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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Heterorhabditis bacteriophora HBH HIBRIT IRKININ IN VIVO VE IN VITRO
URETIM SONRASI TOPRAGA UYGULANAN BAZI PESTISITLERE KARSI
DAYANIKLILIKLARININ ARASTIRILMASI
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Son yillarda Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri'nde ortlii alti yetistiriciliginde,
entomopatojen nematodlar (EPN) toprak kokenli zararhilara karsi etkin biyolojik
miicadele yontemi olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir. EPN'ler birgok zararliya
karst etkili olmalari, konuk¢u arama yetenekleri, standart ekipmanlar ile kolay
uygulanabilir olmalar1 ve toprakta aktif olarak uzun siireli etkinlik géstermeleri nedeniyle
biyolojik miicadelede c¢ekici hale gelmistir. Ayrica, EPN'lerin baz1 pestisitlerle birlikte
kullanilabilmeleri, entegre miicadele stratejileri kapsaminda biiyilk avantaj
saglamaktadir.

Bu ¢alismada, iilkemizde yaygin olarak kullanilan ti¢ farkli pestisit grubunu (insektisit,
herbisit, fungusit) igeren tli¢ farkli aktif maddeye (Lambda cyhalothrin, Pendimethalin,
Kiikiirt) maruz kalan entomopatojen nematod Heterorhabditis bacteriophora HBH hibrit
irkinin canli kalma oranlari farkl siireler (24, 48 ve 72 saat) boyunca incelenmistir. Ayni
zamanda, in vivo ve in vitro yontemlerle elde edilen infektif juvenillerin dayaniklilig
kendi aralarinda karsilagtirilmistir. Calisma sonuglart istatistiksel olarak incelendiginde
en olumsuz etki, pentimethalin aktif maddesine maruz birakilan ve in vitro yontem ile
tretilen H. bacteriophora 1J'leri iizerinde goézlenmistir. H. bacteriophora’nin bu
calismada kullanilan aktif maddelerle bir arada kullanilmasinda herhangi bir sakinca
goriilmemistir. Bu c¢alismadan elde edilen bulgularin gelecekteki entegre miicadele
uygulamalarina 151k tutmasi amaglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojen nematod, Heterorhabditis bacteriophora, HBH
hibrit 1rk1, In vivo Uretim, In vitro Uretim, Pestisit, Dayaniklilik, Lambda cyhalothrin,
Pendimethalin, Kiikiirt

2023, viii + 53 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE RESISTANCE OF Heterorhabditis bacteriophora HBH
HYBRID STRAIN TO SELECTED PESTICIDES APPLIED TO SOIL AFTER IN
VIVO AND IN VITRO PRODUCTIONS
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In recent years, entomopathogenic nematodes (EPNs) have been successfully utilized as
an effective biological control method against soil-borne pests in greenhouse horticulture
in Europe and the United States. The effectiveness of EPNs against a wide range of pests,
their host-seeking abilities, ease of application with standard equipment, and their long-
lasting activity in the soil have made them attractive for biological pest control.
Additionally, the ability of EPNs to be used in conjunction with certain pesticides
provides significant advantages within integrated pest management strategies.

In this study, the viability of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis
bacteriophora HBH hybrid strain, exposed to three different pesticide groups (insecticide,
herbicide, fungicide) containing three distinct active ingredients (Lambda cyhalothrin,
Pendimethalin, Sulfur) commonly used in our country, was examined at different
exposure durations (24, 48, and 72 hours). Furthermore, the resilience of infective
juveniles obtained through in vivo and in vitro methods was compared. When the results
of the study were statistically analyzed, the most negative impact was observed on H.
bacteriophora IJs exposed to the active ingredient pentimethalin using an in vitro method.
No adverse effects were found in the simultaneous use of H. bacteriophora with the active
ingredients used in this study. The findings of this study aim to shed light on future
integrated pest management practices.

Key words: Entomopathogenic nematode, Heterorhabditis bacteriophora, HBH hybrid
strain, In vivo production, In vitro production, Pesticide, Resistance, Lambda cyhalothrin,
Pendimethalin, Kiikiirt

2023, ix + 53 pages.
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1. GIRIS

Tarim, besin maddelerinin tiretildigi, bu maddelerin islenerek ¢esitlendirildigi, insanligin
da bu besin maddelerine olan ihtiyacin1 karsilayan bir sektordiir. Tarim sektord,
toplumlarin sagligini ve gelisimini biiyiik Olclide etkileyen bir endistri olarak
goriilmektedir. Insanhigin varligim siirdiirebilmesi icin temel bir gereklilik olan gida
ihtiyacin1 karsilamaktadir. Tarim, ekonomik a¢idan tlilkemizin kritik bir sektoriidiir.
Ulkemizde cesitli ekosistemlere sahip olan bolgelerde benzersiz iiriinler yetismektedir

(Nalinci, 2018).

Bitkisel iiretimde hastalik, zararli ve yabanci otlar gibi durumlarin varlig1 iretimde
ekonomik seviyede olumsuzluklar yaratmaktadir. Bitkilerin korunmasi, {iriiniin
kalitesinin artmasi, tarimsal tiretimin istenilen seviyede olmas1 amaciyla, hastalik, zararli
ve yabanci otlara karsi farkli miicadele yontemleri uygulanmaktadir. Uygulanan
miicadele yontemlerinin tiimii “Bitki Koruma” konusu i¢inde “Zirai Miicadele” olarak

adlandiriimaktadir (Kadioglu, 2012).

Diinya genelinde zirai miicadelede kullanilan en yaygin yontem kimyasal miicadeledir
(Sarwar, 2015). Kimyasal miicadelenin diger miicadele yontemlerine gore daha yaygin
kullanilmasimin sebepleri; diisiik maliyetli, kolay uygulanabilir, hizli sonu¢ alinabilir
olarak siralanabilmektedir. Kimyasal miicadele; bitkisel iiretimde ekonomik kayba sebep
olabilecek seviyedeki zararli organizmalara karsi, toksik etkiye sahip sentetik veya dogal

olarak elde edilmis kimyasallar kullanilarak yapilan miicadeledir.

Pestisit; bu miicadele yonteminde kullanilan kimyasallara verilen genel isimdir.
Pestisitler hedef alinan canlinin solunum, sindirim, sinir sistemi gibi sistemlerini kimyasal
yollarla bloke etmek ve yasamsal faaliyetlerini durdurmak suretiyle dldiiriirler (Birisik
vd., 2018) Oldiirme etkisine sahip bu kimyasal ilaglarm kullaniminin biiyiik faydalart
oldugu gibi, bilingsiz kullaniminin da insanlar, hayvanlar ve ¢evre {izerinde oldukga ciddi

riskler olusturdugu da bilinmektedir (Tiryaki vd., 2010).

Diinyada ve Tiirkiye’de teknolojinin geligsmesi ve pestisitlerin bazi zararlarinin ortaya
cikmasi ile birlikte devamli olarak kimyasal kullanimini azaltmaya yonelik bazi

calismalar gelistirilmistir. Stirdiiriilebilir bir tarim i¢in hastalik, zararli ve yabanci otlarla



miicadelede entegre miicadelenin uygulanmasinin en etkili yontem oldugu bilinmektedir

(Ulu vd., 2016).

Entegre Zararli Yonetimi (EZY), diger adi ile Entegre Miicadele, tarimsal {iretimde
zararli olan tiirlerin ¢evre ile olan iligkilerine ve bu tiirlerin popiilasyonlarina énem
vererek, biitiin miicadele yontem ve tekniklerinin birbiri ile uygun, uyumlu ve “entegre”
bi¢imde kullanildig1 bir zirai miicadele yonetim sistemidir (Peshin ve Zhang, 2014).
Entegre miicadelede, tarimsal zararli popiilasyonlarmin ekonomik zarar seviyesini
asmamasini hedeflemektedir. EZY c¢alismalarinda tarimsal hastalik ve zararlilarla
miicadele yontemlerinin birkag¢i veya tamamu birlikte kullanilarak pestisitlerin yarattigi

olumsuz etkiler en alt seviyede tutulmaktadir.

EZY ile birlikte kullanilan miicadele yontemleri; fiziksel, kiilttirel, biyoteknik, biyolojik
ve kimyasal miicadele olarak siralanabilmektedir. EZY ile biitiinlesik olarak kullanmak
i¢in kimyasal miicadele en son tercih edilmelidir. Buna ek olarak, bu yontemler arasinda
cevreye, insan ve diger canlilara hicbir zarar1t olmadigi gerekgesiyle biyolojik
miicadelenin 6nemi artmaktadir. Giiniimiizde, kimyasal miicadele alternatifi olarak,

kimyasallarin aksine en uygulanabilir ve en basarili yontemin biyolojik miicadele oldugu
belirtilmistir (Ulu, 2021).

Biyolojik Miicadele terimi; Dogada canlilar arasindaki biyolojik, ekolojik, sistematik
iligkilerin arastirilmasiyla dogan bir terim olup ilk olarak Harry S. Smith ile 1919
senesinde kullanilmistir (Smith, 1919). Smith biyolojik miicadeleyi “dogal diismanlar
araciligi ile zararlilarin kontrol altinda tutulmasr” olarak tanimlamistir. Bu tanim daha
sonra ‘“parazit, patojen veya avcilar aracilifiyla hedef alinan organizmalarin
poplilasyonlarinin normalden diisiik seviyede tutulmasi1” olarak degistirilmistir (De Bach,

1964).

Biyolojik Miicadele konusu, "Uygulamali Biyolojik Miicadele" ve "Dogal Biyolojik
Miicadele" basliklari altinda ele alinmaktadir. Uygulamali biyolojik miicadele; insan eli
ile dogal diismanlarin kullanilmasi yoluyla zararlilarin baski altina alinmasi anlamina

gelmektedir. Ote yandan dogal biyolojik miicadele; herhangi bir insan miidahalesi



olmaksizin dogal diigmanlarin tarimsal zararlilar1 kontrol altina aldig1 bir siirectir (Van

den Bosh vd., 1982).

Biyolojik miicadele yontemi, zararlilara kars1 kullanilan her tiirlii organizmay1 igerir ve
bu organizmalara ajan ismi verilmektedir. Entomopatojen Nematodlar (EPN) bu ajanlar

arasinda etkili, aktif sekilde kullanilan gruplardan biri olmaktadir (Gaugler, 2002).

Tarim agisindan 6nemli olan nematodlar, bitki patojeni ve bocek patojeni olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Bitki patojeni nematodlar, bitkinin topragin altindaki béliimlerinde
zararli etki gosterirler. Bocek patojeni nematodlar ise topragin altindaki bocekleri
hastalandirarak Oldiirme kabiliyetine sahiptirler. Bu agidan degerlendirildiginde,
entomopatojen nematodlarin tarimsal agidan 6nemli bir role sahip olduklar1 bilinmektedir
(Sadig, 2017).

EPN’ler; Nemata subesine, Secernentea sinifina, Rhabditida takimina, Heterorhabditidae
ve Steinernematidae familyalarina aittir. Genel olarak ince, diiz ve segmentsiz bir yapiya
sahip mikroskobik canlilardir. “Iplik solucanlar1” olarak da bilinmektedirler. Viicutlar:
ince bir deri tabakasiyla kaplanmistir ve halkali bir gortiniime sahiptirler. Bu halkalarin

her birine anniil denilmektedir (Sadig, 2017).

Bu canlilar, biyolojik yasamlarinin %90"1ndan fazlasini toprakta gegirmekte ve yasaminin
devamliligi i¢in konuk¢u boceklere ihtiyag duymaktadir ve obligat (zorunlu)
endoparazitlerdir. EPN'ler mikroskobik boyutlarda olup, tiirlerine gore degismekle
birlikte ortalama olarak 500-1000 pm arasinda degisen boyutlarda olabilirler (Nguyen ve
Smart, 1995) (Sekil 1.1).
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Sekil 1. 1. Heterorhabditis bacteriophora. A: Erkek, B: Infektif Jiivenil (Nguyen ve
Smart, 1995)

EPN'ler, konuk¢u bocege dogal agikliklarindan veya intersegmental zar aracilifiyla giris
yapmaktadirlar. Bu noktada, EPN'ler konukc¢u bdcegin hemosoliine ulagsmakta ve kendi
icinde tasidigi simbiyont bakterileri konukgu bocegin hemolimfine salgilayarak
konuk¢unun 6liimiine neden olmaktadirlar (Poinar, 1979; Ehlers, 1996; Kaya ve Stock,
1997). Hemolimf, entomopatojen nematodlar ve EPN biinyesinde bulunan simbiyotik

bakterilerin ¢ogalmasi i¢in optimal sartlar1 bulundurmaktadir.

Xenorhabdus ve Photorhabdus cinslerine ait bakteriler ile EPN'ler arasinda benzersiz bir
mutualist iligki goriilmektedir. Bu mutualist iliski Xenorhabdus cins bakteriler igin
Steinernematidae familyasi ile, Photorhabdus cins bakteriler i¢in ise Heterorhabditidae
familyas1 ile olmaktadir (Boemare vd., 1993). Ortak yasayan (simbiyont) bakteriler,
Entorobacteriaceae familyasina aittir (Ehlers vd., 1988). Bu bakteri-nematod iliskisi,

zararli boceklerle olan biyolojik miicadelede kullanilmaktadir (Ehlers, 1996).



Infektif Juvenil (1J)’ler, konukgu bocegin igine girdiginde besin sinyalini algilamakta ve
bagirsaklarinda yer alan simbiyont bakteri hiicrelerini konuk¢unun hemosoliine
salgilamaktadirlar. Hemolimf i¢inde iireyen bakteriler, metabolitler ve toksinler iireterek
konuke¢u bocegi kan zehirlenmesi (septisemi) ile ortalama 2 giin iginde 6ldiirmektedir
(Simoes ve Rosa, 1996).

Bakteriler hizlica ¢ogalmakta ve entomopatojen nematodun iireyip ¢ogalmasi igin
optimum kosullar1 saglamaktadir. Besin olarak bu bakteri hiicrelerini tiikketen EPN’ler
ergin hale gelmekte ve iiremeye devam etmektedir. EPN'ler, konuk¢u iginde besin
kaynag: tiikendiginde, jiiveniller sinyali ile 1J formuna doniismektedirler. Konukgu
bocegin icinde birkag nesil iireme dongiilerinin ardindan, bagirsaklarinda bulunan
bakterilerle birlikte konuk¢u bocegin cesedini (kadavra) terk ederek topraga ¢ikmakta ve
yeni bir konukgu arayisina baslamaktadirlar (Popiel vd., 1989). 1J’ler kadavradan
ayrildiktan sonra beslenmeden toprakta aylarca hayatta kalma yetenegine sahiptirler

(Kaya ve Gaugler, 1993; Adams ve Nguyen, 2002).

Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyasina ait olan nematodlar dogal ortamda
obligat bocek patojenleri olarak bulunmaktadir. Bu nematodlarin, Antarktika harig
diinyanin ¢ogu yerinden dogal olarak elde edilebildigi bilinmektedir (Adams vd., 2006).
Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarina ait nematodlar genis konukgu
yelpazesine sahiptir. Bu nematodlar, acik alanlarda uygulanabilir olmak i¢in in vivo ve in
vitro yontemlerle kitlesel sekilde iiretilebilmektedir. Yalnizca bocekler iizerinde
etkilidirler, insanlar ve c¢evre i¢in herhangi bir tehlike olusturmamaktadirlar. Bu
ozellikler, bu nematodlarin giivenilir bir biyolojik miicadele ajani olarak kabul edilmesini
saglamistir (Gaugler ve Kaya, 1990; Koppenhofer, 2000). Heterorhabditidae ve
Steinernematidae familyalarina ait olan nematodlar genellikle ticari olarak iretilmektedir.
Bunun yaninda EPN’ler mikrobiyal insektisit amaciyla da kullanilabilmektedir
(Koppenhofer, 2007).

Ulkemizde entomopatojen nematodlar ile ilgili ¢alismalarda gesitli alanlardan birgok tiir
izole edilmis ve toprak alt1 zararlilarina karsi etkinlikleri test edilmistir. Heterorhabditis
bacteriophora Poinar, 1976 (Rhabditida: Heterorhabditidae), tilkemizde tespit edilen
entomopatojen nematodlardan biridir (Susurluk vd., 2001; Kepenekgi, 2002; Hazir vd.,



2003; Kepenekgei ve Susurluk, 2003). H. bacteriophora; Coleoptera, Diptera, Lepidoptera
ve Thysanoptera takimlarinda bulunan ve zararl bocek tiirlerine karsi etkili olan obligat

endoparazit bir EPN tiiriidiir (Ehlers, 1996).

EPN’lerin dogal yasam ortaminda hayatta kalmasini etkileyen ¢esitli biyotik ve abiyotik
faktorler bulunmaktadir. Biyotik faktorler; konukcu varligi, dogal diismanlar ve bitki
cesitliligi gibi faktorlerken abiyotik faktdrler arasinda ise; sicaklik, toprak yapisi, nem,
pH seviyesi, UV 1ginlari, tuzluluk ve kimyasal pestisitler yer almaktadir (Kaya, 2002). Bu
ozelliklere ek olarak EPN’lerin bazi pestisitler ile birlikte ayn1 anda uygulanabilir olmas,

entegre miicadele icerisindeki kullanimlarini miimkiin hale getirmektedir.

Bu aragtirmada H. bacteriophora HBH hibrit irkinin, lilkemizde meyve ve sebze
yetistiriciligiyle ugrasan ¢iftcilerin toprakta yaygin olarak kullandigi bazi pestisitlere
dayaniklilik etkisinin, ayrica in vivo ve in vitro iiretim yontemleri ile elde edilen H.
bacteriophora 1J’leri arasindaki dayaniklilik etkisi farkliliklarinin, H. bacteriophora’nin
bu denemede kullanilan pestisitler ile entegre kullaniminin belirlenmesi hedeflenmistir.
Elde edilen sonuglar, H. bacteriophora HBH 1irki ile lambda cyhalothrin, pendimethalin,
kiikiirt aktif maddeleri arasindaki uyumlulugu tespit ederek gelecekte ciftcilerin
zararlilarla miicadelede kullanilan pestisit maliyetlerini azaltmaya ve biyolojik ve
kimyasal miicadeleyi entegre bir bigimde kullanarak uygulama etkinligini artirmaya

yonelik bir amag tagimaktadir.

Sonug olarak bu calisma, entegre miicadelenin etkinligi ve siirdiiriilebilirligi agisindan
Oonemli bir adim olarak degerlendirilebilir. H. bacteriophora HBH irkinin pestisit
toleransinin arastirilmasi, entegre ve biyolojik miicadele yontemlerinin gelistirilmesine
ve c¢evre dostu tarim uygulamalarmin yaygimnlastirlmasina katki saglayacagi

distiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Koppenhofer vd. (2003), Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae, Heterorhabditis
bacteriophora ve Heterorhabditis megidis iizerinde yapilan bir ¢aligmada
neonikotinoidlerin etkileri incelenmistir. Zararli larva olarak Exomala orientalis
(Scarabaeidae familyas1) kullanilmistir. Bu ¢alismada insektisit olarak Imidacloprid
kullanilmis olup, ilaglama tankinin i¢erisinde nematodlarla karistirildiginda herhangi bir
olumsuz etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica, nematod+imidacloprid uygulanan
grubun, sadece nematod uygulanan gruba gore zararliy1 daha fazla enfekte etme oranina
sahip oldugu belirlenmistir. Ayn1 caligmaya gore kullanilan diger insektisitler acetamiprid
ve thiamethoxam ile Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae, Heterorhabditis
bacteriophora ve Heterorhabditis megidis infektif juvenilleri karistirilip birlikte
kullanildiginda, enfeksiyon orani ve 6liim oraninda énemli bir farklilik gézlenmemistir.
S. carpocapsae disindaki nematodlarda, nematod iizerine uygulanan en yiiksek pestisit
dozu 1000 ppm'dir ve uygulanan doz arttikga nematod oliimleri artmistir. Bununla
birlikte, bu oliimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir. S. carpocapsae'de ise en
yiiksek 6liim oran1 %3 olarak bulunmus, ancak bu oran istatistiksel agidan 6nemli goriilse

de biyolojik agidan 6nemsenmemistir.

Sonug olarak bu calismada bahsedilen 3 adet neonikotinoid insektisit -Imidacloprid,
Acetamiprid, Thiamethoxam- ile EPN'lerin ilaglama tankinda bir arada kullanilarak

uygulanmasinda herhangi bir sakinca goriilmemistir.

Alumai vd. (2004), laboratuvar kosullarinda ¢im alanlarda kullanilan bazi pestisit
formiilasyonlartyla iki entomopatojen nematodun, Heterorhabditis bacteriophora HP88
ve Steinernema carpocapsae, uyumlulugunu degerlendirmislerdir. Nematodlar, 6nerilen
dozlarda pestisitlere maruz birakilmis ve 100, 300 ve 500 L/ha tank karisim hacimlerinde,
24 kuyucuklu plaklarda, oda sicakliginda, 3 saat boyunca infektif juvenil canliligi
belirlenmistir. Daha sonra Galleria mellonella larvalarina karsi +22°C'de, 96 saat
boyunca 1J patojenitesini degerlendirmek igin test edilmistir. Sonuglara bakildiginda, S.
carpocapsae’nin canliligi higbir pestisit tarafindan etkilenmemis, ancak aliiminyum tris
ve trichlorfon tiim konsantrasyonlarda S. carpocapsae patojenitesini énemli Olgiide

azaltmistir. Thiamethoxam ve trichlorfon H. bacteriophora canliligint 6nemli 6lgiide



azaltmis olup, halofenozid, aliiminyum tris, trichlorfon ve carbaryl H. bacteriophora
patojenitesini de azalttigi geriilmiistiir. Buna karsin, imidacloprid ise H. bacteriophora
patojenitesini 6nemli Ol¢iide arttirmistir. Bu nedenle arastirmacilar, nematod-pestisit
kombinasyonlarinin ¢im zararlilariyla miicadele programlarina entegrasyonu agisindan

tartisilmasi gerektigini savunmaktadir.

Strandberg vd. (2004), Pendimetalin'in omurgasizlar lizerindeki etkisi ile ilgili yalnizca
birkag¢ calisma oldugu belirtilmistir. Bu nedenle, siirdiiriilebilirlikle ilgili 6nemli tiirler
tizerindeki olasi etkiler yeterince ele alinmamuistir. Yapilan bir ¢alismada, Das vd. (1998),
Hindistan hardal tarlasinda kok ur nematodlart (Meloidogyne incognita) tizerindeki
pendimethalin etkilerini incelemislerdir. Calismada pendimethalin uygulamasi 0.75 kg/ha
ve 1.0 kg/ha olarak yapilmistir. Her iki konsantrasyon da nematod popiilasyonunu ve
bliylime hizlarin1 azaltmistir. 1.0 kg/ha uygulamasinda nematod popiilasyonu %60'a
kadar azalirken, 0.75 kg/ha uygulamasi popiilasyonu %35'e kadar azaltmistir. Bu etkinin
dogrudan m1 yoksa yabani otlarin da 6ldiiriilmesiyle degisen habitat nedeniyle mi oldugu
bilinmemektedir. Ayrica uygulamadan sonra, toprak mikrobiyotasinin 4 hafta boyunca

pendimethalin etkisinde kaldig1 tespit edilmistir.

Cuthbertson vd. (2008), Beyazsinek (Bemisia tabaci) ikinci larvalarinin kontrolii igin
kimyasal insektisitler ile entomopatojen nematod Steinernema carpocapsae’nin (\Wesier)
infektif juvenillerinin entegrasyonunu arastirmiglardir. Bir kum testi (bioassay)
kullanilarak, S. carpocapsae’nin 24 saat boyunca dort insektisitin (spiromesifen,
thiacloprid, imidacloprid ve pymetrozine) tarla orani seyreltmelerine dogrudan maruz
kalmanin Galleria mellonella larvalarina olan enfektiviteye etkisi test edilmistir.
Nematodlar, thiacloprid ve spiromesifen ile birlikte kullanildiginda (sirasiyla %86.5 ve
%94.3) nematodlarin tek basina kullanimina kiyasla (%75.2) domates bitkilerinde B.
tabaci olimiinde daha yiiksek oranlar saglanmigtir. Imidacloprid, pymetrozine ve
spiromesifen kimyasallarini nematodlarla birlikte kullanildiginda B. tabaci oliimiinde
anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Bununla birlikte, thiaclopridin nematodlarla birlikte
kullanilmasi, kimyasalin tek basina kullanilmasindan ¢ok daha yiiksek ve 6nemli dl¢lide

B. tabaci 6liimiine neden olmustur.



Gutierrez vd. (2008), yerli irk olan Steinernema feltiae Rioja ve Steinernema feltiae'nin
ticari irk olan ‘Entonem’ preparatinin infektif juvenilleri tizerinde ii¢ norotoksik insektisit
uygulanmistir. Calismada kullanilan insektisitler; Spodoptera littoralis miicadelesi igin
secilen Primicarb, Chlorpyrifos ve Cypermethrin'dir. Bu insektisitlerin 6nerilen en
yiiksek dozlarina dayanarak bir karisim hazirlanmig ve 1J'ler tankin i¢ine ilave edilmistir.
[J'ler, 48 saat boyunca bu tankta ilaca maruz birakilmis ve ardindan IJ'lerin sayimlari
yapilip, iireme ve Oliim oranlar1 hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore, asetilkolin
esteraz inhibitorii oldugu bilinen Primicarb ve Chlorpyriphos'un uygulandigi S. feltiae'nin
yerli ve ticari rklarinda herhangi bir etki gézlenmemis ancak, Chlorpyrifos uygulanan
gruplarda ise 1J etkinligi 6nemli 6l¢iide azalmistir. Sinir zarlarindaki sodyum kanallarina
etkili oldugu bilinen Cypermethrin uygulandiginda, S. feltiae'nin ticari irkinda 6liim orani

%10'dan daha diisiik bulunurken, yerli irkinda 6liim orani1 %30'a kadar yiikselmistir.

Koppenhofer vd. (2008), anthranilic diamide, chlorantraniliprole, entomopatojen
nematod Heterorhabditis bacteriophora kombinasyonlarini ¢im alanlardaki ti¢lincii evre
beyaz kurtguklarin kontrolii i¢in denemislerdir. Serada yapilan denemelerde,
chlorantraniliprole etken maddesinin H. bacteriophora'dan 1 hafta 6nce veya ayni anda
uygulanmasi durumunda kombinasyonlarin Anomala (Exomala) orientalis bireylerinin
oliimleri iizerinde sinerjistik etkisi olmustur. Kombinasyonlarin, tek basina uygulanan
maddelere gore, oliimleri daha hizli gerceklestirdigi goriilmiistiir. Serada yapilan
denemelerde, H. bacteriophora — chlorantraniliprole kombinasyonlarimin Popillia
japonica ve Cyclocephala borealis larvalarinin 6liimiinde sinerjistik bir etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel sonuglara bakildiginda, kombinasyonlarin %64'iinde
sinerjistik etkilesimler gozlemlenmistir. Seradaki denemelerde, H. bacteriophora tek
basina ve kombinasyon kullaniminda o6li larvalarin {izerindeki nematod {iiremesi
birbirinden farkli olmamistir. Kombinasyon uygulamalar1 sayesinde daha yiiksek sayida
larvanin nematod enfeksiyonuna yenik diismesi nedeniyle, uygulamadan 28 giin sonra
topraktaki nematod yogunluklari daha yiiksek gorilmiistir. H. bacteriophora ve
chlorantraniliprole tank karisimlarinda birbiri ile uyumlu olmustur. Son olarak bu
calismada, H. bacteriophora - chlorantraniliprole kombinasyonlarinin, beyaz kurt¢uk
kontrolii i¢in giivenli ve entegre zararli yonetimiyle uyumlu bir alternatif oldugu tespit

edilmistir.



Garcia-del-Pino vd. (2010), Glyphosate ve MCPA'nin etkilerini gozlemlemek amactyla
S. feltiae ve H. bacteriophora 1J'leri {izerinde bir arastirma yapilmistir. Bu ¢alismada,
IJ'ler 72 saat boyunca Glyphosate, MCPA ve Glyphosate+MCPA kombinasyonu olan
herbisitlere  maruz  birakilmistir. Tim  herbisit uygulamalarinda ve tiim
konsantrasyonlarda, S. feltiae'nin H. bacteriophora'dan daha yiiksek toleransa sahip
oldugu tespit edilmistir. Glyphosate+MCPA'ya maruz kalan nematodlarda %57 ile en
yiiksek 6liim orani tespit edilmis; sadece glyphosate uygulanan grupta 6liim orani %15
ve sadece MCPA uygulanan grupta 6liim orani ise %19 olarak bulunmustur. Galleria
mellonella larvalari tizerinde yapilan etkinlik testinde, Glyphosate+tMCPA uygulanan
grupta sinerjistik etki gézlenmis ve etkinlik oran1 6nemli dlgiide azalmistir. Diger iki
grupta ise, etkinlik agisindan bakildiginda, kontrol grubu ile aralarinda herhangi bir fark
bulunmamustir. Sonug olarak, EPN'ler iizerinde bu aktif madde kombinasyonlarinin
sinerjistik etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmiis ve EPN'ler ile pestisitlerin ilaglama
tankina karigtirnlmadan once deneme yapilmasmnin daha faydali olabilecegi

Ongorilmiigtiir.

Atwa vd. (2013), yiiriittiigii baska bir denemede ise; laboratuvar kosullarinda Steinernema
tirli ve Heterorhabditis tiirti tizerinde 11 farkli fungusit etkisi incelenmistir. Yapilan
denemelerde Steinernema tiiriiniin Heterorhabditis tiiriine gore daha direngli oldugu
tespit edilmistir. Steinernema nematod wrkinin infektif juvenillerinin canlilik orani,
Chlorfluazuron uygulandiginda %5'in altinda bulunmusken, Captan, Methomyl,
Mancozeb, Benomyl, Trimiltox forte ve Diafenthiuron uygulanan gruplarda infektif
juvenillerin canliligi %90'dan fazla olmustur. Ancak, H. bacteriophora’nin canli/6li
oraninin Steinernema sp. irkindan daha diisiik oldugu bulunmustur. Sonug olarak, her iki
1k arasinda farkli etken maddelere maruz kalma siireleri (48 ve 96 saat) ile tireme oranlari

acisindan 6nemli derecede bir farklilik goriilmemistir.

Kulkarni vd. (2013), Steinernema carpocapsae’nin 2 insektisit imidacloprid ve
thiomethoxam; 3 biyopestisit Neemgold, Spinosad ve Agropest Bt.’e karsi toleransi,
kombine ve belirli uygulama tiirleri i¢in rapor edilmistir. Infektif juvenil (1J) olan S.
carpocapsae, farkli konsantrasyonlarda (0.05% ile 2.00% arasinda) orman bdceklerine
kars1 72 saat boyunca maruz birakilmis ve 1J'lerin hayatta kalma verileri kaydedilmistir.

Hayatta kalan IJ'lerin enfektivitesi, balmumu giivesi larvalarina kars1 laboratuvar
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ortaminda test edilmistir. Sonuglar, S. carpocapsae 1J'lerinin test edilen pestisitlere karsi
uyumlu oldugunu gostermistir. Buna ek olarak, onerilen dozlardan daha yiiksek
konsantrasyonlarda bile hayatta kalma ve enfektivite ac¢isindan kullanilabilecegi tespit

edilmistir.

Laznik vd. (2013), calismalarinda infektif juvenillerin (1J'ler) (Steinernema ve
Heterorhabditis) laboratuvar kosullarinda 8 kimyasal ve biyo-pestisit ile uyumlulugu
arastirilmistir. 1J'lerin insektisitler ile dogrudan 6 ve 24 saat maruz kalmasinin etkisi, 15,
20 ve 25°C'de bir petri kabinda test edilmistir. Calisma, S. carpocapsae ve S. kraussei'nin
tim test edilen insektisitlere duyarli oldugunu gostermistir. Steinernema feltiae,
azadirachtin, Bacillus thuringiensis var. kurstaki toksini ve imidacloprid ile uyumlu iken,
H. bacteriophora sadece abamectin ve lufenuron'a duyarhidir. Hayatta kalan 1J'lerin
yiizdesi, istatistiksel olarak en yiiksek oranin 15°C'de 6 saatte %82 ve 20°C'de %80
oldugunu gostermistir. 25°C'de ise %76 canlilik orani istatistiksel olarak en diisiik oran
olmustur. 24 saat sonra, 15°C - %55 ve 20°C - %55 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gozlenmezken, 25°C'de hayatta kalan 1J'lerin yiizdesi istatistiksel olarak %59 ile
en yiiksek bulunmustur. Bu arastirmaya gore. S. feltiae ve H. bacteriophora, azadirachtin
ve pirimicarb ile uyumludur ve farkli sebze zararlilarina kars1 bocek kontroliinde maliyeti

diisiirebilecek etkili bir alternatif sunabilecegi diistinlilmiistiir.

Anes vd. (2016), Steinernema thermophilum entomopatojen nematodunun yaygin olarak
kullanilan 12 insektisit, 5 herbisit ve 4 fungisit ile uyumlulugu degerlendirilmistir.
Triazofos, chlorpyrifos ve endosiilfanin tiim test dozlarinda ve en yiiksek 6nerilen dozun
iki kat1 2, 4-D sodyum tuzu disinda, incelenen tiim pestisitlerde %98'den fazla nematodun
hayatta kaldig1 gozlemlenmistir. Galleria mellonella'nin 4. dénem larvalariyla en yiiksek
Onerilen pestisit dozlarina maruz kalan infektif juvenillerin (1J'ler), triazofos, chlorpyrifos
ve endostilfan uygulanan 1J'ler disinda, viriilensin korundugunu dogrulamistir. Caligsma,
acetamiprid, bifentrin, carbosiilfan, cypermethrin, deltametrin, imidacloprid, lambda-
cyhalothrin, spinosad, thiomethoxam, atrazin, 2, 4-D sodyum tuzu, cyhalofop-butyl,
isoproturon, pendimethalin, validamycin, mancozeb, carbendazim ve hexaconazole gibi
onerilen pestisit dozlarinin S. thermophilum ile tamamen uyumlu oldugunu ve entegre
kullanim i¢in plskiirtme yontemi ile tank karistmi olarak kullanilabilecegini

sonu¢landirmstir.
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Ulu vd. (2016), iilkemizde siklikla kullanilan pestisitlerin TUR-S3 1J'leri {izerindeki
toksisitesi incelenmistir. Toksisite testlerinde, 24 saat sonraki sayimlar sonucunda,
Glyphosate ve Fosetyl-al uygulamalarinin TUR-S3 1J'leri lizerinde istatistiksel anlamda
toksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ancak, Captan ve Chlorpyrifos-ethyl
uygulamalari ayn1 1rk iizerinde istatistiksel olarak toksik bir etki géstermemistir. 48 saat
sonra yapilan sayimlarda ise kullanilan biitiin pestisitlerin, kontrol grubuna gére TUR-S3
IJ'leri tizerinde istatistiksel olarak toksik etkiye sahip oldugu goriiliirken, pestisitler
arasinda da farkli toksik etkiler gozlenmistir. Fosetyl-al en yiiksek toksik etkiyi
gosterirken, captan en diisiikk toksik etkiyi gostermistir. Etkinlik testlerinde, pestisit
igerisinde bekletilen ve G. mellonella tizerine enfeksiyon yapilan 1J'lerin etkinligi, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel agidan sadece captan uygulamasindaki
etkinlikte azalma goriilmiis, diger uygulamalarda herhangi bir olumsuz etki
gbzlenmemistir. Tiim bu sonuglara gore, arastirmada kullanilan aktif maddelerin genel
olarak TUR-S3 1J'leri iizerinde asir1 toksik etkiye sahip olmadig1 ve captan haricinde
EPN'lerin etkinliginde herhangi bir diisiis olmadigi tespit edilmistir. Bu sonuglara
dayanarak, TUR-S3"in Glyphosate, Chlorpyrifos-etil, Captan ve Fosetyl-al ile ayn1 tank
icinde karistirilarak uygulanmasinda bir sakinca olmadigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda,
toprak iizerinde dogal olarak bulunan entomopatojen nematodlarin da pestisitlerden

olumsuz etkilenmeyecegi diistiniilmiistiir.

Kwizera (2017), laboratuvar ortaminda yiiriittiigii denemelerde, li¢ farkli EPN tiirii;
Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae, Heterorhabditis bacteriophora ile iig
farkli insektisit; acetamiprid, imidacloprid ve spinosadin birbiri ile olan etkilerini
incelemistir. Entomopatojen nematodlarin 6liim sayimlart 24., 48., 96. saatlerde
gerceklestirilmistir. Calismada, bazi neonikotinoidlerin ve EPN'lerin zararli bocek
larvalarina karsi olusturdugu sinerjiden esinlenilmis ve bu insektisitlerin EPN'ler
tizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara goére, imidaclopridin EPN'ler
tizerinde daha az 6liime neden oldugu, ancak acetamipridin yiiksek 6liim oranlarina sebep
oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, ¢alismada kullanilan insektisitlerin EPN'lere olumsuz
bir etki yaratmadan zararli boceklere karsi etkili bir sekilde kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Chavan vd. (2018), laboratuvar kosullarinda, piring ekosistemlerinde yaygin olarak
kullanilan 14 insektisit, 6 fungisit ve 7 herbisitin entomopatojen nematod Heterorhabditis
indica ile uyumlulugu arastirilmistir. Bu kimyasallarin, onerilen konsantrasyonlarda
dogrudan maruziyet sonras1 nematodun canlilig1 ve viriilansi tizerine etkisi incelenmistir.
H. indica, test edilen ¢gogu insektisite karsi tolere olmus ve insektisitlerin tiimiinde (%19,5
monocrotophos ve %2100 cartap hydrocloriir hari¢) %]10'dan az nematod olimi
gbzlenmistir. Fungisitlerin tiimiinde (%14,5 trisiklazol ve %21,5 carbendazim+mancozeb
hari¢) %10'dan az 6liim gozlenmistir. Herbisitlerin etkisine bagli olarak nematod 6liimii,
maruziyetin 72. saatinde %3,5 ila %18 arasinda degismistir. Insektisitler, H. indica'nin
viriilansi lizerinde sadece sinirli bir etki gostermistir. Galleria mellonella larvalarinin tiim
uygulamalardaki 6liim orani, chlorpyrifos (%80) ve monocrotophos (%60) ile muamele
edilen infektif juveniller hari¢, %90'dan fazla olmustur. Bu sonuglar, H. indicanin
insektisitlerin ¢oguyla, fungisitlerin ¢oguyla (trisiklozol ve karbendazyum-+mankozeb

harig) ve herbisitlerin biri olan pendimethalin ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Yiksel vd. (2019), Entomopatojen nematodlarin (EPN) biyopestisitlerle birlikte
kullaniminin 6nemini vurgulamiglardir. Biyopestisitlerin EPN'ler {izerindeki toksik
etkilerinin belirlenmesi, bu uygulamalarin basarili olabilmesi i¢in 6nemli bulunmustur.
Bu sebeple arastirmada, ii¢ farkli yerel EPN tiiriiniin (Steinernema feltiae E-76,
Heterorhabditis indica 216-H, S. littorale MGZ-4-S) hayatta kalma ve viriilensligi tespiti
icin iki farkli biyopestisitin (Azadirachtin ve Spinosad) etkisini degerlendirilmistir.
Denemeler, 24 ve 48 saatlik siirelerde, laboratuvar kosullarinda, son déonem Galleria
mellonella larvalar tizerinde gergeklestirilmistir. Spinosad ve Azadirachtin'e dogrudan
maruz kalan EPN tiirleri arasinda ilk 24 saatte en yiiksek canlilik oranina (%94) H. indica
216-H tiirliniin sahip oldugu goriilmiistiir. Azadirachtine maruz kalanlar arasinda ise
Steinernema littorale MGZ-4-S izolatinin en duyarli tiir oldugu belirlenmis olup, 24
saatlik periyotta %11, 48 saatlik periyotta ise %12 6liim oranlarma ulagilmistir. Test
edilen EPN tiirlerinin G. mellonella larvalar {izerinde neden oldugu 6liim oranlart %80
ila %100 arasinda degismistir. Bu bulgular, laboratuvar kosullarinda test edilen EPN

tiirlerinin Spinosad ve Azadirachtin ile uyumlu oldugunu gostermistir.

Ozdemir vd. (2020), Tiirkiye'de sebze iiriinleri icin kayith alt1 adet kimyasal pestisitin

Tiirk entomopatojen nematod izolatlar1 Steinernema feltiae (Filipjev) ve Heterorhabditis
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bacteriophora (Poinar) ile uyumlulugu arastirilmistir. Pestisitlerle muamele edilmis
EPN'lerin 6liim oran1 ve tireme kapasitesi degerlendirilmistir. Caligmada, imidacloprid
ve cyflumetofen’in EPN'lerin hayatta kalma ve tireme oranlari tizerinde olumsuz bir etkisi
olmadigi goriilmiis ve en uyumlu pestisitler olarak kabul edilebilir olduklar
disiinilmiistir. Fungisitler fluxapyroxad + difenoconazole ve
ametoctradin + dimethomorph karisimlari, S. feltiae iizerinde 6nemli 6liim oranlarina
neden olmus; ancak sadece fluxapyroxad + difenoconazole H. bacteriophora'nin canlilig
lizerinde olumsuz etki gostermistir. Spiromesifen, spinosad ve
fluxapyroxad + difenoconazole uygulanan H. bacteriophora'nin tireme kapasitesi 6nemli
Olgiide diisiik olsa da test edilen pestisitler arasinda S. feltiae'nin {ireme kapasitesi
tizerinde olumsuz bir etki gozlenmemistir. Bu ¢alismada, cyflumetofen,
fluxapyroxad + difenoconazole = ve  ametoctradin +dimethomorph'un  EPN'lerle

uyumlulugu ilk kez bildirilmistir.

Kary vd. (2021), ¢alismalarinda iki tiir entomopatojen nematodun, Heterorhabditis
bacteriophora ve Steinernema feltiae, Patates yumru giivesi (Phthorimaea
operculella)’ne karsi etkinliklerini karsilastirmis ve ayni zamanda insektisit olarak
kullanilan abamectin ile kombinasyonlariin laboratuvar ve sera denemelerindeki etkisini
degerlendirmistir. Sonuglar, S. feltiae'nin, Phthorimaea operculella’nin 6n-pupa ve pupa
evresine karst H. bacteriophora'ya gore onemli 6lgiide daha virulent oldugunu
gostermistir. Her iki EPN tiirli de abamectin tarafindan olumsuz etkilenmistir, ancak
etkisi H. bacteriophora iizerinde daha az belirgindir. Bu ¢alisma, nematodlarin kimyasal
pestisitlerle etkilesim derecesinin nematod tiiri, kombinasyonun konsantrasyonu,
hedeflenen zararlilarin gelisim asamasi, maruz kalma yontemi ve etkilesimin
gergeklestigi ortamin karmasikligi gibi bir dizi faktore bagl oldugunu gostermistir. Sera
calismasinda, S. feltiae i¢in sinerjistik etkiler, yalnizca daha diisiik abamectin dozlar1 ve
daha yiiksek S. feltiae konsantrasyonlarini igeren kombinasyonlarda gézlemlenmistir. H.
bacteriophora igin, insektisit ve nematodun daha diisiik konsantrasyonlarinda sinerjistik
etkili olmustur. H. bacteriophora + insektisit kombinasyonlarinda daha fazla sinerjistik
etkilesim olmasi, H. bacteriophora'nin S. feltiae'ye kiyasla abamectine kars1 daha diisiik
duyarliligindan kaynaklanmistir. Bu ¢aligma, kimyasal insektisitler ve entomopatojen

nematodlarin birlikte uygulanmasinin hem girdilerin azaltilmasma hem de ekonomik
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acidan cekici bir secenek olmasina olanak sagladigini gostermistir. Son kullanicilar igin,
nematod ve abamectin girdilerini azaltmak hem ekonomik agidan hem de direng yonetimi

stratejisi olarak entegre kullanimi son derece gekici bir dneri haline getirmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Galleria mellonella Larvalarmin Uretilmesi

Ar kovanlarinda 6nemli zararlara yol acan Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae) larvalari, biiyiik balmumu giivesi veya petek giivesi olarak da bilinmektedir.
Genellikle EPN'lerin in vivo tretiminde tercih edilen bu larvalar, laboratuvar sartlarinda
kolaylikla yetistirilebilmesi, biiylik boyutlara sahip olmalar1 ve EPN'lere karsi hassas
olmalar1 avantaj saglamaktadir. EPN ile ilgili calismalarda G. mellonella'nin son donem
larvalart kullanilmaktadir (Sekil 3.1.) (Woodring ve Kaya 1988, Ehlers 1996, Shapiro-
Ilan ve Gaugler 2002).

Sekil 3. 1. Galleria mellonella’ya ait son dénem larvalar (Sadig, 2017)

Test bocegi olarak kullanilan G. mellonella larvalari, inkiibatérde 30-32 °C araligindaki
sicaklikta yetistirilmektedir. G. mellonella larvalari igin Cizelge 3.1°de belirtildigi
Olciilerde gliserin, bal, kepek, soya unu, misir unu, siit tozu, maya karistirilarak 6zel bir

besin hazirlanmaktadir (Kaya ve Stock, 1997).

[lk olarak; kepek, soya unu, misir unu ve siit tozu bir karistirma kabinda karistirilir. Baska
bir kabin igerisinde bal ve gliserin hot-plate (isitic1) kullanilarak 200 °C’ye kadar
kaynatilir ve kaynayan bu karisimin iizerine maya eklenir. Maya eritildikten sonra diger
malzemeler yavasga bal-gliserin-maya karigiminin igerisine ilave edilir. Karigim homojen
bir hal alana kadar karistirma islemine devam edilir. Sonrasinda, hazirlanan besin
sogumasi i¢in beklemeye alinir. Yeterince soguyan besin cam kavanozlarin (1 kg’lik)

tamamin1 doldurmayacak sekilde (Sekil 3.2.) kavanozlara doldurulur ve kavanozun
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igerisine G. mellonella yumurtalar1 ilave edilir. Cam kavanozun agiz kismi 2 mm ¢apinda,
stk gozenekli tellerle kaplanir ve kelepge ile sikistirilarak kapatilir. Besinli kavanoza
konan yumurtalar agilmaya baslayarak son donem larva evresine ulagmalar1 yaklagik

olarak 4 hafta siirmektedir (Ozbudak, 2021).

Sekil 3. 2. Galleria mellonella yumurtalari i¢in hazirlanan cam kavanozlar
(Arabac1,2023)

Bu tez ¢alismasinda son donem larvalar kavanoz igerisindeki besin ortamindan temizlenip
ayiklanarak, EPN'lerin in vivo ve in vitro tretilmesi asamalarinda ve aragtirilmasinda

kullanilmastir.

Uretim déngiisiiniin siirekliligini saglamak icin yeteri kadar larva ayrilir, pupa ve ergin
birey olusumu gerceklesmesinin ardindan ergin bireylerin yumurta birakmasi i¢in
hazirlanan tellerin iizerine kagit konulmaktadir. Boylece elde edilen yumurtalar, besin
iceren farkli bir cam kavanoza alimarak G. mellonella iretiminin devamlilig

saglanmaktadir.
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Cizelge 3. 1. Galleria mellonella tiretimi igin besin igerigi ve miktarlari

Besin Maddesi Miktar
Gliserin %20
Bal %20
Kepek %20
Soya Unu %10
Misir Unu 0615
Siit Tozu %10
Maya %5

/

Sekil 3. 3. Galleria mellonella iiretimi i¢in hazirlanan besin (Arabaci, 2023)

Sekil 3. 4. Son donem Galleria mellonella larvalarinin kavanozdaki gériintiisii (Arabaci,
2023)
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3.2. Heterorhabditis bacteriophora HbH Hibrit Irk:

Bu c¢alismada kullanilmak {izere, entomopatojen nematod olarak Heterorhabditis
bacteriophora Poinar, 1976 (Rhabtidita: Heterorhabditidae) tiiriine ait olan HBH hibrit
k1 tercih edilmistir. HBH hibrit 1rki, Bursa Uludag Universitesi biinyesinde bulunan
Ziraat Fakiiltesi’nin Bitki Koruma Boliimii’nde Nematoloji Laboratuvari tarafindan
2010-2013 yillar arasinda yiiriitiilen TUBITAK projesi (TOVAG 1100161) kapsaminda
elde edilmistir. Bu projede, Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden elde edilen farkli H.
bacteriophora izolatlar1 hibritlenmis ve daha iistiin 6zelliklere sahip olan HBH hibrit 1irk1
gelistirilmistir. HBH hibrit ki, yiiksek sicakliga dayaniklilik, yiiksek iireme kabiliyeti ve
yiiksek etkinlik gibi 6zelliklere sahiptir (Ulu, 2021). Ayrica s6z konusu bu hibrit irk, Tiirk
Patent ve Marka Kurumu tarafindan 2018 yilinda patent almistir (Patent No: TR 2013
06141 B). Bu tez ¢alismasinda HBH hibrit irk1; diinya genelinde kolayca bulunan bir EPN
tiriine dayanmasi, ililkemize uyum saglamis izolatlar kullanilarak elde edilmesi ve
gelecekte EPN kullaniminin artmasiyla birlikte ticari liretim i¢in gereksinim duyulan bir

itk olacag1 ongoriisiiyle tercih edilmistir.

Cizelge 3. 2. Heterorhabditis bacteriophora HBH hibrit irki ve ebeveynleri

Ebeveyn Irklar Hibrit Irk

Hb.4 @ x Hb.1138 & HbH

3.3. Cahismada Kullamilan Kimyasal Maddeler, Ortamlar ve icerikleri

In vivo ve in vitro iiretim agamalari i¢in, ¢esitli ortamlar ve kimyasal maddeler de dahil
olmak iizere birtakim 6n islemler gerekmektedir. Kat1 ortamlar, steril plastik petrilere
(¢capt 6 cm) hazirlanmistir. Sivi ortamlar ise 250 ml hacimli erlenmeyer flasklara
hazirlanmistir. Bu ¢alismada kullanilan ortamlar ve ortamlarin igerikleri asagidaki

cizelgelerde belirtilmistir.

3.3.1. Ringer Soliisyonu

Ringer ¢dzeltisi, tip ve biyoloji alanlarinda kullanilan steril izotonik bir ¢ozeltidir. ik
olarak 19. yiizyilda Ingiliz bir fizyolog olan Sydney Ringer tarafindan canli dokularin

fizyolojisini incelemek amaciyla gelistirilmistir.
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Ringer ¢ozeltisi genellikle birkag temel elektrolit olan sodyum kloriir (NaCl), potasyum
klorir (KCl), kalsiyum kloriir (CaCl2) ve sodyum bikarbonat (NaHCO3)
kombinasyonunu igerir ve saf su i¢inde ¢oziinmiistiir (Sendir, 2018). Tam bilesimi

kullanim amacina veya uygulamaya bagl olarak degisebilmektedir.

Cizelge 3. 3. Ringer soliisyonu igerigi

Kimyasal Madde Miktar
NaCl 9.00¢g
KCI 0429
CaCl2x2H20 0.37g
NaHCOs 0.20¢

Saf su 1000 ml

3.3.2. YS (Yeast Extract) Sivi Besin Ortam

Yeast extract (YS) kombinasyonu, bir besiyeri ortaminda mikroorganizmalarin
biiyiimesini desteklemek icin kullanilmaktadir. Maya 6ziitli; zengin bir besin kaynagini,
tuz ise osmotik dengeyi saglamaktadir (Tangiiler, 2004). Bu bilesenler,
mikroorganizmalarin beslenmesi, biiyiimesi ve metabolik faaliyetlerini gergeklestirmesi
icin gereken temel ihtiyaclar1 karsilamaktadir. Y'S s1v1 besin ortami, mikroorganizmalarin

¢ogalmasi ve gelisimi i¢in uygun bir ortam olusturmaktadir.

Cizelge 3. 4. YS siv1 besin ortamu igerigi

Kimyasal Madde Miktar
Yeast Extract 509
NaCl 5090
NH4H2PO4 059
K2HPO4 05¢
MgSO4x7H20 029
Saf Su 1000 ml
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Sekil 3. 5. YS siv1 besin ortami1 hazirlama agsamasi (Diizenli, 2021)

3.3.3. NBTA (Nutrient bromothymol blue agar) Agar

NBTA Agar (Nutrient Broth with Triphenyltetrazolium Chloride and Agar),
mikrobiyolojide kullanilan bir besiyeridir. NBTA Agar, Triphenyl-tetracolium chloride
(TTC) igeren bir nutrient broth (besi ¢ozeltisi) lizerine agar katilastirici eklenerek

hazirlanmaktadir.

NBTA Agar, 6zellikle baz1 bakteri tiirlerinin indirgenme yeteneklerini degerlendirmek
icin kullanilir. TTC'nin indirgenmesi sonucunda olusan formazan, besiyeri lizerinde
kirmizi bir renk olusturur. Bu renk, mikroorganizmalarin biiylimesi ve metabolik

aktiviteleriyle iliskilidir (Akhurts, 1980).
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Cizelge 3. 5. NBTA (Nutrient bromothymol blue agar) agar icerigi

Kimyasal Madde Miktar
Standard-1-Nutrient Agar 37.09
2,3,5-Triphenyl-tetracoliumchloride solution 409
Bromthymolblue 0.025¢
Saf Su 1000 ml

Sekil 3. 6. Petrideki NBTA agar goriintiisii (Arabaci, 2022)

3.3.4 Nutrient Lipid (Wouts) Agar

Nutrient Lipid Agar (NLA), lipofilik (yag seven) mikroorganizmalarin yetistirilmesi ve
izolasyonu i¢in kullanilan bir besiyeridir. Bu besiyerinin amaci, lipitleri kullanarak

bliyiiyebilen mikroorganizmalarin gelismesini tegvik etmektir.

NLA' nin bilesimi, temel bir besiyerine ek olarak lipid kaynaklar1 ve diger besin
maddelerini igermektedir. Agar besiyeri, uygun bilesenlerin karistirilmasi, sterilizasyonu

ve petri kaplarina dokiilerek katilastirma islemiyle hazirlanmaktadir.
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Cizelge 3. 6. Nutrient Lipid (Wouts) agar igerigi

Kimyasal Madde Miktar
Nutrient Broth 16.0¢
Aycigek Yagi 509

Agar Powder, Bacteriological 120¢g
Saf Su 1000 ml

Sekil 3. 7. Petrideki Wouts Agar goriintiisii (Arabaci, 2022)

3.3.5. Sterilizasyon Soliisyonu

Sterilizasyon soliisyonlari, laboratuvar ortamlarinda veya saglik sektoriinde sterilizasyon
islemlerinin gergeklestirilmesi i¢in kullanilan kimyasal maddelerdir. Bu soliisyonlar,
mikroorganizmalarin ~ 6ldiiriilmesi  veya etkisiz hale getirilmesi amaciyla

kullanilmaktadir.

Cizelge 3. 7. Sterilizasyon soliisyonu igerigi

Kimyasal Madde Miktar
4 M NaOH 1ml
NaOCl 1ml
Saf Su 10 ml
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3.4. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin In Vivo Yéntem ile Uretilmesi

Galleria mellonella’ nin son donem larvalart ve 24 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar (diiz
kuyulu plak) kullanilarak in vivo tiretim yapilmistir. Diiz kuyulu plaklarda 2 cm derinlikte
ve 1,5 cm ¢apinda olan hiicrelere bir adet larva konulmustur. Kuyucuklarin tizeri Ringer
soliisyonu ile nemlendirilmis steril kum ile kapatilmistir. Ringer soliisyonu ile

nemlendirilen kumun nem orani1 %10’ dur.

Kuyucuklarin igerisinde bulunan her bir larva i¢in 100 adet infektif juvenil (1J) inokiile
edilmis ve kaplar plastik parafin film ile hava almayacak sekilde kapatilmigtir (Susurluk
vd. 2001, 2003). Kaplar +24°C' de inkiibasyona birakilmistir ve 4 giin i¢cinde inokulasyon
tamamlanmis, G. mellonella larvalar: 6lmiistiir. Olen larvalara “kadavra” denilmektedir.
Larvalarin 6liimiinden bir silire sonra, kadavralarda yumusaklik ve renk degisiklikleri
meydana gelmektedir. Biiyiik mum giivesi (G. mellonella) larvalarinda, nematod tiiriine
bagli olarak kadavralarda farkli renklenmeler gozlemlenmektedir. Steinernema spp.
enfeksiyonunda koyu saridan baslayarak kahverenginin ¢esitli tonlarina veya tamamen
siyah renge kadar degisiklikler goriiliirken, Heterorhabditis spp. ile enfekte boceklerde
kirmizi, tugla rengi, mor, turuncu veya sar1 renkler goriilmektedir. Kadavranin
renklenmesi Ozellikle Photorhabdus spp. bakterilerinin iiretmis oldugu pigmentlerle
iligkilidir (Woodring ve Kaya, 1988). Bu calismada H. bacteriophora hibrit irki

kullanildig igin kadavralarin rengi kirmizi-bordo olarak gézlenmistir.

Kadavralar Ringer soliisyonuyla yikanmis ve White Trap diizenegine yerlestirilmistir.
White Trap diizeneginde 9 cm gapinda cam petrinin igine ters ¢evrilmis 6 cm ¢apli bagka
bir cam petri yerlestirilerek tizerine filtre kagidi konulmustur. Daha sonra EPN'lerle
enfekte olan larvalar bu filtre kagidinin {lizerine yerlestirilmistir. Diizenegin igerisine 15
ml steril Ringer soliisyonu eklenerek 14 giin boyunca takip edilmistir. Yeterli sayida
[I'nin ¢ikmas1 ve petrideki Ringer soliisyonu iginde birikmesiyle in vivo iiretim
tamamlanmigstir. 1J'ler pastor pipet yardimiyla alinmig olup oksijen aligverisi saglayan
0zel kapakl flask kutular igerisine aktarilmistir. Flask kutulara aktarilan 1J'ler +4°C'de
buzdolabinda saklanmistir (Kaya ve Stock, 1997).

Flask kutularda Ringer soliisyonu igerisinde depolanan bu kiiltiirlerin laboratuvarda,

gerekli aragtirmalarda, kullanilabilirliginin aksamamasi amaciyla in vivo tiretim yontemi
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kullanilarak devamli bir kiiltiir yenilemesi yapilmistir. Ringer soliisyonu, depolama

stiresince mikroorganizma biiylimesini engellemektedir (Sadig, 2017).

3.5. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinmn In Vitro Yontem ile
Uretilmesi

Entomopatojen nematodlarin in vitro kosullardaki {retimi iki farkli sekilde
gerceklestirilebilmektedir. Bunlar; sivi agar ortami ve kati agar ortamidir. Bu tez

caligmasinda, in vitro iiretim kat1 agar ortaminda yapilmustir.

Kat1 agar ortaminda iki asama bulunmaktadir. ilk asama; EPN ile simbiyont iliskide olan
bakterinin izole edilmesini icerir. Ikinci asama ise; diiretim yapilacak EPN'den
yumurtalarin izole edilmesini igerir. Bu iki agama basarili bir sekilde tamamlandiginda,
H. bacteriophora HBH Hibrit irkina ait saglikli bireyler kati1 agar ortaminda in vitro

olarak elde edilebilir. Bu asamalarin detaylari1 asagidaki alt basliklarda verilmistir.

3.5.1. Photorhabdus spp. Bakteri izolasyonu

Entomopatojen nematodlar biyolojileri sebebiyle, konukgunun 6ldiiriilebilmesi ve hayat
dongiilerinin devamlilig1 i¢in simbiyotik bakterilere ihtiya¢ duymaktadir (Poinar, 1975;
Forst vd. 1997). H. bacteriophora ile simbiyont iliskisi igerisinde olan Photorhabdus
luminescens adli bakteri, 6zel bir kese iginde bulunur. Bu bakteri, H. bacteriophora'nin
barsak kisminda yer almaktadir (Endo ve Nickle 1994, Duchaud vd. 2003). Photorhabdus
spp. ile EPN arasinda olan bu simbiyont iliski EPN'lerin in vitro iiretiminde 6nemli bir

rol oynamaktadir.

Photorhabdus spp. izolasyonu igin 6ncelikle G. mellonella larvalari ile EPN’lerin bir
araya getirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple, toplamda 5 adet son donem larva olacak
sekilde, hiicre kiiltiirine koyulan her bir G. mellonella larvasinin {izerine Ringer
sollisyonuyla nemlendirilen steril kum ilave edilmistir. Yine her bir larvanin iizerine 100
adet 1J inokulasyonu yapilmistir. In vivo iiretimde oldugu gibi kaplar plastik parafin film
ile hava almayacak sekilde kapatilmistir. Hiicre kiiltiirii kaplar1 +24 °C'de inkiibasyona

birakilmistir.

25



Inokulasyonun ardindan 24-36 saat i¢inde yasamsal fonksiyonlar1 yavaslayan ve 6lmek
tizere olan larvalar, hiicre kiiltir kaplarindan c¢ikartilarak iizerlerindeki kumdan
arindirilmasi amaciyla Ringer soliisyonu ile yikanmustir. Larvalar mikrosantrifiij tiiplere
(Eppendorf tiip) alinmis ve tiiplere %70’lik etil alkol eklenerek yaklasik 5 dakika
bekletilmistir. Bekletme siiresinin 5 dakikayr asmamasi, bakterinin canli kalmasi
acisindan 6nemlidir (Cakir, 2022). Bu sekilde ylizey sterilizasyonu saglanan larvalar steril
bir ortamda (steril kabin) kurutulmus ve bakteri izolasyon islemine hazir bir hale

getirilmistir.

Yiizeyi kuruyan larvalar, steril kabin igerisinde, steril igne ile, larvanin intersegmental
zarindan veya abdomen bacaklarindan delinmis ve hemolimf sivisinin delinen noktadan
bir miktar ¢ikmasi saglanmistir. Cikan hemolimf sivisi, steril 6ze ile NBTA agar lizerine
siiriiliip parafin film ile kapatilmistir. Islem yapilan petri kaplar1 inkiibasyon igin +24
°C’de 3 giin boyunca bekletilmistir. Simbiyotik bakterinin kati ortamda iiretilmesinin
amaci, istenmeyen mikroorganizmalarin izolasyon islemi sirasinda tespit edilmesi ve

heniiz daha agar ortaminda iken elimine edilmesidir (Ulu, 2021).

Agar lizerinde bakteri kolonileri gozlemlenmeye basladiginda, steril 6ze yardimiyla
kolonilerden bir miktar alinarak 250 mI’lik erlenmeyer igindeki 80 ml’lik YS s1v1 besin
ortamina transfer edilmistir. Y'S besin ortami, orbital ¢alkalayicida (180 rpm), +25°C’de,
151k almayan bir ortamda 1 giin bekletilerek bakterilerin ¢ogalmasi i¢in uygun ortam

saglanmustir.

Bir giin YS besin ortaminda, belirtilen kosullarda bekletilen bakteriler sonraki
calismalarin daha hizli yiiriitiilebilmesi amaciyla stoklanmaistir.

Stok olusturabilmek i¢in, steril kabin igerisinde bakteri kiiltiiriine %10 gliserin ilave
edilmistir. Hazirlanan bu karigim mikrosantrifiyj tiiplere 1’er ml olacak sekilde aktarilmis
ve daha sonraki calismalarda kullanilmak tizere -20°C’de buzdolabinda saklanmistir

(Lunau vd., 1993).
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3.5.2. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irki Yumurta Izolasyonu

Entomopatojen nematodlarin sivi ve kati ortamlarda toplu iiretiminin yapabilmesi igin
yumurta izolasyonu adi verilen bir 6n islemin gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bu islem
i¢in, disi veya hermafrodit bireyin déllenmis yumurtalari steril bir ortamda izole edilerek
acilmasi ve belirli bir siire boyunca yumurtalarin gelismesi beklenmektedir. In vitro
liretimin tamamlanmast igin, bakteri izolasyonunun ardindan yumurta izolasyonu

gerceklestirilmektedir.

[k olarak, in vivo iiretime benzer sekilde 24 kuyulu hiicre kiiltiir kabinin her bir hiicresine
1 adet G. mellonella larvasi koyulmustur. Larvalarin iizeri %10 ringer soliisyonu ile
nemlendirilen steril kum ile kapatilmistir. Her bir larva i¢in, mikropipet ile 100 adet 1J
inokiile edilmistir. Hiicre kiiltiir kab1 parafin film ile kapatilmis 3-4 giin siire ile +24°C’de

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon tamamlandiginda hiicre kiiltiir kabi agilmis ve hermafrodit bireylerin
dollenmesinin kontrolii i¢in larvalar cam petriye alinarak disekte edilmistir. Diseksiyon;
herhangi bir organizmanin i¢ yapisin1 gézlemlemek amaciyla disinin yarilip parcalara

ayrilmasi anlamina gelmektedir.

Bu islemin ardindan, cam petri (6cm ¢apli) igerisine ringer soliisyonu eklenmis ve elde
edilen 250-300 adet hermafrodit birey baska bir cam petriye aktarilmigtir. Yumurtalarin

dollenmesi durumu mikroskop altinda kontrol edilmistir.

Dollendigi tespit edilen yumurtalarin temizlenip izole edilebilmesi i¢in, hermafrodit
bireyler pastor pipet ile cam tiip (laboratuvar tiipii) icerisine aktarilmistir. Cam tiip
igerisine 5 ml ringer soliisyonu ilave edilip hermafrodit bireylerin dibe c¢okmesi
beklenmis ve yukarida kalan kirli ringer soliisyonu pipet ile cekilip tiipten
uzaklastirilmistir. Hermafrodit bireyler kadavra pisliklerinden arindirilana dek, yiizey

yikama islemi tekrar edilmistir.

Cam tiip igerisine, kesilerek kiiciiltiilmiis jilet parcalari ilave edilmis ve 1 dakika boyunca

vorteks yapilmistir. Bu iglem ile hermafrodit bireylerin par¢alanmasi hedeflenmektedir.
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Bu sayede, pargalanan hermafroditlerin i¢indeki yumurtalar agiga ¢ikmaktadir. Vorteks
siiresinin belirtilen siireden daha az tutulmasi, hermafroditlerin par¢alanmamasina;
vorteks siiresinin belirtilen siireden daha ¢ok tutulmasi ise yumurtalarin pargalanmasina
sebep olabilmektedir. Bu gibi istenmeyen durumlarla karsilasilmamasi igin, vorteks

stiresi kritiktir (Diizenli, 2021). Ringer soliisyonun bulanik-beyazimsi bir renk almasi
idealdir.

Hermafrodit bireylerden ayrilan yumurtalar baska bir cam tiipe aktarilmasi amaciyla ince
bir til kullanilarak siiziilmiistiir. Hermafrodit bireylerde de yapildigi gibi, yumurtalar
yiizey temizligi icin mikrosantrifiij tiiplere aktarilmistir. Icerisinde yaklasik 1 ml ringer
soliisyonlu yumurta bulunan tiipler 2000 rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij edilmistir.

Santrifiij isleminden sonra, yumurtalar tiipiin tabanma ¢6kmiis durumda (pellet), st
kisimda kalan sivi ise (supernatant) cam pipet ile alinmis ve iizerine ringer soliisyonu
ilave edilmistir. Bu asama, yumurtalarin yiizeyinde bulunan hermafrodit ve diger bazi
artiklarin temizlenmesi amaciyla 3-4 kez tekrar edilmistir. Santrifiij esnasinda bazi
yumurtalar kaybedilmektedir. Ayni islemin fazla sayida tekrar edilmesi ise tim
yumurtalarin kaybina yol agabilmektedir (Diizenli, 2021). Son santrifiij islemiyle

yumurtalar tamamen tabana inmis ve supernatant temizlenmistir.

Bu adimdan sonra geriye kalan sivi, cam pipetle alinmis ve yumurtalarin yiizey
sterilizasyonunun yapilmasi igin mikrosantrifiij tiiplere sterilizasyon soliisyonu
eklenmistir. Sterilizasyon isleminin tamami yedi dakikada tamamlanmalidir. Aksi halde,
daha kisa siirede tamamlanmasi sonraki agamalarda kontaminasyon sorununa yol agarken

daha uzun siirede tamamlanmasi ise yumurtalarin 6lmesine sebep olmaktadir (Ulu, 2021).

Sterilizasyonu soliisyonu eklenen mikrosantrifiij tiipler dort dakika boyunca elde nazikge
calkalanmis, ardindan 3000 rpm'de iki dk. siiresince santrifiij edilmistir. Sterilizasyon

soliisyonu ile yalnizca bir kez santrifiij islemi gergeklestirilmistir.

Santrifiij islemi sayesinde dibe ¢dken yumurtalarin {izerinde kalan sterilizasyon
sollisyonunu tiiplerden uzaklastirmak amaciyla steril cam pipet kullamilmistir.

Sterilizasyon soliisyonundan ayrilan yumurtalarin iizerine YS besin ortami ilave
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edilmistir. Bu islem steril kabin icerisinde ve mikrosantrifiij tiiplerin tiip standina

dizilmesiyle gerceklestirilmistir.

Icerisinde besin ortam1 ve yumurtalarin bulundugu tiipler iki dakika siireyle 3000 rpm’de
son kez santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen tiipler ve steril 24 kuyulu hiicre kiiltiir kab1
steril kabin icerisine getirilmistir. Burada agilan hiicre kiiltlir kabinin hiicrelerine esit
miktarda Y'S siv1 besin ortami koyulmus ve ilizerine yumurtalar eklenmistir. Hiicre kiiltiir

kabinin etrafi parafin film ile hava almayacak sekilde kapatilmistir.

Hiicre kiiltiir kab1 48-72 saat +24°C yumurtalarin agilmasi amaciyla inkiibasyona

brrakilmistir.

Sekil 3. 8. Steril kabin icerisinde hiicre kiiltiir kab1 (Arabaci, 2023)

3.5.3. Kati Nematod Kiiltiiriiniin Olusturulmasi

Entomopatojen nematodlarn in vitro tiretimi ¢oguklukla monoksenik kiiltiir seklinde
gerceklestirilmektedir. Monoksenik  kiiltiir; ortamda baska bir organizmanin
bulunmadigi, bilinen tek bir bakteri varligi ile kontrollii bir tiretim seklidir. Yalnizca EPN
ve simbiyotik bakteriyi igermektedir (Ulu, 2018). EPN; nematodun kendisi ve simbiyotik
bakteriden olusan bir biyolojiye sahiptir. Bu nedenle iiretim siirecinde yumurta

izolasyonu ve bakteri izolasyonu gibi iki ayr1 islem bulunmaktadir.
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HBH hibrit irkinin in vitro tiretimi i¢in yumurta izolasyonu asamasi gergeklestirilmis,
yumurtalar basarili bir sekilde agilmis ve bir kontaminasyon olmadan islem
tamamlanmistir. Ote yandan, bakteri izolasyonu da tamamlanmis ve sivi ortamda
simbiyotik bakteriler basarili bir sekilde {iretilmistir. Kati nematod Kkiiltiiriiniin
olusturulmasiyla, yumurtalardan ¢ikis yapan J1’ler ve simbiyont bakterilerin bir araya

getirilmesi amaglanmaktadir.

HBH hibrit irkinin in vitro tiretimi i¢in ilk adimda, daha 6nce izole edilip mikrosantrifiij
tiiplerde, -20°C'de saklanan simbiyont bakteri stoklarindan iki adet tiip ¢ikartilmis ve oda
sicakliginda ¢oziindiiriilmiistiir. Oda sicakligina gelen simbiyont bakteri, 250 ml'lik
erlenmeyer flask igerisine, 70 ml steril Y'S s1v1 besin ile birlikte ilave edilmistir. Karanlik
bir ortamda, +25°C'de ve 180 rpm hizinda ayarlanmis orbital ¢alkalayicida 1 giin siireyle

inkiibe edilerek simbiyont bakterilerin iiremesi saglanmistir.

Gelisen bakteri kiiltiiriinden yaklasik 100 ul (5-6 damla) olacak sekilde, 6 cm ¢apinda
plastik petri kaplarindaki nutrient lipid (wouts) agar iizerine dokiilmiis ve bir giin siire ile
inokiile edilmistir. Inokiilasyon isleminin ardindan hermafroditlerden izole edilmis olan
yumurtalardan basarili bir sekilde ¢ikis yapan J1’ler, simbiyont bakteriyle inokule edilmis
wouts agara aktarilmstir. Petri kaplari parafin film ile kapatilmis olup +25°C'de karanlik

bir ortamda inkiibe edilmistir.

Agar icerisindeki bireyler bakteri ile kars1 karsiya geldiginde, besin sinyalini almis ve
tiremeleri saglanmistir. Inkiibe edilen tiim petri kaplari, IJ’lerin gelisiminin
gbzlemlenmesi amaciyla giinliilk olarak iki hafta siiresince kontrol edilmistir. Petri
kaplarinin kapagi acilarak, kapagin iizerine kadar ¢ikan IJ’lerin alinmasi i¢in Ringer
sollisyonuyla yikanip flasklara transfer edilmistir. Bu islemlerin basarili bir sekilde

tamamlanmasi ile EPN’ler in vitro kat1 ortamda tiretilmistir.
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Sekil 3. 9. Petri kapagina ¢ikan 1J’lerin mikroskoptaki goriintiisii (Arabaci, 2022)

3.6. In Vivo ve In Vitro Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH
Hibrit Irkinin Topraga Uygulanan Bazi Pestisitlere Karsi Dayamkhliginin
Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda kullanilmak iizere; ilkemizdeki {ireticilerin tarimsal hastalik, zararl
ve yabanci otlar ile miicadelede tercih etmesi, ayrica entomopatojen nematodlarin toprak
altinda yasamsal faaliyetlerini devam ettirmesi sebebiyle topraga uygulanan 3 adet
pestisit secilmistir. Bu pestisitler; 1 adet insektisit, 1 adet herbisit ve ladet fungusit
seklinde planlanmistir. Insektisit olarak Lambda cyhalothrin; herbisit olarak

Pendimethalin; fungusit olarak ise Kiikiirt aktif maddeleri belirlenmistir.

Secilen pestisitlerin tarla dozlar1 seyreltilmis olup her bir petri i¢in, 1,5 ml lambda
cyhalothrin/5 ml su, 8,5 ul pendimethalin/5 ml su, 3 pl kiikiirt/5 ml su dozlarda
hazirlanmistir. Her bir petri kabina yaklasik 200 adet 1J konulmustur. Denemelerde 6

cm’lik plastik petri kaplar1 kullanilmigtir.

Calismada kullanilan H. bacteriophora HBH 1rk1 1J’leri, in vivo ve in vitro olmak {izere
iki farkli yontem ile tretilmistir. IJ tiretim yontem ve asamalar1 bolim 3.4. ve 3.5.°te
ayrintili bir sekilde agiklanmistir. Denemeler oda sicakliginda, 5 tekerriirlii olarak

yiriitilmistir.
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3.6.1. In Vivo Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Topraga Uygulanan Bazi Pestisitlere Kars1 Dayamkhiliginin Belirlenmesi

In vivo yontem ile iretilen ve stoklanan H. bacteriophora 1J’lerinin stereo mikroskop
altinda sayim1 yapilmistir. 1J’ler 24 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 igerisine alinarak sayim
islemi kolaylagtirllmistir. Her aktif madde (lambda cyhalothrin, pendimethalin, kiikiirt)
igin 5 tekerriir ve 1 kontrol diizenegi hazirlanmigtir. Toplamda 18 adet 6 cm ¢apli plastik
petrilere, petri basina yaklasik 200 1J eklenmistir. Belirlenen dozlarda (1,5 ml lambda
cyhalothrin/5 ml su; 8,5 ul pendimethalin/5 ml su; 3 ul kiikiirt/5 ml su) hazirlanan aktif
maddeler mikropipet yardimi ile petrilerin igerisine ayri ayri ilave edilmis ve 1J’ler ile
bulusturulmustur. Petrilerin kapaklar1 kapatilip etrafi parafin film ile hava almayacak

sekilde sarilmistir.

Sekil 3. 10. Pendimethalin aktif maddesinin in vivo yontem ile tiretilen 1J’lere
uygulanmasi (Arabaci, 2023)

24. saatin sonunda stereo mikroskopta canli IJ sayimlari gergeklestirilmistir. Sayim
sirasinda petri igerisindeki aktif madde — 1J karigiminin sicaklik, nem gibi durumlardan
etkilenmemesi amaciyla petrilerin kapaklari daima kapali kalmistir. Bu islem her bir aktif

madde i¢in, 48. ve 72. saatlerde de tekrarlanarak canli 1J sayilar1 not edilmistir.
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Sekil 3. 11. Canli [J’lerin stereo mikroskop altindaki goriintiisii (Arabaci, 2023)

3.6.2. In Vitro Yéntem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Topraga Uygulanan Baz Pestisitlere Kars1 Dayaniklili@inin Belirlenmesi

In vivo yontem ile iretilen HBH hibrit irkinin lambda cyhalothrin, pendimethalin ve
kiikiirt aktif maddelerine karsi dayanikliliginin belirlenmesinde uygulanan islemlerin
tamami in vitro yontem ile tretilen 1J’ler i¢in de uygulanmistir. In vitro yontem ile
tiretilen H. bacteriophora IJ'lerinin sayimi stereo mikroskop altinda gergeklestirilmistir.

Sayim iglemi i¢in 24 kuyulu hiicre kiiltiir kabi kullanilmistir.

Sekil 3. 12. 1J sayimi i¢in kullanilan 24 kuyulu hiicre kiiltiir kab1 (Arabaci, 2023)
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Sekil 3. 13. Stereo mikroskop altinda canli 1J sayimi1 (Arabaci, 2023)

Lambda cyhalothrin, pendimethalin ve kiikiirt aktif maddeleri i¢in ayr1 ayr1 5 tekrar ve 1
kontrol grubu olmak iizere toplamda 18 adet 6 cm ¢apli plastik petri hazirlanmistir. Her
bir petriye yaklasik olarak 200 IJ eklenmistir. Belirlenen dozlarda (1,5 ml lambda
cyhalothrin/5 ml su; 8,5 ul pendimethalin/5 ml su; 3 ul kiikiirt/5 ml su) su ile seyreltilen
aktif maddeler, mikropipet kullanilarak ayr1 ayr1 petrilere eklenmis ve 1J'ler ile bir araya

getirilmigtir. Petri kapaklar kapatilarak etrafi parafin film ile sarilmistir.

Canli 1J'lerin sayimlar1 24. saatin sonunda stereo mikroskop altinda gergeklestirilmistir.
Sayim siirecinde, petrilerin dis ortamdaki faktorlerden etkilenmemesi igin petri kapaklart
her zaman kapali tutulmustur. Bu islem, her bir aktif madde icin 48. ve 72. saatlerde

tekrarlanmig ve canli 1J sayilar1 kaydedilmistir.

Sekil 3. 14. Kiikiirt aktif maddesinin uygulandigi petri kaplar1 (Arabaci, 2022)
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3.7. istatistiksel Analizler

Heterorhabditis bacteriophora HBH irkinin in vivo ve in vitro iiretim sonrasi topraga
uygulanan bazi pestisitlere karsi dayanikliligini belirlemek amaciyla yapilan denemelerde
elde edilen veriler, tek yonlii varyans analizi (Oneway Anova) yOntemiyle analiz

edilmistir.

Uygulamalar arasindaki farklarin belirlenmesi i¢in p<0.05 diizeyinde LSD (Least
Significant Differences) testi kullanilmistir. Bu test, farkli uygulama gruplari arasindaki
istatistiksel olarak anlaml1 farklar1 belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Tim istatistiksel analizler, JMP® 7.0 programinda gergeklestirilmistir. Bu yazilim,
istatistiksel analizlerin yapilmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak

kullanilan bir istatistiksel analiz aracidir.
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4. BULGULAR

4.1. In Vivo Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Topraga Uygulanan Baz Pestisitlere Karsi Dayaniklihgi

Yapilan denemeler sonucunda elde edilen canli 1J verileri dikkate alindiginda, in vivo
tiretim yolu ile tretilen H. bacteriophora HBH hibrit wrkinin lambda cyhalothrin,
pendimethalin ve kiikiirt aktif maddelerine karsi canli kalma yiizdeleri istatistiksel agidan

incelenmistir. Bulgular asagidaki maddelerde detayli olarak incelenmektedir.

4.1.1. In Vivo Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Lambda Cyhalothrin Aktif Maddesine Kars1 Dayamiklihgi
In vivo yontem ile elde edilen H. bacteriophora 'ya ait infektif juveniller 24, 48 ve 72 saat

boyunca lambda cyhalothrin aktif maddesine maruz birakilmistir.

24 saatlik maruziyet sonucunda canli 1J sayilarinda, kontrol grubuna (%91,29 canli 1J)

kiyasla uygulama grubunda (%79,82 canli 1)) istatistiksel olarak azalma goriilmiistiir.

48 saatlik maruziyet sonucunda ise; canli 1J sayilarinda kontrol grubuna (%86,64 canli
1J) kiyasla uygulama grubunda (%74,87 canli 1J) istatistiksel olarak azalma goriilmiistiir.
Son olarak 72 saatlik maruziyet sonucunda 24 ve 48 saatlik maruziyet sonuglarinda
oldugu gibi; canli 1J sayilarinda kontrol grubuna (%74,97 canli 1J) kiyasla uygulama
grubunda (%64,39 canli 1J) istatistiksel olarak azalma gortilmistiir (F = 190,35; df=7,32;
p <0.001).

Bu bulgular, lambda cyhalothrin aktif maddesine maruz kalma siiresi arttik¢a 1J’lerdeki

canlilik oraninin kontrol grubuna kiyasla azaldigin1 gostermektedir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4. 1. In vivo yontemle tiretilen HBH hibrit irkinin lambda cyhalothrin aktif
maddesine farkli maruziyet siireleri (24, 48 ve 72 saat) sonucunda canli 1J sayilarinin
kontrol ve uygulama gruplariyla karsilastirilmasi (F (7, 32) = 190.3564, p <0.0001)

4.1.2. In Vivo Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Pendimethalin Aktif Maddesine Kars1 Dayaniklhihig:

In vivo yontem kullanilarak elde edilen Heterorhabditis bacteriophora’ya ait infektif
juveniller 24, 48 ve 72 saat siiresince pendimethalin aktif maddesine maruz birakilmistir.
24 saatlik maruziyet sonucunda, canli infektif juvenil (IJ) sayisinda, kontrol grubuna
(990,49 canli 1J) kiyasla uygulama grubunda (%76,47 canli 1J) istatistiksel olarak

anlamli bir azalma gozlenmistir.

48 saatlik maruziyet sonucunda, canli 1J sayisinda kontrol grubuna (%85,88 canli 1J)
kiyasla uygulama grubunda (%70,98 canli 1J) istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma tespit

edilmistir.

72 saatlik maruziyet sonucunda ise, 24 ve 48 saatlik maruziyet sonuclarina benzer sekilde,
canli 1J sayisinda kontrol grubuna (%74,31 canl1 1J) kiyasla uygulama grubunda (%58,72

canli 1J) istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azalma gozlenmistir.

Bu bulgular, pendimethalin aktif maddesine maruziyetin H. bacteriophora HBH infektif

juvenilleri lizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Maruziyet siiresi
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arttik¢a, canli 1J sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir (F=

319,11; df= 7, 32; p <0.001) (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. In vivo yontemle tiretilen HBH hibrit irkinin pendimethalin aktif maddesine
farkli maruziyet siireleri (24, 48 ve 72 saat) sonucunda canli 1J sayilarinin kontrol ve
uygulama gruplariyla karsilastirilmasi (F (7, 32) = 319.1163, p <0.0001)

4.1.3. In Vivo Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Kiikiirt Aktif Maddesine Kars1 Dayamkhihg:

In vivo yontem kullanilarak elde edilen H. bacteriophora'ya ait infektif juveniller, 24, 48

ve 72 saat boyunca kiikiirt aktif maddesine maruz birakilmistir.

24 saatlik maruziyet sonucunda, canli infektif juvenil (IJ) sayisinda, kontrol grubuna
(%92,20 canli 1)) kiyasla uygulama grubunda (%76,42 canli 1J) istatistiksel olarak

anlamli bir azalma gozlenmistir.

48 saatlik maruziyet sonucunda, canli 1J sayisinda kontrol grubuna (%87,51 canli 1J)
kiyasla uygulama grubunda (%66,43 canli 1J) istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma tespit

edilmistir.

72 saatlik maruziyet sonucunda ise, 24 ve 48 saatlik maruziyet sonuglarina benzer sekilde,
canli 1J sayisinda kontrol grubuna (%75,72 canl1 1J) kiyasla uygulama grubunda (%59,94

canli 1J) istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azalma gozlenmistir.
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Bu bulgular, kiikiirt aktif maddesine maruziyetin H. bacteriophora HBH infektif
juvenilleri lizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Maruziyet siiresi
arttik¢a, uygulama grubundaki canli IJ sayis1 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalmigtir (F= 163,46; df= 7, 32; p <0.001) (Sekil 4.3.). Kiikiirt aktif

maddesine uzun siireli maruziyetin 1J popiilasyonunu olumsuz yonde etkiledigi sonucuna

varilmaktadir.
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Sekil 4. 3. In vivo yontemle tiretilen HBH hibrit irkinin kiikiirt aktif maddesine farklt
maruziyet siireleri (24, 48 ve 72 saat) sonucunda canli IJ sayilarinin kontrol ve
uygulama gruplariyla karsilastirilmasi (F (7, 32) = 163.4692, p <0.0001)

4.2. In Vitro Yéntem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Topraga Uygulanan Bazi Pestisitlere Kars1 Dayamklihig

Yapilan denemeler sonucunda elde edilen canli infektif juvenil (1J) verileri dikkate
alinarak, in vitro tiretim yontemiyle iiretilen H. bacteriophora HBH hibrit irkinin lambda
cyhalothrin, pendimethalin ve kiikiirt aktif maddelerine karsi canli kalma yiizdeleri
istatistiksel olarak incelenmistir. Bulgular asagidaki maddelerde detayli olarak

agiklanmaktadir.

4.2.1. In Vitro Yéntem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Lambda Cyhalothrin Aktif Maddesine Kars1 Dayaniklihg:

In vitro yontem ile elde edilen H. bacteriophora HBH’ye ait infektif juveniller 24, 48 ve

72 saat boyunca lambda cyhalothrin aktif maddesine maruz birakilmistir.
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Sonuglara gore; 24 saatlik maruziyet siiresinde, lambda cyhalothrin aktif maddesine
maruz kalan [J'lerin canli kalma yiizdesi (%89,62) kontrol grubuna kiyasla (%91,20)
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel agidan aralarinda anlamli bir fark

goriilmemistir.

48 saatlik maruziyet siiresinde ise, lambda cyhalothrin aktif maddesine maruz kalan
infektif juvenillerin canli birey sayist kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir fark gostermemistir. Kontrol grubunda %86,56 canli 1J, uygulama grubunda ise
%84,28 canli 1J tespit edilmistir.

72 saatlik maruziyet siiresinde de 24 ve 48 saatlik maruziyet sonuglarina benzer sekilde,
lambda cyhalothrin aktif maddesine maruz kalan 1J’lerin canli kalma yiizdesi (%76,08)
kontrol grubuna (%74,90) kiyasla istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel

acidan aralarinda anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Bu bulgular ile, in vitro yontem kullanilarak elde edilen H. bacteriophora HBH infektif
juvenillerinin lambda cyhalothrin aktif maddesine maruziyet siiresine bagli olarak canlt
kalma yetenekleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, lambda cyhalothrin aktif
maddesine 24, 48 ve 72 saat maruz kalan infektif juvenillerin canli kalma yiizdeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigin1 gostermektedir (F= 21,45; df=7,

32; p <0.001) (Sekil 4.4.).

40



LAMBDA CYHALOTHRIN (IN VITRO)

- Uygulama

= ab
100 (:_I be p
90 cd
: - Kontrol
80 4 e
70
60
50
40
30
20
10
0
0 0 24 24 48 48 /2 /2

Saat

U sayisi {%)

Sekil 4. 4. In vitro yontemle tiretilen HBH hibrit irkinin lambda cyhalothrin aktif
maddesine farkli maruziyet siireleri (24, 48 ve 72 saat) sonucunda canli 1J sayilarinin
kontrol ve uygulama gruplariyla karsilastirilmas: (F= 21,45; df=7, 32; p <0.001).

4.2.2. In Vitro Yéntem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Pendimethalin Aktif Maddesine Kars1 Dayaniklihig:
In vitro yontem ile tiretilen H. bacteriophora HBH’ye ait infektif juveniller 24, 48 ve 72

saat boyunca pendimethalin aktif maddesine maruz kalmistir.

Elde edilen verilere gore, pendimethalin aktif maddesine 24 saat maruz kalan H.
bacteriophora infektif juvenillerinin canli kalma yiizdesi (%60,44), kontrol grubuna
kiyasla (%92,67) istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda,
pendimethalin aktif maddesine maruz birakilan uygulama grubu ile kontrol grubu

arasinda canli 1J sayilarinda anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir.

48 saatlik maruziyet siiresinde, pendimethalin aktif maddesine maruz kalan infektif
juvenillerin canli 1J sayist kontrol grubunda %87,95 iken uygulama grubunda %49,79
olarak tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, uygulama grubundaki canli 1J sayisinda

istatistiksel olarak anlamli bir azalma g6zlenmistir.

72 saatlik maruziyet siiresinde ise, pendimethalin aktif maddesine maruz IJ’lerin canlt

kalma yiizdesi (%40,36), kontrol grubuna kiyasla (%76,10) istatistiksel olarak
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degerlendirilmistir. Pendimethalin maruziyetiyle kontrol grubu arasindaki canli birey

sayist istatistiksel olarak biiyiik 6l¢iide azalmistir.

Bu bulgular ile, in vitro yontem kullanilarak elde edilen H. bacteriophora infektif
juvenillerinin pendimethalin aktif maddesine maruziyet siiresine bagl olarak canli kalma
yetenekleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, pendimethalin maruziyetinin 24, 48
ve 72 saat siiresince infektif juvenillerin canli kalma ylizdesini istatistiksel olarak anlamli

sekilde azalttigin1 gostermektedir (F= 222,29; df=7, 32; p <0.001) (Sekil 4.5.).
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Sekil 4. 5. In vitro yontemle {iretilen HBH hibrit irkinin pendimethalin aktif maddesine
farkli maruziyet siireleri (24, 48 ve 72 saat) sonucunda canli 1J sayilarinin kontrol ve
uygulama gruplariyla karsilastirilmas: (F= 222,29; df= 7, 32; p <0.001)

4.2.3. In Vitro Yéntem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
Kiikiirt Aktif Maddesine Kars1 Dayamklihg:

Elde edilen verilere gore, in vitro yontem kullanilarak iiretilen H. bacteriophora HBH
infektif juvenilleri, 24 saat boyunca kiikiirt aktif maddesine maruz kaldiklarinda kontrol
grubuna kiyasla canli IJ sayilarinda istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.
Istatistiksel analiz sonucunda, kiikiirt uygulanan grupta 24 saatin sonunda canli 1J sayis1
%82,54 iken kontrol grubunda canli 1J sayis1 %93,13 olup kiikiirt maddesinin 1J bireyleri

tizerinde anlaml1 bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir.
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48 saatlik maruziyet siiresinde, infektif juvenillerin canli 1J sayis1 kontrol grubunda
%88,39 iken kiikiirt uygulanan grupta %73,96 olarak belirlenmistir. Bu durumda,
uygulama grubundaki canli IJ sayisinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

bir azalma gozlenmistir.

72 saatlik maruziyet siiresinde ise, kiikiirt aktif maddesine maruz kalan 1J'lerin canl
kalma yiizdesi (%62,56), kontrol grubuna (%76,48) kiyasla istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda, kiikiirt maruziyetinin kontrol grubuyla

karsilastirildiginda canli 1J sayisinda anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir.

Tiim bu sonuglar, kiikiirt maruziyetinin 24, 48 ve 72 saat siiresince infektif juvenillerin
canli kalma yiizdesini istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigin1 gostermektedir (F=

19,34; df= 7, 32; p <0.001) (Sekil 4.6.).
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Sekil 4. 6. In vitro yontemle iiretilen HBH hibrit irkinin kiikiirt aktif maddesine farkli
maruziyet siireleri (24, 48 ve 72 saat) sonucunda canli IJ sayilarinin kontrol ve
uygulama gruplariyla karsilastirilmas: (F= 19,34; df=7, 32; p <0.001)

4.3. In Vivo Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
In Vitro Yontem ile Uretilen HBH Hibrit Irkina Gore Topraga Uygulanan Baz
Pestisitlere Kars1 Dayanikhihiginin Karsilastirilmasi

Yapilan denemeler sonucunda elde edilen canli 1J verileri dikkate alindiginda, in vivo

tiretim yolu ile tretilen H. bacteriophora HBH hibrit irkinin lambda cyhalothrin,

pendimethalin ve kiikiirt aktif maddelerine kars1 canli kalma yiizdeleri ile in vitro tiretim
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yontemiyle iretilen H. bacteriophora 1J’lerinin canli kalma yiizdeleri arasinda
istatistiksel acidan bulunan farklar incelenmistir. Bulgular asagidaki maddelerde detayli

olarak belirtilmektedir.

4.3.1. In Vivo Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
In Vitro Yontem ile Uretilen HBH Hibrit Irkina Gére Lambda Cyhalohtrin Aktif
Maddesine Kars1 Dayaniklihiginin Karsilastirilmasi

Heterorhabditis bacteriophora 1J’lerinin 24 saat siire ile lambda cyhalothrin aktif
maddesine maruz birakilmasi sonucu, kontrol grubundaki canli 1J sayilar1 %91,20 olarak
bulunmustur.

Uygulama gruplarindaki canli 1J sayilari, in vivo yontemde %79,74 iken in vitro
yontemde bu oranin %89,62 oldugu goriilmiistiir.

48 saat siire sonunda uygulama gruplarindaki canli 1J sayilari; in vivo yontemde %74,80,
in vitro yontemde ise %84,28 olarak tespit edilmistir. Bu durumda, in vivo yontemdeki
canli IJ sayisinda in vitro yonteme gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gozlenmistir.

72 saat maruziyet sonucunda ise; uygulama gruplarindaki canli 1J sayilari in vivo
yontemde %64,32 iken in vitro yontemde %76,08 olmustur. Bu durumda da istatistiksel
olarak in vitro yonteme kiyasla in vivo yontemdeki canli 1J sayilarinda anlamli bir azalma

goriilmiistiir.

Sonug olarak 24, 48 ve 72. saatin sonunda in vivo yontemde in vitro yonteme kiyasla

istatistiksel olarak canli 1J sayilarinin daha az oldugu tespit edilmistir (F= 49,22; df= 15,
64; p <0.001) (Sekil 4.7.).
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Sekil 4. 7. Lambda cyhalothrin uygulanan grupta canli 1J sayilarinin in vivo yontem ve
in vitro yontem ile kiyaslanmasi (F=49,22; df= 15, 64; p <0.001)

4.3.2. In Vivo Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
In Vitro Yontem ile Uretilen HBH Hibrit Irkina Goére Pendimethalin Aktif
Maddesine Kars1 Dayaniklih@inin Karsilastirilmasi

Heterorhabditis bacteriophora 1J’lerinin 24 saat siire ile pendimethalin aktif maddesine

maruz birakilmasi sonucu, kontrol grubundaki canli 1J sayilart %90,49 olarak

bulunmustur.

Uygulama gruplarina bakildiginda, in vivo yontemle elde edilen gruplarda canli 1J sayisi
%76,47 iken in vitro yontemle elde edilen gruplarda bu oran %59,01 olarak tespit
edilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda, in vitro yontemle elde edilen gruplarda in vivo

yonteme gore canli 1J sayisinda anlamli bir azalma oldugu gortilmiistiir.

48 saatlik maruziyet siiresinde, uygulama gruplarinda in vivo yontemle elde edilen
gruplarda %70,98, in vitro yontemle elde edilen gruplarda ise %48,62 canli 1J sayisi
saptanmigtir. Bu durumda, in vitro yontemle elde edilen gruplarda in vivo yonteme gore

canli IJ sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir.

72 saatlik maruziyet siiresinde ise, uygulama gruplarinda in vivo yontemle elde edilen
gruplarda %58,72, in vitro yontemle elde edilen gruplarda ise %39,41 canli 1J sayisi
bulunmustur. Bu durumda da in vitro yontemle elde edilen gruplarda in vivo yonteme

kiyasla canli 1J sayisinda istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma goriilmiistiir.
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Sonug olarak, 24, 48 ve 72 saat sonunda in vitro yontemle elde edilen H. bacteriophora
infektif juvenillerinde in vivo yonteme kiyasla canli 1J sayisinin istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha diisiik oldugu tespit edilmistir (F= 237,59; df= 15, 64; p <0.001)
(Sekil 4.8.).
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Sekil 4. 8. Pendimethalin uygulanan grupta canli 1J sayilarinin in vivo yontem ve in
vitro yontem ile kiyaslanmasi (F=237,59; df= 15, 64; p <0.001)

4.3.3. In Vivo Yontem ile Uretilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin
In Vitro Yontem ile Uretilen HBH Hibrit Irkina Gore Kiikiirt Aktif Maddesine
Kars1 Dayamkhhgimin Karsilastirilmasi

Heterorhabditis bacteriophora HBH infektif juvenillerinin 24 saat boyunca kiikiirt aktif

maddesine maruz birakilmasi sonucunda kontrol grubundaki canli 1J sayisinin %92,20

oldugu belirlenmistir.

Uygulama gruplarina bakildiginda, in vivo yontemle elde edilen gruplarda canli 1J say1st
%76,41 iken in vitro yontemle elde edilen gruplarda bu oran %81,72 olarak tespit
edilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda, bu iki grup arasinda canli 1J sayis1 agisindan

anlamli bir fark tespit edilmemistir.

48 saatlik maruziyet siiresinde, uygulama gruplarinda in vivo yontemle elde edilen
gruplarda %66,43, in vitro yontemle elde edilen gruplarda ise %73,22 canli 1J sayisi
saptanmistir. Bu durumda, in vivo yontemle elde edilen gruplarda in vitro yonteme gore

canlt 1J sayisinda istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma gézlenmistir.
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72 saat maruziyet sonucunda ise; uygulama gruplarindaki canli 1J sayilari in vivo
yontemde %59,94 iken in vitro yontemde %61,93 olmustur.

Bu durumda da istatistiksel olarak in vitro yonteme kiyasla in vivo yontemdeki canli 1J
sayilarinda anlamli bir fark goriillmemistir (F= 36,00; df= 15, 64; p <0.001) (Sekil 4.9.).
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Sekil 4. 9. Kiikiirt uygulanan grupta canli 1J sayilarinin in vivo yontem ve in vitro
yontem ile kiyaslanmasi (F=36,00; df= 15, 64; p <0.001)
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5. TARTISMA VE SONUC

Elde edilen bulgulara ve farkli arastirmacilar tarafindan gergeklestirilen ¢alismalara
dayanarak; EPN'lerin canlilik oranlar1 veya 6liim oranlari ve etkinliginin, nematodlarin
tiirtine, pestisitlerin ¢esidine, pestisitlerin dozuna aktif maddenin kimyasal yapisina,
nematodun aktif maddeye maruz kalma siiresiyle yakindan iliskili oldugu
anlasilmaktadir. Bu bulgular, EPN'lerin tarim ilaglar1 iginde yasamsal faaliyetlerini
stirdiirebilecegini ve etkinliklerini koruyabilecegini gostermektedir. Yapilan kaynak
arastirmalarindan elde edilen sonuglar, bu ¢alismadan elde edilen bulgularla birbirlerini

destekleyici niteliktedir.

Bu bulgularin 1s1ginda, EPN'lerin pestisitlerle birlikte kullaniminin, zararh
organizmalarin miicadelesinde etkili bir yontem olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
nematod tiirti, pestisit ¢esidi, dozaj ve maruz kalma siiresi gibi faktorlerin, EPN'lerin
performansi iizerinde belirleyici bir rol oynadig1 gézlemlenmistir. Bu noktada, daha fazla

arastirmanin yapilmasi ve farkli kombinasyonlarin etkisinin degerlendirilmesi dnemlidir.

Nematodlarin yagamsal faaliyetlerini pestisitler i¢inde koruyabilmeleri, entegre zararli
yonetimi kapsaminda kimyasal miicadele ile birlikte kullanildiklarinda biiyiik bir avantaj
saglamaktadir. Bununla birlikte, EPN'lerin ilaglama tankinda pestisitlerle ayni1 tankta
karistirtlip araziye uygulanmadan Once 24 saatten daha uzun siire bekletilmemesi
onerilmektedir. EPN'lerin ilaglama tankinda uzun siire bekletilmesi, olumsuz etkilerin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Bu durum, EPN'lerin canliligini ve etkinligini azaltabilir,
dolayistyla uygulama siirecinde dikkatli olunmalidir. Ilaglama prosediirleri, EPN'lerin en

yiiksek etkinligi saglayabilecegi sekilde optimize edilmelidir.

Sonu¢ olarak, EPN'lerin pestisitlerle birlikte kullaniminin tarimsal zararlilarla
miicadelede etkili bir strateji olabilecegi ve EPN'lerin yasamsal faaliyetlerini ve
etkinliklerini koruyabildigi 6nemli bir bulgu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak, daha fazla
calisma ve saha deneyimi gereklidir. Bu ¢alisma, ilaglama siireclerinin iyilestirilmesi ve

EPN'lerin en iyi sekilde kullanilabilmesi i¢in bir temel olusturabilir.
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