 4 giin inkiibasyona birakilmistir (Sekil

3.4.).
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Sekil 3. 4. inokiilasyon islemi

4. giin sonunda enfeksiyon gergeklesmis ise larvalar 6li ve kirmizi - bordo renkli olarak
goriliirler (Sekil 3.5.). Kumdan c¢ikarilan kadavralar steril Ringer soliisyon ile
arindirilmis ve yine Ringer soliisyonu ile nemlendirilmis olan White Trap diizenegi

tizerine yerlestirilmistir (Sekil 3.6.)

EPN'ler IJ evresindeyken kadavranm icindeki besini tiikettikten yaklasik 2 hafta sonra
yeni konukc¢u arayigina baslayip kadavradan disar1 ¢ikarlar ve diizenekte bulunan Ringer
soliisyonunda birikirler. Ringer soliisyonu igerisinde yeterince biriken 1J'ler mikropipet
yardimiyla buradan alinip, oksijen aligverisinin bulundugu kapaklar1 6zel olan kiiltiir

kaplarina aktarilip, +4 °C’de muhafaza edilmislerdir. (Sekil 3.7.).
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Sekil 3. 5. Larvalarin enfeksiyon sonrasi goriiniimii

A

Sekil 3. 6. White trap diizenegi
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Sekil 3. 7. Yeni nesil 1J’lerin muhafaza edildigi kiiltiir kaplar1
3.1.3. Silis Kumu

Bir diger adiyla kuvars kumu olarak da bilinen silis kumu (Hacifazlioglu 2011),
yerkabugunda bol oranda bulunur. Cam sanayi, refrakter sanayi ve dokiim sanayi baslica
kullanim alanlarin1 olusturur. Ayrica kimya, filtrasyon ve insaat sanayinde de
kullanilmaktadir (Kursun ve Ipekoglu 1995). Bunlarin yani sira, silis kumu akvaryum

kumu olarak da bilinmektedir.

Denemelerde 0,5-1,0 mm partikiil ebadinda silis kumundan (Sekil 3.8.) yararlanilmistir.
10 — 20 yikama sonrasinda kum partikiilleri suyu bulandirmayip suya karigsmamaktadir.
Ayrica beyaz renkte olmasi ekstraksiyon isleminden sonra kum kalintisi olsa bile
mikroskop goriintlistinii karartmayip kum partikiillerinin 6niinde veya arkasinda kalan

EPN’lerin fark edilmesini engellememektedir.

Sekil 3. 8. Silis kumu
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3.1.4. Y-Olfaktometre Diizenegi

Anlami 'koku duyarlilik dlgeri' olan Olfaktometre, EPN’lerin yar1 — dogal yasam alani
icinde konuk¢u arama davraniglarinin incelenip arastirilmasinda faydalanilan olduk¢a

kullanish bir aragtir (Boff ve ark. 2001).

Laboratuvar denemelerinde kullanilan Y-Olfaktometrenin her bir kolunun boru kismi 10
cm uzunlugundadir ve u¢ noktalari takilip ¢ikarilabilen kapaktan olugmaktadir. Borunun
diger u¢ noktasi ise metal bir pargaya baglant1 saglamaktadir. Bu metal par¢canin tam orta
noktasinda 1J’lerin Y-Olfaktometre diizenegine aktarilabilmesi i¢in yuvarlak bir delik
bulunmaktadir ve metal par¢anin her bir kolu bu delikten itibaren boru baglantisina 2,5
cm uzunlugundadir (Sekil 3.9.). Boru ¢apinin 2,5 cm oldugu baz alinarak Y-Olfaktometre

diizeneginin i¢ hacminin~184 cm3 oldugu hesaplanmistir.

Sekil 3.9. Y-Olfaktometre diizenegi
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3.1.5. Denemede Kullanilan Cim Bitkisi

Calismamizda, arastirma materyali olarak Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Serasinda (Sekil 3.10.) yetistirilen Ingiliz Cimi (Lolium perenne L.)
kullanilmistir. Bu denemede kullanilan ¢im bitkisinin yetistirildigi alanda milli dere
topragi kullanilmistir. Toprak analizleri Tiibitak-BUTAL'a yaptirilmistir. Analiz
sonuglarma gore, toprak; killi, fosfor ve potasyumca zengin, organik madde ve kireg
bakimindan yetersiz, pH 7,2 ve tuzluluk sorunu bulunmayan topraklardir. Bu alanda

yetistirilen tiire ait 6zellikler asagida 6zetlenmistir:
Ingiliz Cimi (Lolium perenne L.)

Ingiliz Cimi, ¢im alanlarin yapiminda en ¢ok kullanilan tiirlerden birisidir. Asya'nin
iliman kusag ile Kuzey Afrika'nin yerli bir bitkisidir. Koyu yesil yapraklari tiiysiiz ve
parlaktir. Cok kardeslenen bir bitki oldugundan uygun bir sekilde ekilen ve bakimi
yapilan Ingiliz Cimi iiniform bir bitki 6rtiisii olusturur. Genel olarak kisa ¢miirlii cok
yillik bir bitki olarak kabul edilir. Bazi ¢esitler, yazlari nemli ve serin, kislar1 iliman gegen
bolgelerde daha uzun dmiirliidiir. Ingiliz ¢imi asir1 soguk, sicak ve kurakliktan zarar
goriir. Golgeye dayanimi oldukea zayiftir. Cok degisik toprak tiplerinde yetisebilse de en
1yi gelisimini drenaj1 iyi, verimli, nem tutabilen topraklarda yapar. Notr veya hafif alkali
topraklarda (pH 6-7) iyi gelisir. Toprak tuzluluguna orta derecede dayaniklidir. ingiliz
¢imi; park ve bahceler, spor alanlari, karayollar1 ve degisik amacl ¢im alanlarin
yapiminda ¢ok kullanilir. Tohumla iiretilir. Oldukga iri tohumlariyla kolayca ¢imlenir ve
gelisir. Cim alanlari i¢in 6zel olarak 1slah edilen, birim alanda bol kardes gelistiren, ince
yaprakli ve kisa boylu ¢esitler basilmaya ve ¢ignenmeye ¢ok dayaniklidir. Cim bitkisi
olarak gelistirilen ¢esitler 2 cm'den kisa bicilmezse kis aylarinda ¢ignenme sartlaria uzun

stire dayanirlar (Agikgdz 1994).
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Sekil 3.10. Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri serasinda
yetistirilen Ingiliz ¢imi alan1

3.2. Yontem
3.2.1. Y-Olfaktometrenin Hazirlanisi

Y-Olfaktometre diizeneginde 3 farkli yontem kullanilmstir. Ilk 3 tekerriirde; her bir kolu
ve orta noktast %10 saf su ile nemlendirilmis silis kumu (kuvars kumu) ile doldurulan
Y-Olfaktometre diizeneginin bir kolunun ug¢ noktasina yakin bir bolgesine ¢im bitkisinin
normal kokii, bir kolunun ug noktasina yakin bélgesine 2 adet son donem G. mellonella
larvasi yerlestirilmis olup larvalarin diizenek igerisinde gezinmesini engellemek i¢in
borunun kapaktan hemen sonraki bolgesine metal tel yerlestirilmistir (Sekil 3.11.), diger
kol ise kontrol kolu olarak diizenlenmistir. Ikinci 3'lii tekerriirde; bir kolunun ug
noktasia yakin bir bolgeye c¢im bitkisinin normal kokii birakilmis olup (Sekil 3.12.),
diger iki kol kontrol kolu olarak diizenlenmistir. Ugiincii 3'lii tekerriirde ise; bir kolunun
uc noktasina yakin bir bolgeye mekanik yolla kesilmis ¢im bitkisi kokii birakilmis ve

diger iki kol kontrol kolu olarak diizenlenmistir.

Y-olfaktometrelerin ortasina IJ’leri eklemeden Once, hazirlanan Y-Olfaktometre
kombinasyonlar1 25° C'de yatay olarak 24 saat inkiibe edilmistir. Buradaki amag Y-
Olfaktometre igerisindeki kimyasal dagilimin homojen hale gelmesidir. Mikropipet
yardimiyla diizenegin orta noktasindan 1000 IJ’nin iceriye uygulanmasi saglanmis (Sekil
3.13) diizenek igerisindeki nemin kaybolmamasi i¢in orta kisim parafilm bant ile
kapatilmistir (Sekil 3.14.). Son olarak iizerinde hangi irk ve diizenegin hangi tarihte

hazirlandiginin yazili oldugu etiketleme islemi de yapildiktan sonra Y-Olfaktometre 4
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giin siire ile 25 °C’ye ayarli etiivde inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.15.). Y-
Olfaktometre diizenegi 4 gilin sonra agilip kollara yonelim yapan EPN'lerin miktarlar1

belirlenmistir.

Sekil 3.12. Y-Olfaktometre diizeneginin bir koluna eklenen ¢im bitkisi kokii
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Sekil 3.13. Y-Olfaktometre diizenegine 1J'lerin uygulanmasi

Sekil 3.15. Y-Olfaktometrelerin bekletildigi 25 “C’ye ayarl etiiv
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3.2.2. EPN’lerin Ekstraksiyonu

Her Dbiri orta noktadan ayirilmis olan Y-Olfaktometre kollar1 icerisindeki kumlar ayr1 ayri
beherlere konulup (Sekil 3.17.), Cobb’s sieving and decanting yontemi esas alinarak
EPN’lerin kumdan ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bu yontem sayesinde yiiksek
ekstraksiyon verimi elde edilmektedir. Diger bir tabirle, sayim yapilacak sivi miktari
minimum diizeyde tutulup ayni zamanda eleme islemleri sirasinda EPN kaybi en alt

seviyeye diisiiriilmektedir (Bezooijen 2006).

Sekil 3.16. Y-Olfaktometrenin her bir kolundan ¢ikarilan kumun beherlere alinmis

goruntusu

Her bir koldaki nemli kumlar su islemlere tabi tutulmustur:

. Beherler, icerisindeki kumu asacak sekilde su ile doldurulmustur.
. Kum ve su karigimi metal spatiil kasik yardimiyla karistirilip kumdaki EPN'lerin

kumdan ayrilmasi saglanmaistir.

. Dibe ¢oken kumun iizerinde kalan sivi kistm 38 pum delik capi olan elege
aktarilmistir.
. Elek iizerinde kalan siv1 sayi1lmak {izere bir petriye aktarimistir (Sekil 3.17.).

Bu islem her kol i¢cin 3 kez tekrarlanmistir. Boylelikle Y-Olfaktometre igerisinden
ekstrakte edilen EPN’ler sayim islemi i¢cin hazirlanmistir (Sekil 3.18.).
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Sekil 3.18. Ekstrakte edilen 1J’lerin sayim kabindaki goriintiisii

3.2.3. EPN Sayimm

Y-Olfaktometrenin hangi kolundan ¢iktig1 belirtilerek sayim kaplarina alinan EPN’lerin
inverted 151k mikroskobu Leica DM IL LED kullanilarak sayimlar1 yapilmistir.
Mikroskop goriintiileri Sekil 3.19. gosterildigi gibidir. Sayim kaplar1 9%13 cm 6lgiilerinde

36



24 kuyucuk igermekte olup, her bir kuyucugun alt yilizeyi bir kenar1 0,5 cm olan 16 esit

kare seklinde boliimlere ayrilmistir.

Sekil 3.19. [J’lerin mikroskop goriintiisii

3.2.4. Deneysel Tasarim

Denemede kullanilan EPN wrklarinin L. perenne koklerine, bdcek larvalara (G.
mellonella L.) ve kontrol kollarmma yonelimini incelemek amaciyla Y-Olfaktometre
diizenegi ( Boff vr ark. 2001, Susurluk 2011) kullanilmistir. Ug ayr1 kolu (her bir kol
icin ¢ap 2.5 cm, uzunluk 12.5 cm) olan Y-Olfaktometre diizeneginin i¢i %10
nemlendirilmis steril kuvars kumu ile doldurulmustur. Farkli kombinasyonlarla ayni

anda ti¢ ayr1 deney kurulmustur (Sekil 3.20.).

A B C Mekanik nl)lalrak
ok yarali bitki
. Bitki kékii Bitki kakii 5kii
Bicek larvast Kontrol-I ! o KontrolI kol

EPNuygulama
noktast

Kontrol Kontrol-IT Kontrol 11

Sekil 3.20. Calismada kullanilan Y-olfaktometrenin sematik ¢izimi. A, B ve C deneysel

kombinasyonlar1 gostermektedir.
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A Deney kombinasyonunda; konuk¢u bocek larvalar1 ve bitki kokleri sirasiyla Y-
Olfaktometrenin ilk iki kolunun sonuna yerlestirilmistir. Diger {igiincli kol herhangi bir

uygulama yapilmadan kontrol kolu olarak tutulmustur.

B kombinasyonunda; sadece bitki kokleri (Sekil 3.21.) bir kolun ucuna transfer edilmistir.

Diger kollar kontrol-I ve kontrol-II olarak seg¢ilmistir.

C kombinasyonu B kombinasyonuna benzer bir sekilde olusturulmustur. Ancak, bu

deneyde kullanilan bitki kokleri mekanik olarak yaraldir.

Sekil 3.21. Calismada Kullanilan Cim Bitkisi Kokii

3.2.5. Veri Analizleri

Denemeler sonunda elde edilen tiim verilere tek yonlii varyans analizi (Oneway ANOVA)
uygulanmustir. izolat ve wklarm Y-Olfaktometre kollarndaki dagilimlari ile ilgili
verilerin karsilastirilmasinda %35 diizeyinde LSD (Least Significant Differences) testi

kullanilmigtir. Tiim veri analizleri JMP 7.0 programinda gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kullanmilan Irklarin Lolium perenne Koklerine ve Galleria mellonella
Larvalarina Yonelme Durumlari (Kombinasyon A)

Kullanilan irklar arasinda HB1138, L. perenne koklerine ve G. mellonella larvalarina
karst HB4 ve HBH'den istatistiksel olarak daha yiliksek yonelim gostermistir.
Istatistiksel olarak kontrole yonelik en yiiksek yonelimi HB4 gosterirken, en diisiik
yonelimi HB1138 gostermistir. HB1138’in G. mellonella larvalarina yonelimi kontrole
gore istatistiksel olarak daha yiiksektir. Ayrica HB4 ve HB1138 ile ayni sekilde
HBH’nin de G. mellonella larvalarina ve L. perenne koklerine oryantasyonu istatistiksel
olarak aymdir (F: 32.6342, df: 8; 18, P <0.0001) (Sekil 4.1.).
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Sekil 4. 1. Heterorhabditis bacteriophora irklarmim (HBH, HB4, HB1138) ¢ok yillik ¢im

bitkisi koklerine ve petek giivesi larvalarina yonelimi

4.2. Kullanilan Irklarim Lolium perenne Koklerine Yoénelme Durumlan
(Kombinasyon B)

Calismada kullanilan diger wrklara kiyasla HBH, ¢im koklerine 6nemli dl¢iide yiiksek
oryantasyon gostermistir. HB1138 ve HB4'lin bitki koklerine oryantasyonu istatistiksel
olarak aynidir. Kontrol-I'e kiyasla HBH, HB4 ve HB1138 wrklar1 kontrol-11"ye istatistiksel
olarak daha fazla egilim gostermistir (F: 21.9879, df: §; 18, P <0.0001) (Sekil 4.2.).
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Sekil 4. 2. Heterorhabditis bacteriophora irklarmin (HBH, HB4, HB1138) ¢ok yillik ¢im

bitkisi koklerine yonelimi

4.3. Kullamlan Irklarin Mekanik Olarak Yarah Lolium perenne Koklerine Yonelme
Durumlar (Kombinasyon C)

Kullanilan tiirler arasinda HB4, mekanik olarak yarali ¢im bitkisi kdklerine 6nemli dl¢iide
yilksek oryantasyon gostermistir. HB1138 ve HBH'nin yarali bitki koklerine
oryantasyonlari istatistiksel olarak aynidir. Ayrica irklar arasinda, HB4 kontrol-1I'ye kars1
istatistiksel olarak en yiiksek yonelimi gostermistir (F: 91.7819, df: 8; 18, P <0.0001)
(Sekil 4.3.).
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5. TARTISMA ve SONUC

Biyolojik miicadelede, EPN'lerin etkinligi esas olarak konuk¢u bulma (arama) stratejisi,
bocek tiirleri ve toprak kosullari ile belirlenir (Shapiro-Ilan ve ark. 2006). Konukg¢u bulma
stratejisinin (ambusher, cruiser ve intermediate) EPN tiiriine bagh oldugu bilinmektedir
(Grewal ve ark. 1994). Campbell ve Gaugler (1993), H. bacteriophora'yi cruiser olarak
tanimlamistir. Bu denemede kullanilan tiim rklar (HBH, HB4, HB1138) Heterorhabditis
bacteriophora tiiriine (Rhabditida: Heterorhabditidae) aittir. H. bacteriophora wrklar1
arasimdaki yonelim durumunu belirlemek amaciyla Lolium perenne (Poales: Poaceae)
kokleri ve Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalar1 kullanilmistir. H.
bacteriophora'nin etkinligi ve dagilisi, Bal ve Grewal (2015) arastirmalarinda da
kanitlandig1 gibi hareketli olmayan konukgu bocekler i¢in daha iyidir. Son zamanlarda
yapilan arastirmalar ile EPN'lerin konuk¢u bulmak i¢in bitkiler veya bdcekler tarafindan
salgilanan kimyasal sinyalleri kullandiklar1 kanitlanmistir (Boff ve ark. 2001, Rasmann
ve ark. 2005, Rasmann ve Turlings 2008, Turlings ve ark. 2012, Lortkipanidze ve ark.
2016, Tonelli ve ark. 2016). EPN'ler, bitki koklerinden ve boceklerden salinan karbon
dioksit (CO2) gibi ugucu kimyasallar1 konuk¢u bulmak i¢in kullanirlar (Susurluk 2009,
Turlings ve ark. 2012, Bal ve Grewal 2015, Tonelli ve ark. 2016). Bununla birlikte, bitki
koklerinden salinan ugucu kimyasallara yonelik herhangi bir egilim gostermeyen bazi

EPN 1rklar1 da bulunabilir (Laznik ve Trdan 2013).

Bu calismada, L. perenne bitkisinin mekanik olarak hasar gormiis ve hasar gérmemis
kokleri ayri ayri test edilmistir. Hem bocek larvalarini hem de bitki koklerini ayri
kollarinda igeren deneysel kombinasyon A'da istatistiksel olarak, G. mellonella
larvalarina ve L. perenne koklerine karst en yiikksek yonelimi tiim irklar arasinda
HB1138 gostermistir. Ayrica HBH, HB4 ve HBI1138'in bocek larvalarina ve bitki
koklerine oryantasyonu istatistiksel olarak ayni olmustur. Benzer sekilde, Rasmann ve
Turlings (2008), misir bitkisi koklerini, herbivor bocekleri ve EPN'leri igeren tritrofik
etkilesimleri incelemistir. Incelemenin sonucunda, H. bacteriophora'nin zarar gérmemis
bitki koklerine ve bocek larvalarina yonelimi istatistiksel olarak ayni olmugtur. Rasmann
ve Turlings’in (2008) H. bacteriophora ile elde ettigi veriler bu tez ¢aligmasini
desteklemektedir. Bununla birlikte, H. megidis, calismadaki bitki koklerine bocek

larvalarindan daha fazla yonelim gostermistir (Rasmann ve Turlings 2008).
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Susurluk (2011), Delia radicum (Diptera: Anthomyiidae) larvalari, kolza kokleri ve Y-
Olfaktometre kullanarak iki farkli sicaklik derecesi (8 ve 15 ° C) altinda calisma
yapmistir. Caligmaya gore, S. feltiae'nin (Rhabditida: Steinernematidae) maksimum
yonelimi her iki sicaklik degerinde de Delia radicum'un larvalarina karsi oldugu tespit
edilmistir. Yonelimdeki bu farkliliklar kullanilan EPN tiirlerinden (S. feltiae ve H.
megidis) kaynaklaniyor olabilecegi diistiniilmektedir. Her ne kadar HB1138'in bocege
yonelimi diger irklara (HBH ve HB4) ve kontrole gore istatistiksel olarak daha yiiksek
olmasina ragmen, HBH ve HB4'lin kontrole yonelimi bitki koklerine ve bocek larvalarina
kiyasla daha yiiksektir. Bununla birlikte, Rasmann ve Turlings (2008), misir bitki
koklerini kullanarak, H. bacteriophora yoneliminin saglikli bitki koklerine, bdcek
larvalarma (Diabrotica virgifera virgifera) veya kontrole karsi istatistiksel olarak ayni
oldugunu tespit etmistir. Fakat H. megidis, kontrole gore yarasiz bitki koklerine daha ¢ok
yonelim gostermistir (Rasmann ve ark. 2005). H. megidis cinsi EPN'lerin yonelimi bu
caligmada kullanilan H. bacteriophora wklarinin yoneliminden daha farkli oldugu
goriilmektedir. Tonelli ve ark. (2016) caligmalarinda seker kamis1 koklerini kullanmis ve
Heterorhabditis indica ile Steinernema carpocapsae'nin yonelimini incelemislerdir. Her
iki tiir i¢cinde bitki koklerine ve kontrole yonelimin istatistiksel olarak ayni oldugunu

tespit etmislerdir.

B kombinasyonunda; irklar arasinda, HBH hasarsiz L. perenne koklerine en yliksek
yonelimi gostermistir. H. megidis'in yarali boriilce koklerine kiyasla saglam misir ve
pamuk bitki koklerine daha yiiksek yonelim gosterdigi Rasmann ve Turlings (2008)

tarafindan tespit edilmistir. Bu veriler yapilan tez ¢calismasiyla uyusmaktadir.

C kombinasyonunda; tiim wrklar arasinda HB4, mekanik olarak yaralanmig L. perenne
koklerine en yliksek yonelimi gdstermistir. Bununla birlikte, Rasmann ve ark. (2005),
Heterorhabditis megidis'in mekanik olarak hasar gérmiis ve hasarsiz musir bitkileri
koklerine kars1 yonelimini alt1 kollu olfaktometre kullanarak arastirmistir. Calismanin
sonucunda her iki koke kars1 yonelimin istatistiksel olarak ayni oldugu tespit edilmistir.
Bu tez ¢alismasini destekleyici bir sekilde, Otiorhynchus sulcatus larvalari tarafindan
yaralanan koklere kiyasla H. megidis'in yonelimi, mekanik olarak yaralanmis cilek
koklerine kars1 daha yiiksek oldugu Boff ve ark. (2001) tarafindan tespit edilmistir.

Fakat Otiorhynchus sulcatus larvalari tarafindan zarar géren Thuja occidentalis kokleri,
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H.megidis i¢in mekanik olarak zarar gérmiis koklerden daha c¢ekici oldugu tespit
edilmistir (Boff ve ark. 2002). Bu veriler tez ¢caligmasi ile uyugsmamaktadir, ¢linkii bitki
kokiinde makas ile agilan yaralar boceklerin kemirmesiyle olusturulan yaralardan daha
farkli etki gosterebilir. Ek olarak, Ali ve ark. (2010), bocek larvalari tarafindan zarar
gbérmiis narenciye koklerinin, mekanik olarak zarar gérmiis narenciye koklerine kiyasla
daha fazla EPN (Steinernema diaprepesi) ¢ekebilecegini belirtmektedir. Bu sonuglar,
mekanik sekilde veya bocek tarafindan direkt olarak olusturulan hasarlara bitkilerin
farkl1 tepkiler vererek EPN'lerin yonelimini etkileyebilecegini gostermektedir.
Gilintimiizde, EPN'lerin oryantasyonu ile ilgili tiim c¢aligmalar, farkli EPN tiirleri
arasinda gergeklestirilmistir. Ancak bu tez ¢alismasinda ayni tiire (H. bacteriophora) ait

olan bazi irklar arasindaki yonelim arastirilmistir.

Bu ¢aligsmanin sonuglarina bakilarak, G. mellonella larvalarma ve hasar gormemis veya
mekanik olarak hasar gormiis L. perenne koklerine yonelik H. bacteriophora irklari
arasindaki oryantasyonun arasindaki farklillk acikca tespit edilmigtir. A
kombinasyonunda, saglikli bitki koklerine ve larvaya istatistiksel olarak en yiiksek
yonelimi HB1138 gdstermistir. Galleria mellonella larvasmin  bulunmadigi B
kombinasyonunda ise, saglikli bitki koklerine en yiiksek yonelimi HBH gostermistir.
Galleria mellonella larvasinin bulunmadigi C kombinasyonunda istatistiksel olarak,
mekanik yolla parcalanmis bitki kdklerine karsi en yiiksek yonelim HB4 wkinda
saptanmistir. Ayni tiire ait olsalar bile wrklar arasinda yonelimin farklilik gosterebilecegi

tespit edilmistir.

EPN tiirleri ve wklar1 arasindaki oryantasyonun degiskenligi, tarimsal agidan zararh
boceklerin biyolojik miicadele kapsamindaki kontroliinii dnemli 6lgiide etkileyebilir.
Bundan dolay1 hem arazide hem de laboratuvar ortaminda konukguya yonelim durumunu

aragtirmak amaciyla yeni ¢caligmalar yapilmalidir.
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