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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ENTOMOPATOJEN NEMATOD Heterorhabditis bacteriophora HBH HIiBRIiT
IRKININ IN VIVO VE IN VITRO URETIM SONRASI KONUKCU ARAMA
DAVRANISLARININ ARASTIRILMASI

Aydan DOGAN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Entomopatojen nematodlar, bitki zararlilariyla miicadelede Onemli bir rol oynayan dogal
diismanlardir. Bu nematodlar, Rhabditida takimi, Steinernematidac ve Heterorhabditidae
familyalarinda yer alan mikroskobik ipliksi solucanlardir. Genellikle toprakta yasayan ve aktif
olarak hareket eden bu nematodlar, kendilerini bir ara konukg¢u olarak kullanacaklar1 bocekleri
enfekte etmek amaciyla hareket ederler. Entomopatojen nematodlar, boceklerin viicutlarinin
dogal acikliklarindan veya deri yoluyla girdikten sonra bocegi enfekte ederler. Bu enfeksiyon
siireci, nematodlarin tasidigr simbiyont bakterilerin bocek viicudunda iiremesi ve toksinlerin
salinmasiyla gerceklesir. Bu tez calismasinda, konuk¢u arama davraniglarinin karsilagtirilmasi
amaciyla Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit irkinin infektif juvenillerin (IJ'ler) {iretimi,
in vitro ve in vivo olmak {izere iki farkli yontem kullanilarak gergeklestirilmistir. 1J’ler 2 kontrol
kolu ve 1 larva kolu olan Y-Olfaktometre diizenegi igerisine 1000 1J dozunda orta noktadan
uygulanmigtir. Sonrasinda bu diizenek 25°C’lik inkiibatérde sabit kosullarda bekletilmistir. 2.
giin ve 4. giin sonunda olfaktometre diizenegi acilip larva koluna ve kontrol kollarina yénelen 1J
miktarlar1 belirlenmistir. Bunun sonucunda in vivo ortamda iiretilen 1J’lerde 2. gilinde larva
koluna yonelimin %52,75 oldugu belirlenmistir. Bu oran in vivo 4. giinde %30,63 olarak
bulunmustur. In vitro ortamda iretilen 1J’lerde 2. giinde larva koluna yonelime bakildigin larva
koluna yonelimin %35,66 oldugu goriilmistiir. Bu oran in vitro 4. giin i¢in %46,59 olarak
belirlenmistir. Buna ek olarak yapilan ¢alisma sonucunda konukgu 6liim orani en fazla in vivo 4.
giinde goriilmiistiir. Konukgu disekte edildiginde en fazla 1J miktar1 in vivo 4. giinde
bulunmustur. Sonug olarak in vivo iiretimle elde edilen 1J’lerin konukgu arama davraniglarinin
in vitro iretim ile elde edilen IJ’lere gére konukc¢uya yonelimlerinin kisa siirede daha yiiksek
oldugu ortaya ¢ikmistir.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojen nematod, Heterorhabditis bacteriophora HBH
Hibrit 1rk1, konukg¢u arama davranisi, in vivo, in vitro.

2023, ix + 48 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF HOST-SEEKING BEHAVIORS OF THE
ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE Heterorhabditis bacteriophora HBH
HYBRID STRAIN AFTER IN VIVO AND IN VITRO PRODUCTION.
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Entomopathogenic nematodes (EPN) play a significant role in the biological control of plant
pests. These nematodes belong to the orders Rhabditida, families Steinernematidae and
Heterorhabditidae, and they are microscopic thread-like worms. They typically reside in the soil
and actively move around to seek insect hosts for their survival. Entomopathogenic nematodes
enter the insect's body through natural openings or via the integument, infecting their internal
organs. This infection process occurs through the reproduction of bacterial symbionts released
by the nematodes within the insect's body, accompanied by the secretion of toxins. In this thesis
study, the production of infective juveniles (1Js) of Heterorhabditis bacteriophora HBH hybrid
strain was conducted using two different methods: in vivo and in vitro, with the aim of
comparing host-seeking behaviors. IJs were applied at a dosage of 1000 1Js from the central
point into the Y-Olfactometer device, which consisted of 2 control arms and 1 larva arm.
Subsequently, the apparatus was kept under constant conditions in an incubator at 25°C. On the
2" and 4" days, the number of IJs attracted to the larva arm and control arms was determined by
opening the olfactometer arms. As a result, the larva arm attraction on the 2" day was
determined to be 52.75% in vivo, while on the 4th day, it was 30.63% in vivo. In vitro, the larva
arm attraction on the 2" day was found to be 35.66%, and on the 4th day, it was 46.59%.
Additionally, the study revealed that the highest host mortality rate was observed on the 4™ day
in vivo. Upon dissection of the hosts, the highest number of 1Js was found on the 4™" day in vivo.
Consequently, it was evident that 1Js produced through in vivo methods exhibited a higher and
quicker host-seeking tendency compared to those produced through in vitro methods.

Key words: Entomopathogenic nematodes, Heterorhabditis bacteriophora HBH
Hybdid strain, host foraging behaviours, in vivo, in vitro.

2023, ix + 48 pages.
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1. GIRIS

Zirai miicadeledeki oncelikli amag, hastalik, zararli ve yabanci otlarin tarim {iriinlerinin
verim ve kalitesini diislirerek verdigi zarar1 azaltmak ya da bu zarari ortadan
kaldirmaktir (Delen ve ark. 2005). Tarimsal iiretimde verim ve kalitede artis saglamak
amaciyla modern tarimsal teknikleri ve {iiretim amaclar kullanmak gerekmektedir
(Tiryaki ve ark. 2010). Yabanci otlar, bitki hastaliklar1 ve bitki zararlilar1 kaynakli bu
zarar1 engellemek amaciyla degisik tlirlerdeki canlilara karsi, birgok miicadele yontemi
ve teknigi kullanilmaktadir. Bu yOntemler; kiiltiirel Onlemler, fiziksel-mekanik,
biyolojik, biyoteknik, kimyasal ve entegre miicadele olarak belirtilebilir. Kimyasal
miicadele, kolay uygulanabilir olmas1 ve hizli etki gdstermesi gibi sebeplerle diger
miicadele yontemlerine gore daha fazla tercih edilen bir miicadele yontemidir (Uygun

ve ark. 2015).

Gliniimiizdeki insektisitler hedef alinan zararlilar1 baski altina alirken hedef alinmasi
istenmeyen canlilar1 ya da faydali boceklere de (hedef alinmayan canlilara) olumsuz
etki olusturmaktadir. Kullanilan kimyasallar ana zararlinin diren¢ kazanmasina, ikincil
zararlinin ana zararli olarak ortaya c¢ikmasmna sebep olabilir. Bu kimyasallarin
kullanilmas1 insan ve ¢evre sagligt acisindan da bir¢ok sorun olusturmakta ve insanlarda
akut veya kronik etkilere yol agmaktadir. Bununla beraber arastirmacilar farkl
miicadele yontemlerine yonelmislerdir (Susurluk ve Okten 2000). Bu alternatif
yontemler icerisinde en etkililerinden biri biyolojik miicadeledir. Genel hatlariyla
biyolojik miicadeleyi su sekilde tanimlayabiliriz: Biyolojik miicadele, zararl
organizmalarin dogal diismanlar1 kullanilarak, kimyasal miidahaleye basvurmadan insan
faktorii yardimi ile kontrol altina alinmasidir. Bu miicadele yontemi, zararlilar
pestisitlerle 6ldiirmek yerine dogal diismanlar1 sayesinde kontrol altinda tutarak, ¢evre
dostu bir yontem olarak kabul edilir. Biyolojik miicadele, dogal diismanlarin kullanimi
yoluyla hastalik, bocek ve diger zararli organizmalarin yayilmasini engeller ve gevre
tizerindeki olumsuz etkileri minimize eder. Bu yontem, organik tarim gibi siirdiiriilebilir

tarim uygulamalarinin da bir pargasidir. (Birisik vd. 2013; Lacey vd. 2015).

Biyolojik miicadele yontemlerinde, zararlilara karsi kullanilan organizmalara biyolojik
miicadele ajan1 denmektedir. Biyolojik miicadele kapsaminda kullanilan birgok

organizma bulunmaktadir. Biyolojik miicadelede kullanilan ajanlar dogal diigman bocek



ve akarlar, hastalik etmenleri, nematodlar, mikroorganizmalar ve diger biyolojik
ajanlardir. Hastalik etmenleri, hastalik yapici organizmalardir ve hastaliklara neden olan
zararlilarla miicadelede kullanilirlar (Ulu vd. 2016). Endoparazitik olan bu canlilar,
toprakta  yasayan zararlilarla miicadelede kullanilan nematod tiirleridir.
Mikroorganizmalar, bakteriler, mantarlar ve virlisler gibi zararli organizmalarla
miicadelede kullanilan ajanlardir. Biyolojik miicadelede kullanilan bu ajanlar,
zararlilarin dogal diismanlar1 ya da hastalik etmenleri gibi dogal kaynaklardan elde
edilir ve ¢evre dostu bir miicadele yontemi olarak kabul edilir (Susurluk & Ehlers,
2008). Bunlar icerisinden biyolojik miicadele kapsaminda en etkili ve en yaygin sekilde
kullanilan ajanlardan birisi Entomopatojen Nematodlardir (EPN) (Gaugler 2002; Lacey
vd. 2015). EPN’lerin bdcek patojeni oldugu 17. yiizyildan itibaren bilinen bir gercek
olmakla beraber 1930'lara kadar biyolojik miicadele amaci ile kullanilabilirliinin
Onemi yeteri kadar aragtirilmamistir. Sonrasinda gerceklestirilen ¢aligmalar ile su anki

etkin konumuna ulasmistir. (G6zel ve Glines 2013; Njezi¢ ve Ehlers 2020).

EPN’lerin, boylart 500-1000 pm civarinda, viicutlar1 silindirik yapida ve segmentsiz
olan ipliksi solucanlardir (Koppenhdfer, 2000; Lacey vd. 2015). Pek ¢ok nematod tiiri,
boceklerle iligki icerisindedir. Boceklerle parazitik iliski icinde olan, 23 nematod
familyas: vardir. Familyalarin yedi tanesi, boceklerin biyolojik miicadelesini saglama
potansiyeline sahip tiirler igerir. Bunlar; Phaenopsitylenchidae, Sphaerulariidae ve
Allantonematidae (Takim: Tylenchida); Heterorhabditidae ve Steinernematidae (Takim:
Rhabditida); Mermithidae ve Tetradonematidae (Takim: Stichosomida)
familyalaridir.  Bunlar icerisinde entomopatojen olan Heterorhabditidae ve
Steinernematidae yaygin mikrobiyal insektisitler olarak kullanilmaktadir (Koppenhofer,
2000; Susurluk ve Ehlers, 2008).

EPN’ler, Nematoda subesi, Secernentea sinifi, Rhabditia takimi, Steinernematidae ve
Heterorhabditidae familyalarina aitlerdir. Steinernematidae ve Heterorhabditidae
familyalarina {iye bu endoparazitik canlilar, yagsamlarina devam ettirebilmeleri igin bir
konukguya ihtiya¢ duymaktadirlar. Ayn1 zamanda bu canlilar hayat ¢gemberlerinin bazi
evrelerinde konukgusunu enfekte etme becerisindedirler (Shapiro-Ilan vd. 2006; Dede
vd. 2022). EPN’lere genel olarak bakildiginda hayat dongiileri Yumurta, 1. Larva

Donemi, 2. Larva Donemi, 3. Larva Donemi (Infektif Juvenil), 4. Larva Doénemi, Ergin



seklindedir. Heterorhabditidae familyasina ait iiyelerde goriilen yasam g¢emberi ile
Steinernematidaec  familyasina ait iyelerde gorillen yasam ¢emberi farklilik
gostermektedir (Ehlers 2001; Pezowicz 2004). Heterorhabditidae’lerde ilk evre sonunda
olusan ergin bireylerin hepsi hermafrodittir. Steinernematidae’de ise bu durum ilk evre
sonunda olusan ergin bireyler dahil, her zaman erginler amfibik (iki ayri cinsiyet)

seklinde goriiliir (Stock vd. 2004).

3. donem Larva ya da Infektif Juvenil (I1J) konuk¢uyu enfekte edebilme 6zelligine sahip
tek evredir. Bu donemde konuk¢uyu enfekte eden 1J’ler konukcu igerisinde beslenirler
ve c¢ogalirlar. Bu canlilar Enterobacteriaceae spp. familyasina ait gram negatif
bakterilerden olan Xenorhabdus spp. (Steinernematidler’de) ve Photorhabdus spp.
(Heterorhabditler’de) bakterileri ile simbiyotik iligski igerisindedirler. Bu simbiyotik
iligki sayesinde larvalarin konukgularini enfekte etmesinin devaminda konukgularini
septisemi (kan zehirlenmesi) yoluyla en fazla 72 saat igerisinde konukgularini
oldiiriirler. (Forst ve Nealson, 1996; Ehlers, 2001). Heterorhabditidae familyalasina ait
EPN’ler konukgularin1 simbiyotik iligki i¢erisinde oldugu bakteri olmadig1 kosullarda
oldiiremez (Bock vd. 2014).

Steinernematidae familyasina ait EPN’ler konukgularini simbiyotik iligki igerisinde
oldugu bakterileri viicutlar icerisinde tasimadigi kosullarda konukcgular1 6ldiirebilme
yetkinlikleri olmasina ragmen konuk¢u igerisinde ¢ogalamazlar. Ayn1 zamanda
Photorhabdus spp. Heterorhabditidae familyasina ait iiyelerin viicut sivisina karigmis
halde bulunurken Xenorhabdus spp. Steinernematidac familyasina ait tiiyelerde
viicutlarinda 6zel bir kese icerisinde bulunur (Ehlers, 1998; Kepenekci ve Susurluk,
2003; Grewal vd. 2005). Bu canlilar konukgu igerisinde yaklasik olarak 3 dol verdikten
sonra, konukgu icerisinde besin kalmayincaya dek beslenir ve ¢ogalirlar. Konukc¢u doku
icerisindeki besin tiikendiginde IJ formunda konuk¢u dokuyu terk ederek aylarca
beslenmeksizin yeni bir konukgu arayisina girerler. Herhangi bir besin almadan 20 aya

kadar toprak igerisinde konukgu arayabilmektedirler (Susurluk ve Ehlers, 2008).
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EPN’lerin Konukgu igerisinde Uremesi

Sekil 1.1. EPN’lerin hayat cemberi (Dogan ve Susurluk, 2023)

Entomopatojen nematodlarin ¢ogaltilmas iki farkli yontemle gergeklestirilir. Bunlar "in
vitro" ve "in vivo" yontemleridir. In vitro {iretim sivi ve kat1 ortam gergeklestirilmekle

beraber ticari iiretim amaciyla tercih edilmektedir (Ehlers ve Shapiro-Ilan, 2005).

In vivo iiretim, canli organizmanin iginde tretim anlamina gelir. Bu ydntemde,
nematodlar canli bir organizmanin iginde iiretilirler. Ornegin, bir bocegi enfekte eden
bir EPN, bocegin i¢inde iireyebilir ve gelisebilir. Bu yontem, genellikle nematodlarin
dogal yasam dongiisiinii taklit etmek icin kullanilir ve arastirmacilar EPN’lerin canh
organizmalarla nasil etkilesime girdigini ve enfeksiyon yollarini arastirmak igin
kullanabilirler. Bu yontem White Trap (White, 1927) yontemi esas almaktadir. Petri
icerisinde enfekte edilmis olan larva, enfeksiyon gerceklestikten 3 gilin sonrasinda,
White Trap’e alinir. White Trap tizerinde 1J’lerin konukgu igerisinden ¢ikis yapmasi ile
EPN fiiretiminin saglanmasini temel alan bir yontemdir (Shapiro-llan ve ark. 2001;
Tobias vd. 2017).

In vitro iiretim ise, canli organizma diginda iretim anlamina gelir. Bu yontemde,
nematodlar laboratuvar kosullarinda bir ortamda iiretilirler. Ornegin, nematodlarin
laboratuvar besiyeri ortamlarinda tiretimi in vitro iiretim olarak adlandirilir. Bu yontem,
nematodlarin 6zelliklerini kontrol etmek ve laboratuvar kosullarinda test etmek igin
kullanilir. Kat1 ve sivi ortamlar iiretilebilmektedir. In vitro iiretim genellikle EPN’lerin

kitle iretimine daha elverisli bir yontemdir. In vivo liretime gére tamamen steril bir



ortamda gergeklestirilir (Ehlers, 2001; Shapiro-llan & Gaugler 2002; Tabassum &
Shahina 2004).

In vivo ve in vitro tretim arasindaki temel fark, tiretim ortamlarinin farkli olmasidir. In
vivo lretim, canli organizma iginde gergeklesirken, in vitro iretim laboratuvar
kosullarinda gergeklesir. Ayrica, in vivo iiretim genellikle dogal yasam dongiisiinii taklit
etmek i¢in kullanilirken, in vitro {iretim daha ¢ok laboratuvar kosullarinda nematodlarin
ozelliklerini kontrol etmek ve test etmek icin kullanilir (de la Torre, 2003; Dunn vd.

2020).

Bu tez calismasinda, Bursa Uludag Universitesi, Bitki Koruma Béliimiinde bulunan
Nematoloji laboratuvarinda iretilmis olan H. bacteriophora tiiriiniin Tiirkiye sartlari
uyum saglamis istiin bir ik olan HBH hibrit irkinin, in vitro (kati) ve in vivo ortamlarda
iki sekilde iiretilmistir. Uretim sonucunda elde edilen bireylerin (1J) Y-Olfaktometre
diizenegi icerisinde konukc¢u arama potansiyellerinin degerlendirilmesi devaminda ise
bu iki {retim yonteminin EPN’lerin konuk¢u arama davraniglarina etkisinin

belirlenmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. EPN’lerin Konukcu Arama Davramslan ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Dede ve ark. (2022), yaptiklar ¢alismada H. bacteriophora iistiin bir irk1 olan HBH’nin
farkli sicakliklarda Loxostege sticticalis L., 1761 (Lepidoptera: Pyralidae) tizerinde
olusturdugu viriilensitesini degerlendirmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore 30°C ve
20 [Js dozunda uygulanan HBH larvalar iizerinde olusturdugu en yiiksek o6liim oranini
%97 olarak bulmuslardir. Diisiik dozlar ve sicakliklarda ise HBH nin viriilensliginde bir

azalma meydana geldigini bulmusglardir.

Grewal ve ark. (1993), deneysel ve dogal konukgularin artiklar ile iligkili olarak yapilan
arastirmada, farkli tlirlerdeki EPN’lerin farkli uyaricilara karsi verdigi tepkiler
incelenmistir. EPN’ler, konuk¢u arayisini agresif davranig, kafa ve viicut dalgalanmasi,
stirinme, kuyruk siiriime, bas silirtme gibi deneysel parametrelerdeki degisikliklerle
sergilemistir. S. glaseri, Spodoptera exigua (Lepidoptera) ve Popillia japonica
(Coleoptera) gibi dogal ve Acheata domesticus (Orthoptera) ve Blatella germanica
(Blattodea) gibi deneysel konukcularin artiklari ile etkilesime girerek davranigsal tepki
gostermistir. vivo scapterisci denemede kullanilan farkli bocek tiirlerinin  viicut
atiklarina herhangi bir tepki gostermemistir. Ancak S. carpocapsae yalmzca B.
germanica viicut atiklarina karsi bir tepki vermistir. Hamambdcegi atiklarinda bulunan
amonyak, EPN'ler iizerinde bir inhibitor etkisi yaratarak, sadece S. scapterisci harig
diger nematod tiirlerinin kagma tepkisine neden olmustur. Arastirmada, 6zel konukcu

tanima mekanizmasinin konukgu cekiciligi ile ilgili oldugu vurgulanmaistir.

Ramos-Rodriguez ve ark. (2006), yaptiklar1 calismada bazi entomopatojen nematod
tirlerinin S. carpocapsae, S. glaseri ve S. riobrave nin enfekte edilmis ve enfekte
edilmemis konukgulara yonelimi incelemislerdir. Sonuglara bakildiginda enfekte olmus
olan larvalara en az yonelim S. carpocapsae tiiriinde goriilmiistiir. En fazla yonelim ise

S. glaseri tiiriinde goriilmistir. Bu sonuglar, konukg¢u enfeksiyon durumunun
enfeksiyon davranisi iizerindeki etkisinin, konukgu ¢ekiciliginden sonra gerceklesen

konukgu-enfeksiyon siirecindeki sonraki adimlarda meydana geldigini 6ne stirmektedir.



Lewis ve ark. (1995) yaptiklari caligmada beslenmemis IJ’lerin, konukgu arayisi
sirasinda metabolizma hizlari, avlanma stratejileri ve enerji depolamasi arasindaki
iliskinin dogasi, konuk¢u arama davranisimi degistirip degistirmedigi sorusuna cevap
aramiglardir. Bu baglamda, 3 entomopatojen nematod tiiriiniin metabolik hizlari, enerji
depolar1 ve enfeksiyon yetenekleri suda depolanirken belirlenmistir. S. carpocapsae
konukgusuna tuzak kurarken, H. bacteriophora ve S. glaseri konukg¢usuna arama
egilimindedir. S. carpocapsae, digerlerine gore en diisiik metabolik hizlara sahipken, H.
bacteriophora en yiiksek metabolik hizlara sahip olmustur. S. glaseri, diger iki

nematodun arasinda metabolik oranlarda en yiiksek seviyede olanidir.

Christen ve ark. (2007) potansiyel konukgularin kalitesi, entomopatojen nematodlarin
infektif juvenilleri i¢in Onemli oOl¢iide degisebilir. Bu degisiklik, konak
tiiriiniin/evresinin 6zelliklerine, fizyolojik duruma (6rn. stres, toksinlerle beslenme) ve
enfeksiyon durumuna (heterospesifik veya konspesifik enfeksiyon) bagli olabilecegini
belirtmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada Steinernema riobrave tiiriiniin, daha Once
parazitlenmis veya nematod-simbiyotik bakteri Xenorhabdus spp. enjekte edilmis
konaklara Galleria mellonella veya Tenebrio molitor verdigi tepkiler {izerine
calismislardir. 1J’ler 72 saat kadar 6nceden bakteri ile enjekte edilmis larvalar1 enfekte
etmeye devam etmistir. S. riobrave, enfeksiyon sonrasi 24 saat boyunca G. mellonella
larvalarin1 enfekte olmamis larvalara ve enjeksiyon sonrasi 24 saat boyunca G.
mellonella larvalarini enjeksiyon sonrasi 48 saat boyunca larvalara tercih etmistir.
Parazitlenmis bdoceklerin  tercih  edilmesi  veya enfeksiyonun devam etmesi,

entomopatojen nematod etkinligini etkileme potansiyeline sahip oldugunu bulmuslardir.

Bal ve Grewal (2015), Entomopatojen nematodlarin beslenme ve yayilma davranislarina
iliskin yapilan ¢alismada, ambusher ve crusier olarak siniflandirilan iki tiir solucan olan
S. carpocapsae ve H. bacteriophora, enfekte kadavralardan alinarak hareketli ya da
hareketsiz, larvali ya da larvasiz killi toprak ve Wooster kumu karigimlarinda test
edilmistir. Sonuglar, H. bacteriophora'nin hareketsiz larvalar {izerinde daha iyi
enfeksiyon sagladigini, ancak hareketli larvalar {zerinde etkili olmadigini, S.
carpocapsae'nin ise hareketli larvalar iizerinde daha etkili oldugunu gostermistir. iki

tirtin de enfektif juvenillerinin kadavranin yakininda bulundugu, S. carpocapsae’nin ise



[J'lerin kadavraya en uzak mesafede bulundugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, ambusher

ve cruiser teorisini dogrulamistir.

2.2. Y-Tipi Olfaktometre ile EPN’lerin Davramslar1 Uzerine Yapilan Calismalar

Boff ve ark. (2001), H. megidis’in bir irkinin bitki koklerinin ve konukgu boceklerin
ayrica bu ikisinin kombinasyonunun varligi altinda, konuk¢u arama davraniglarinin
aragtirtlmas1 amaciyla kum ile doldurulmus yeni bir Y-Olfaktometre diizenegi
kullanilmistir. 24 saat ig¢inde yapilan g¢aligmada, IJ'lerin biiyilkk c¢ogunlugunun G.
mellonella larvalarina yonelerek larvalarin tamamini 6ldiirdiigii saptanmistir. Bununla
birlikte, O. sulcatus larvalar infektif jiivenillerin konukguya yonelimini etkilememis ve
larva oliimii gozlenmemistir. Cilek kokleri, infektif jiiveniller {izerinde olumsuz bir etki
yaratmigtir. Ancak, O. sulcatus ile ¢ilek kokleri kombinasyonunda, 1J'ler iizerinde
olumlu bir etki gézlemlenmis. Bununla birlikte, konuk¢u iizerinde %37 oraninda 6lim
tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile EPN’lerin yapay ortamda konukgu arayisini belirlemek

icin Y-Olfaktometrenin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Struck ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alismada, musir fideleri ve Cyrtomenus bergi ile
arasindaki etkilesim iizerine, biyolojik miicadele amaciyla yayginlikla kullaniimakta
olan H. megidis'in konuk¢u bitkiyi bulma o6zelligiyle ilgili bir aragtirma yapilmustir.
Aragtirmada, Y-Olfaktometre kum ile doldurulmustur ve kollara misir fidesi,
Cyrtomenus bergi, her ikisinin kombinasyonu ve kontrol koluna yalnizca kum
doldurulmugstur. Kombinasyonlarda farkliliklar yapilarak toplamda 6 farkli deneme
yapilmig ve EPN’lerin ¢ogunlukla misira ve Cyrtomenus bergi—-misir kombinasyonuna

yonelim gosterdigi belirlenmistir.

San-Blas ve Gowen (2008), EPN’lerin yalnizca konukgusunu parazitleyen bir
endoparazitik bir canli olarak degil ayn1 zamanda 6lii boceklere yonelimininde oldugu
yapilan ¢aligmalar sonucunda ortaya koyulmustur. EPN'lerin lescil 6zellikleri, 6ldiiriilen
boceklerin igine girerek gelisme ve lireme davraniglarini igerir ve 2 Heterorhabditis ve 6
Steinernema tiirtiniin les¢il ozellikleri kiyaslanmistir. Bu tiirler arasindaki cesitli

farkliliklar degerlendirilmistir. Ozellikle, S. glaseri'nin 10 giin énce 6len konukgu



bocege giris yapmasi ve H. indica'nin 72 saat 6nce 6lmiis olan konukguya girig yapmasi

en dikkat cekici tiirler arasindadir.

Rasmann ve Turlings (2007) toprak alti tritrofik iliskiyi inceleyen arastirmacilar,
bitkilerin, herbivor bdceklerin ve nematod parazitlerin birlikte bulundugu yapiy1
arastirmiglardir. EPN’lerin toprak altinda deforme olmus bitki uzantilarindan gelen
uyaricilart kullanarak konukgularin yerlerini belirleyebilecegi fikriyle, bitkilerin,
boceklerin ve EPN'lerin arasindaki iligkileri 6 kollu olfaktometre kullanarak
calismislardir. Sonuglar, toprak altindaki tritrofik iliskilerin bitkiler tarafindan yayilan
ucucular, bocekler tarafindan salinan kimyasallar ve buna kars1 EPN’lerin olusturdugu
karsit davraniglar arasinda bir etkilesim oldugunu gostermektedir. Bu gibi calismalar,
bitki savunma mekanizmalariin EPN’ler ile iligkilerinin incelenmesi gerektigi

diisiincesini ortaya ¢ikarmistir.

Susurluk (2011), Steinernema felitae'nin, Delia radicum (Diptera: Anthomyiidae) olarak
bilinen lahana sinegine kars1 miicadele potansiyeli, lahana sinegi larvalarinin bulundugu
alanlarda nematodlarin kaliciligi, EPN’lerin D. radicum larvalar1 ve kanola bitkisi
koklerine yakin alanlarda besin arama davranisi gosterip gostermedigini incelemek
amaciyla yapilan laboratuvar calismasi sonuglarina gore degerlendirildi. S. felitae,
laboratuvar ortaminda 12 hafta boyunca kalicilik gosterdi. Lahana sineginin son larva
donemi tizerinde %80'e varan bir etkinligi tespit edilmistir. Y-Olfaktometre diizeneginin
icerisi Ozel partikiil boyutlarina sahip kum ile doldurulmustur. Devaminda EPN’lerin
farkli kollarda bulunan kanola bitkisi koklerine veya Lahana Sinegine yonelim gosterip
gostermedigi farkli sicakliklar kullanilarak incelenmistir. Bu deneme sonucunda

S.feltiae’lerin larvalara yonelim gosterdigi belirlenmistir.

Nermut ve ark. (2012) tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada, Phasmarhabditis
hermaphroditain agar ve kum dolu bir olfaktometre iginde Deroceras reticulatum
tarafindan yayilan ¢esitli isaretlere karsi davranislar test edilmistir. S. feltiae ve G.
mellonella, referans olarak kullanilmistir. Hem Agar tizerinde ve hemde olfaktometre,
diizeneginde P. hermaphrodita'nin yoneliminin D. reticulatum'un kadavra ve canl

formlarina kars1 yonelim sergiledigi belirlenmistir. Bu ¢alisma, P. hermaphrodita'larin



konukgusunu cesitli uyaricilart kullanarak tespit ettigini ve ona dogru yonlendigini

gostermektedir.

Cakmak ve ark. (2013), Steinernema pollyphyllae'nin disilerinin ¢esitli kokulara karsi
Y-Olfaktometre kullanilarak yonelimlerini incelemistir. Calismada kokusuz, enfekte
olmadan pargalanmis Polyphylla fullo larvasi, S. glaseri ile enfekteli P. fullo larvasi,
Olmis fakat parcalanmamig P. fullo larvasi, canli P. fullo larvasi ve canli S. glaseri
[)’leri ile galisilmistir. Kokusuz kontrol grubu ile kiyaslandiginda, S. pollyphyllae
bireylerinin kokunun yayildig1 kollara 6nemli oranda yonelim gosterdigi belirlenmistir.
Buna karsin, canli P. fullo larvalar1 ve S. glaseri 1)’lerine herhangi bir yonelim
goriilmemistir. Koku kaynaklar1 karsilagtirildiginda, canli P. fullo ve S. glaseri 1J’leri

yerine diger koku yayicilarina egilim gosterdigi gézlemlenmistir.

Tonelli ve ark. (2016), boceklerin bitki koklerinde beslenmesiyle olusan ugucularin
EPN’ler tizerinde ¢ekici bir etkiye sahip oldugu ve H. indica ile S. carpocapsae
tiirlerinin seker kamis1 zararlilarina karsi etkin bir biyolojik miicadele ajani olabilecegi
diislincesiyle yapilan bir deneyde, 6 kollu bir olfaktometre kullanilmis ve Cercopis
intermedia nimflerinin zarariyla birlikte yayilan bilesiklerin nematodlar {izerindeki
etkisi incelenmistir. Ayrica, nimflerin zararindan sonra koklerin yaydigi bilesik cesitleri
de incelenmistir. Calismanin sonuclarina gore, entomopatojen nematodlar zarar
gormemis koklerle, kontrol kolu arasinda fark goézetememislerdir. Buna karsin, zarar
gormils koklerle saglikli kokler kiyaslandiginda, H. indica ve S. carpocapsae tiirleri

zararli kokulart algilayip zarar gérmiis bitki koklerine dogru yonelmistir.

Yetiskin (2016), tarafindan yapilmis olan caligmada, Y-Olfaktometre diizenegi
kullanilarak Heterorhabditis bacteriophora tiiriiniin farkli ebeveynlerine ait izolatlarin
olfaktometre diizenegi igerisinde konukcu bireylere yonelimleri incelenmistir. Yapilan
calisma sonucunda HB.C ismiyle ifade edilen izolatin diger izolatlara gore konukcuya

yoneliminin daha fazla oldugunu belirlemistir.
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Okumura ve Yoshiga (2014) tarafindan gergeklestirilen bir caligma, P.japonensis
(Hemiptera: Parastrachiidae) ile C.elegans (Rhabditida: Rhabditidae) bireylerinin
birbirleri arasinda bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Arastirmacilar, C. japonica
bireylerinin beslenmeyen donemini konukgularin disi bireylerinde bulduklarini, fakat
bunun sebebini anlayamadiklarini belirtmiglerdir. C. japonica konukgularinin salgiladigi
ipuglarina tepki yoneliminin olup olmadigini incelemek amaciyla Y-Olfaktometre
diizenegi kurulmus ve deney sonuglar neticesinde P. japonensis tarafindan salgilanan
kokulara C. japonica tarafindan bir tepki verildigi, ancak denemede kullanilan diger
koku kaynaklarina ve CO2'e bir tepki verildigi saptanmamistir. Yapilan ¢alismada, C.
japonica'nin konukguya yoneliminde ¢esitli kimyasal bilesiklerden faydalandigini ve
bazi kairomonlarin entomopatojen nematodlar tizerinde cezbedici etkisi oldugunu ortaya

koymustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Laboratuvarda Galleria mellonella Larvalarinin Uretimi

Bu caligmada, Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) test bdcegi olarak
kullanilmistir. Bu bocek, halk arasinda balmumu giivesi ya da petek giivesi olarak da
bilinirler. Entomopatojen nematodlara duyarlilik bakimindan en uygun konukgu tiirler
olarak belirlenmis olan bu bocegin son donem larvalar1 (6. Donem) bu tez ¢alismasinda

degerlendirilmistir (Kaya ve Stock, 1997; Strauch vd. 2000).

Sekil 3.1. Inkiibator igerisinde 30 °C’de sabit kosullarda yetistirilen Galleria mellonella
goriintiisii (Susurluk ve Dogan, 2023)

Bu test bocekleri, 30-32 C sicaklikta sabitlenmis inkiibatorlerde cam kavanozlarda
yetistirilmektedir (Sekil 3.1.). Cam kavanozlar, 2 mm ¢apinda sik gozenekli tellerle
kaplanmis ve kelepge ile sikistirilmistir (Sekil 3.2.). Cam kavanozlara, petek giivesi
yumurtalar1 ve larva besini eklenmektedir. Larva besini olarak misir unu, gliserin, siit
tozu, bal, kepek, maya ve soya unu karisimi kullanilmistir (Eischen & Dietz, 1990).

Besin igerigine ait detayl bilgi tabloda verilmistir (Cizelge 3.1). Yumurtalarin agilmasi
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ile baglayan ve 4 hafta sonunda 6. donem larva evresine ulagilmaktadir. Son dénem
larvalar, yem igerisinden alinarak EPN'lerin ¢ogalma ve aktivitelerinin incelenmesinde
kullanilmaktadir. Uretimin siirdiiriilebilirligini saglamak amaciyla belli miktarda larva
ayrilip pupa evresine gegirilerek ergin bireylere doniismeleri ve ardindan yumurta
birakmalari saglanir. Erginlerin biraktig1 yumurtalar, hazirlanan tellerin {izerine konulan
kagitlarla toplanir. Sonrasinda elde edilen yumurtalar ayri1 bir kavanoz igerisinde yeni

bir besi ortami saglanir (Williams, 1997; Mansour vd. 2010).

Sekil 3.2. Besin ortamindaki Galleria mellonella’ larin genel goriinimii (Susurluk ve Dogan,
2023)

Cizelge 3.1. G. mellonella Besin Igerigi

Misir Unu 15%
Gliserin 20%
Siit Tozu 10%

Bal 20%
Kepek 20%
Maya 5%

Soya Unu 10%
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3.1.1. Galleria mellonella Larvalarmin Yeminin Hazirlanisi

Oncelikle, soya unu, misir unu, siit tozu ve kepek karistirma kabinda bir araya
getirilmigtir. Gliserin ve bal, onceden 1sitilmis bir tencerede hot-plate (200 °C)
kullanilarak kaynatilmigtir. Kaynama sirasinda, maya da eklenmistir ve maya tamamen
eriyene kadar karistirilmistir.  Ardindan, diger malzemeler yavasga tencereye
eklenmistir. Bu malzemelerin eklenmesi sirasinda dikkatlice karistirilarak homojen bir

karisim saglanmistir. Son olarak, hazirlanan yem sogumaya birakilmistir.

3.2. Heterorhabditis bacteriphora HBH Hibrit Irki

Bu tez ¢alismasinda, Bursa Uludag Universitesi, Bitki Koruma Béliimiiniin, Nematoloji
laboratuvarinda {iretilmis ve {lilke kosullarina adapte olmus, istiin bir hibrit 1k

Heterorhabditis bacteriophora HBH, kullanilmstir.

Heterorhabditis bacteriophora hibrit irki, laboratuvar kosullarinda in vivo {iretim
asamalarina uyularak iretilmistir (Kaya ve Stock 1997). HBH irki 1J bireyleri, G.
mellonella {izerinde iretilmis ve +4 °C'deki kiiltir kaplarinda buzdolabinda
saklanmaktadir (Sekil 3.3.). Kiiltlirlerin bulagmasin1 veya saprofit mikroorganizma
tiremelerini 6nlemek i¢in Ringers soliisyonu kullanilarak saklanmistir (Ringers, 1882)

(Cizelge 3.2.) (Sekil 3.4.).

Cizelge 3.2. Ringers Soliisyon igerigi

Kimyasal Maddeler Miktar ()
KCI 0.42
NaHCOs 0.20
NaCl 9.00
Saf su 1000
CaCl2x2H-0 0.37
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Sekil 3.3. HBH stok kiiltiirlerin genel goriintiisii (Susurluk ve Dogan, 2023)

Sekil 3.4. Stokta 4-6 °C saklanan HBH Kkiiltiirleri (Susurluk ve Dogan, 2023)
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Genellikle entomopatojen nematodlarin etkinligi ile ilgili yapilan g¢alismlarda larva
lizerine uygulanacak olan 1J adetinin miktar1 biiyilkk 6nem tagimaktadir. Bu nedenle,
flakslar icerisindeki IJ miktarinin belirlenmis ve akabinde dozaj hesaplamasi
gergeklestirilmistir. Dozaj hesaplama islemi i¢in flakslardan 20 pl sivi, mikropipet
kullanilarak alinmis ve sayim kabina aktarilmistir. Ringers sollisyonu ilave edilip
nazikce calkalanarak 1J’lerin sayim kabi igerisinde yayilmasi saglanmistir. Daha sonra,
alinan Ornek stereo mikroskop altinda sayilmistir. Bu islem bes defa tekrarlanmistir. 20

ul igerisindeki ortalama IJ miktar1 belirlenmis ve flask tizerine not edilmistir.

3.3. In vivo Ortamda HBH iiretimi

Enfeksiyon islemi, toplamda 24 adet kuyucuga sahip, derinligin 2 cm ve ¢apt 1,5 cm
olan plateler iginde gergeklestirilmistir. Bu sebeple her bir kuyucuga ortalama 1 larva
konulmus ve iizerleri %10 oraninda steril Ringers soliisyonuyla 1slatilmistir 2,5 cm?®
steril kumla kaplanmistir. Daha sonra yaklasik 40 IJ/larva dozunda 1J inokiilasyonu
yapmak i¢in igerisine larva eklenip, lizeri kum ile Ortiilmiis olan kuyucuklara
uygulanmistir ve parafilm kullanilarak plate kapaklar sarilmistir (Sekil 3.5.). Plateler 4
giin stireyle 25 °C'de inkiibe edilmistir. Plateler icerisinden 4 giin sonrasinda alinan
larvalar steril Ringers soliisyonuyla yikanmis ve akabinde White trap {lizerine
yerlestirilmistir. White trap diizenegini olusturmak i¢in caplart 6 cm ve 9 cm Petri
kaplar1 tercih edilmistir. 9 cm ¢apindaki Petri kaplar igerisine, 6 cm ¢aplt bir Petri
kapag1 yerlestirilmis iizeri filtre kagidiyla kaplanmistir ve iizerine 20 ml steril Ringers
sollisyonu ilave edilerek kapatilmistir (Sekil 3.6.). 4 giin sonra enfekte larvalardan yeni
nesil [J'lerin biriktigi steril Ringers sollisyonu, 200 ml'lik flasklara pastor pipeti
yardimiyla aktarilmistir. Bu nesil, ¢alismada kullanilmak tizere 4-6°C'de buzdolabinda

saklanmustir.
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Sekil 3.6. Plate icerisinde HBH inokiilasyonu (Susurluk ve Dogan, 2023)
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3.4. In vitro Ortamda HBH Uretimi

3.4.1. Simbiyont Bakteri izolasyonu

Bu islem i¢in, Galleria mellonella olgun larvalarinin her biri 100 1J miktarinda EPN ile
inokiilasyon islemi gerceklestirilmistir. "EPN Enfeksiyon Denemesinin Kurulmasi ve in
vivo EPN Uretimi" béliimiinde belirtildigi gibi inokiilasyon islemi, platelerde
gerceklestirilmistir. Platelerin her bir kuyucuguna larva yerlestirilmis ve iizerleri %10
steril Ringers soliisyonu ile 1slatilmistir 3 cm?® sterilize edilmis kumla ortiilmiistiir.
Belirtilen dozda 1J inokiilasyonu yapilarak platelerin kapag: parafilm ile kapatilmis ve 1
giin siireyle 25 °C'de inkiibe edilmistir. Bir giin sonunda larvalar Plate icerisinde
cikarilarak steril Ringers soliisyonuyla yikanmig ve her bir larva eppendorf tiipler
icerisinde %70'lik etil alkolle sterilize edilmistir (Sekil 3.7). Sterilizasyon isleminden
sonra, her bir larvanin ventral tarafi steril bir igne ucuyla hafifce delinerek viicut sivisi
(hemolimf) alimmustir (Sekil 3.8). Elde edilen larva hemolimfi sterilize edilmis bir 6ze
aracilifiyla alinarak NBTA agara ekilmistir. Petriler kapaklar1 parafilmle sarilarak 3 giin
25 °C'de inkiibe edilmistir (Cizelge 3.3). 3 giiniin sonunda agar {izerinde koloni gelisimi
gozlemlenen bakterilerden steril bir 6z yardimiyla bir ya da birkag koloni alinarak, 80

ml steril olan Y'S s1v1 besin ortamlarina alinmistir (Sekil 3.9).

Sterilize edilmis olan Y'S s1v1 besin igerigi, 200 rpm hizinda ¢alisan ve 25 °C’de sicaklik
kontrollii orbital ¢alkalayiciya yerlestirilerek inkiibasyona birakilmistir ve bu besi
yerinde bakteriler tiretilmistir (Sekil 3.10) (Cizelge 3.4). 1 giin sonunda YS siv1 besi
ortaminda gelisen bakteriler stok kiiltiir olusturmak amaciyla alinmis ve %15 steril
gliserin igerisine eklenmistir. Elde edilen sivi, eppendorf tiiplere (1.5 ml) alinarak

sonraki agamalarda kullanilmak maksadiyla -20 °C'de tutulmustur (Sekil 3.11).
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Sekil 3.7. Enfekteli G. mellonella larvasinin dezenfeksiyonu (Susurluk ve Dogan, 2023)
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Sekil 3.8. Enfekteli G. mellonella larvasinin hemolimfinin izolasyonu. (Susurluk ve Dogan,
2023)

3.4.2. NBTA Agar icerigi

Cizelge 3.3. NBTA Agar Icerigi

Kimyasal Maddeler Miktar (g)
2,3,5-Triphenyl- 4
tetracoliumchloride
Bromthymolblue 0.025
Saf Su 1000
Standard-1-Nutrient Agar 37.0
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Sekil 3.9. Photorhabdus spp. nin NBTA agar ortaminda gelisimi (Susurluk ve Dogan, 2023)

3.4.3. YS Sivi Besin Ortami

Cizelge 3.4. YS Sivi Besin Ortami

Kimyasal Madde Adi Miktar(g)
NHsH2PO4 0.5
K2HPO4 0.5
Yeast extract 5.0
NaCl 5.0
Saf su 1000
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Sekil 3.10. Photorhabdus spp. nin YS siv1 besi ortaminda gelisimi (Susurluk ve Dogan, 2023)

Sekil 3.11. Photorhabdus spp. nin kiiltiire alinmasi ve stoklanmasi (Susurluk ve Dogan, 2023)
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3.4.4. Yumurta izolasyonu Islemi

50 1J miktarinda H. bacteriophora kullanilarak G. mellonella'nin 6. donem larvalari,
inokiile edilmistir. Sonrasinda, 25 °C'de 4 giin boyunca inkiibe edilerek enfeksiyon
gerceklestirilmistir. Bu islem 24 kuyucuklu platelerde gercgeklestirilmistir, her bir
kuyucuga 1 adet G. mellonella larvasi yerlestirilmis ve tizerleri %10°luk steril Ringers
soliisyonu ile 1slatilmis 3 cm® steril kumla kaplanmustir. Kuyucuklara belirlenmis olan
dozda IJ’ler mikro pipet kullanilarak uygulanmistir. Kuyucuklu kaplarin kapagi
parafilm ile kapatilmistir.

4 giin sonra, 1J enfeksiyon denemesi i¢in kurulan kuyucuklu kaplar agilmistir. Olii
larvalar steril su ile tlizerlerinde bulunan topragin arindirilmasi i¢in yikanmistir.
Devaminda, Ringers soliisyonu igeren Petri kabinda diseksiyon yapilmistir (Sekil 3.12).
Yaklasik 200 adet hermafrodit birey, nematod ignesi aracilifiyla ayristirilmistir ve
sterik Ringers soliisyonu igeren 6 cm'lik Petri kaplarina yerlestirilmistir. Mikroskop

altinda hermafroditlerin yumurtalarinin déllenme durumu gézlemlenmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Hermafrodit bireyler igerisinde gelisen yumurtalarin mikroskop gortintiisii
(Susurluk ve Dogan, 2023)
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Elde edilen hermafrodit bireylerin tiimii, pastor pipet kullanilarak cam tiiplere alinmigtir
ve lizerine 5 ml steril Ringers soliisyonu ilave edilmistir (Sekil 3.14). Hermafrodit
bireylerin yumurtalarim1 ¢ikarmak i¢in parcalanmis jiletler cam tiip igerisine
konulmustur. Cam tiip, vorteks yardimiyla 1-2 dakika boyunca c¢alkalanmistir. Bu
icerik, yumurtalarin agiga c¢ikmasiyla seffafligini  kaybederek bulaniklagmistir.
Sonrasinda bu igerik, 72 pm'lik bir tiille siliziilmiis ve artiklardan armmustir. Tiiliin
altindaki yumurtalarinda bulundugu sivi farkli bir tiipe aktarilmistir. Siireg,

hermafroditlerden yeterli miktarda yumurtaya ulasilincaya dek tekrarlanmistir.

Sekil 3.14. G. mellonella larvalarindan disekte edilen HBH’lerin hermafrodit bireylerinin
goriintilisti (Susurluk ve Dogan, 2023)

Yumurtalar, Steril Ringers soliisyonu i¢indeki cam tiipten eppendorf tiipler (1.5 ml)
icerisine aktarilmistir. Daha sonra, 2000 rpm hizinda 1 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda, mikro pipet kullanilarak eppendorf tiiplerinin dibine ¢dken
yumurtalarin iistiindeki sivi alindi. Son olarak, steril Ringers soliisyonu eklenerek tekrar

2000 rpm hizinda 1 dakika boyunca santrifiij edildi. (Sekil 3.15).
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Bu siireg, G. mellonella hermafroditlerini ve yumurta kalintilarini arindirmak igin 3 kez
yinelenmistir. Son santrifiij isleminden yumurtalarin dibe ¢okmesi sonucunda
yumurtalarin {lizerinde bulunan sivi tlip igerisinden ayristirtlmistir. Yumurtalarin
sterilizasyonunu gerceklestirmek sebebiyle sterilizasyon soliisyonu tiipteki yumurtalarin
tizerine ilave edilmistir (Cizelge 3.5). Hazir hale getirilen tiipler, 3-4 dakika
calkalandiktan sonra 2-3 dakika siiresince 3000 rpm'de santrifiij edilmistir. Sterilizasyon
isleminin ¢ok uzun siirmemesine dikkat edilmis ve yumurtalarin yiizey sterilizasyon

islemi 7 dakikay1 agmamustir.

Sekil 3.15. Hermafrodit bireylerden elde edilen yumurtalarin santrifiij edilmesi (Susurluk ve
Dogan, 2023)

Santrifiijden sonra sterilizasyon s1visi tiipteki dibe ¢okmiis olan yumurtalarin iistiinden,
pastor pipet araciligiyla ayristirilmistir. YS sivi besin ortami, tiipteki yumurtalarin
iizerine eklenerek 2 dakika siireyle 3000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. Son santrifiij
isleminin devaminda steril kabin i¢inde 300 pl steril olan YS sivi besin ortamina
yumurtalar eklenmis sonrasinda steril Platelere alinmistir (Sekil 3.16). Plate kapaklar
parafilm ile sarilmistir. 48 saat boyunca, 25 °C'de inkiibe edilmistir. Siire sonunda acilan

yumurtadan disar1 ¢ikan 1J'lerde bulasiklik olup olmadigi incelenmistir.
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Sekil 3.16. Santrifuj edilen HBH yumurtalarinin Y'S s1v1 besi ortamina aktarilmasi (Susurluk

ve Dogan, 2023)

Cizelge 3.5. Sterilizasyon Soliisyonu Icerigi

Kimyasal Maddeler Miktar ()
Saf su 10
4MNaOH 1
NaOCl 1
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3.4.5. HBH’lerin Kat1 Besi Ortamina Aktarilmasi

In vitro tiretim amaciyla ilk olarak, dncesinde izole edilen eppendorf tiiplerde (1.5 ml) -
20°C'de saklanan Photorhabdus spp. simbiyotik bakteri stogundan iki adet alinmigtir ve
oda sicakliginda bu bakterilerin buzu ¢oziinmiistiir. C6ziilen simbiyotik bakteriler, steril
YS s1v1 besin ortamu igeren 250 ml'lik erlen i¢ine aktarilmistir. Sonrasinda, karanlik bir
ortamda ve 25°C'de 180 rpm hizinda inkiibasyon yapilmistir ve simbiyotik bakterileri

kiiltiirlerinin tiremesi saglanmistir.

YS sivi besin ortaminda elde edilmis olan bakteri kiiltiiriinden ortalama 5-6 damla (100
ul) alarak, yaklasik 6 cm capinda Petri kaplarda bulunan nutrient lipid agar (WOUTS
Agar) ortamina inokiile edilmistir ve bir giin boyunca inkiibasyona birakilmistir
(Cizelge 3.6). YS sivi besi ortaminda inkiibe edilen yumurtalar, 48 saatlik bir
inkiibasyon siirecinin ardindan basarili bir sekilde acilmistir ve ¢ikan birinci donem
juveniller (J1) WOUTS Agar ortamima aktarilmistir. Petri kapaklar1 parafilm ile
bantlanmistir ve 25°C'de 1siksiz bir ortamda inkiibe edilmistir. Besin olarak bakteri
iceren agarda bulunan bireyler, besin sinyalini alarak beslenmeye baslamistir ve
tremeleri saglanmistir (Sekil 3.17). 1J'lerin gelisiminin gdzlemlenmesi amaciyla tiim
Petri kaplari, iki hafta boyunca giinliik olarak kontrol edilmistir (Sekil 3.18). 1J'lerin
Petri kapaklarina ¢iktig1 durumlarda, kapaklar steril Ringers soliisyonu ile yikanmistir
ve 1Jler flasklara aktarilmistir (Sekil 3.19). Bu asamalar sonucunda EPN'ler, in vitro

kat1 yapay ortamda iiretilmistir.

Cizelge 3.6. WOUTS Agar Icerigi

Kimyasal Maddeler Miktar (g)
Saf Su 1000
Bacto Agar (Difco) 12.0
Bacto Nutrient Broth
(Difco) 16.0
Aycigegi yagi 5.0
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Sekil 3.17. HBH’nin WOUTS agar ortaminda gelisimi (Susurluk ve Dogan, 2023)
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Sekil 3.18. WOUTS agar ortamindaki HBH nin mikroskop goriintiisii (Susurluk ve Dogan,
2023)

Sekil 3.19. WOUTS agar ortaminda gelisen 1J’lerin Petri kapagindaki mikroskop goriintiisii
(Susurluk ve Dogan, 2023)
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3.5. Y- Olfaktometrenin Hazirlanisi

Olfaktometre, kelime anlami olarak koku duyarlilik 6lger olan bir aragtir ve EPN'lerin
dogal olmayan yasam alaninda konuk¢u bulma davranislarimin arastirilmasinda Y-
Olfaktometre diizeneginin yarayish bir ekipman oldugu gézlemlenmistir (Boff ve ark.,
2001). Deneylerde kullanilan Y-Olfaktometre diizeneginin her kol uzunlugu 10 cm’dir.
Ug kisimlar ise takilip ¢ikarilabilen bir kapaktan olusur. Olfaktometre diizeneginindeki
tim kollar, bir metal pargaya baglanir ve IJ'lerin Y-Olfaktometre diizenegine
aktarilabilmesi i¢in metal parcanin tam ortasinda yuvarlak bir delik bulunur. Metal
parganin her bir kolunun uzunlugu, boru baglantisindan itibaren 2,5 cm'dir. Y-
Olfaktometre diizeneginin i¢ hacmi, boru c¢apmin 2,5 cm oldugu goz Oniinde
bulundurularak yaklasik olarak 184 cm?® olarak hesaplanmistir. Y-Olfaktometre
diizeneginin her bir koluna farkli isimler verilmistir ve her tekrarda kollar ayni agida
konumlandirilmistir. Metal bélmenin delik kismi iiste gelecek sekilde yatay konumda
bulunurken, Y-Olfaktometrenin sol koluna "Kontrol 1" (K1), sag koluna "Kontrol 2"
(K2) ve asagidaki kolu ise "Larva Kolu" (L) olarak adlandirilmistir (Sekil 3.20).

Kollar ve orta nokta, %10 saf su ile nemlendirilen kuvars kumu ile doldurulmustur. Y-
Olfaktometre diizeneginde, L kolunun en u¢ noktasina 3 adet 6. donem G. mellonella
larvast yerlestirilmistir (Sekil 3.21). Larvalarin diizenek ig¢inde gezinmesini dnlemek
amaciyla borunun kapak kismina metal kafes yerlestirilmistir (Sekil 3.22). Diizenegin
orta noktasinda bulunan acikliktan mikropipet yardimiyla 1000+50 1J'nin inokiilasyonu
saglanmis ve nem kaybinin yasanmamasi amaciyla metal parcadaki agiklik ve tiim
birlesme noktalar1 parafilm ile sarilmistir. Son olarak, hazirlik tarihi iceren etiketleme
isleminin akabinde Y-Olfaktometre 2 ve 4 giin siireyle 25 °C'ye ayarlanmis bir etiivde
inkiibe edilmistir. 2 ve 4 giiniin sonunda agilan ve Y-Olfaktometreden disariya ¢ikarilan
kadavralar, kumdan ayrildiktan sonra bir Petri kabina alinmis ve Ringers soliisyonu
ilave edilerek parcalanmistir. Disekte edilmis olan kadavralarda bulunan EPN’lerin
Ringers soliisyonuna ge¢mesi i¢in pastor pipeti kullanilmistir. Ayrica, Y-Olfaktometre
diizenegindeki kollardan ¢ikarilan kuvars kumu, elekler iizerinde yikanmis ve
olfaktometre diizeneginin kollarima yoénelen EPN'ler ayristirilmistir. Elde edilen

EPN’lerin inverted mikroskopta sayimi gerceklestirilmistir. Yapilan sayimlarda larva
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igerisine enfekte olan ve kum igerisinden ayristirilan EPN'ler sayilmig, Y-Olfaktometre

kollarina yonelim miktarlar1 belirlenmistir.

Sekil 3.21. Y-Olfaktometre diizeneginin silis kumu ile doldurulmasi (Susurluk ve Dogan,
2023)
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Sekil 3.22. Y-Olfaktometre igerisindeki G. mellonella larvalarinin kafes diizenegi (Susurluk ve
Dogan, 2023)

3.5.1. Silis Kumu

Silis kumu ya da kuvars kumu olarak da adlandirilir (Hacifazlioglu, 2011). Bu kum,
yerkabugunda bol miktarda bulunur ve cam, dokiim ve refrakter sanayi gibi baslica
sektorlerde kullanilir. Ayrica insaat sektorlerii basta olmak iizere kimya ve filtrasyon
gibi sektodrlerde de tercih edilir (Kursun ve Ipekoglu, 1995). Kuvars kumunun ayrica

akvaryumlar i¢in de kullanildig: bilinir.
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3.6. Istatistiksel Analiz

Heterorhabditis bacteriophora HBH hibrit irkinin In vivo ve in vitro iiretimle elde
edilen bireylerinin Y-olfaktometre diizeneginde konukg¢u arama davranislarinin,
istatistiksel olarak anlam farkliliklarini belirlemek amaciyla tek yonlii ANOVA
(varyans analizi) yontemi uygulanmistir. Yonelim ortalamalarinin karsilastirilmasi igin
p = 0,05 diizeyinde LSD (Least Significant Differences) testi kullanilmistir. Analizler,
JIMP® 16.0 istatistiksel analiz programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In vivo Uretimle Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin Y-

Olfaktometre Icerisinde 2. Giinde Yonelimi

Bu tez calismasinda, laboratuvar bocegi olarakda kullanilan G. mellonella 6. donem
larvalart H. bacteriophora HBH hibrit irki ile 1000+£50 I1J miktarinda enfeksiyon
denemesi olusturulmustur. Bu denemenin devaminda 2. ve 4. giinlerde olfaktometre
diizenekleri acilmis ve kollardaki (K1, K2, L) ve Larva kollarindaki inokiile olan G.

mellonella larvalar disekte edilerek igerisinde bulunan 1J’ler sayilmustir.

Elde edilen veriler sonucunda K1 kolunda bulunan 1J’lerin ortalama miktar1 215 adet
(24,62%) olarak belirlenmistir. K2 kolunda bu deger 197,667 adet (22,63%) olarak
bulunmustur. L kolunda bu deger kontrol kollarina kiyasla artis gostermistir. L kolunda
bulunan IJ miktar1 ortalama olarak 460,667 adet (52,75%) olarak bulunmustur. Bu
degerler karsilagtirlldiginda istatistiksel a¢idan anlamli bir fark belirlenmistir

(F=292,537; df=2,6; P<0.0001) (Sekil 4.1.).

Kontrol 2 (K2)
22,63 %

Sekil 4.1. In vivo iiretimle elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH bireylerinin 2.
Giinde K1, K2 ve L kollarina yonelim dagilimi (F=292,537; df=2,6; P<0.0001)
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4.2. In vivo Uretimle Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin Y-

Olfaktometre Icerisinde 4. Giinde Yonelimi

Elde edilen veriler sonucunda 4. giinde K1 kolunda bulunan IJ’lerin ortalama miktari
298,333 adet (33,27%) olarak belirlenmistir. K2 kolunda bu deger ortalama 323,667
adet (36,09%) olarak bulunmustur. L kolunda bu deger kontrol kollarma kiyasla
ortalama miktar olarak azalma gostermistir. L kolunda bulunan IJ miktar1 ortalama
olarak 274,667 adet (30,63%) olarak bulunmustur. Bu degerler karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmemistir (F=0,8153; df=2;6, P<0,4862)
(Sekil 4.2.).

In vivo
4 Giin

Kontrol 1 (K1) '
33,27 %

Kontrol 2 (K2)
36,09 %

Larva (L)
30,63 %

Sekil 4.2. In vivo iiretimle elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH bireylerinin 4.
Giinde K1, K2 ve L kollarina yonelim dagilimi (F=0,8153; df=2;6, P<0,4862)
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4.3. In vitro Uretimle Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin Y-

Olfaktometre Icerisinde 2. Giinde Yonelimi

In vivo iiretimle elde edilen H. bacteriophora HBH irkinin Y-Olfaktometre igerisinde
yonelim potansiyelinin belirlendigi ¢alisma icin uygulanan prosediirler benzer bir
sekilde in vitro iiretim sonucunda elde edilmis olan HBH’ler iginde uygulanmistir. G.
mellonella 6. donem larvalari, H. bacteriophora HBH 1rki infektif jiiveniller ile 1000 1J
dozunda enfeksiyon uygulamasi olusturulmustur. Bu uygulamanin devaminda 2. ve 4.
giinlerde olfaktometre diizenekleri ac¢ilmis ve kollardaki (K1, K2, L) ve larva
kollarindaki inokiile olan G. mellonella larvalar1 disekte edilerek igerisinde bulunan

[J’ler sayilmistir.

Elde edilen veriler sonucunda 4. giinde K1 kolunda bulunan 1J’lerin ortalama miktar1
296 adet (31,51%) olarak belirlenmistir. K2 kolunda bu deger 308,333 adet (32,82%)
olarak bulunmustur. L kolunda bu deger kontrol kollarina kiyasla ortalama miktar
olarak artis gostermistir. L kolunda bulunan IJ miktar1 ortalama olarak 335 adet
(35,66%) olarak bulunmustur. Bu degerler karsilastirildiginda istatistiksel agidan
anlamli bir fark elde edilmistir (F=15,5945; df=2;6, P<0,0042) (Sekil 4.3.)
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In vitro
2 Giin

Kontrol 2 (K2)
32,82 %

Larva (L)
35,66 %

Sekil 4.3. In vitro tiretimle elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH bireylerinin 2.
Giinde K1, K2 ve L kollarina yonelim dagihimi (F=15,5945; df=2;6, P<0,0042)

4.4. In vitro Uretimle Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH irkinin Y-

Olfaktometre icerisinde 4. Giinde Yonelimi

Elde edilen veriler dogrultusunda, 4. giinde K1 kolunda bulunan IJ'lerin ortalama
miktart 180,333 adet (27,34%) olarak saptanmistir. K2 kolunda bu deger 172 adet
(26,07%) olarak tespit edilmistir. L kolunda ise kontrol kollariyla karsilastirildiginda
ortalama miktar olarak artig goriilmiistiir. L kolunda bulunan IJ miktar1 ortalama olarak
307,333 adet (46,59%) olarak bulunmustur. Bu degerlerin karsilastiritlmasi sonucunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (F=26,4449; df=2;6, P<0,0011) (Sekil
44.)).
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Kontrol 1 (K1) ' Kontrol 2 (K2)
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Sekil 4.4. In vitro tiretimle elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH bireylerinin 4.
Giinde K1, K2 ve L kollarina yonelim dagilimi (F=26,4449; df=2;6, P<0,0011)

4.5. In vitro ve in vivo Uretimle Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH

Irkimin Y-Olfaktometrede Larva Kollarina Yoneliminin Karsilastirilmasi

In vitro ve in vivo iretimle elde edilen H. bacteriophora HBH’nin 2. ve 4. giinler
sonunda, Y-Olfaktometrelerin L kollarina gosterdikleri yonelimler yiizdelik ifadeler ile
belirlenmistir. L koluna yo6nelim in vivo 2. giinde %52,76, in vivo 4. giinde %30,83
olarak belirlenmistir. In vitro 2. giinde %35,65, in vitro 4. giinde ise L koluna yonelim
%46,7 olarak belirlenmistir. Tim bu degerler karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar elde edilmistir (F=34.946; df=2;8, P<0.0001) (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. In vitro ve in vivo tiretimle elde edilen H.bacteriophora HBH hibrit irki bireylerinin
G. mellonella larvalarina yonelim davraniginin karsilastirilmas: (F=34.946; df=2;8, P<0.0001)

4.6. In vitro ve in vivo Uretimle Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH

Irki IJ’lerinin Konuk¢udaki Sayisimin ve Olii Konuk¢u Sayisinin Belirlenmesi

In vitro ve In vivo iiretimle elde edilen H. bacteriophora HBH’nin 2. ve 4. giinler
sonunda, konukgu igerisine giren 1J sayis1 ve enfeksiyon sonucunda 6liimii ger¢eklesen
G. mellonella larvalarinin sayis1 karsilastirilmigtir. Deneydeki tekerriirlerdeki toplam
larva 6liim sayilari, in vivo 2. giinde 0, 4. giinde 7 olarak belirlenmistir. Bu degerler in
vitro 2. giinde 0, 4. giinde 5 olarak belirlenmistir. Istatiksel olarak karsilastirildiginda 2.
ve 4. glin arasinda anlaml bir fark bulunmustur (F=25.333; df=3;8, P<0.0002) (Sekil
4.6.).
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Sekil 4.6. G.mellonella larvalarinin 6liim oranlarinin karsilastirilmasi (F= 46,768; df= 7, 32; P=
<,0001)

Deneydeki tekerriirlerdeki toplam konukgudaki 1J sayilari, in vivo 2. giinde 8, 4. giinde
29 olarak belirlenmistir. Bu degerler in vitro i¢in 2. giinde 2, 4. giinde 19 olarak
belirlenmistir. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda hem giin hem de
iretim yoOntemleri agisindan anlamhi bir fark elde edilmistir (F=47.667; df=3;8,
P<0.0004) (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. In vivo ve in vitro sonucu elde edilen H. bacteriophora HBH 1rk1 bireylerinin
konukgudaki 1J sayilariin karsilagtirilmast (F=47.667; df=3;8, P<0.0004)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, EPN H. bacteriophora HBH hibrit irkinin in vitro ve in vivo iiretim
sonrast konuk¢u arama davranislarinin arastirtlmas: amaclanmistir. EPN’ler, bir¢ok
zararli bocege karsi biyolojik miicadelede kullanilan etkili bir etmen olarak bilinir. Bu
calisma, bu nematodlarin kitle tiretim sekillerine gore konukg¢u arama siirecini anlamak
icin 6nemli bir adim olmustur. Bu tez ¢alismasinda, entomopatojen nematodlarin (EPN)
in vivo ve in vitro idretim sonrasi konuk¢u arama davranislarini arastirmayi
amaclamistir.  Yapilan c¢alismada, EPN'lerin biyolojik miicadele ajan1 olarak
kullanilabilmesi i¢in farkl tiretim yontemleri ile elde edilen EPN’lerin konuk¢u bulma
yeteneklerini ve bu yetenegin farkli {iretim yontemleri ile iliskisi incelenmistir. Elde
edilen sonuglar, EPN'lerin konuk¢u arama davranislarinin iretim yontemlerine bagl

olarak farklilik gosterdigi sonucuna ulagilmistir.

Yapilan ¢alismanin sonuglarinda, 2. giin sonunda in vivo iretim ile elde edilen
HBH’lerin in vitro iiretim ile elde edilen HBH’lere gore konukguya yoneliminin daha
fazla oldugu tespit edilmistir. 4. giin sonunda ise in vitro iiretim ile elde edilen
HBH’lerin in vivo tretim ile elde edilen HBH’lere gore konukg¢uya yoneliminin daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Hem 2. giin hem 4. giinde larva kollarina yonelen 1J
miktarlarina bakildiginda en fazla yonelimin in vivo 2. giinde oldugu belirlenmistir,
bunu sirasiyla in vitro 4. giin, in vitro 2. giin ve in vivo 4. giin takip etmektedir. Enfekte
olan larvalar incelendiginde konukg¢udaki en fazla IJ miktar1 in vivo 4. giinde
goriilmiistiir. Konukguda meydana gelen 6liim oranlari da incelenmistir. Konukguda

goriilen en yiiksek 6liim orani in vivo 4. giinde goriilmistiir.

In vivo iiretim ile elde edilen HBH’ler konukguyu enfekte ederken dogal seleksiyon
gerceklesmistir ve dnceki dollerden konukcu arama yeteneginin kalitsal olarak gecmis
olabilecegi diisliniilmektedir. In vitro iiretimde agar ortaminda yumurtadan g¢iktiktan
sonra konukg¢u arama davranisi gostermeden beslenen EPN’ler deneysel 1J’lerin

atalaridir ve konukc¢u arama yeteneklerinin azalmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Baiocchi ve arkadaglari (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, EPN'lerin enfekte
olmamis ve enfekte konukgulart ayirt edebildigini ve konuk¢unun ¢ekiciliginin zamanla
tiirlere 6zel olarak degistigini ortaya koymustur. Potansiyel bir konuk¢unun enfeksiyon
durumu ve kaynak erisilebilirligi hakkinda bilgi tasiyan ugucu kimyasal ipuglarim
tanimlamak i¢in kati faz mikroekstraksiyonu ve gaz kromatografi/kiitle spektrometrisi
kullanilmistir. Enfekteli konukcularin kokusundan belirlenen kimyasallar arasinda, 3-
Metil-2-buten-1-ol (prenol) ve 3-Hidroksi-2-butanon (AMC), 1Js'lerin enfekte konaklara
kars1 davranigsal degisiklikleriyle zamansal bir iligskiye sahip olduklari i¢in daha fazla
davranis deneyi igin se¢ilmistir. Hem prenol hem de AMC bilesikleri, bir agar altlik
izerine uygulandiginda Steinernema glaseri ve S. riobrave IJs'ler {izerinde doza bagh
olarak itici etkiler gostermistir. Dahasi, prenol'iin itici etkileri, enfekte olmayan konak
kokulartyla birlikte sunuldugunda enfekte olmayan konaklara olan ¢ekiciligi ortadan
kaldirmigtir. Prenol ayni zamanda bazi serbest yasayan nematodlar ve bocek
larvalarinda da cekicilik saglamistir. Bu bulgular, konuk¢u ile iliskili kimyasal
ipuclarimin EPN biyolojisinde birka¢ sonuca sahip olabilecegini, sadece ayni tiire ait
bireyler icin itici sinyaller olarak degil, ayn1 zamanda potansiyel yeni konukgular igin
cekici olarak da islev gorebilecegini diisiindiirmektedir. Ayni ¢calismada EPN’lerin 6li
larvalara yonelmediklerini, aksine 6lii larva kokularinin EPN’ler iizerinde itici bir etki
olusturdugunu belirtmislerdir. Dolayisiyla, bu ¢alismada elde edilen verilerden in vivo
4. giinde larva koluna yo6nelimin in vivo 2. giine oranla daha diisiik olmasina 2 giiniin
ardindan diizenekteki konukgularin enfekteli ve 6lii durumdayken IJ’ler icin ¢ekici
halde olmamasinin neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Onceki yapilan ¢alisma ile bu

calismada elde edilen veriler tutarlilik gostermektedir.

Grewal ve ark. (1993) yaptiklar1 ¢alismada, H. bacteriophora ile S. glaseri tiirlerinin,
dort farkli bocek tilirtinlin digkilariyla temas ettiklerinde davraniglarin nasil degistigi
incelenmistir. Sonuglar, nematodlarin dogal konukgularinin digkilartyla temas
ettiklerinde ileri siirlinme siiresini azalttigini, durma ve bas itme davranislarinin siiresini
ve sikligimi artirdigini gostermistir. Ayrica, nematodlarin digkilarla temas ettiklerinde
geri siiriinme siiresini ve bas itme davraniginin siiresini ve sikligini artirdigi da tespit
edilmistir. Ancak, nematodlarin tepkileri farkli deney konukgularinin digkilarina bagh

olarak degisiklik gostermistir. Ayrica, ¢calismada Alman hamam bodceginin diskilarinda

bulunan amonyagin nematodlara kars1 engelleyici bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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Sonug olarak, EPN’ler konukgularmin digkilartyla temas ettiklerinde davraniglarinda
belirgin degisiklikler gosterdigi ve amonyagin nematodlarin hareketlerini engelleyici bir
etkiye sahip oldugu ortaya konmustur. Calisma sonucunda elde edilen bulgular ile bu
calismada elde edilen verilerde Larva koluna yonelimde bu gibi faktorlerinde etkisi
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu c¢alismanin bulgulari, EPN’lerin kullanimiyla ilgili
stratejilerin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir. In vitro tiretim yontemlerinin konukgu
arama davraniglarim1 nasil etkiledigini anlamamiza, bu organizmalar1 daha etkili ve
verimli bir sekilde kullanmamiza yardimci olabilir. Bu caligma, biyolojik miicadele
yontemlerinin gelistirilmesi ve zararli boceklere karsi siirdiiriilebilir bir miicadele

saglanmasi acisindan 6nemli verilere sahip oldugu diistiniilmektedir.

Yetiskin  (2016) tarafindan yapilmis olan c¢alismada farkli Heterorhabditis
bacteriophora ebeveynlerine ait izolatlar kullanilarak, bu izolatlarin Y-Olfaktometre
diizenegi icerisinde konukculara yonelimleri incelenmistir. Calismanin sonucunda ise
HB.C ismi verilmis olan H. bacteriophora izolati en fazla yonelimi gostermistir.

Yapilan ¢aligma ile bu ¢alismanin sonuglar birbiriyle ortiismektedir.

Bu alanda yapilan caligmalar olduk¢a smirli olup hala EPN’leri konukcularina
yoneliminde etkili olan faktorler tam olarak belirlenmemistir. Bununla birlikte,
caligmanin smirlamalar1 g6z Oniine alindiginda, daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir. Ornegin, in vitro iiretim sonrasi konuk¢u arama davraniglarinin neyin
etkiledigini belirlemek i¢in daha ayrintili bir analize ihtiya¢ vardir. Ayrica, farklh
entomopatojen nematod tiirlerinin davraniglarimi karsilastirmak ve sonuglar1 daha genis
bir baglama yerlestirmek de Onemlidir. Gelecekteki yapilacak olan caligsmalar ile
entomopatojen nematodlarin konuk¢u arama mekanizmalar1 daha ayrintili bir sekilde

incelenerek bu alanda daha fazla bilgi edinilebilecegi diistintilmektedir.
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