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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ENTOMOPATOJEN NEMATOD HETERORHABDITIS BACTERIOPHORA’NIN
BAZI HIBRIT IRKLARI iLE EBEVEYNLERININ, KONUKCU ARAMA
DAVRANISLARININ KARSILASTIRILMASI UZERINE ARASTIRMALAR

Irem YETISKIN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. ismail Alper SUSURLUK

Bocekler lizerinde patojenik etki gosterip, zararli bocek populasyonlarmin kontrol
altinda tutulmasina katkida bulunan entomopatojen nematodlar (EPN), toprakta dogal
olarak bulunan biyolojik miicadele ajanlaridir. EPN’lerin genis konukcu araligi, aktif
konukcu arama yetenekleri, bocek patojeni bakterisi - EPN arasindaki ortak uyum,
konukg¢uyu hizla dldiirme, in-vitro kosullarda kolayca ve ¢ok sayida liretilebilmesi ve
cevreye zararinin olmamasi EPN’lerin son yillarda biyolojik miicadelede etkin olarak
kullanilmasina olanak saglamstir.

Daha onceki yillarda yapilan ¢alismalar kapsaminda; Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden
izole edilen, bir entomopatojen nematod tiirii olan Heterorhabditis bacteriophora’nin
(Rhabditida : Heterorhabditidae) farkli ¢evre kosullarina uyum saglamis olan irklarinin
ebeveyn olarak kullanilmasi ile laboratuvar kosullarinda hibridizasyon islemleri
yapilarak istlin 6zelliklere sahip yeni hibrit irklar iiretilmistir. Bu tez ¢aligmasinda ise,
daha once elde edilen bazi hibrit irklar ile bu irklarin ebeveynlerinin konukc¢u arama
Ozelliklerinin belirlenmesi {izerine arastirmalar yapilmistir. Calismada ebeveyn
rklardan; Hb.17 (Kirklareli), Hb.5 (izmir), Hb.1138 (Antalya) ve Hb.4 (Sanlurfa),
hibrit irklardan ise Hb.C, Hb.E ve Hb.H kullanilmistir. Denemelerde konukgu olarak
Galleria mellonella (Lepidoptera : Pyralidae) larvalart kullanilmistir ve Y—Olfaktometre
diizenegi kullanilarak ebeveyn ve hibrit irklarin konuk¢u arama davraniglarinin tespiti
ve birbirleriyle karsilastirilmalar yapilmistir.

Yapilan denemeler ve istatistiksel analizleri sonucunda Hb.C 1wrkinin konukguya
yonelim konusunda; hem denemelerde kullanilan 7 1tk arasindan en iyisi oldugu hem de
ebeveyn izolatlarn1 Hb.17 ve Hb.1138’den daha yiiksek performans gosterdigi
saptanmistir. Buna ek olarak denemelerde kullanilan Hb.H 1rkinin ebeveynleri Hb.1138
ve Hb.4 ile istatistiksel olarak aralarinda bir farklilik olmadigi, Hb.E irkinin ise anne
birey Hb.1138’den diisiik baba birey Hb.5 ile ayn1 konuk¢u arama davranisini gosterdigi
tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Entomopatojen nematod, Heterorhabditis bacteriophora,
Olfaktometre, Nematod davraniglari, Konukgu Arama

2016, xi + 60 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATIONS ON COMPARISON OF HOST — SEEKING BEHAVIOR OF
HYBRID ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE HETERORHABDITIS
BACTERIOPHORA STRAINS WITH THEIR PARENTS

Irem YETISKIN

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

Supervisor: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Entomopathogenic nematodes (EPN) are soil-dwelling biocontrol agents which have
lethal pathogenic effects on insects, and they are used for controlling pest populations.
Broad host spectrum, host seeking ability, EPN-bacteria symbiotic relation and in vitro
mass production capability of EPN lead them to be used efficiently in biological
control.

With some former studies, different Heterorhabditis bacteriophora (Rhabditida :
Heterorhabditidae) strains isolated from different regions of Turkey were hybridized
under laboratory conditions and ten hybrid strains were obtained. In the present study,
host seeking behavior of three different superior hybrid strains and their parents were
examined. Hb.17 (Kirklareli), Hb.5 (Izmir), Hb.1138 (Antalya) and Hb.4 (Sanlurfa)
were used as parent isolates and Hb.C, Hb.E and Hb.H were used as hybrid strains. All
experiments were performed in Y-Olfactometer and host seeking behavior of the parent
isolates and the hybrid strains were compared and Galleria mellonella (Lepidoptera :
Pyralidae) larvaes were used as a host insect.

Results and statistical analyses of the present study showed that Hb.C strain showed the
best host seeking ability among other 7 strains and have better host seeking potential
than its parents, Hb.17 and Hb.1138. However, Hb.H showed no difference between its
parents, Hb.1138 and Hb.4. Furthermore, Hb.E showed worse performance than his
female parent Hb.1138 and same performance with male parent Hb.5.

Keywords: Entomopathogenic nematode, Heterorhabditis bacteriophora,
Olfactometer, Nematode behavior, Host — Seeking

2016, xi + 60 pages.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklamalar

um Mikrometre (1x10 ~° m)

cm Santimetre

mm Milimetre

°C Santigrat Derece

CO, Karbondioksit

g Gram

cm® Santimetrekiip

% Yizde

Kisaltmalar Aciklamalar

EPN Entomopatojen Nematod

1J Infektif Jiivenil

J3 Uciincii donem larva

Ja Ddordinct donem larva

PVC Polivinil klorur

L Larva Kolu

K1 Kontrol 1 kolu

K2 Kontrol 2 kolu

LSD Least Significant Differences

df Degree of freedom

PEG Polyethylene Glycol
Popiilasyonun % 50’sinin hayatta

MTsg kalabildigi ortalama sicaklik
Popilasyonun % 10’unun hayatta

MT1o kalabildigi ortalama sicaklik
Popiilasyonun % 50’ sini 6ldiirmesi

LCso beklenen konsantrasyon
Popiilasyonun % 90’ 1n1 6ldiirmesi

LCyo beklenen konsantrasyon

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 3.1. Galleria mellonella larvalarinin genel gortinimi. .........cccoeveveevviiieieesieennenn 17
Sekil 3.2. Galleria mellonella larvalarinin beslenme gOrintisii ........ccccovevvvrvververiennnnnn 18
Sekil 3.3. Galleria mellonella larvalarinin kavanoz ve 1sitmali etiiv igerisinde goriiniimii
......................................................................................................................................... 19
Sekil 3.4. Heterorhabditis bacteriophora izolatlarinin izole edildigi iller..................... 20
Sekil 3.5. INOKTIASYON ISIEM ... ...veeecveveieccecieieee et es ettt 22
Sekil 3.6. Larvalarin enfeksiyon sonrast @Oriinimil .........c.ccvveerieriiennicninc e 23
Sekil 3.7. White trap dUZENEF1.......coveviiiiiiiiiiiiciieee e 23
Sekil 3.8. Yeni nesil 1J’lerin muhafaza edildigi kiiltiir kaplart.........ccccooeviiiiiiiennnn 24
SeKil 3.9. SIS KUMU ...ocuviiiiiiiiic ettt b e s e sae e be et e re e snee s 24
Sekil 3.10. Y-Olfaktometre dUZenegi ........covvvviiiiiiiiiiiiiiie e 26
Sekil 3.11. L koluna eklenen metal tel..........ccoooveiiiiiiiiiicce e 27
Sekil 3.12. Silis kumunun %210 nemlendirilmesSi..........coovveiiviieiiieii s 27
Sekil 3.13. Y-Olfaktometre diizeneginin hazirlanisi...........cccoooeeiiiiiinnniieneeee e 28
Sekil 3.14. Y-Olfaktometrenin kapalt gOriniimil ...........cccoevvveiiiiiiniiniesc e 29
Sekil 3.15. Larvalarin L kolundan ¢1kartlmast .........cccooiieiiniiiiniiiie e 29
Sekil 3.16. Kadavralarin disekte €diliSi.........cccooiiieiiiiiiiiciiiiiec e 30
Sekil 3.17. Y-Olfaktometrenin her bir kolundan g¢ikarilan kumun beherlere alinmis
(0[] U111 PR PURTURPPIN 31
Sekil 3.18. Cobb’s sieving and decanting yonetemiyle 1J’lerin ekstraksiyonu .............. 32
Sekil 3.19. Ekstrakte edilen 1J’lerin sayim kabindaki goriintlisii ...........oceevrveiiiiinnnnn 33
Sekil 3.20. 1J’lerin ve silis kumu partikiillerinin mikroskop gorintiisii .........cccocovereeene. 34
Sekil 3.21. Disekte edilen larva i¢eriginin SAYIMI ........cccvereeirieniiinee e 34

Sekil 4.1. Hb.4 ebeveyn izolatinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda % dagilimi
(F:10.7164; df:2,12; P=0,0021) (A ve B, kollar arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli oldugunu ifade €der.) .......ooiuiiiiiiiiiie e 37
Sekil 4.2. Hb.1138 ebeveyn izolatinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda % dagilimi
(F:17.7603; df:2,12; P=0,0003) (A ve B, kollar arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli oldugunu ifade €der.) .......ooiuiiiiiiii i 37
Sekil 4.3. Hb.17 ebeveyn izolatinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda % dagilimi
(F:6.9370; df:2,12; P=0,0100) (A ve B, kollar arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli oldugunu ifade €der.) .......coooviiiiiiiiiie 37
Sekil 4.4. Hb.5 ebeveyn izolatinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda % dagilimi
(F:25.6562; df:2,12; P<0.0001) (A ve B, kollar arasindaki farkin istatistiksel olarak

onemli oldugunu ifade €der.) .......ooouiiiiiiii i 37
Sekil 4.5. Hb.H irkinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda % dagilimi............ccccceevennee. 39
(F:19.2740; df:2,12; P=0.0002) (A ve B, kollar arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli oldugunu ifade €der.) .......coocviiiiiiiiiic 39
Sekil 4.6. Hb.C rkinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda % dagilimi...........ccccoeeeennnn 39



(F:1.8895; df:2,12; P=0,1935) (A ve B, kollar arasindaki farkin istatistiksel olarak

onemli oldugunu ifade €der.) ........cooiiiiiiiiiiii e 39
Sekil 4.7. Hb.E rkinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda % dagilimi ............cccooeeennen. 39
(F:34.6262; df:2,12; P<0,0001) (A ve B, kollar arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli oldugunu ifade €der.) .....ccvviiiiiiiiii i 39
Sekil 4.8. Tiim izolat ve rklarin larva koluna yonelimi ..........ccccoovevviieniiiiiiie e, 40
(F:8.9783; df:6,28; P<O,0001) .....oveuieiiiiieiisienieesie st 40
Sekil 4.9. Tiim izolat ve rklarin larva igerisine girig oranlart ........cccooevevvivvesiveesineennnn 41
(F:13.6062; df:6,28; P<0O,0001) .....overiiiiiiiiisiesiieieeie et 41
Sekil 4.10. Larva igerisi ve L kolu toplami 1J say1s1 orant ..........cccceevvviveiiiciienennnn 42
(F:20.7033; df:6,28; P<O,0001) ....coveiiiiieiiisiesiiseeie et 42
Sekil 4.11. Hb.H 1rk1 ve ebeveyn izolatlarinin larvaya yonelimi...........ccocovrverveninnnnnn 43
(F:1.3678; df:2,12; P=0,2917) .....ciiiiiiiiiieiiiesieeeese et 43
Sekil 4.12. Hb.C 1rk1 ve ebeveyn izolatlarinin larvaya yonelimi...........ccocveviiriiennnne 44
(F:8.7962; df:2,12; P=0,0044)......ccoeiiiiieieiiieieesese ettt 44
Sekil 4.13. Hb.E 1rk1 ve ebeveyn izolatlarinin larvaya yonelimi...........ccocveieniecnnnne 45
(F:58.5268; df:2,12; P<0,0001)....ccuereiiiiiiiriesiinieeieiesie ittt 45

Not: Sekillerde kullanilan fotograflarin tamami Uludag Univeristesi Ziraat

Fakiiltesi Nematoloji Laboratuvarinda 2016 yilinda ¢ekilmistir.



CIZELGELER DiZiNi
Cizelge 3.1. Ebeveyn izolatlar ve elde edilen hibrit 1rkKIar..........ccoeverieieieeinenenereseeecene

Xi



1. GIRIS

Tarimsal {irlinlerde zarar yapan bocekler her yil diinya ¢apinda 6nemli ekonomik
kayiplara yol agmaktadir (Wyniger 1962, Oerke 2006). Bu zararlilar1 kontrol altinda
tutabilmek icin yogun olarak kimyasal pestisitler kullanilmaktadir. Tarimda kullanilan
kimyasal ilaclar bircok tarimsal zararlilar1 kontrol etmede ©nemli rol oynamasina
ragmen, kimyasallarin siirekli kullanimlar1 sonucunda hedef =zararli tarafindan
gelistirilen pestisit direnci, ikincil zararli epidemisinin olusmasi, triinlerde pestisit
kalintisi, dogal kaynaklarin (toprak, su, hava) kirlenmesinin yani sira insan ve hayvan
sagligl icin tehlike ortaya ¢ikmaktadir. Diinyanin bircok iilkesindeki siki giivenlik
kontrollerinin bir sonucu olarak, pestisitlerin ulasilabilirligi giderek kisitlanmakta ve

bircok iiriin diinya piyasasinda yasaklanmaktadir (Moazami 2002).

Bu olumsuz sonuglar ve kimyasallarin mevcut durumu, tarimda hedef zararlilarin
miicadelesinde dogal alternatiflere olan ilginin artmasma katkida bulunmus ve bu
alternatifler sayesinde doga ile dost zararli miicadelesi yapilabilmesini saglamistir. Bu
alternatifler arasinda en Onemlilerinden birisi biyolojik miicadeledir. Biyolojik
miicadele genel olarak tarimda zararlilarin miicadelesinde canli organizmalarin insan eli
ile bilingli kullanim1 sayesinde zararli popiilasyon yogunlugunu daha diisiik seviyede
tutmak olarak tanimlanabilir (DeBach 1964). Biyolojik miicadele kapsaminda kullanilan
bu organizmalara ise biyolojik miicadele ajam1 adi verilmektedir. Biyolojik miicadele
ajanlarn1 arasinda yaygin olarak kullanilan organizmalardan birisi de Entomopatojen

nematodlar (EPN)’dir.

Genel olarak incelendiginde nematodlar segmentsiz, renksiz, uzantisiz, genellikle
mikroskobik, iplik solucanlaridir. Birey sayisi olarak diinya genelinde en ¢ok bireye
sahip canli grubu nematodlardir (Hazir 2013). Tarimsal anlamda ise nematodlar yararli
ve zararl olarak ikiye ayrilirlar. Zararli nematodlar bitki paraziti nematodlar olarak da
bilinir ve bitkilerin 6zellikle toprak alt1 kisimlarinda 6nemli zarara sebep olurlar. Yararh
nematodlar ise toprak kaynakli zararli boceklere olan Oliimciil etkileri ile bilinirler.
Kelime anlami olarak bocek anlamina gelen ‘entomo’ ve hastaliga neden olan

anlamindaki ‘pathogenic’ kelimelerinin birlesimiyle meydana gelen entomopatojen



nematod terimi bdceklerde hastalik yapict anlamina gelmekte ve EPN’ler birgok
bocekte oliimciil etkiye neden olmaktadir (Gordh ve Headrick 2001).

Su ana kadar tespit edilen 30’dan fazla nematod familyasinin parazitik 6zellikte veya
boceklerle iligkili oldugu bilinir (Nickle 1972, Poinar 1975, 1983, 1990, Maggenti 1981,
Kaya ve Stock 1997). Ancak biyolojik micadele potansiyelleri sebebiyle arastirmalar
yedi familya (Mermithidae, Allantonematidae, Neotylenchidae, Sphaerularidae,
Rhabditidae, Steinernematidae and Heterorhabditidae) tizerine yogunlasmistir. Bunlar
igerisinden toprak alt1 zararlilarin1 kontrol eden etmen olarak en ¢ok Steinernematidae
ve Heterorhabditidae familyalar1 dikkat ¢ekmektedir (Lacey ve ark. 2001). En son
yapilan taksonomik aragtirmalara gore Steinernematidae icinden iki cins tespit
edilmistir. Bunlar; yalnizca tek tiir igeren Neosteinernema ve 70’ten fazla tanimlanmis
thra iceren Steinernema cinsleridir. Heterorhabditidae familyas: ise su anda taninan
20’den fazla tiiriiyle yalnizca Heterorhabditis cinsini igerir (Stock ve Goodrich-Blair
2012).

Heterorhabditis ve Steinernema cinsine bagl nematodlar Antarktika harig tiim kitalarda
bulunurlar (Popiel ve Hominick 1992). Heterorhabditis popiilasyonlart genellikle 1liman
bolgelerle baglantilidir (Nguyen ve Hunt 2007). Ancak, Griffin ve ark. (1991) ve
Hominick ve ark. (1995) tarafindan yapilan arastirmalara gore yar1 kurak iklim
bolgelerinde de bulundugu kaydedilmistir. Steinernema carpocapsae ve S. feltiae gibi
trlerin diinyanin birgok yerinde ve iki tlirlin birlikte ayn1 yasam alaninda, birbirleriyle
etkilesim  halinde dagilim  gosterdigi tespit edilmistir (Hominick 2002).
Heterorhabditidae icerisindeki Heterorhabditis indica ve H. bacteriophora Antarktika
hari¢ tiim kitalarda bulunmustur (Griffin ve ark. 1990, Hominick 2002). Bu taksonun
genis bir cografyaya dagilmis olmasi, aktif ve pasif yayilma mekanizmalarinin
kombinasyonunun bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. Baz1 ¢aligmalarda toprak ve
vejetasyon tipi kadar uygun konukc¢u dagilimi gibi faktorlerin de EPN tiirlerinin

dagilimini etkileyen en 6nemli faktorler oldugu gosterilmistir (Stock 2015).

Entomopatojen nematodlar (EPN) ile ilgili, yeni tiirler ve popiilasyonlarin yerel

kosullara ve zararli boceklere adaptasyonunu kesfetmek amaciyla diinya capinda



yapilan calismalar, EPN’lerin diizensiz dagilimma ragmen dinya genelinde ekili ve
ekilmemis topraklar da dahil olmak Uzere her bolgede bulundugunu gostermistir
(Hominick ve ark. 1996, Hominick 2002, Campos-Herrera ve ark. 2012). Bocek paraziti
nematodlar 49 iilkeden bulunmus olup bu Ulkeler; Avrupa’dan 19, Asya’dan 9, Kuzey
Amerika’dan 3, Orta Amerika ve Karayipler’den 7, Giiney Amerika’dan 8 ve
Afrika’dan 3’tiir (Stock 2005).

EPN’lerin yasam donglisii yumurta evresi, dort jliivenil evre ve ergin evrelerini igerir.
Ortam sartlart uygun olmadigi durumlarda 3. Jivenil (J3) evresi 6zel bir forma doniisiir
ve bu form infektif jiivenil (IJ) olarak adlandirilir. Normal beslenme evrelerinin aksine
1J’ler aylarca beslenmeden toprakta yasayabilir. Gelisimsel olarak durmus olan bu evre,
nematodlarin toprakta aktif olarak konukc¢u arama ve uygun konukcu bdcegi enfekte
etme konusunda onemli rol oynar. 1J’ler toprakta hayatta kalabilme, konukgu bocegi

bulup saldiriya gegme ve enfekte edebilme yeteneklerine sahiptir (Poinar 1990).

[J’ler konukcu ile temas ettigi anda bocegin dogal acikliklarindan (agiz, aniis, solunum
acikliklar1) veya bazi Heterorhabditis tiirleri viicut duvarindan igeri giris yapar. Bu
cinsin [J’ler1 penetrasyonu kolaylastiran dorsal dis denen bir yapiya sahiptir ve
konukcunun kutikulasindaki segmentler arasi zar1 delerek igeriye giris yapar ve
hemosole ulasirlar (Bedding ve Molyneux 1982, Popiel ve Hominick 1992, Peters ve
Ehlers 1994).

Konukgu bdcege penetrasyondan sonra 1J, simbiyotik bakterilerini bocegin hemoséliine
birakir. Bakteri gelisimi i¢in besin degeri agisindan zengin olan bdcek hemolimfi,
bakterinin hizla ¢gogalmasina yardimci olur ve bakteriler tarafindan {iretilen toksinler,
antimikrobiyal etmenler ve ekzo — enzimler, septisemiye (kan zehirlenmesi) sebep
olurlar ve kisa bir silire sonra konuk¢u bocegin oOlimi gergeklesir (IJ’nin
penetrasyonundan sonra yaklasitk 36 - 48 saat igerisinde). Ayrica bu maddeler
kadavranin ¢iiriimeden korunmasini da saglar (Ehlers 2007). Bu noktada 1J’ler besin
sinyalini alir ve beslenebilen fonksiyonel J3’e doniisiip ¢cogalan bakteri hiicreleri ve
metabolize edilmis konuk¢u bécek dokusu ile beslenirler. Beslenme devam ederken

nematod gelisir, 4. evre jlvenil (J4) ve sonunda ergin evreye gegis yapar. Olgun disiler



veya hermafroditler igerisindeki yumurtalar, uterus i¢cindeyken acilir ve juvenil ebeveyn
dokusunu tuketir. Bu olay endotokia matricida olarak bilinir ve anne 6limiine neden

olan rahim i¢i dogum demektir (Askary 2010).

Bugiine kadar teshis edilen tiim Heterorhabditis tdrlerinin ilk ergin nesli hermafrodittir
(kendi kendini doélleyebilen disi), bunu takip eden ikinci nesil ise ayr1 eseylidir
(amphimictic) yani ergin erkek ve disi bireyler olup ciftlesirler. Steinernema turlerinin
cogu ergin evrelerinde ayri eseylidir ve iireyebilmeleri i¢in ¢iftlesme gereklidir (Stock

2015).

Steinernema ve Heterorhabditis’in her ikisinin de konukgu bocek igerisindeki bir hayat
dongiistinii tamamlamast 3 — 7 giin kadar siirer. Konukgu igerisindeki kullanilabilir
besin miktarina bagh olmakla birlikte EPN tirleri, konuk¢u bdcegin biiyiikliigiine ve
hacmine bagli olarak 1 — 3 nesli konukcu igerisinde tamamlayabilirler. 1J’lerin konuk¢u
bocekten tekrar ¢ikist Steinernema tiirlerinde yaklastk 6 — 11 giin alirken
Heterorhabditis turleri igin bu siire 12 — 14 giin kadardir (Kaya ve Koppenhofer 1999).

Juveniller yeterli besin oldugu durumlarda gelisip olgunlasip ergin olurken, besin
kaynaginin ve ortam sartlarinin simirlanmaya bagladigi kosullarda gelisim 1J evresinde
sonlanir (Askary 2010). Bu evre hem anatomik ve fizyolojik degisiklikleri hem de
beslenmenin durdurulmasini igerir, ayrica agiz ve aniis kapanir. Buna ek olarak 1J’ler
cift kath kiitikula tabakasimin varligiyla da karakterize edilir (Poinar 1990, Sommer ve
Ogawa 2011). Besinin tamami tiikendiginde 1J’ler yeni konukc¢u bulmak iizere bocek

kadavrasindan ¢ikis yapar (Gaugler 2002).

Serbest yasayan, beslenmeyen 1J evresi, EPN’lerin yasam dongiisiinde konukgu arayan
agresif evredir ve boceklerin miicadelesinde kullanilmaktadir (Moazami 2002). Bir
[J’nin viicut uzunlugu 418um ve 1283um arasinda degisir (Nguyen ve Hunt 2007). 1J
veya dauer juvenil, zorlu ¢evre kosullarina ve besin kaynaginin azligina karsin toprakta
uzun siire hayatta kalmaya yonelik adaptasyon saglamistir (Ehlers 2007). 1J’ler toprak
icinde konukgusunu bulmak i¢in aktif hareket ederler, iyi gelismis olan
kemoreseptorleri ile kapsamli bir sekilde bocek hareketlerini algilayabilirler (Riga

2004).



Buna ek olarak, EPN ile baz1 bakteriler arasinda simbiyotik iliski oldugu bir¢ok
arastirici tarafindan bildirilmistir (Kaya 1990, Kaya ve Gaugler 1993, Tanada ve Kaya
1993, Sicard ve ark. 2005, Somavanshi ve ark. 2006, Wang ve ark. 2007).
Steinernematidler Xenorhabdus tirli, Heterorhabditidler ise Photorhabdus tiri
bakteriler ile iliski igerisindedir (Stock 2015). Bu bakteriler Enterobacteriaceae
familyasina ait olup gram negatiftir, anaerob solunum yaparlar ve sporsuzdurlar (Askary
2010).

Steinernema tiirlerinin 1J’leri, Xenorhabdus tiir(i bakterilerini receptacle ad1 verilen 6zel
bir yapi icerisinde barinmaktadir (Flores-Lara ve ark. 2007, Snyder ve ark. 2007).
Receptacle iki en 6n bagirsak hiicresinin modifikasyonu sonucu olusan bir yapidir (Kim
ve ark. 2012, Snyder ve ark. 2007). Steinernema’nin aksine Heterorhabditis 1J’leri,
Photorhabdus bakterilerini tasimak i¢in bagirsaklarinda 6zellesmis bir yapiya sahip

degildir, bakteriler bagirsagin dnden iicte ikilik kisminda tasinir (Forst ve Clarke 2002).

Nematod — bakteri arasinda mevcut olan simbiyotik iliskisinin yasam dongiisii iki evre
ierir: Ilk evre EPN’lerin toprakta serbest olduklar1 evredir. Hem Xenorhabdus hem de
Photorhabdus bakterilerinin toprakta tek baslarina yagamalart mimkiin degildir, bu
nedenle 1J’ler bakterileri olumsuz gevre kosullart ve darbelerden koruyarak konukgu bir
bocekten digerine tasiyarak fayda saglamis olurlar (Forst ve ark. 1997, Froy 2005). Bu
asamada 1J’ler bakteriyi bagirsaklarinda tasirlar ve yeni konukg¢u bdcek arayisinda
olurlar. ikinci evre ise parazitik evredir. 1J bocegi enfekte eder, simbiyont bakterilerini
bdcek igerisine birakir (Emelianoff ve ark. 2007). Boylelikle nematodlar da bakterilerin
bocek kadavrasini kendilerinin biiylime ve gelismeleri i¢in uygun ortama doniistiirme
yeteneklerinden faydalanirlar (Kaya ve Gaugler 1993, Poinar 1990). Iki taraf da bu
iliskiden fayda saglamis olur. Bakteriler farkl iki sekilde daha yararlidir; konukg¢unun
hizla 6lmesinde biiylik Ol¢iide etkili olmasinin yani sira, nematoda zarar vermesi
muhtemel diger rakip organizmalar1 antimikrobiyal, bakteriyosin ve antibiyotik iiretimi
sayesinde bastirir ve kadavranin kontaminasyonunu engelleyerek nematod partnerleri
icin koruyucu gorevlerini de yerine getirmis olurlar (Akhurst 1982, Chen ve ark. 1994).
Diger taraftan nematod bazi durumlarda bocegin bagisiklik sistemi tepkisini engeller

(Askary 2010).



Xenorhabdus’un 20’den fazla tiirii tanimlanmis olup, Photorhabdus’un bir diizineden
fazla alt tiirii ile birlikte yalnizca 3 tiirii bulunmaktadir (Boemare 2002, Boemare ve
Akhurst 2006, Tailliez ve ark. 2006, Tailliez ve ark. 2010, Orozco ve ark. 2013).
Bakteri tiirlerinin taksonomisi ve nematodlar1 arasinda yakin bir iliski vardir. Genel
olarak her bir nematod tlrl, 6zel bir bakteri tiiri veya alt tiirti ile iligkilidir (Fischer-Le
Saux ve ark. 1998, Boemare ve Akhurst 2001, Akhurst ve Boemare 2003). Bununla
birlikte baz1 nematod tiirleri ayn1 tiir bakteriyi paylasir. Ornegin Xenorhabdus bovienii,
Steinernema’nin dort tiirtiyle birden iliskilidir. X. poinarii iki tiir ile iligkilidir. Daha
nadiren, bazi bakteri tiirleri ayn1 nematod tiiriinii paylasir. Ornegin; Photorhabdus
luminescens ve P. temperata ikisi de H. bacteriophora ile iliskilidir. Nematod — bakteri
iliskisi spesifikliginin, kismen ortak tiirlesmenin bir sonucu olabilecegi diistiniilmektedir

(Grewal ve ark. 2005).

Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarina ait EPN’lerin en etkili biyolojik
micadele organizmasi olduklari kanitlanmistir (Kaya ve Gaugler 1993). EPN’ler
toprakta yasayan canlilardir ve toprak kaynakli zararli boceklerin miicadelesinde etkin
bir sekilde kullanilabilirler. EPN’lerin etki ettigi bocekler ¢ok genis konuk¢u araligina
sahiptir ve diinya genelinde bitki zararlis1 boceklerin miicadelesinde yararlanilmaktadir.
Nematodlarin konukcu aralig tiirlere gore degisir ve farklh takimlara ait 200’den fazla
bocek tiirlinii farkli oranlarda enfekte edebildikleri gozlemlenmistir (Woodring ve Kaya
1988). Bu bocekler arasinda gesitli Lepidoptera larvalari, manaslar, mantar sinekleri,
trips ve Coleoptera takimina bagl bocekler yer almaktadir. Ornegin sadece S.
carpocapsae’nin 11 takimdan 75 familyaya ait 250 bdcek tiiriine karsi patojenik etkisi
oldugu bulunmustur (Poinar 1975). EPN’ler ekim alanlarina kapsamli bir sekilde
yayilmistir ve hedef olmayan bocege hemen hemen hig etkilerinin olmadigi ve gevre

i¢in son derece giivenli olduklar1 kabul edilmistir (Miles ve ark. 2012).

Nematodun konukg¢u araligi biiytik 6l¢iide cruiser (arayici) ve ambusher (tuzak kurucu)
arasinda degisen konuk¢u arama stratejisine baglhidir (Campbell ve Gaugler 1997).
Ambusher tiirler, besin kaynagindan gelen uyaricilara daha az tepki vermekte, cruiser
tiirler ise bu tepkileri daha giiglii algilamaktadirlar (Riga 2004). Cruiser’lar aktif arama
stratejisine sahiplerdir, toprak icinde hareket ederler ve hareketi siirli olan boceklere



kars1 daha etkililerdir (Lewis ve ark. 1993, Campbell ve Gaugler 1997). Heterorhabditis
tdrlerinin timunde ve S. glaseri tiiriinde cruiser besin arama davranigi goriiliir (Lewis
2002). Ambusher’lar ise besin arayist sirasinda neredeyse tiim viicutlarini yiikselterek
toprak ylizeyine dikey sekilde beklerler. Ayrica ambusher EPN tiirleri konuk¢usunu
gordiigiinde onunla temasa gegebilmek icin ona dogru atlar veya bu tiirlere has nictate
ad1 verilen hareketi yaparlar (Riga 2004). S. carpocapsae ve S. scapterisci ambusher
Ozelligini en yiiksek seviyede gosteren iki tiirdiir ve saatlerce bu sekilde konukgularini
bekleyebilirler (Campbell ve Gaugler 1993). Heterorhabditid’ler Steinernematid’lere
gore daha iyi konuk¢u arama yetenegine sahiptir (Choo ve ark. 1989). Konukgunun
hareketliligi ve g¢ekiciligi de nematodlarin konukg¢u arama yetenegine etki eden
faktdrlerdendir. Ugiincii tip besin arama stratejisi ise intermediate (ara) olup bu 6zelligi
gosteren nematod kisa bir siire i¢in toprak yiizeyinde kendini yiikseltir. S. riobrave ve S.
feltiae bu tip konukgu arama stratejisine sahip tirlere ornektir (Griffin ve ark. 2005).
Heterorhabditis bacteriophora cruiser tipi nematodtur. Ozellikle lepidopter larvalar1 ve
bag maymuncugu olarak bilinen Otiorhynchus sulcatus’un da dahil oldugu ¢esitli bocek

larvalarina saldirma 6zelligindedir.

Nematodlar besin varligini algilayana kadar rastgele yonelim hareketleri sergilerler. Bu
rastgele hareketler genelde kisa fakat genis dalga boyu, bulundugu yerden uzaga
gidebilme, yiksek sirtinme indeksi ve bas kismimin ¢ok fazla oynamamasi seklinde
tanimlanabilir. Besin sinyalini aldiktan sonra nematodun yaptig1 davranisa besin arama
denir. Besin algilama yetenegi ve besin algilanmasi sonucu degisen davranislarla
birlikte, rastgele hareket (non-directional) ile bilingli (direcitonal) hareketler arasindaki
smir ¢izilir. Birgok nematod tiirii besin uyaricisina benzer tepkiler verir. Ornegin besin
algilandiginda hepsinin besine yonelimi bas kismi ile belirlenir. Besin kaynagina
yaklasildiginda bas kisminda bulunan, labial papilla gibi, mekanik reseptorler harekete

gecerek besinin ne oldugunu belirlemeye ¢alisir (Riga 2004).

Besinin arastirllmast ve kesfedilmesi ylizey yapisina, besin miktari, kalitesi ve
kompozisyonuna bagli olarak kisa veya uzun zaman alabilir. Kesfetmede basin
kullanilmasi, ileri ve geri viicut hareketleri ve yatay bas hareketleri genellikle besin

arama ve kesfetme davraniglart karakterize eder (Riga 2004). Sonug¢ olarak



nematodlarin besin arama stratejisini anlamak canlinin biyolojisinin diger yonleri

hakkinda fikir verebilir (Campbell ve ark. 2003).

Y—Olfaktometre, EPN’lerin konuk¢uya veya algilayabildigi herhangi baska cekicilere
yoneliminin belirlenmesinde basarili bir sekilde, yaygin olarak kullanilan bir diizenek
olup bu tez calismasinda da kullanilmistir. Ayrica bu tez calismasinda Tiirkiye nin
farkli illerinden izole edilmis olan 4 farkli Heterorhabditis bacteriophora izolati
(Hb.17, Hb.5, Hb.1138 ve Hb.4) kullanilmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda bu 4 izolatin
hibridizasyonu sonucu elde edilen 3 farkli hibrit irkin (Hb.C, Hb.E ve Hb.H) konukcu
arama davranislarinin ebeveynleri ve birbirleriyle karsilagtirilmasi amaglanmis olup, Y-
Olfaktometre diizeneginin yonelimi tespit etmeye yardimer 6zelliginden faydalanilarak
her izolat ve hibrit irk i¢in 5’er tekerriirlii deneme kurulmustur. Calismanin sonucunda
Heterorhabditis bacteriophora turiiniin konukgu arama davranisinin kalitsal olarak disi
veya erkek bireylerin hangisinden hibrit irka aktarildiginin tespit edilmesi ve konukcuya
yonelimi en iyi olan rkinin tespit edilerek genis bir konukcu araligina sahip olan H.
bacteriophora nin uygulama alanlarinda daha etkin kullanimina katkida bulunulmasi

amagclanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Entomopatojen Nematodlarin Konukcu Arama Davramslariyla Ilgili Kaynak

Arastirmasi

Grewal ve ark. (1993) yaptiklar1 arastirmada, ¢alismada kullanilan deneysel ve dogal
konukgularin artiklariyla iligki igerisinde bulunan dort entomopatojen nematod tiiriiniin
davranigsal tepkileri analiz etmistir. Nematodlar tarafindan konuk¢u tanimasi siiriinme,
kafa dalgalanmasi, viicut dalgalanmasi, duraklama, kuyruk siiriinmesi, bas silirtme ve
agresif davranma gibi bazi deneysel parametrelerdeki degisiklikler izlenerek aciga
cikarilmigtir. S. glaseri dogal konukgularinin (Spodoptera exigua (Lepidoptera) ve
Popillia japonica (Coleoptera) ve deneysel konukgularinin (Acheata domesticus
(Orthoptera) ve Blatella germanica (Blattodea) artiklariyla iletisime girdiginde
davranigsal tepki goriilmistiir. S. scapterisci herhangi bir bocek tiiriiniin atiklarina karsi
istatistiksel olarak Onemli bir tepki gostermemisken, S. carpocapsae ise sadece B.
germanica atiklarina karsi tepki gostermistir. S. scapterisci hari¢ diger nematod tiirleri
hamambdcegi atiklarina karsi kagma tepkisinde bulunmustur. Hamambocegi atiklarinda
bulunan amonyak nematodlar {izerinde inhibitor etkisi yaratmistir. EPN’ler tarafindan
0zel konukgu tanima Onemli bir mekanizma olup konukgularin gekiciligi ile ilgili

olduguna vurgu yapilmistir.

Lewis ve ark. (1995) beslenmeyen infektif juvenillerin 0Ozellikle bir konukguyu
aramalari sirasindaki metabolik oranlari, enerji rezervleri ve arama stratejileri arasindaki
iligkinin ne oldugunu ve arama stratejisi basarisiz oldugunda, infektif donemdeki
nematodun konukgu arama davranisini degistirip degistirmeyecegi sorularinin ortaya
ciktig1 tespit edilmis, 3 entomopatojen nematod tiirii suda depolanmis ve depolama
stiresi boyunca metobolizmadaki oranlar, enerji rezervleri ve enfeksiyon yetenegi
Ol¢iilmiistiir. S. glaseri ve H. bacteriophora cruiser iken, S. carpocapsae konukgusuna
tuzak kurmustur, yani ambusher tepki gostermistir. S. carpocapsae‘nin en az aktif ve en
diisiik metabolik oranlara sahip oldugu, H. bacteriophora‘nin daha aktif ve en yiiksek
metabolik oranlara sahip oldugu bulunmustur. S. glaseri’nin en aktif ve metabolik

oranlarinin diger iki nematodun arasinda oldugu bulunmustur. Higbir cruising tiir arama



stratejisini degistirmemistir. S. carpocapsae’nin nictation davranigi azalmis ve hareket

orani ise artmistir.

Susurluk ve ark. (2003) Bocek paraziti olan bir tiire ait iki farkli entomopatojen
nematod izolatiin (H. bacteriophora Tur-H2, H. bacteriophora Tur- H1) dikey
yondeki hareketleri laboratuvar kosullarinda test etmis ve H. bacteriophora Tur-H2 ile
H. bacteriophora Tur-H1’in Galleria mellonella larvasina dogru olan hareketleri
arasinda 6onemli bir fark oldugunu bulmuslardir. En fazla nematod enfeksiyonu, her iki
izolat i¢in de 3. giinde gozlenmistir. 25 “C’de 24, 48, 72, 96, 118 ve 148 saat sonunda
G. mellonella larvasi igine giren H. bacteriophora Tur-H2 ve H. bacteriophora Tur-
H1’in enfektif juvenilleri (IJs) kaydedilmis ve larva i¢indeki 1J yiizdeleri verilmistir.
Buna gore; H. bacteriophora Tur-H2 igin: % 0.26, 3.20, 52.38, 12.52, 8.20 ve 3.73. H.
bacteriophora Tur-H1 iginse: % 0.52, 3.28, 28.16, 4.34, 3.90 ve 1.82 sonuglar1 elde
edilmistir. ki nematod izolat1 ayn1 tiire ait oldugu halde, ilging bir sonug olarak ayni

konukguya kars1 farkl: etkinlikte arama davranisi gosterdikleri tespit edilmistir.

Csantos (2002) yaptigi ¢alismada Steinernema glaseri ve Heterorhabditis
bacteriophora’nin yatay hareketlerinin belirlenmesi i¢in kumda 15, 20, 25 ve 30 °C’de
Galleria mellonella larvalarina karsi laboratuvar ¢aligsmalar: yiiriitmistiir. Yatay hareket
17 ayr1 bolimden olugsmus 42,5 x 5 cm PVC tiipler kullanilarak u¢ noktalarina G.
mellonella larvasiyla orta noktasindan nematod yelestirerek degerlendirmistir.
Nematodun farkli sicakliklarda larvaya dogru yakinlagsma veya uzaklasma oranini 8
saatlik araliklarla 6lgmiistiir. Her iki tirin de cruiser konukgu arama stratejisine sahip
olmasina ragmen yalnizca S. glaseri konukgudan gelen uyaranlara yanit vermistir. Her
iki tiirtinde 1J’lerinin hareketleri, sicaklik yiikseldik¢e 6nemli Slgiide artis gdstermistir.
Her iki tiirtin de ekstraksiyon verimi tiim sicaklik derecelerinde zamanla diisiis

gostermistir.

Bal ve Grewal (2015) ambusher ve crusier olarak siniflandirilan entomopatojen
nematodlarin topraktaki yayilma ve beslenme davranislar ile ilgili yapmis olduklari
calismada enfekteli kadavralardan alinan ambusher olarak S. carpocapsae (tiim irklari),

cruiser olarak da H. bacteriophora (GPS11 1rki) tiirleri ile hareketli veya haraketsiz,
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larvali veya larvasiz Wooster kumu ve Killi toprak karisimiyla elde edilen
mikrokozmlarda g¢aligmalarimi yiirlitmistiir. Sonuclarda, 24 saat sonunda hareketsiz
larvali grubu (G. mellonella tel ile ¢evrilmis) ile larva uygulamasi olmayan grup
karsilastirilmis H. bacteriophora’nin hareketsiz larvali grubunda yayilim artis gostermis
olmasina ragmen, S. carpocapsae’nin dagilimi iizerinde herhangi bir etki
bulunmamistir. Buna karsin, hareketli larva ve larva uygulamasi olmayan grubu
karsilastirildiginda ise hareketli larva S. carpocapsae yayilimini arttirmasina ragmen H.
bacteriophora’nin dagilimi iizerinde etkili olmamustir. Ayrica H. bacteriophora
microkozmun igerisine konulan hareketsiz larvay1 hareketli larvadan daha iyi enfekte
etmistir ve S. carpocapsae ise hareketli larvayr hareketsiz larvadan daha iyi enfekte
etmistir, boylelikle ambusher - cruiser teorisi dogrulanmistir. Ayrica sonuglar iki tiiriin
[)’lerinin (88-96% S. carpocapsae; 67-79% H. bacteriophora), de biyik oranla
kadavranin ¢evresinde oldugu (< 3.8) goriilmiis ve hareketli larvanin bulundugu
microkozmlarda 1J’ler ile kadavra arasindaki mesafe en uzun mesafe S. carpocapsae’de
oldugu goriilmiis ve istatistiksel olarak bu fark Onemli bulunmustur. Ayrica S.
carpocapsae’nin ortamalama popiilasyonunun yer degistirmesi hareketsiz larvada (5.07
- 3.6cm/gun) ve hareketli larvada (8.06 - 5.3 cm/gun) H. bacteriophora’dan daha
yiiksektir. Sonug olarak, 2 tiiriin yayilim ve besin arama davraniglari arasinda fark vardir
ve bu davraniglar konuk¢unun varligi, yoklugu, hareketli, hareketsiz olmasi etkiledigi

tespit edilmistir.

Lortkipanidze ve ark. (2016) EPN’lerin besin arama davranislarinin tlirlere gore
degisiklik gostermesi ile ilgili olarak yaptiklar1 c¢aligmada S. carpocapsae, H.
bacteriophora ve teshisi son zamanlarda yapilmig olan Steinernema thilisiensis’in
Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae)’a karsi etkinligi test edilerek
karsilagtirilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda S. tbilisiensis hem ambusher hem de

cruiser olmak (izere iki arama stratejisine de adapte oldugu bildirilmistir.
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2.2. Y-Olfaktometre Diizenegi Kullanilarak EPN Davramslarinin Tespit Edilmesi
ile Tlgili Kaynak Arastirmasi

Boff ve ark. (2001) kum ile doldurulmus yeni Y-Olfaktometre diizeneginde H.
megidis’'in NLH-E 87.3 wkinin konuk¢u boécek ve bitki koklerinin ve bunlarin
kombinasyonlarinin varliginda konukc¢u arama davranisi iizerine calisma yapmis 24
saatlik siire igerisinde 1J’lerin G. mellonella larvasina 6nemli 6lgiide yoneldigi ve %100
larva 6liimiine sebep oldugunu saptamislardir. Bunun aksine O. sulcatus larvasi 1J’lerin
konukgu yonelimi iizerine etki etmemis ve herhangi bir larva 6liimii goriilmemistir.
Cilek bitkilerinin kokleri 1J’ler tizerinde negatif bir etki goriilmesine neden olmustur.
Cilek kokleri ve O. sulcatus kombine edildiginde ise 1J’ler iizerinde pozitif bir etki
goriilmiis ve konukcu bocek larvalarinda %37 6liim belirlenmistir. Bu ¢aligma ile Y-
Olfaktometrenin entomopatojen nematodlarin yari-dogal ortamda konuk¢u arama
davranis1 belirlenmesi {izerine yapilacak caligmalarda kullanima uygun oldugu

belirlenmistir.

Boff ve ark. (2002) tarafindan Heterorhabditis megidis’in ¢ilek ve mazi bitkilerinin
kokleri ile bag maymuncugu O. sulcatus’a karsi gosterdigi tepki iizerine bir arastirma
yapilmis ve denemeler, igerisinde nemli kum bulunan Y-Olfaktometre icerisinde
gerceklestirilmistir. Infektif jiiveniller taze cilek ve mazi kokleri ile aktive edilmistir.
Bazi nematodlar koklerin yakinlarinda toplanmalarina ragmen c¢ogunlugu koklerden
uzaklagmiglardir. Karsilastirma yapildiginda 1J’ler ¢ilek kokiine O. sulcatus larvasindan
daha fazla yonelmislerdir. Maz1 kokleri ile O. sulcatus larvasi arasinda ise herhangi bir
fark bulunamamustir. Cilek kokleri ile bag maymuncugu larvasi kombine edildiginde
sadece koklere oranla daha fazla yonelim gozlenmistir. Maz1 kokleri ve larva bulunan
kol ile sadece mazi1 bulunan kol karsilastirildiginda 1J’ler bitki kokii ve mazi bulunan
kollardan aksi yonde hareket etmistir. Nematodlar mekanik yollarla pargalanan koklere,
larva tarafindan pargalanan koklere gore farkli yonelim gostermistir. Parcalanmis mazi
kokleri ile yapilan denemede 1J’ler larva tarafindan zarar yapilan bitkilere daha fazla
yonelirken, c¢ilek kokleri ile yapilan denemelerde 1J’ler mekanik yolla pargalanan

koklere daha fazla yonelmistir. Cilek ve mazi koklerine yonelim karsilastirildiginda
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[J’ler daha c¢ok ¢ilek koklerini tercih etmistir. Cilek kokleri - larva ve mazi kokleri -

larva kombinasyonlarina yonelim de ¢aligmada incelenmistir.

Struck ve ark. (2004) konukcu bitki olarak misir fideleri, bocek olarak toprak altinda
yagayan Cyrtomenus bergi ve biyolojik miicadele ajani olan entomopatojen nematod H.
megidis’in arasindaki etkilesim iizerine, 6zellikle nematodun konuk¢u bitkiyi bulma
ozelligi ile ilgili bir ¢alisma yapmis c¢alismalarda icerisi kum ile doldurulmus Y-
Olfaktometre kullanilmistir. Kollara misir fidesi, bocek, her ikisinin kombinasyonu ve
kontrol olarak sadece kum konmustur. Farkli kombinasyonlarda toplam 6 adet deneme
kurulmustur. Nematodlar 6nemli olgiide musir ve musir - bdcek kombinasyonuna

yonelmistir.

San-Blas ve Gowen (2008) entomopatojen nematodlarin sadece parazitik bir organizma
olarak nitelendirilemeyecegini savunmus 6lii G. mellonela larvasi ile nematodlarin
hayatta kalma amaciyla yaptiklar1 lescilik Ozelliklerini de ortaya koymuslardir.
EPN’lerin lescilik 6zelligi, bagka bir EPN tarafindan oldiiriilen boceklerin icerisine
girme, gelisme ve tlreme davraniglart olarak tanimlanmis, 6 Steinernema ve 2
Heterorhabditis tiiriiniin les¢ilik 6zelligi karsilastirilmistir. Tiirler arasinda farkliliklarin
ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Bu tiirler arasindan en dikkat ¢ekenleri, 240 saat 6nce 6len
konukcu bocege giris yapan S. glaseri ve 72 saat dnce 6len konukguya giris yapan H.

indica olmustur. Ayrica EPN’lerin G. mellonela’ya ¢ekildigi de belirlenmistir.

Rasmann ve Turlings (2007) c¢alismalarinda bitkilerin, herbivorlarin ve parazitlerin yer
aldigr toprak alt1 tritrofik iliskiyi incelemislerdir. Nematodlarin parcalanmis bitki
koklerinden gelen uyaricilar1 kullanarak konukgu bocegin  yerini  belirledigi
diisiincesiyle yola ¢ikarak 6 kollu olfaktometre ile bitkilerin, boceklerin ve EPN’lerin
aralarindaki iligkiler lizerine ¢alismalar yapmislardir. Sonuglar incelendiginde toprak
altindaki tritrofik iligkilerin bitkilerden yayilan kokular, boceklerden ¢ikan kimyasallar
ve nematod davranislar ile ilgili oldugu belirlenmistir. Bu tarz ¢aligmalarda biyolojik
miicadele alaninda gelisme saglanmasi amaciyla bitki savunma mekanizmalarinin da

incelenmesi gerektigi diisiincesi ortaya ¢ikmustir.
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Hiltpold ve ark. (2010) konukg¢u aramada kullanilan izlere gosterilen tepki konusunda
yapilacak yapay seleksiyonlar ile dogal diismanlarin bocekler iizerindeki etkinligi
artirtlabilir  oldugunu savunmuslardir. Misir kék kurdu (Diabrotica virgifera
virgifera)’nun musir koklerinde yaptigi zarar sonucu bitkiden salgilanan bilesigin,
EPN’leri ¢ektigi bilgisinden yola ¢ikilarak beta carphophylene adindaki bu bilesigin,
misir kok kurdu tizerinde ¢ok etkili oldugu ve H. bacteriophora Uzerinde zayif bir
cekicilige sahip oldugu tespit edilmistir. Bu eksikligin Oniine ge¢gmek icin 6 kollu
olfaktometre kullanilarak bu bilesige yiiksek tepki gosteren H. bacteriophora irklarinin
tespit edilmesi saglanmistir. 6 nesil sonunda segilen 1rk, orijinal irka goére bilesige
onemli Olglide tepki gostermis ve neredeyse 2 kat daha hizli hareket etmistir. Ayrica,
koklerinden bilesik salgilayan musir ¢esitleri ile yapilan denemelerde de seleksiyon
sonrasi elde edilen 1rkin, orijinal irka gére daha etkin oldugu saptanmistir. Bu sonuglar
incelendiginde seleksiyon yoluyla biyolojik miicadelenin etkinliginin artirilabilecegi

gorilmistir.

Susurluk (2011) laboratuvar kosullarinda kanola bitkileri Uzerindeki lahana sinegi,
Delia radicum (Diptera: Anthomyiidae)’a karsi Steinernema felitae’nin miicadele
potansiyeli, bu nematodun lahana sinegi larvasi ile bulasik olan alanlardaki kaliciligi,
nematodun lahana sinegi larvasi ve/veya kanola koklerinin bulundugu ortamda besin
arama davranislarini incelemistir. S. feltiae, laboratuvar denemelerinde 12 hafta kalicilik
gostermistir. Laboratuvar testleri, D. radicum’un son larva donemine karsi % 80
oraninda etkinlige ulasildigini gostermistir. Kum (firma Humax® U.K., partikiil boyutu:
300-400 um) ile doldurulmus Y-Olfaktometre diizenegi kullanilarak S. feltiae’nin D.
radicum ve kanola koklerine dogru besin arama davranislari tek tek ve kombine edilerek
8 ve 15 °C’ de denenmistir. Bu diizenekteki en fazla nematod yoneliminin her iki

sicaklik degerinde de larvaya karsi oldugu tespit edilmistir.

Turlings ve ark. (2012) EPN’lerin kisa mesafelerde, konuk¢unun bulundugu
bolgelerden salgilanan ¢esitli kimyasallarin etkisiyle hareket ettiginin kanitlanmasi
tizerine karbondioksitin en onemli isaretlerden biri oldugunu belirlemislerdir. Uzun
mesafe hareketlerde ise bocegin kokte yaptig1 zarar sonucunda kokten salgilanan gesitli

ucucularin etkili oldugu belirlenmistir. Bir¢ok ortamda bulunan gesitli gazlar ile (CO>)
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bitki koklerinden ¢ikan ugucu bilesiklerin kombinasyonunun, gazlarin tek tek
uygulanmasindan daha fazla etkili oldugu bulunmustur. Buna ragmen gelecekte CO, ve
diger bitki kaynakli bilesiklerin kombinasyonunun sinerjik etkilerinin arastirilmasi

gerektigi saptanmistir.

Nermut ve ark. (2012)’nin ¢alismalarinda Phasmarhabditis hermaphrodita’nin
Deroceras reticulatum tarafindan ortaya g¢ikan ¢esitli isaretlere verdigi tepki agar ve
kum dolu olfaktometre igerisinde test edilmistir. Referans olarak S. feltiae ve G.
mellonella  kullanilmigtir. Her iki ortamda da (agar ve olfaktometre) P.
hermaphrodita’nin daha fazla yonelim gosterdigi tespit edilmistir. Agar {izerinde P.
hermaphrodita hem kadavra hem de homojenize formdaki D. reticulatum’a karsi
yonelim gostermistir. Siimikliibocek diskisi, mukus salgist ve G. mellonella diskisi
yilksek fakat dogrusal olmayan yonelime neden olmustur. Calisma ile P.
hermaphrodita’nin isaretleri kullanarak konukg¢usunu tespit ettigi ve ona yoneldigi
ortaya konmustur. S. feltiae'nin de hem bdcek hem de stimiikliibocek kokularina karsi
tepki gosterdigi belirlenmis ve gelecekte EPN’lerin bocek disindaki diger canlilar ile

miicadelede kullanilma olanaklarinin oldugu da tespit edilmistir.

Cakmak ve ark. (2013) Y-Olfaktometre kullanarak Steinernema polhyphyllae'in disi
bireylerinin c¢esitli kokulara yonelimlerinde farklilik olup olmadigi {izerine ¢alisma
yapmis, ¢alismada uygulama olarak kokusuz, enfekte olmamis par¢alanmis Polyphylla
fullo larvasi, S. glaseri tarafindan enfekte edilmis P. fullo larvasi, pargalanmamis fakat
Olmis P. fullo larvasi, canli S. glaseri 1J’leri ve canli P. fullo larvas: kullanilmistir.
Kokusuz uygulama ile karsilastirildiginda S. pollyphyllae bireyleri koku kaynaklarina
onemli oranda yonelim gostermistir. Ancak, S. glaseri 1J’leri ve canli P. fullo
larvalarma ise herhangi yonelim gdzlenmemistir. iki koku kaynagi arasinda segim
yapildiginda S. glaseri 1J’leri ve canli P. fullo yerine diger koku kaynaklarina yonelim

gorilmiistiir.
Okumura ve Yoshiga (2014) Caenorhabditis elegans’in Parastrachia japonensis ile

tire Ozgii foretik bir iliski igerisinde oldugunu ve C. japonica’nin duragan ve

beslenmeyen foretik donemini gogunlukla disi konukgularda bulmus ancak bunun
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nedenini tam olarak aydinlatamamislardir. C. japonica'nin konukgularindan yayilan
ipuclart sayesinde yoOnelim gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla Y-
Olfaktometre sistemi kurulmus, deneme sonuglarina gore C. japonica’nin P. japonensis
tarafindan salgilanan kokulara tepki gosterdigi ancak diger konukculardan yayilan
kokulara ve CO’e herhangi bir tepki gostermedigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile C.
japonica’nin konukgu segerken ugucu bilesikler kullandigi, konukgulardan yayilan bazi

kairomonlarin nematodu ¢ektigi saptanmustir.

Tonelli ve ark. (2016), boceklerin koklerde beslenmesi ile ortaya g¢ikan bilesiklerin
nematodlar Uzerinde c¢ekici etkisinin olmasi ve Heterorhabditis indica ve S.
carpocapsae‘nin seker kamisinda zarar yapan tiikiiriik boceklerine karsi etkin bir
biyolojik micadele ajani1 olmasindan yola ¢ikarak yaptiklari ¢alismada, 6 kollu
olfaktometre kullanmus, tiikiirik bocegi nimflerinin zarari ile ortaya ¢ikan ugucu
bilesiklerin nematodlar tizerindeki etkisi incelenmistir. Ayn1 zamanda bocek nimflerinin
yaptiklar1 zarar sonrasit koklerin ugucu bilesik profilleri de incelenmistir. Calisma
sonugclar1 incelendiginde EPN’lerin zarar gérmemis saglikli kokler ile bos kum arasinda
herhangi bir ayrim yapamadigi, ancak, zarar gormiis kok ile saglikli kok
karsilastirildiginda; her iki EPN tiiri de kokular1 algilamis ve zarar gormiis bitki

koklerine yoneldigi goriilmistiir.

Filgueiras ve ark. (2016) bitki savunma mekanizmalarinin; bitki, herbivor ve dogal
diismanin bulundugu tritrofik iliskilerde ¢ok fazla etkiye sahip oldugunu, toprak
ustiindeki dogal diismanlar tizerindeki etkisi kadar, toprak altinda yarattigi etkinin de
onemli oldugunu savunmustur. Bu ¢aligmada, toprak iistii metil salisilat uygulamasi ile
uyarilan salisilik asit mekanizmasinin toprak altinda EPN’ler iizerindeki etkisi
incelenmistir. Ayni1 zamanda, toprak istiinden yapilan bu uygulama ile kdklerden
Steinernema diaprepesi’yi ¢eken bir ugucu kimyasalin salgilandigi tespit edilmistir. 4
kollu olfaktometrede, metil salisilat uygulanan turung¢ bitkilerinin kokleri EPN’leri
kontrole gore daha fazla c¢ekmistir. Sonuclar incelendiginde bitki savunma
mekanizmalariin tritrofik iligskilerde 6nemli oldugunu ve toprak Ustlinde oldugu kadar

toprak altinda da uyarici sinyallere neden oldugu tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Galleria mellonella Larvalarinin Laboratuvar Kosullarinda Yetistirilmesi

Buylk balmumu guvesi, Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), larvalari ar1
yetistiriciliginde ana zararli olup peteklerde agir hasara neden olmasina ragmen
EPN’lere son derece duyarli olmasi, larvalarin yapay diyetlerle kolayca beslenerek kisa
slirede yetistirilebilmesi ve tireme potansiyelinin ylksek olmasi nedeniyle EPN’lerin in
vivo iretimi silirecinde en genel ve yaygin olarak kullanilan konukc¢u bdcektir. G.
mellonella’nin son dénem (4. DOnem) larvalarmin (Sekil 3.1.) in vivo Uretimde
kullanilmasiyla yeterli sayida EPN elde edilebilir (Zyl ve Malan 2014).

Sekil 3.1. Galleria mellonella larvalarinin genel gériniimii.

Denemede konukcu olarak son donem G. mellonella larvalart kullanilmis olup,
larvalarin  diizenli beslemesi yapilarak laboratuvarda saglikli olarak {iretimi
gerceklestirilmistir. Larvalarin yetistirilmesinde suni yem kullanilmistir ve yem igerigi
200 g bal, 200 g gliserin, 50 g maya, 100 g siit tozu, 100 g soya unu, 150 g misir unu ve
200 g kepekten olugmaktadir (Wiesner, 1993).
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Sekil 3.2. Galleria mellonella larvalarinin beslenme goruntusu

G. mellonella erginlerinin filtre kagidi {izerine birakilmis yumurtalari, cam kavanoz
icerisinde bulunan besinin iizerine konulmus ve kavanozun agiz kismi delikli metal bir
telle kapatilmistir. A¢ilan yumurtalardan ¢ikan bireyler beslenmeye baslayarak yaklasik
4 hafta icerisinde son donem larva biiyiikliigiine ulasmistir (Sekil 3.2.). Bu siregte
kavanozlar 1sitmali etiivde (Thermal) 30 C sicaklikta muhafaza edilmistir (Sekil 3.3.).
G. mellonella’larin yumurta birakmalart igin optimum sicakligin 30 °C oldugu
bildirilmis olup daha diisiik sicakliklarda metabolizmanin goézle goriiliir sekilde
yavagladigi ve birakilan yumurta sayisinda diisme goriildiigii, daha yiiksek sicakliklarda
ise 3 giin igerisinde yumurtlama oraninin yiiksek oldugu ancak dmiirlerinin kisaldig1 ve

oliimlerin artt1g1 tespit edilmistir (Marston ve ark. 1973).
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Sekil 3.3. Galleria mellonella larvalarinin kavanoz ve 1sitmali etiiv igerisinde goriiniimii

3.1.2. Heterorhabditis bacteriophora Irklari

3.1.2.1. Ebeveyn izolatlar

Calismada kullanilan ebeveyn 1rklar daha once Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki
illerden izole edilmis olup, EPN Kkiiltiirleri diizenli araliklarla yenilenerek kiiltiirlerin
saglikli bir sekilde devamliligi saglanmigtir. Bu calismada yer alan hibrit wrklarin
ebeveynleri olarak kullanilan izolatlar ve izole edildikleri iller Sekil 3.4.’te de
gosterildigi gibi; Kirklareli Tlinden Hb.17, Izmir Ilinden Hb.5, Antalya ilinden Hb.1138
ve Sanlmurfa ilinden Hb.4 tiir.
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Hb.17 (Kurklareli)

Hb. 5 (izmir) I ‘ I

Hb. 4 (Sanliurfa)
Hb. 1138 (Antalya)

Sekil 3.4. Heterorhabditis bacteriophora izolatlarinin izole edildigi iller

3.1.2.2. Hibrit Irklar

Onceki yillarda yapilan hibridizasyon islemleri sonucunda elde edilen yeni hibrit rklar
asagidaki cizelgede belirtildigi iizere; Hb.4 Q@ (Sanlurfa) ve Hb.1138 &' (Antalya)’ in
ebeveyn olarak kullanilmasiyla Hb.H, Hb.1138 @ ve Hb.17 & (Kirklareli)’in ebeveyn
olarak kullanilmasiyla Hb.C, Hb.1138 @ ve Hb.5 & (izmir)’in ebeveyn olarak
kullanilmasiyla da Hb.E hibrit irklar1 elde edilmis ve bu tez calismast kapsaminda

kullanilmiglardir (Cizelge 3.1.).

Ebeveyn Irklar Hibrit Irklar
Hb.4 Q x Hb.1138 & Hb.H
Hb.1138 @ x Hb.17 & Hb.C
Hb.1138 @ x Hb.5 & Hb.E

Cizelge 3.1. Ebeveyn izolatlar ve elde edilen hibrit irklar
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3.1.2.3. Heterorhabditis bacteriophora wrklarimmin In vive Uretimi

Tiirkiye’nin ¢esitli yerlerinden izole edilip tiir teshisi yapilmis olan izolatlar ve bu
ebeveynlerden elde edilmis olan hibrit irklarin kiiltiirleri diizenli olarak kontrol
edilmistir. Bu kiiltiirler, in vivo iretim teknigi kullanilarak 2 ayda bir yenilenmis ve

boylece kiiltiirlerin devamlilig1 saglanmistir.

In vivo Oretim, 24 kuyucuklu Well Plate igerisinde yapilmistir. Bu Plate’in her bir
kuyucuguna son donem G. mellonella larvasi konulmus ve tizeri Ringer soliisyonu ile
nemlendirilmis %10 nemli steril kum ile kapatilmistir. Steril kum {izerine iiretimi
yapilacak EPN izolat ve wrklarindan 50 1J/ larva olacak sekilde mikropipet yardimiyla
inokilasyon yapilmistir. Kapagi kapatilan Plate’lerdeki nem kaybini 6nlemek amaciyla
kabin ¢evresine parafilm bant ¢ekilmis ve 26 °C’de 4 giin inkiibasyona birakilmigtir

(Sekil 3.5.).

21



Sekil 3.5. Inokiilasyon islemi

Denemelerde Heterorhabditis bacteriophora izolat ve irklart kullanilmig oldugundan 4.
giin sonunda agilan plate’ten enfeksiyonu gerceklesmis ise larvalar 6li ve kirmizi -
bordo renkli olarak goruldrler (Sekil 3.6.). Sonrasinda kumdan ¢ikarilan kadavralar
steril Ringer sollisyon yardimi ile arindirilmis ve yine Ringer soliisyonu ile
nemlendirilmis olan White Trap diizenegi tizerine yerlestirilmistir (Sekil 3.7.). Yaklasik
2 hafta sonra kadavranin igerisinde besini tiikkenmis EPN’ler yeni konukgu bulmak Gzere
IJ evresinde iken kadavrayi terk etmis ve White Trap’te bulunan Ringer soliiSyonuna

igerisine birikmislerdir.
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Sekil 3.6. Larvalarin enfeksiyon sonrasi goriiniimii

Kadavradan ¢ikan yeni jenerasyon 1J’ler White Trap diizenegindeki Ringer soliisyonu
icerisinde yeterince biriktikten sonra mikropipet yardimiyla diizenekten toplanarak,
oksijen aligverisinin saglandigi 6zel kapakli kiiltiir kaplarina aktarilmis ve +4 C’de
muhafaza edilmistir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.7. White trap diizenegi
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Sekil 3.8. Yeni nesil 1J’lerin muhafaza edildigi kiiltiir kaplar

3.1.3. Silis Kumu

Silis kumu kuvars kumu olarak da bilinir (Hacifazlioglu 2011) ve yerkabugunda
olduk¢a bol miktarda olup, baslica kullanim alanlarin1 cam sanayi, dokiim sanayi ve
refrakter sanayi olusturmaktadir. Bunlarin disinda kimya, filtrasyon ve insaat sanayinde
de kullanilmaktadir (Kursun ve Ipekoglu 1995). Ayrica silis kumunun akvaryumlarda
da kullanildig: bilinmektedir.

Sekil 3.9. Silis kumu
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Denemelerde 0,5-1,0 mm partikiil ebatinda silis kumu (Sekil 3.9.) kullanilmis olup
kullanim avantajlari; 10 — 20 yikama sonrasinda kum partikiillerinin suya karigmayip
suyu bulandirmamasi, beyaz renkli oldugundan ekstraksiyon isleminden sonra kum
kalintis1 olsa bile mikroskop goriintiisiinii karartmayip, kum partikillerinin 6nlinde veya
arkasinda kalan EPN’lerin fark edilmesini engellememesi silis kumunun tercih

sebepleridir.

3.1.4. Y-Olfaktometre Diizenegi

Olfaktometre kelime anlami olarak koku duyarlilik dlgeri olup, EPN’lerin yar1 — dogal
yasam alani i¢inde konuk¢u arama davraniglarinin incelenmesinde Y-Olfaktometrenin

kullanish bir ara¢ oldugu goriilmiistiir (Boff ve ark. 2001).

Denemelerde kullanilan Y-Olfaktometrenin her bir kolunun boru kismi 10 cm’dir ve
arka tarafi takilip ¢ikarilabilinen kapaktan olusmaktadir. Borunun 6n kismi ise metal bir
parcaya bagli olup bu metal parcanin tam orta noktasinda IJ’lerin Y-Olfaktometre
diizenegine aktarilabilmesi i¢in yuvarlak bir delik agilmis ve metal parganin her bir kolu
bu delikten itibaren boru baglantisina 2,5 cm uzunlugundadir (Sekil 3.10.). Boru ¢apinin
2,5 cm oldugu baz alinarak Y-Olfaktometre diizeneginin i¢ hacminin~ 184 cm® oldugu

hesaplanmuistir.
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Sekil 3.10. Y-Olfaktometre diizenegi

Y-Olfaktometrenin her bir kolu ayr1 ayri isimlendirilmis ve her bir tekerriirde ayni
kollar ayn1 yone baglanmistir. Metal parcanin delikli kismu iistte kalacak sekilde yatay
pozisyondayken Y-Olfaktometrenin sol kolu ‘Larva Kolu’ (L), sag kolu ‘Kontrol 1
Kolu’ (K1), asag1 koluna ise ‘Kontrol 2 Kolu’ (K2) isimleri verilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Y-Olfaktometrenin Hazirlanisi

Her bir kolu ve orta noktasi %10 saf su ile nemlendirilmis silis kumu (kuvars kumu) ile
doldurulan Y-Olfaktometre diizeneginin L kolunun u¢ noktasina yakin bolgesine 3 adet

son donem G. mellonella larvasi yerlestirilmis olup larvalarin diizenek igerisinde
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gezinmesini engellemek igin borunun kapaktan hemen sonraki bolgesine metal tel

yerlestirilmistir (Sekil 3.11.).

Mikropipet yardimiyla diizenegin orta noktasindan 1000 IJ’nin igeriye salinmasi
saglanmig, diizenek igerisindeki nemin kaybolmamasi i¢in orta kistm parafilm bant ile
kapatilmistir (Sekil 3.13.). Son olarak iizerinde hangi irk ve diizenegin hangi tarihte
hazirlandiginin yazili oldugu etiketleme islemi de yapildiktan sonra Y-Olfaktometre 4

giin siire ile 25 °C’ye ayarli etiivde inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.14.).

Sekil 3.11. L koluna eklenen metal tel

Sekil 3.12. Silis kumunun %210 nemlendirilmesi
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Sekil 3.13. Y-Olfaktometre diizeneginin hazirlanisi

4 giin sonra agilan Y-Olfaktometreden ¢ikarilan kadavralar (Sekil 3.15.) kumdan
ayrildiktan sonra bir petriye alinip Ringer soliisyonu eklenerek parcalanmistir. Disekte
edilen kadavralarin dokularinda bulunan nematodlarin, pastor pipeti yardimiyla ringer

solisyonuna ge¢mesi saglanmistir (Sekil 3.16). Ayrica Y-Olfaktometre kollarindan
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¢ikarilan silis kumu da mikro nematod elekleri iizerinde yikanarak, olfaktometre
kollarina yonelim yapan EPN’ler de elde edilmistir. Yapilan sayimlarda larva igerigi ve

kumdan elde edilen EPN’ler ayr1 ayr1 sayilip kollara yonelim miktarlar1 belirlenmistir.

Sekil 3.15. Larvalarin L kolundan ¢ikarilmasi
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Sekil 3.16. Kadavralarin disekte edilisi

3.2.2. EPN’lerin Ekstraksiyonu

Kadavralarin Y-Olfaktometreden ¢ikarilmasi isleminden sonra, her biri orta noktadan
ayirilmis olan L, K1 ve K2 kollar1 igerisindeki kumlar ayr1 ayr1 beherlere konulmus
olup (Sekil 3.17.), Cobb’s sieving and decanting yontemi esas alinarak EPN’lerin
kumdan ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bu yontemin secilmesinin amaci yiiksek
ekstraksiyon verimi saglamasidir, yani sayim yapilacak sivi miktarinin mininmum
diizeyde tutulup ayni zamanda eleme islemleri sirasinda EPN kaybini en alt seviyeye

diistirmektir (Bezooijen, 2006).
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Sekil 3.17. Y-Olfaktometrenin her bir kolundan ¢ikarilan kumun beherlere alinmis
goruntisu
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Sekil 3.18. Cobb’s sieving and decanting yonetemiyle 1J’lerin ekstraksiyonu
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Beherlere alinan her bir kola ait nemli kumlar sirasiyla su islemlere tabi tutulmustur:
Beherin igerisine kumun iizeri kapanip asacak sekilde su doldurulmus, su ve kum
karisimi metal spatiil kasik ile karistirilarak kum igerisindeki EPN’lerin kumdan
ayrilmast saglanmistir. Karistirma islemi biter bitmez kum dibe ¢dkmiis ve kumun
tizerinde kalan s1vi kisim elek delik ¢ap1 38 pum olan elege aktarilmistir. Elek tizerinde
kalan s1v1 kisim sayilmak iizere bir petride toplanmistir (Sekil 3.18.). Bu islem 3 kere
tekrarlanip petride toplanan sivi sayim kabina alinmig ve boylelikle Y-Olfaktometre
icerisinden ekstrakte edilen EPN’ler sayim islemi i¢in hazirlanmistir (Sekil 3.19.).

Sekil 3.19. Ekstrakte edilen 1J’lerin sayim kabindaki goriintiisii

3.2.3. EPN Sayim

Y-Olfaktometrenin hangi kolundan ¢iktig1 belirtilerek sayim kaplarina alinan EPN’lerin
inverted 151k mikroskobu Leica DM IL LED kullanilarak sayimlar1 yapilmis olup,
mikroskop goriintiileri Sekil 3.20. ve 3.21.’de gosterildigi gibidir. Sayim kaplar1 9x13
cm Olculerinde 24 kuyucuk icermekte ve her bir kuyucugun alt yiizeyi bir kenar1 0,5 cm

olan 16 esit kare seklinde boliimlere ayrilmistir.
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Sekil 3.20. 1J’lerin ve silis kumu partikullerinin mikroskop goruntiisu

Sekil 3.21. Disekte edilen larva igeriginin sayimi
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3.2.4. Veri Analizleri

Denemeler sonunda elde edilen tiim verilere tek yonli varyans analizi (Oneway
ANOVA) uygulanmistir. izolat ve wrklarin Y-Olfaktometre kollarindaki dagilimlar ile
ilgili verilerin karsilagtirnlmasinda %35 diizeyinde LSD (Least Significant Differences)

testi kullanilmistir. Tiim veri analizleri JMP 7.0 programinda gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan denemeler sonucunda elde edilen verilere gore bulgular 3 ana baslik halinde

verilmistir.

4.1. IPlerin Y-Olfaktometre Kollar1 Arasinda Dagilim

4.1.1. Ebeveyn Izolatlarin Y-Olfaktometre Kollar1 Arasinda Dagilimi

Ebeveyn olarak kullanilan Heterorhabditis bacteriophora Hb.4, Hb.1138, Hb.17 ve
Hb.5 izolatlarinin Y-Olfaktometre diizenegi igerisinde konukc¢uya yonelimi amaciyla

yapilan denemelerden elde edilen sonuglar hem yiizde (%) hem de istatistiksel olarak

Sekil 4.1.,4.2., 4.3. ve 4.4.’te ayrintil1 bigcimde gosterilmistir.
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Hb.4
izolat1 1J
Yonelimi

Larva (L)
% 24,26

Kontrol 1 (K1)
% 29,24

Kontrol 2 (K2)
% 46,49 A

Sekil 4.1. Hb.4 ebeveyn izolatinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda
% dagilmi (F:10.7164; df:2,12; P=0,0021) (A ve B, kollar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu ifade eder.)

Hb.17
izolat1 1J
Larva (L) Yonelimi

% 26,99

Kontrol 1 (K1)
% 29,94

Kontrol 2(K2)
% 42,93 A

Sekil 4.3. Hb.17 ebeveyn izolatinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda
% dagilm (F:6.9370; df:2,12; P=0,0100) (A ve B, kollar

arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu ifade eder.)

Hb.1138
izolat1 13
Yonelimi

Kontrol 1 (K1)
% 37,19

Larva (L) 'fs

% 21,83

Kontrol 2 (K2)

% 40,95 A
Sekil 4.2. Hb.1138 ebeveyn izolatinin Y-Olfaktometre kollari
arasinda % dagilhimi (F:17.7603; df:2,12; P=0,0003) (A ve B, kollar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu ifade eder.)

Hb.5
izolat1 1]
Larva (L) ' Yonelimi Kontrol 1 (K1)
% 10,99 % 48,94

Kontrol 2 (K2)
% 40,06 A

Sekil 4.4. Hb.5 ebeveyn izolatinin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda
% dagilmi (F:25.6562; df:2,12; P<0.0001) (A ve B, kollar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu ifade eder.)
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Tim ebeveyn izolatlarin Y-Olfaktometre kollar1 arasinda dagilimina bakildiginda
yonelimin en yiiksek oldugu kolun K2 kolu oldugu tespit edilmis olup 4 izolat i¢in de %
40 ve tizeri degerlerde oldugu bulunmustur. 1J’lerin kollar arasi dagilimi istatistiksel
acidan incelendiginde kollar arasinda 6nemli farkliliklar bulunmus, Hb.4 izolatinin
kollar arasinda en yiiksek yonelimi K2 koluna (Sekil 4.1.), Hb.1138 izolatinin K1 ve K2
kollarma (Sekil 4.2.), Hb.17’nin K2 koluna (Sekil 4.3.) ve Hb5’in K1 ve K2 kollarina
gosterdigi (Sekil 4.4.) tespit edilmistir.

4.1.2. Hibrit Irklarin Y-Olfaktometre Kollar1 Arasinda Dagilimi
Ebeveyn izolatlarla ayn1 kosullarda denemeleri yapilan Heterorhabditis bacteriophora
hibrit irklari; Hb.H, Hb.C ve Hb.E’nin kollar arasi yiizde (%) olarak dagilimi ve

istatistiksel olarak analizi sonuglart Sekil 4.5., 4.6. ve 4.7.’de ayrintili olarak

gosterilmistir.
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Larva (L) '/‘ Kontrol 1 (K1) Larva (L) Kontrol 1 (K1) Larva (L) Kontrol 1 (K1)
% 22,31 ~ % 25,39 %39,73 % 32,07 % 14,30 % 42,98
Kontrol 2 (K2)
Kontrol 2 (K2) '
. Kontrol 2 (K2) A % 42.70
% 52,29 % 28,19 =\

Sekil 4.5. Hb.H wkmin Y-Olfaktometre Sekil 4.6. Hb.C wkimin Y-Olfaktometre Sekil 4.7. Hb.E irkinin Y-Olfaktometre
kollar1 arasinda % dagilimi (F:19.2740; kollar1 arasinda % dagilmi (F:1.8895; kollar1 arasinda % dagilmi (F:34.6262;
df:2,12; P=0.0002) (A ve B, kollar df:2,12; P=0,1935) (A ve B, kollar df:2,12; P<0,0001) (A ve B, kollar
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli
oldugunu ifade eder.) oldugunu ifade eder.) oldugunu ifade eder)
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Hb.H ve Hb.E irklarinin ebeveyn izolatlarinda oldugu gibi en yiiksek yonelim K2
koluna olurken (Sekil 4.5. ve 4.7.), Hb.C 1rkinda en yiiksek yonelimin L koluna oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.6). Kollar aras1 dagilimin istatistiksel analizi sonucu Hb.H 1rkinin
K2 koluna, Hb.E’nin K1 ve K2 kollarina, Hb.C’nin kollar arasi dagiliminda ise

istatistiksel olarak bir farklilik bulunmadigi tespit edilmistir.

4.2. Tiim Izolat ve Irklarin Larva Yéniinde Degerlendirilmesi

Y-Olfaktometrenin larva kolu olarak segilen L kolunun u¢ kismina 3 adet G.
mellonella’nin son dénem larvalarindan yerlestirilmis olup, Y-Olfaktometrenin orta
noktasindan igeriye salinan 1000 IJ’nin ka¢ adedinin L koluna yoneldigi ve larvaya
ulastig1 yapilan sayimlar sonucu elde edilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak

analiz edilmis sonuglari sekillerde gosterildigi gibidir.

180 a
160 ab

)
—_
e
=

120 : L cd
100 I _
80 =
60
40 1 L
20 L
0 | | | . . . |
Hb4 Hb.1138 Hb.17 Hb.5 Hb.H Hb.C Hb.E

izolatve Irklar

LI Sayis1 (Adet

Sekil 4.8. Tiim izolat ve irklarin larva koluna yonelimi

(F:8.9783; df:6,28; P<0,0001)

L koluna yonelen ancak larvaya heniiz giris yapamamis olan 1J’ler grubunda en yiiksek
yonelimi Hb.C 1rki1 gostermis ve ardindan Hb.1138 izolati gelmis olup aralarinda
istatistiksel olarak farklilik bulunamamistir. Bunu Hb.4, Hb.H, Hb.17 ve Hb.E takip

etmis olup istatistiksel agidan ayn1 grupta yer almislardir. En diisiik yonelimi ise Hb.5
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izolat1 gostermis olup bunu Hb.17 izolati1 ve Hb.E ki takip etmistir ve aralarinda

istatistiksel a¢idan bir fark bulunmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.8.).
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160
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L
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LT Sayis1 (Adet)

HH

Hb4 Hb.1138 Hb.17 Hb.5 Hb.H Hb.C Hb.E

Izolatve Irklar

Sekil 4.9. Tum izolat ve 1rklarin larva igerisine giris oranlari

(F:13.6062; df:6,28; P<0,0001)

Larva igerisine giris yapan 1J’ler grubunda en yiiksek performans gosterenlerin Hb.17
izolat1 ve Hb.C 1rk1 oldugu tespit edilmis ve aralarinda istatistiksel olarak bir farklilik
bulunamamistir. Bunu Hb.4 ki takip ederken aralarinda istatistiksel agidan farklilik
bulunmustur. Larva igerisine giris konusunda en diisiik 6zelligi Hb.5 irk1 gostermistir.
Bunu Hb.E, Hb.1138 ve Hb.H takip ederken iiclii grup arasinda istatistiksel olarak
farklilik bulunmanmis ancak Hb.5 ile aralarinda farklilik oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.9.).
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Sekil 4.10. Larva icerisi ve L kolu toplam1 1J say1s1 orani

(F:20.7033; df:6,28; P<0,0001)

Larva igerisi ve L koluna olan toplamda yonelime bakildiginda en yiiksek yonelimi
Hb.C wrkinin gosterdigi bulunmus istatistiksel olarak diger tiim irklardan farkli oldugu
bulunmustur. Bunu Hb.17, Hb.1138, Hb.4 ve Hb.H’nin takip ettigi ancak aralarinda
onemli bir farkin olmadig: tespit edilmistir. En diisiik yonelimi Hb.E ve Hb.5 gostermis
olup ikisinin arasinda herhangi bir farklilik bulunmazken, diger irklar ve izolatlarla

aralarinda istatistiksel agidan farklilik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.10.).
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4.3. Hibrit Irklarin Larvaya Yonelim Konusunda Ebeveyn izolatlariyla

Karsilastirilmasi

Hb.H hibrit irkinmn ebeveynleri (Hb.4 @ x Hb.1138 &' ) ile larvaya yonelim konusunda

elde edilen verilerin istatistiksel analizlerinin sonuglar1 Sekil 4.11.”de verilmistir.
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LJ Sayis1 (Adet)

Sekil 4.11. Hb.H 1rk1 ve ebeveyn izolatlarinin larvaya yonelimi
(F:1.3678; df:2,12; P=0,2917)

Hb.H irkinin larvaya yonelimi, ebeveyn izolatlari Hb.4 ve Hb.1138’¢ gore diisiik

olmasina ragmen istatistiksel olarak aralarinda farklilik bulunmamistir (Sekil 4.11.).
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Hb.C hibrit irkinin ebeveynleri (Hb.1138 @ x Hb.17 &) ile larvaya yonelim konusunda

istatistiksel analizleri yapilmis olup sonuglar asagida gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.12. Hb.C 1rk1 ve ebeveyn izolatlarinin larvaya yonelimi
(F:8.7962; df:2,12; P=0,0044)

Larvaya yonelim konusunda Hb.C 1irki, ebeveynleri olan Hb.1138 ve Hb.17’ye gore

dikkate alinmasi gereken bir {istiin Ozellik derecesi gostermis olup (heterosis)

istatistiksel olarak da ebeveynleriyle arasinda farklilik bulunmustur (Sekil 4.12.).
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Hb.E hibrit irkinin ebeveynleri (Hb.1138 @ x Hb.5 &) ile larvaya yonelim konusunda

istatistiksel analizleri yapilmis olup sonuglar asagida gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.13. Hb.E 1rki ve ebeveyn izolatlarinin larvaya yonelimi
(F:58.5268; df:2,12; P<0,0001)

Hb.E hibrit rkinin larvaya yonelimi anne birey Hb.1138’den diisiik, baba birey
Hb.5’ten de diisiik ancak istatistiksel olarak ayn1 grupta yer aldig1 tespit edilmistir (Sekil
4.13.).
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5. TARTISMA ve SONUC

Entomopatojen nematodlarin biyolojik miicadelede kullanimlart glin gegtikge artmakta
ve bu gelismeyle birlikte EPN’ler iizerinde yapilan ¢alismalar da hiz kazanmaktadir.
Son yillarda EPN’lerin yiiksek sicaklik, su kaybi, etkinlik veya lireme potansiyeli gibi
Ozellikleri iizerine yapilan arastirmalarda bu ozellikler bakimindan yiiksek kapasiteye
sahip wrklarin tespiti ile zararli bocek tizerindeki etkinliklerinin dogrudan ve dolayli
olarak artmasi ve daha verimli bir {retimin yapilabilmesi amaglanmistir. Bu
Ozelliklerden biri olan EPN’lerin konukcuya yonelimi ve konukcuya yonelimini
etkileyen faktorler de benzer sekilde yapilan aragtirmalara konu olmustur. EPN’lerin
laboratuvar kosullarinda son derece genis bir konukcu araligina sahip olmalarina
ragmen (Poinar 1975), ekolojik ve davranigsal faktorler dogal konukgu araliklari oranini
siirlamaktadir (Kaya. 1990, Lewis ve ark. 1993). Bu nedenden dolayr EPN’lerin

etkinligini artirmaya yonelik bu aragtirmalar 6nem kazanmaktadir.

Son yillarda yapilan hibridizasyon uygulamalariyla birlikte EPN tiirlerinin birgok
cevresel kosula adaptasyon saglayabilecek yeni irklar1 da ortaya ¢ikmis ve EPN’lerin
gelisimine ve etkin kullanimmna katki saglayabilmek i¢in yeni caligmalara Oncl
olmustur. Zararli boceklere karsi biyolojik miicadele ajani olan dogal diismanlarin
etkinliginin, teorik olarak besin aramada O6nemli etkiye sahip olan gekicilere kars
yiiksek duyarliligin yapay seleksiyon ile gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir (Hiltpold ve
ark. 2010).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan denemede 7 farkli H. bacteriophora izolati ve irki
(4 adedi ebeveyn izolat ve 3 adedi hibrit ik olmak tizere) kullanilmig ve konukguya
yonelimleri Y—Olfaktometreyle tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore konukguya en
yiiksek yonelimi Hb.C 1rki géstermis olup anne ve baba izolatlar1 sirastyla Hb.1138 ve
Hb.5’e gore onemli dlgiide iistiin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12.). Ikinci en iyi 1rk
olan Hb.H’nin ise anne ve baba izolatlar1 sirasiyla Hb.4 ve Hb.1138 ile istatistiksel
olarak aralarinda bir farklilik bulunmadig1 (Sekil 4.11.), hibrit irklar arasinda son sirada
yer alan Hb.E’nin ise anne izolati Hb.1138’den daha diisiik, baba izolat1 Hb.5 ile
istatistiksel olarak ayni seviyede oldugu gorilmiistir (Sekil 4.13.). Bu bilgiler H.
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bacteriophora tiiriinde yapilan hibridizasyon islemi sonucunda elde edilen hibrit
bireylerin konukguya yoOnelim o6zelliginin baba bireyden aktarilmig olabilecegi
diistincesine yol agmustir. Ayrica denemede kullanilan izolat ve irklarin Y-Olfaktometre
igerisinde her kola dagilim gdstermeleri; genis alanlara uygulanacak EPN’lerin tiimiiniin
tek bir konukcu bireye yonelmeyecekleri, homojen bir dagilim gostererek daha fazla
sayida konukguya etki edebilecekleri konusunda arazi kosullarinda avantaj

saglayacaklar1 diistiniilmektedir.

Boff ve ark. (2001) tarafindan yapilan arastirmaya gore Heterorhabditis megidis irki
NLH-E 87.3’ln konuk¢u arama davranist konukgu bocek, bitki kokleri ayri ayr1 ve
kombinasyonlar1 yapilarak, kum ile doldurulmus ve yeni gelistirilen Y—Olfaktometre
kullanilarak incelenmistir. 24 saatlik siire iginde canli G. mellonella larvari, 1J’leri
onemli dlglide kendilerine ¢ekmis ve % 100 larva Sliimii ger¢eklesmistir. Ancak, 1J’ler
bag maymuncugu Otiorhynchus sulcatus larvalarina kars1 konukguya yonelim hareketi
gostermemis ve larvalarda oliim gozlenmemistir. 1J’ler c¢ilek bitkisi koklerine karsi
olumsuz yonde uyarilmistir. Cilek kokleri ve O. salcatus larvast kombinasyonunda ise
[I’ler % 37 oraninda larva Oliimiine sebep olmustur. Yine Boff ve ark. (2002)
Heterorhabditis megidis’in ¢ilek ve mazi bitkilerinin kokleri ile O. sulcatus’a karsi
gosterdigi tepki lizerine bir arastirma yapmis ve denemeler, icerisinde nemli kum
bulunan Y-Olfaktometre igerisinde gerceklestirilmistir. Infektif jiveniller taze cilek ve
maz1 kokleri ile aktive edilmistir. Baz1 nematodlar kdklerin yakinlarinda toplanmalarina
ragmen cogunlugu koklerden uzaklagsmiglardir. Karsilagtirma yapildiginda 1J’ler ¢ilek
koklne O. sulcatus larvasindan daha fazla yonelmislerdir. Maz1 kokleri ile O. sulcatus
larvasi arasinda ise herhangi bir fark bulunamamustir. Cilek kokleri ile O. sulcatus
larvas1 kombine edildiginde sadece koklere oranla daha fazla yonelim gozlenmistir.
Mazi kokleri ve larva bulunan kol ile sadece mazi bulunan kol karsilastirildiginda 1J’ler
bitki kokii ve mazi1 bulunan kollardan aksi yonde hareket etmistir. Parcalanmis mazi
kokleri ile yapilan denemede 1J’ler larva tarafindan zarar yapilan bitkilere daha fazla
yonelirken, c¢ilek kokleri ile yapilan denemelerde 1J’ler mekanik yolla pargalanan
koklere daha fazla yonelmistir. Cilek ve mazi koklerine yonelim karsilastirildiginda
1)’ler daha ¢ok c¢ilek koklerini tercih etmistir. Y—Olfaktometre sistemi ilk olarak bu

calismalarda tercih edilmis olup, EPN’lerin yar1 — dogal ortamda arama davraniglarinin

47



arastirtlmasinda kullanigli bir ara¢ oldugunu gosterilmistir. Buradan yola ¢ikilarak bu
tez caligmasinda Y-Olfaktometre kullanilmasinin aragtirma amacina uygun oldugu 6n
goriilmiistiir. Yukarida anlatilan ¢alismalarda EPN H. megidis’in konuk¢u bdcege
yonelimi istatistiksel agidan anlamliyken, bu tez calismasinda H. bacteriophora
irklarinin konukgu bocege yonelimi istatistiksel acidan 6nemli bulunmamistir. Bunun;
H. megidis’in konuk¢u arama O6zelliklerinin daha yiiksek olmasi, O. sulcatus’un daha
¢ekici bir konukgu olmasi veya konuk¢u — EPN arasindaki iliskinin H. bacteriophora ve
G. mellonella arasinda olan iliskiden daha iyi olmasi gibi sebeplerden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Susurluk ve ark. (2003) bocek paraziti olan bir tiire ait iki farkli entomopatojen nematod
izolatimin (H. bacteriophora Tur-H2, H. bacteriophora Tur- H1) dikey yodndeki
hareketleri laboratuvar kosullarinda test etmis ve H. bacteriophora Tur-H2 ile H.
bacteriophora Tur-H1’in G. mellonella larvasina dogru olan hareketleri arasinda 6nemli
bir fark oldugunu bulmuslardir. En fazla nematod enfeksiyonu, her iki izolat icin de 3.
giinde gozlenmistir. 25 °C’de 24, 48, 72, 96, 118 ve 148 saat sonunda G. mellonella
larvast igine giren H. bacteriophora Tur-H2 ve H. bacteriophora Tur-H1’in 1J’leri
kaydedilmis ve larva igindeki 1J yiizdeleri verilmistir. Buna gore; H. bacteriophora Tur-
H2 icin: % 0.26, 3.20, 52.38, 12.52, 8.20 ve 3.73. H. bacteriophora Tur-H1 icinse: %
0.52, 3.28, 28.16, 4.34, 3.90 ve 1.82 sonuclar1 elde edilmistir. Iki nematod izolat: ayni
tiire ait oldugu halde, ilging[| bir sonug¢ olarak ayni konukguya kars1 farkli etkinlikte
arama davranig1 gostermislerdir. Bu calisma ile yapilan bu tez aymi tiiriin farkli
izolatlarinin, ayn1 konukguya kars1 yonelimlerinin karsilastiriimasi konusunda benzerlik
gostermektedir. Her iki ¢alismada da H. bacteriophora tiri ele alinmistir ve ¢alismada
da oldugu gibi bu tez calismasinda da izolatlar arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur.
Bu bakimdan calisma ile tez arasinda ortiisme vardir. Ayrica benzer olarak bu tez
calismasinda da konukgu olarak EPN’lere kars1 yiiksek hassasiyeti bilinen G. mellonella
larvalart kullanilmistir. Tez calismasinda larvaya yonelim sayimlarinin 4. gilinde
yapilmis olmasina ragmen, ¢alismada 3. giinde larva igine giren H. bacteriophora orani
kadar yiliksek oranlara ulasamadigr gozlemlenmistir. Bunun sebebinin irklar arasi

farklilik olabilecegi diisiintilmektedir.
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Hiltpold ve ark. (2010) tarafindan yapilan giincel bir ¢alismada misir kok kurdu
(Diabrotica virgifera virgifera) tarafindan zarar géren misir koklerinin, EPN’ler icin
onemli bir cekici koku yaydigiin bulunmasi Gzerine seleksiyon ile kok zararlilarinin
kontroliiniin arttirilabilir olup olmadiginin kesfedilmesi amaglanmistir. S6z konusu
bilesik (E)-B-kariyofilen olup misir kok kurduna karsi en etkili nematod olan H.
bacteriophora igin zayif bir gekici oldugu, bu dezavantaji asabilmek igin (E)-f-
kariyofilen’e karst en yiiksek tepki gosteren H. bacteriophora irklarini se¢ebilmek igin
yerin altinda 6 kollu olfaktometre kullanmilmistir. 6 jenerasyon seleksiyondan sonra
secilmis olan irklarin orijinal irklara gore (E)-B-kariyofilen’e 6nemli 6l¢iide daha iyi
yanit verdigi ve ¢ekici kaynaga iki kat daha hizli ilerledigi tespit edilmistir. Bu gelismis
duyarlilik ve nematod etkinligi arasinda iliski oldugu tespit edilmistir. Daha sonra
yapilan arazi ¢alismalarinda secilen irk diger irklara gbre bati misir kok kurdunun
populasyonunun azaltilmasinda belirgin derecede daha etkili olmustur. Yapilan
calismada oldugu gibi bu tez calismasinda da H. bacteriophora‘nin farkli wrklar
kullanilmistir ve konukguya yonelim olfaktometre diizeneginin farkli bir sekliyle tespit
edilmistir. Calisma sonucunda tez c¢alismasiyla ayni sekilde konukguya yonelim

konusunda irklar arasinda 6nemli farklilik bulunmustur.

Daha onceki yillarda bu tez calismasinda kullanilan ayni irklarla hibridizasyon
caligmalar1 yapilmis ve elde edilen hibrit irklarin etkinlikleri, sicakliga ve su kaybina
toleranslar1 lizerine de ¢aligmalar yapilmistir. Susurluk ve ark. (2013) Tirkiye’nin
degisik cografik bolgelerinden izole edilen H. bacteriophora’nin 6 farkli yerli irkindan
hibritlenmis 10 farkli hibrit irkin ytiksek sicaklik ve su kaybina olan toleranslarini
belirlemislerdir. Yiiksek sicaklik denemeleri 32, 34, 36, 38, 40 ve 42 °C’lerde
gerceklestirilirken, su kayb1 denemeleri PolyEthylene Glycol (PEG) adli desikatoriin %
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 konsantrasyonlarinda gerceklestirilmistir. Denemelerin
sonuglart yiiksek sicaklik i¢in popiilasyonun % 50’sinin hayatta kalabildigi ortalama
sicaklik (MTsp) ve % 10’unun hayatta kalabildigi ortalama sicaklik (MTyg) olarak
belirtilmisken, su kayb1 icin lethal konsantrasyon (LCsp Ve LCg) olarak belirtilmistir.
Yiiksek sicaklik denemesinde hibrit irklarin sicakliga ebeveynlerinin biraz iizerinde
tolerans gosterebildigi saptanirken, su kayb1 denemesinde hibrit irklarin hemen hepsinin

su kaybma ebeveynlerinden daha iyi tolerans gosterdigi belirlenmistir. Bu tezde de
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onceki caligmayla ayni irklar kullanilmis olup, yiliksek sicaklik ve su kaybina
toleranslilik sonug¢larindan farkli olarak hibrit irklarin biri ebeveynlerinden dstun iken,
biri ebeveynleriyle esit seviyede oOzellik gostermistir. Bir diger hibrit 1k ise
ebeveynlerinin birinden diisiik seviyede iken digeriyle ayni seviyede oldugu tespit
edilmistir. Yani konukguya yonelim konusunda sicaklik ve su kaybina toleranslilikta
oldugu gibi hibrit irklar ve ebeveynleri arasinda net bir ayirim yapmak miimkiin

olmamustir.

Kongu ve Susurluk’un (2014) calismasinda Antalya (H.b. 6), Canakkale (H.b. 876),
Kirklareli (H.b. 17), Izmir (H.b. HIZ), Sanlurfa (H.b. HSU) ve Adana (H.b. 10)
illerinden izole edilmis olan 6 farkli H. bacteriophora izolati kullanilmistir. Bu
izolatlarin etkinlikleri G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)’ nin son dénem larvalari
tizerinde 6 farkli uygulama dozunda belirlenmistir. En diisiik etkinlik degerine sahip
olan izolatin erkek ve disi bireyleri ile denemelerde kullanilan diger tiim irklarin erkek
ve disi bireyleri in vitro ortam kosullarinda hibritlenerek 10 farkli irk elde edilmistir.
Hibridizasyon sonucunda elde edilen wrklarin G. mellonella larvalari tizerindeki
etkinlikleri ebeveyn irklar ile ayni sekilde belirlenmistir. Calisma sonunda ebeveyn ve
hibrit irklara ait olan etkinlik verileri karsilastirilmis ve elde edilen 10 yeni hibrit 1rkin
%70’ inin ebeveynlerine gore yiiksek, %30’ unun ise ebeveynlerine gore daha diigiik
degerde etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica hibrit irklarin bocek tizerindeki
etkinlik degeri iizerine erkek ve disi bireylerin farkli etkiler gosterdigi de tespit
edilmistir. Ebeveynlerine gore yiliksek etkinlik degerine sahip olan hibrit 1rklarin
etkinlik degerlerinin %57.1° inin erkek, %42.9’unun ise disi bireylerin etkisi altinda
kaldig1 bulunmustur. Bu tezde bu ¢alismadan elde edilen hibrit irklar ve ebeveynleri
kullanilmig olup etkinlik degeriyle benzer olarak konukcuya yonelimin erkek bireyden
aktarildig1 tespit edilmistir. Ad1 gecen c¢alisma ile sunulan bu tezin sonuglar1 bazi
ozelliklerin hibrit irklara aktarilmasinda erkek bireyin daha etkili oldugu sonucu

bakimindan ortiismektedir.
Bu tez calismasi yukarida agiklanan arastirmalarin devami niteliginde olup, bu hibrit

irklarin konukcu arama davraniglarinin tespit edilmesi de en az etkinlikleri, sicaga ve su

kaybina toleranslar1 kadar 6nemli goriilmektedir. Tez ¢alismasinda kullanilmak iizere
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onceki caligmlarada en yiiksek performans gosteren hibrit irklar tercih edilmistir.
Boylelikle onceki ¢alismalarda iyi oldugu tespit edilen 6zelliklerin yaninda konukgu
arama agisindan da iyi Ozellik gosteren irk ve izolatlar saptanmistir. Tez caligmasi
Onceki calismalarla iliskilendirildiginde; Kongu ve Susurluk (2014) tarafindan yapilan
calismada hibrit irk Hb.E etkinligi en yiiksek 1rk olurken, tez ¢alismasinda konukguya
yonelimi en diisiikk olan irk oldugu tespit edilmistir. Ayn1 sekilde Hb.17 izolatinin
etkinligi en diisiik irklardan biri oldugu bulunmus fakat tez ¢alismasinda konukcuya
yonelim konusunda 2. sirada yer almistir. Ulu ve Susurluk (2014)’nun arastirmasina
gore ise Hb.1138 izolat1 sicakliga ve su kaybina en yiiksek toleransi gostermis ancak, en
diistik etkinlige sahip olan 1k olup tez galismasinda konukguya yonelim konusunda 3.
sirada yer almistir. Etkinligi en diisiik ancak, sicakliga tolerans konusunda 3. sirada yer
alan Hb.4 ise tez ¢alismasinda konuk¢uya yonelim konusunda 7 irk ve izolat arasinda 4.

sirada yer almistir.

Sonug olarak bu irklarin dogal sartlarda etkin kullanimlari igin laboratuvar kosullarinda
bu gibi 6zellikler bakimindan testlerinin yapilip ayni tlire ait en iyi wrklarin tespit
edilmesi 6nem arz etmektedir. Y-Olfaktometrenin EPN’lerin konukg¢uya yoneliminin
belirlenmesinde basarili bir sekilde kullanilabilece§i ve net sonuglar verdigi tespit
edilmis olup, ileride yapilacak olan c¢alismalarda hem konukg¢uya hem de diger
cekicilere olan yonelimin olctlmesinde etkin olarak kullanilmasinda fayda oldugu
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismalara molekiiler biyoloji tekniklerinin de entegre
edilmesiyle hibrit irklarin ¢ok daha etkin kullanilabilir ve EPN’lerin toprakta
kaliciliklarinin ve olumsuz ¢evre kosullarina dayanimlarinin arttirilarak biyolojik

miicadelede kullanimlariin iyilestirilmesine katkida bulunabilecegi diistintilmektedir.
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