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OZET

ZARARLI BOCEKLERLE MUCADELEDE YENI BIR YAKLASIM:
ENTOMOPATOJEN NEMATODLA ENFEKTE CANLI BOCEK
SALIMI

Arife GUMUS

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Mehmet KARAGOZ
2014, 43 sayfa

Entomopatojen nematodlar (EPN) (Fam. Steinernematidae ve Heterorhabditidae)
zorunlu bdcek patojeni olan biyolojik miicadele organizmalaridir. Alan
uygulamalarinda genellikle piiskiirtme yontemi kullanilarak infektif juvenil evre
nematodlar verilmektedir. Ancak kabuk alt1 veya sik bitki Ortiisii bulunan
habitatlardaki zararli boceklere karsi plskiirtme yontemi etkili olamamaktadir. Bu
tez caligmast kapsaminda kestane agaglarinin kabuk altina yerlesip iletim
demetleriyle beslenen Cossus cossus larvalarina ve sik bitki ortiilii ¢im alanlarda
zarar yapan Spodoptera cilium larvalarina karsi yeni bir uygulama yontemi olarak
“nematodla enfekte canli larva salim1” diger bir deyisle “canli bomba” metodunun
etkinligi arastirllmigtir. Denemelerde EPN olarak Steinernema carpocapsae tiirii
kullanilmigtir. Nematodla enfekte canli larva elde etmek i¢in Galleria mellonella ve
S. cilium larvalar1 24 saat siireyle S. carpocapsae infektif juvenilleriyle karsi karsiya
birakilmistir. Cossus cossus denemeleri icin kestane kiitiikleri, S. cilium denemeleri
icinse hazir rulo ¢im parselleri kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda enfekte
canli larva salim teknigi ile kabuk altindaki C. cossus larvalarinda %86, ¢im
alandaki S. cilium larvalarinda ise %91 oraninda 6liim meydana gelmistir. Her iki
deney grubunda elde edilen Oliim oranlariyla kontrol gruplarn arasindaki fark
istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur. Sonug olarak kabuk alti ve benzeri kapali
habitatlardaki zararlilara karsi EPN’lerin test edilen bu yeni uygulama ydntemi
sayesinde basariyla uygulanabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Biyolojik miicadele, Cossus cossus, Spodoptera cilium,
entomopatojen nematodlar






ABSTRACT

A NEW APPROACH IN BIOLOGICAL CONTROL OF INSECT
PESTS: RELEASING ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE-
INFECTED INSECTS
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Advisor: Associate Prof. Dr. Mehmet KARAGOZ
2014, 43 pages

Entomopathogenic nematodes (Fam. Steinernematidae and Heterorhabditidae) are
obligate insect pathogenic nematodes and are used in biological control studies.
Generally, infective juvenile stages of the nematodes are sprayed with a large
amount of water in feild applications. However, this method is not efficient against
the insect pests in cryptic habitats such as sapwoods and dense vegetation covers.
With this study, the efficacy of releasing nematode-infected insects “living bomb”
as a new application method was evaluated against chestnut tree pest Cossus cossus,
and lawn caterpillar Spodoptera cilium larvae. Entomopathogenic nematode
Steinernema carpocapsae species was used in the experiments. Galleria mellonella
and S. cilium larvae were exposed to S. carpocapsae 1Js for 24 h to get nematode-
infected larvae. Chestnut logs were used for C. cossus study and the new
application technique showed 86% larval mortaliy. For S. cilium, turf grass arenas
were used to conduct the experiments and releasing the nematode-infected insect
technique showed 91% larval mortality. There were significant difference between
treatments and control groups for C. cossus and S. cilium. As conclusion, the data
showed that releasing nematode-infected insect technique can be used against insect
pests in cryptic or similar habitats.

Key words: Biological control, Cossus cossus, Spodoptera cilium,
entomopathogenic nematodes,
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1. GIRIS

Gecmisten giinlimiize kadar var olan tarim, insanoglunun toplu hayata gegisinde
onemli rol oynamis ve insanligin biiyiik gogunlugunun temel ge¢im kaynagi haline
gelmistir. Tarim, iilkemiz ekonomisinde de ¢ok dnemli bir yere sahiptir. Birgok
farkli ekolojik 6zellikte bolgeye sahip olan iilkemizin her bolgesinde kendine 6zgii
iirlinler yetistirilmektedir.

Hastalik, zararli ve yabanc1  otlar  bitkisel {iretimi  ekonomik  diizeyde
etkilemektedir. Bitkileri korumak, tarimsal iliretimi artirmak ve iriiniin kalitesini
ylkseltmek amaciyla zararlilara karst miicadele yapilmaktadir. Bunlar icerisinde
kimyasal miicadele, kolay uygulanabilmesi, maliyetinin diisiik olmas1 ve sonucun
kisa siirede alinabilmesi nedeniyle diger miicadele yontemlerine oranla daha fazla
tercih edilmektedir (Anonymous, 2008). Fakat ¢6ziim oldugu diisiiniilen
kimyasallarin asir1 kullanimi sonucunda bdceklerde zaman igerisinde direng
olusumu ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sonucunda da ya daha yiiksek dozda kimyasal
ilag uygulanmakta ya da kullanilan kimyasallarin cesitliligi arttirilmaktadir.
Ozellikle toprak altinda ve kapali habitatlarda bulunan zararlilara karsi
kimyasallarin  kullanimi  olumlu sonuglar vermemektedir. Yaygin pestisit
kullaniminin hayvan ve insan saghgini tehdit etmesi, gida maddelerinde ilag
kalintis1 birakmasi, ¢evreyi kirletmesi, yer alt1 su kaynaklarina karismasi ve zararh
boceklerin zamanla direng kazanmasi nedeniyle kimyasal miicadeleye alternatif
olarak g¢evreyle dost biyolojik miicadele yontemlerine gecilmesini zorunlu hale

getirmistir.

Biyolojik miicadele, zararli popiilasyonlarinin baskilanmasinda, yogunlugunun ve
zarar seviyesinin azaltilmasinda parazitoid, predatdr, patojen, antagonist veya
rekabetci populasyonlarm kullanilmasidir (Waterhouse ve Norris, 1987).
Gilinlimiizde biyolojik miicadele, entegre zararli miicadele (IPM) programinin
temelini olusturmaktadir (Gaugler vd., 1997). Biyolojik miicadele igerisindeki
canli gruplarindan birisi insan sagligina olumsuz etkisi olmayan, genelde genis bir
konuk¢u dagilimma sahip olan ve kitle iiretimleri yapilabilen entomopatojen
nematodlar (EPN)'dir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hastal%C4%B1k
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Zararl%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Yabanc%C4%B1_ot&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki

1.1. Entomopatojen Nematodlar (Fam: Steinernematidae ve
Heterorhabditidae)

Entomopatojen nematodlar, dogal yasam alanlar1 toprak olan zorunlu bdcek
patojenidirler. Bu nematodlar konukgularini aktif olarak arayip bulma 6zelligine
sahiptir. Sadece boceklerde zarar olusturmalarindan dolay1 ekonomik 6neme sahip
birgok toprak alti zararlisinin kontroliinde kullanimlari mimkiindiir (Kaya ve
Gaugler, 1993). Bu iki nematod familyasina ait 3 cins bulunmaktadir. Bunlardan
iki tanesi Steinernematidae familyasina ait olup Steinernema ve Neosteinernema
olarak adlandirilmakta, digeri ise Heterorhabditidae familyasina bagli olup
Heterorhabditis olarak adlandirilmaktadir. Steinernema cinsine ait nematodlar
Xenorhabdus, Heterorhabditis cinsine ait nematodlar ise Photorhabdus cinsi
bakterilerle mutualistik iligki icerisindedirler (Hazir vd., 2003).

Entomopatojen nematodlar gelisimleri boyunca yumurta, juvenil (J1, J2, J3, J4) ve
ergin olmak {izere baslica {i¢ ana evre gegirirler (Kaya, 1993). Toprakta sadece 3.
evre juveniller (J3) “infektif juvenil” serbest olarak yasamaktadir. Nematodlar bu
evredeyken beslenmez ve gelismezler (Kaya ve Gaugler, 1993). Infektif juveniller
toprak igerisinde bulduklar1 bocegin dogal acikliklarindan (agiz, aniis ve stigma)
bocegin  hemosolii  igerisine girerler. Tasidiklar1 mutualistik  bakterileri
konuk¢unun hemosolii igerisine salarlar. Salinan bakteriler hemolenf sivisi
icerisinde hizla ¢ogalmaya baslar ve bu esnada salgiladiklari hiicredist enzimler ve
toksinler ile konuk¢u bocegin 48 saat icerisinde septisemi nediyle 6lmesine neden
olurlar (Gaugler ve Kaya, 1990). Bakteriler tarafindan salgilanan enzimler bocek
dokularinm1 pargalayarak nematodlarin beslenmesi ve gelismesi i¢in uygun ortami
olustururlar. Nematodlar, bocek dokulariyla beslenmekle birlikte bakterilerle de
beslenerek 4. evre (J4) olurlar ve daha sonra ergin disi ve erkek bireye doniisiirler
(Steinernematid’lerde). Erkek ve disi nematodlar ¢iftlesirler ve disiler dollenmis
yumurta tasirlar. Ik evre juveniller (J1 ve J2) yumurta icerisinde gomlek
degistirirler. Bu evre de yumurta acgilir ve juveniller disinin viicut dokulartyla
beslenmeye baslarlar. Bir siire gegtikten sonra disinin biitiin viicudu yeni nesil
nematodlarla kaplanir disilerin bu durumu “Endotokia matricida” evresi olarak
adlandirnlir (Ciche vd., 2008).

Nematodlarin iremesi kadavradaki besin bitene kadar devam etmektedir ve
kadavrada ki besine bagli olarak 2-3 jenerasyon meydana getirilir. Kadavra



dokularini bitiren nematodlar J3 evresinde gelisimlerini durdurarak konuk¢uyu

terk edip topraga gecer ve yeni konukgular aramaya baslar (Hazir vd., 2003).

Heterorhabditler ile Steinernematidlerin hayat dongiileri ¢ok benzer olmasina
ragmen aralarindaki en Onemli fark Heterorhabditis erginlerinin konukgu
icerisindeki ilk jenerasyon da hermafrodit bireylerden olusmasi, Steinernema
erginlerinin ise biitiin doéllerde ayr1 eseyli olmasidir. Tek istisna, ilk jenerasyonda
hermafrodit bireylere de rastlanilmig olan Steinernema hermaphroditum tiirtidiir
(Stock vd., 2004). Heterorhabditis cinsinde birinci nesilden sonraki nesillerde
hermafroditlerle birlikte ayr1 eseyli bireyler de goriilmektedir (Kaya, 1990).

1.2. Entomopatojen Nematod-Bakteri Iliskisi

Xenorhabdus ve Photorhabdus spp. bakterileri Enterobacteriaceae familyasina ait
gram-negatif, fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan, oksidaz
negatif ve hareketlidirler (Boemare ve Akhurst, 1988). Steinernematidae familyasi
Xenorhabdus, Heterohabditidae familyas1 ise Photorhabdus cinsi bakterilerle
mutualistik iliski i¢erisindedir (Bode, 2009). Bu bakteriler, sadece infektif juvenil
evrelerce taginmaktadir. Steinernema cinsine ait tiirlerde bakteriler bagirsagin 6n
kismindaki 6zel bir kesede, Heterorhabditis cinsine ait tiirlerde ise bagirsagin
ozellikle ilk 1/3’liikk kisminda yogun olarak bulunmaktadir (Boemare vd., 1996).
Bakteriler bu mutualistik iliskide dig ortamdaki olumsuz ¢evre kosullarindan ve
topraktaki rekabet ortamindan korunarak besince zengin bocek dokusuna
kendilerini tasitirlar (Adams vd., 2006). Nematodlar ise bakterinin patojenik
ozelligi ile konukguyu oOldiirmesinden ve bocek dokusunu uygun hale
getirmesinden yararlanirlar. Ayrica bakteriler {rettikleri cesitli toksinler ile
nematodlarin liremekte oldugu kadavraya diger firsat¢i mikroorganizmalarin

yerlesmesini engellerler (Boemare, 2002; Griffin vd., 2005).
1.3. Entomopatojen Nematodlarin Konukcu Bulma Davramislar

Infektif juveniller toprakta konukgularmi pusu kurarak “ambusher” veya aktif bir
sekilde dolagarak “cruiser” aramaktadir. Pusu kurma stratejisini Steinernema
carpocapsae, S. scapterisci, S. siamkayai gibi tiirler tercih etmektedir. Toprak
ylizeyine yakin bulunan bu tiirler pusu kurma esnasinda viicutlarim1 yukari
kaldirarak kuyruklar1 {izerinde durabilme 6zelligine sahiptir. Bazi durumda
viicudun diiz ve hareketsiz bir sekilde tutulmasi, viicudun ileri geri sallanmasi

seklinde farkli formlar1 da bulunmaktadir. Bu farkli formlar yakinindan gegen



konukgulara kolayca temas edebilmektedirler. Bu davranig ‘“nictation” olarak
adlandirilir.  Steinernema carpocapsae tiiriiniin infektif juvenilleri sigrama
yetenegine sahiptirler. Dogrudan sigrama konukguya tutunma icin kullanilirken,
dolayli sigramanin dagilimda rol oynadig: diisiiniilmektedir. Infektif juveniller
boylece bulundugu bolgeden baska bir bolgeye gecerek orada konuk¢u arama
islevlerini  siirdiirebilmektedir. Steinernema carpocapsae’nin kendi viicut
uzunlugunun 10 kati mesafeye sigrayabildigi bilinmektedir. Pusu kuran tiirler
genellikle konukgularinin kendilerine gelmesini beklerler (Lewis, 2002; Campbell
vd., 2003; Lewis vd., 2006).

Steinernema glaseri ve Heterorhabditis bacteriophora gibi tiirler ise genellikle
aktif olarak konukgularini aramaktadirlar. Bu tiirler toprakta sabit veya c¢ok az
hareket eden konuk¢u bocekleri bulup enfekte etmektedir. Steinernema riobrave
ve S. feltiae tiirleri ise bu iki davranis bi¢iminin arasinda bir davraniga sahiptirler
(Campbell ve Gaugler, 1997).

1.4. Entomopatojen Nematodlarin Konukcu Dagilimi

Laboratuvar kosullarinda entomopatojen nematod tiirleri H.bacteriophora ve
S.carpocapsae iizerine yapilan arastirmalarda, bu tiirlerin genis bir bocek grubuna
kars1 etkili oldugu saptanmustir (Poinar, 1979; Koppenhofer, 2000). Ancak
laboratuvar sartlarinda c¢evre kosullar1 optimumdur ve nematodlarin etkinligini

kisitlayacak hicbir etken bulunmamaktadir (Koppenhofer, 2000).

Bazi nematod tiirlerinin ise sadece bir tek bécek grubunu enfekte edip oldiirdiigi
goriilmektedir. Ornegin S. scapterisci Orthoptera takimma, 6zellikle de
Gryllotalpidae familyasina adapte olmustur  (Parkman ve Smart, 1996).
Steinernema kushidai ve S. scarabei ise daha ¢ok Scarabaeidae larvalarina adapte
olmustur ve diger bocekleri enfekte etmeleri olduk¢a zordur (Koppenhofer ve
Fuzy, 2003).

1.5. Entomopatojen Nematodlar1 Etkileyen Abiyotik ve Biyotik
Faktorler

Laboratuvar kosullarinda etkinlikleri ¢ok fazla olan nematodlarin alan
ugulamalarina gegildiginde ayni basarili sonuglar1 gostermedikleri bilinmektedir.
Ciinkii EPN’lerin dogal kosullar altinda hayatta kalmalarim etkileyen abiyotik ve
biyotik faktorler bulunmaktadir (Hazir vd., 2003).



1.5.1. Abiyotik Faktorler

Abiyotik faktorler arasinda nematod varligini etkileyen sicaklik, UV isinlari, nem,
toprak tipi, oksijen, pH, tuzluluk ve kimyasal faktorler sayilabilir ( Kaya, 2002).

1.5.1.1. UV isinlar

UV 15181 nematodlar1 inaktive eden ve ¢ok kisa bir siire i¢inde Oliimlerine sebep
olan 6nemli bir abiyotik faktdrdiir (Gaugler ve Bousch, 1978).

1.5.1.2. Nem

Nematodlarin yasamii etkileyen en onemli faktordiir. Infektif juveniller bir
yerden bir yere haraket edebilmek i¢in su filmine ihtiya¢ duymaktadir. Toprak
partikiilleri arasindaki su filmi tabakasinin ¢ok ince veya tamamen suyla dolu
olmasi durumunda 1J’lerin hareketleri sinirlanmaktadir (Kung vd., 1991; Brown ve
Gaugler, 1997).

1.5.1.3. Sicakhk

Sicakligin nematodlara etkisi tiirlere gore hatta ayni tiiriin farkli izolatlarina gore
farklilik gostermektedir (Grewal vd., 1994; Hazir vd., 2001). Genel olarak
nematodlar diisiik sicaklik derecelerinde (10-15 °C) durgunlasmaktadir. Daha
yiiksek derecelerde ise (30-40 °C) aktifligini yitirmektedir. Nematodlar, 0 °C* nin
altinda ve 40 °C iizerindeki sicakliklarda maruz birakilan siireye bagli olarak
Olmektedir (Glazer, 2002).

1.5.1.4. Toprak yapis1

Topragin yapist nematodlarin dagilimi ve canliliklarini korumalariyla dogrudan
iligkilidir. Nematodlar daha ¢ok kumlu ve kumlu-tinli topraklarda bulunmaktadir.
Ince yapili topraklarda canliliklarini korumalari ve yayilma potansiyelleri
diisiiktiir. Ancak en diisiik canlilik orani, kii¢iik por bosluklarina sahip olmalar1 ve
bu bosluklarin yiiksek nem icermesi sebebiyle killi topraklarda goriilmektedir. Bu
olay toprak porlarinda az oksijen bulunmasiyla iligkilendirilmektedir (Kaya, 1990;
Alekseev vd., 2006). Toprak yapisinin nematodlar iizerinde etkili oldugu, kil
miktar1 arttikga bdcekler iizerindeki parazitik etkinin de azaldigi bilinmektedir
(Molyneux ve Bedding, 1984; Kung vd.,1990)



1.5.1.5. Oksijen

Oksijenin, suya tamamen doymus ve organik materyalin yogun oldugu topraklarda
smirlayict bir faktor olabilecegi belirtilmistir (Kaya, 1990).

1.5.1.6. PH

Topragin pH degeri nematodlarin canlilig1 iizerinde onemli bir etkiye sahip
degildir. pH degeri 4 ile 8 arasinda oldugu durumda nematod etkinliklerinde
onemli degisiklik goriilmemektedir. Fakat pH’mm 10 olmast durumunda

nematodlarin canliligl hizla diismektedir (Kung vd., 1990).
1.5.1.7. Tuzluluk

16 dS/m den yiiksek NaCl konsantrasyonu H. bacteriophora iizerinde canlilik
acisindan olumsuz bir etki gosterirken S.glaseri tizerinde bu etki olusmamaktadir.
CaCl, ve KCI’'nin nematod tiirleri tizerinde herhangi bir etkisi yoktur ve
Hetororhabditis tiirleri iizerinde olumsuz etki gostermemektedir (Griffin
vd.,1994).

1.5.2. Biyotik Faktorler

Biyotik faktorler, entomopatojen nematodlar1 ve onlarin mutualistik bakterilerini
antagonistik olarak etkileyebilmektedir. Bu faktorleri genel bir gruplandirma
yaparak antibiyozis, rekabetci, dogal diigmanlar ve yagmacilar olarak tanimlamak
miimkiindiir (Kaya, 2002). Nematofag funguslar, tartigradlar, collembolalar,
akarlar, predatér nematodlar gibi predatorler EPN’lerin dogal diismanlaridir
(Kaya, 2000).

1.6. Entomopatojen Nematodlarin Kullanim Alanlari

Glinlimiizde Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarina ait S.
carpocapsae, S. riobrave, S. feltiae, S. glaseri, S. scapterisci, H. bacteriophora,
H. zealandica ve H. megidis tiirleri endiistrilesmis iilkeler tarafindan ticari olarak
iiretilmektedir. Basta Amerika Birlesik Devletleri, Almanya, Hollanda, Finlandiya,
Israil, Italya, Ispanya, Fransa, Avusturalya ve Ingiltere gibi iilkelerde iiretilen bu
nematodlar farkli alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Grewal vd., 2005).
Nematodlar sivi siispansiyon halinde damlama sulama yontemi ve piilverizatorle
seralarda  (Richardson, 1990; Lenteren, 2000), mantar iiretim alanlarinda



(Richardson vd.,1990), cilek alanlarinda, ¢im ekili alanlarda (Koppenhofer ve
Kaya, 1998), elma bahgelerinde (Wang, 1990) ve turuggil yetistirme alanlarinda
(Shah ve Goettel, 1999) kullanilmaktadir.

Ancak EPN’ler siv1 siispansiyon halinde uygulandiklarinda 1J’lerin uygulamadan
sonra canli kalma oranlar1 oldukg¢a diisiiktiir. Nematodlar toprak ylizeyine
uygulandiklarinda UV 1ginlari, desikasyon, toprak sicakligi ve piiskiirtme kuvveti
nedeniyle %50 kadar1 kisa siire icerisinde oliir (Smits, 1996). Ayrica toprak
yiizeyinde bulunabilen nematofag funguslar, akarlar, tardigradlar ve collembolalar
gibi dogal predatorler, uygulanan 1J’leri toprak igerisine girmeden Once yakalayip
besin olarak tliketebilmektedir (Gilmore ve Potter, 1993; Kaya, 2002; Karagoz
vd., 2007). Ozellikle ¢im alanlar gibi fazla miktarda sik bitki dokusu ve organik
dokiintii bulunan alanlarda uygulanan nematodlarin ancak %10-17’lik bir kismi1
topragin altina gecebilmektedir (Wright vd., 2005).

Kapali habitatlarda (odun dokusu, kabuk alti, sik bitki ortiisii vs.) bulunan zararlh
boceklere karst EPN’lerin sivi siispansiyon halinde uygulanmalari zordur ve
EPN’lerin 1J evreleri hareketli olmasima ragmen bunlarin aktif dagilimlar1 oldukga
kisithdir (Kaya, 1990).

Ancak enfekte olduktan sonra canliligini bir siire daha devam ettiren konukcu
boceklerin nematodlar1 genis bir alanda ve etkili sekilde yayabildiklen
gorilmistiir (Finney ve Walker, 1977; Kaya ve Grieve, 1982; Timper vd., 1988,
Lacey vd., 1995). Bu caligmalardan elde edilen bilgilere dayanarak gergeklestirilen
bu tez ¢aligmast kapsaminda, “EPN ile enfekte edilmis canh boceklerin kapal
veya sik bitki ortiisii olan habitatlara salinmasi1 sonucunda kadavralardan
cikacak yeni nesil IJ’lerin buradaki zararhlar1 enfekte edece@i” hipotezi
olusturulmustur. Bu hipotezi test etmek i¢in hedef konukgular olarak kestane
agaclarinda govde zararlis1 olan Agac Kizil Kurdu, Cossus cossus (Lepidoptera:
Cossidae) ve ¢im zararlisi olan Spodoptera cilium (Lepidoptera: Noctuidae)

larvalar1 kullanilmigtir.
1.7. Aga¢ Kizil Kurdu, Cossus cossus

Ulkemizde yetistirilen énemli tarim iiriinlerinden birisi de basta meyvesi olmak
tizere yapraklari, odunu, cicek ve kabuklarindan faydalanilan kestane (Castanea
sativa Mill.)’dir. Kestane, uzun Omiirli bir aga¢ tiirii olarak 200-500 yil
yasayabilmektedir. Tiirkiye kestane liretiminde diinyada onemli yeri olan bir



iilkedir. 2010 y1li verilerine gore Tiirkiye’de meyve veren ve vermeyen agag sayisi
2.315.995 adet olup, 59.171 ton iiretimi ile Cin, Kore ve italya’dan sonra diinyada
4. sirada yer almaktadir (Anonymous, 2010a). Ulkemizde baslica kestane iiretimi
yapilan bolgelerin ve illerin kestane iiretimindeki paylarma bakildiginda, bolge
olarak Ege bolgesinin birinci, iller itibariyle ise Aydin ili’nin 13.138 ton yillik
ortalama tiretim ile ilk sirada yer aldig1 goriilmektedir (Anonymous, 2010b).

Kestane tiretiminin bir kismi i¢ pazara sunulmakla birlikte son yillarda ihracat
acisindan da hizli bir gelisme gostermektedir. Ancak bu pozitif gelismeyle birlikte
ozellikle treticiler tarafindan bitki koruma ag¢isindan 6nemli sorunlar giindeme
getirilmektedir. Bu sorunlarin baginda kestane kanseri ile meyve ve odun
dokusunda bulunan kestane kurtlar1 gelmektedir.

Aydin ili ve ¢evresindeki kestane aga¢larin odun dokusunda 6nemli zarar yapan ve
agaclarin tamamen kuruyarak Olmesine neden olan zararlilardan birisi Cossus
cossus larvalaridir. (Karagdz ve Erincik, 2007). Cossus cossus’un 2-3 yil siiren bir
hayat dongiisii vardir. Kis1 agaglarin kok bogazinda, gévde ve kalin dallarda
actiklar1 galeriler i¢inde larva olarak geciren bu zararlilar, ilkbahar ayinda etrafim
agac talaglartyla kaplayarak ordiigii bir kokon icerisinde pupa olmaktadir. Haziran
ay1 sonunda pupadan ¢ikan erginler beslenmeden ¢iftlesmekte ve ¢iftlestikten 2-3
giin sonra yumurtalarin1 govdenin toprakla birlestigi yerde, agaclarm yarik ve
catlaklarina, 10-15’li gruplar halinde birakmaktadirlar. Bir disi ortalama 700
yumurta birakmaktadir. Yumurtadan ¢ikan larvalar ayr1 yonlere dagilarak kabuk
kismma girerler. Zarar1 olusturan larvalar, agaglarin topraga yakin gdvde ve
dallarinda galeriler agmaktadirlar (Sekil 1.1 ve Sekil 1.2). Ayrica topragin 10-15
cm derinliginde aga¢ govdelerinin dip kismini ¢epecevre oyarak ve iletim
demetlerini tahrip ederek de énemli derecede zarar yapmaktadirlar. Ozellikle
agacin govde ve topraga yakin kisminda, yuvarlak ve kenari siyah galeri
deliklerinden larvalarin ¢ikardigi talaslar dikkat ¢ekmektedir. Miicadelesi
yapilmadig1 takdirde bu zararli agaclarin birkac yil igerisinde kurumasina neden
olur (Anonymous, 2008).



Sekil 1.1. Cossus cossus’un ergin (A) ve pupasi (B)

Sekil 1.2. Cossus cossus’un larva donemi (A) ve odun dokusundaki zarar1 (B).

Cossus cossus larvalari odun dokusu igerisinde zarar olusturmasi sebebiyle bu
zararliya kars1 etkili olan herhangi bir kimyasal ilag bulunmamaktadir. Zararlinin
Aydin bolgesinde yaptig1 zarar giin gectikge artmaya baslayinca iireticiler agacin
kabuk kismimi kaldirarak larvalar toplama yoluna gitmisler ancak bu ydntemin
care olmadigimi gérmislerdir. Etkili bir miicadele yontemi olmadig: i¢in kuruyan
agaclar kesilmeye baglanmistir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Cossus cossus’un kuruttugu agaglar (A) ve zarar sonucunda kesilen
kestane agaci (B)

1.8. Spodoptera cilium

Diinyada cayirlar rekreasyon ve besin amacgli kullaniminin yani sira meralar ve
yesil alanlar olarakta kullamilmakta, ayrica erozyonu Onleyerek topragin
iyilestirilmesi ve yenilenmesini saglamaktadir. Bunun yaninda karbon gazlarim
tutmasi, sicakligi ayarlamasi, giiriiltii ve 1s1k kirliligini azaltmasiyla ayr1 bir 6neme
sahiptir. Glinimiizde golf sahalari, stadyumlar ve evlerin bahgeleri gibi pek ¢ok
alanda ¢im sahalar kullanilmaktadir. Ayrica ¢ayirlar pek ¢ok omurgasiz tiire yasam
alan1 olmaktadir (Grewal vd., 2005; Klein vd., 2007).

Diinya genelinde o0zellikle Scarabacidae ve Curculionidae familyalar1 ile
Lepidoptera ve Diptera takimi ¢im alanlarinda 6nemli zararlara sebep olmaktadir.
Golf sahalar1 ve yiirliylis yollarindaki yesil alanlar i¢in bu zararhlar siirekli
problemdir. Ulkemizde Spodoptera cinsine ait (Lepidoptera: Noctuidae) larvalar
cok sayida kiiltiir (pamuk, musir, aygicegi, tiitiin, sebzeler vb.) bitkilerinde ve
yabani bitkilerde zararli olmakta, daha az oranda ise orman ve meyve agaglarinda
zarar yapabilmektedirler (Anonymous, 2008). Lepidoptera takimi igerisinde
yeralan Spodoptera cilium tiirii ¢im alanlarinda 6nemli zarar yapmaktadir (Gulcu
vd., 2014). Bu tiiriin ergin bireyleri yumurtalarini ¢im yapraklarinin alt ve iist
ylizeylerine kiimeler halinde birakmakta, yumurtalarin istiinii abdomeninden
salgiladig tiiylerle ortmektedir. Yumurtalarin agilma siiresi sicakliga bagli olarak
degismekle birlikte 25-30 °C sicaklikta 5-6 giinde agilmaktadir. Yumurtadan ¢ikan
ilk donem larvalar ¢ok hareketlidir ve oda sicakliginda larvalar 35-40 giin
icerisinde son doneme ulagsmaktadir (Sekil 1.4). Stres durumunda (besin

yetersizligi, populasyonun kalabalik olusu vs.) larvalar son déoneme ulagsmadan
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pupaya girmekte ve olgun larvalar toprak icerisinde odaciklar yaparak veya toprak
ylizeyinde pupa olmaktadirlar. Pupalarin agilma siiresi sicakligina gore degismekle
birlikte 25-30 °C de 4-7 giinde olmaktadur.

Sekil 1.4. Spodoptera cilium larvalari (A) ve insektaryumda iiretilmeleri (B).

Gruplar halinde yasayan larvalar, glindiizleri ¢imlerin altinda saklanmakta geceleri
ise faaliyete gecerek ortamdaki yapraklari oburca yemektedir. Zarar derecesi
bitkinin durumuna ve zararli yogunluguna bagli olarak biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Bazi  durumlarda bu canlilar 9%100'e yakin  zarar
yapabilmektedirler (Sekil 1. 4).

Bu larvalarla miicadelede yaygin olarak kimyasal insektisitler kullanilmaktadir.
Kullanilan kimyasallar ilkelere gore cesitlilik gostermektedir. Ancak kullanilan
kimyasallarin ¢evre ve insan sagligi lizerine toksik etki gdstermesi nedeniyle
dogrudan temasta bulunulan rekreasyon alanlarinda kullanimlar1 tehlike arz
etmektedir. Bu nedenle basta Avrupa Birligi olmak iizere diizenleyici kuruluslar
tarafindan belirli kimyasal insektisitlerin sinirlandirilmasma ve kullanimdan
kaldirilmasina basglanmistir (Cohen vd., 2000). Kimyasallar yerine zararlilarla
miicadelede  biyolojik  yontemlerin ~ kullanimina  yonelik  ¢aligmalar
hizlandirilmistir.
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Sekil 1.5. Spodoptera cilium’un bir otelin ¢im alaninda yaptig1 zarar

Bu tez ¢alismasi kapsaminda piiskiirtme yoluyla 1J’lerin ulasmasinin zor oldugu S.
cilium ve C. cossus larvalarina karsi yeni bir EPN uygulama yontemi olarak

“nematodla enfekte canli larva salimi” yonteminin etkinligi arastirilmigtir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Glaser ve Farrell’in (1935) yaptigi caligmada Steinernema glaseri tiiriine ait
17’lerin Popillia japonica (Coleoptera: Scarabaeidae) ergin bireylerinin bagirsak
boslugunda bulundugunu ve bdylece nematodlarin ergin bireyler aracilifiyla genis
alanlara dagilabileceklerini 6ne siirmiislerdir. Fakat daha sonraki yillarda bu
konuyu destekleyici hi¢bir caligma yapilmamastir.

Finney ve Walker (1977) ’in yaptiklar1 ¢alismada Karaagaglarda (Ceratocystis
ulmi) potansiyeli zararli bir fungusun yayilmasinda Kabuk Bocegi Scolytus
scolytus (Coleoptera: Scolytidae)’un ¢ok biiyilk bir 6neme sahip oldugunu
saptamiglardir. Kabuk altina giren S.scolytus larva ve erginlerini 6ldiirmek igin
Steinernema carpocapsae (5.000I)/ m?) uygulanmustir. Sonug olarak nematod
uygulanan kiitiikklerde hem larva hem de erginlerde yiiksek Oliim orani tespit
edilmistir. Fakat belirli bir mesafede duran kontrol grubundaki larva ve erginlerin
de bazilarimin nematodla enfekte oldugu ve dlen bireyler oldugu tespit edilmistir.
Arastirmacilar bu durumu agiklamak i¢in nematod uygulanan kiitiiklerdeki ergin
bireylerin bazilarinin 1J’leri foretik olarak tastyip kontrol grubundaki kiitiiklere

gecirdiklerini ileri sirmiislerdir.

Kaya ve Grieve (1982) yaptiklar1 ¢alismada Spodoptera exigua prepupa ve
pupalarinin duyarliliklarini test etmislerdir. Bu ¢alismada nematodla enfekte olan
ergin bireylerin 24 saat igerisinde yumurta birakmadan 6ldiiglinii saptamislardir.
Spodoptera exigua erginlerinin topraktan ¢ikis esnasinda nematodlarca enfekte
edildigi ve bu ergin donemlerin nematod enfeksiyonuna oldukc¢a duyarli oldugu
belirlenmistir. Enfekte olan ergin bireylerin nematodlart yeni bdlgelere
tagtyabilecegi One siiriilmiis fakat bu enfekte bireylerin topraktan ¢iktiktan sonra
dogada ne kadar yol kat edebildikleri tespit edilememistir.

Timper vd. (1988), entomopatojen nematod S. feltiae’nin enfekte ergin boceklerle
dagilimi tizerine yaptiklari ¢alismada S. exigua erginlerinin enfekte olduklari
bolgeden 11 m uzakliktaki bir alana yayildiklarin1 belirlemistir. Enfekte
konuk¢unun yayilimi ve 6liimii sonucunda bocek kadavrasi igindeki nematodlarin
gelisip cogalarak kadavrayi terk ettigi ve tekrar toprak igerisine girdigi, ardindan
toprak igerisindeki yeni S. exigua’larin degisik donemlerini enfekte ettikleri
belirlenmistir. Sonug olarak S. feltiae’nin enfekte ergin bocekler yoluyla hem lokal
alanda hem de diinya capinda dagiliminin miimkiin olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
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Lacey vd. (1995), yaptiklar1 calismada Popillia japonica (Col: Scarabeidae)
erginlerinin enfekte olduktan sonra ucarak dagilmasiyla S. glaseri nematodlarinin
dagiliminin olup olmayacagini anlamak i¢in ergin bocekler ve 1J’leri karst karsiya
getirmigtir. Isaretledikleri ergin bireyleri tekrar dogaya salmis ve daha sonra
tuzaklar yardimiyla ergin bireyler yakalayip incelemislerdir. Yakaladiklar
erginlerin %33’iiniin hemosodliinde bir ya da daha fazla nematod oldugunu tespit
etmislerdir. Arastirmacilar, gelecekte yapilacak olan caligmalarla bu ergin
bireylerin nematodla enfekte olma oranlarin1 arttiracak yeni yontemlerin
gelistirilmesi gerektigini belirtmisler ve farkli nematod tiirleri kullanilarak ergin

boceklerin enfekte olma oranlarinin arttirilabilecegini soylemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Galleria mellonella Larvalarinin Laboratuvarda Uretilmesi

Bu caligmada kullanilan entomopatojen nematodlar, biiylik mum giivesi olarak
bilinen Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarimin son evreleri
kullanilarak tiretilmistir (Stock vd.,1999). Galleria larvalari, igerisinde bugday unu
(%22), musir unu (%22), siit tozu (%11), bal (%]11), gliserin (%11), maya (%S5.5)
ve balmumu (%17.5) bulunan yapay besi ortaminda 25 + 4°C’de iiretilmistir (Han
ve Ehlers, 2000).

3.2. Entomopatojen Nematod Steinernema carpocapsae’nin Uretilmesi

Giinimiizde Steinernema carpocapsae gibi EPN’ler yesil alanlarda ¢im zararlisi
Lepidoptera tiirlerine kars1 oldukca basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Grewal
vd., 2005). Bu nedenle ¢aligmada S. carpocapsae tiiriine ait EPN’ler kullanilmustir.
Infektif juvenil evre nematodlar1 elde etmek igin 9 cm’lik petri kaplarmin igerisine
cift katli kurutma kagidi yerlestirilmis ve iizerine yaklasik 500 1J/ml olacak sekilde
S. carpocapsae verilmistir. Bu islemin ardindan her petri kabimna 5 tane son dénem
G. mellonella larvasi eklenmistir. Hazirlanan petri kaplari plastik posetler igerisine
konularak oda sicakliginda (23-24°C) ve karanlik bir ortamda tutulmustur.
Larvalarin enfekte olup olmadiklarini belirlemek i¢in 2 giinlin sonunda kontroller
yapilmig ve enfekte olan larvalar pens yardimiyla White-trap (White,1927) adi
verilen sisteme aktarilmistir (Koppenhdfer, 2000). White Trap, 9 cm’lik petri
icerisine 6 cm’lik petrinin kapag yerlestirilerek ve bu kapagin igine cift kath
kurutma kagidi konularak olusturulmustur. Biiyiik petrinin igerisine kiigiikk boy
petri kapag1 yiizecek sekilde distile su eklenmistir. Kiiciikk petri kapaginin
igerisindeki kurutma kagidi nemlendirilmistir. Enfekte olan larvalar bu ortama
pensle aktarilmistir. Kadavra igerisinde tireyerek disar1 ¢ikan 1J’ler kadavrayi terk
ederek biiyiik petrideki suya gecmistir. Hergiin kadavradan ¢ikis yapip suda
toplanan nematodlar bir beherin igerisine alinarak 3 kez distile suyla yikanmistir.
Toplanip temizlenen nematodlar Tetrapak kutularda sulu siispansiyon halinde ve
10°C sicakliktaki iklim dolaplarinda depolanmistir (Gulcu ve Hazir, 2012).
Uretilen nematodlar en fazla iki hafta icerisinde denemelerde kulanilmistir.
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3.3. Cossus cossus Larvalarinin Elde Edilmesi

Cossus cossus larvalart zararin yogun olarak goriildiigii Aydin ilinin Sultanhisar
ilgesine bagli Malgacmustafa kdyliniin Ovacik yaylasindaki kestaneliklerden elde

edilmistir. Zararlimin yasam dongiisii 2-3 yil oldugu i¢in laboratuvarda iiretilmesi

miimkiin degildir. Ancak larvalar1 yilin her ayinda kestane aga¢ kabuklar1 altindan
elde etmek miimkiindiir. Larva populasyonu hangi agacta ¢cok oldugu, agaglarin
kurumasindan ve aga¢ gdvdelerinde bulunan kanserli yaralardan kolayca tespit
edilebilmektedir. Larvalar kestane agac¢larinin odun dokusu igerisinde ve kabuk
altinda bulunmaktadir (Sekil 3.1). Larvalar1 bulabilmek i¢in kanserli ve ¢atlak
govdeli agaclarin kabugu baltayla kaldirilarak acilmistir. Larvalar kabugun hemen
altinda bulunmadig1 durumda baltayla agacin odun dokusuna dogru kesilmistir.
Toplanan larvalar bir miktar yeni kesilmis odun ve kabuk parcalar1 bulunan kiiltiir
kaplarma konularak laboratuvara getirilmistir. Laboratuvar kosullarinda bu

larvalarin canli kalabilmesi i¢in bulunduklar1 ortama elma meyvesi eklenmistir.
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Sekil 3.1. Cossus cossus larvalarinin aga¢ odun dokusu igerisinde beslenmesi

3.4. Govde Zararhs:1 Cossus cossus’un Miicadelesinde Kabuk Altina
Nematodla Enfekte Canhh Larva Salinmasi

Bu ¢alisma kestane kiitiikleri kullanilarak laboratuvar kosullarinda yiiriitiilmiistiir.
Caligmada kullanilan Kestane kiitiikleri Aydin ilinin Sultanhisar ilgesine baglh
Malgagmustafa koyliniin Ovacik yaylasindan temin edilmistir. Kullanilan kiitiikler
aga¢c kesme motoruyla 60 cm boyunda kesilerek laboratuvara getirilmis ve 50
litrelik plastik kaplar icerisine dik duracak sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.2). Her
bir kiitiigiin lizerine 3 tane saglikli 2. veya 3.donem C.cossus larvasi birakilmistir
(Sekil 3.3). Larvalar kiitiikler {izerine birakildiktan sonra dogal ortam1 olan kabuk
altina girip adapte olmasi igin 24 saat beklenmistir.

Miicadelede kullanilacak olan nematodla enfekte canli larvalar1 hazirlamak i¢in G.
mellonella larvalar petri kaplar igerisinde 20 saat siireyle S.carpocapsae 1J’lerine
maruz birakilmigtir. Nematodla enfekte olan ancak hala canli halde olan
G.mellonella larvalart herbir kestane kiitiigiine 3 tane olacak sekilde kiitiiklerin
tizerine birakilmustir (Sekil 3.4). Karanlik ortami seven G.mellonella larvalari kisa
stire igerisinde kiitiiklerin agikliklarindan igeri girerek kabuk altlarina gizlenmistir.
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Kontrol gruplarina ise sadece C. cossus larvalari verilmistir. Hazirlanan deney
diizenekleri oda sicakliginda ve gece-giizdiiz periyoduna uygun olacak sekilde
tutulmustur. Onbes giin sonunda kiitiiklerin kabuklar1 kaldirilmis ve canli 6lii
C.cossus larva sayilart kaydedilmistir. Her denemede hem uygulama hem de
kontroller icin 10’ar kiitiik kullanilmis ve denemeler farkli zamanlarda 2 kez

tekrarlanmustir.

Sekil 3.3.Kestane kiitiigii tizerine Cossus cossus larvalarinin birakilmasi
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Sekil 3.4. Nematodla enfekte canli Galleria mellonella larvalarmin kiitiikler

tizerine salinmasi

Kiitiiklerin kabuk altindan larvalar alindiktan sonra olast nematod varligini
gbzlemlemek igin piset yardimiyla odun dokular1 yikanmistir (Sekil 3.5). Yikama
sonucu elde edilen suyun igerisinde nematod olup olmadigimi tespit etmek icin
mikroskop altinda inceleme yapilmistir. Enfekte olan C.cossus kadavralarindan
nematod ¢ikiginin olup olmayacagini gézlemlemek igin tiim kadavralar tek tek
White Trap’lere alinmistir.



20

g N -

Sekil 3.5. Larvalar toplandiktan sonra kiitiiklerin yikanmasi

3.5. Spodoptera cilium Larvalarmin Elde Edilmesi ve Uretilmesi

Denemelerde kullanilmis olan Spodoptera cilium larvalart Aydin ilinin Germencik
ilcesindeki ¢im alanlarindan elde edilmistir. Sik ¢im bitkilerinin i¢inde bulunan
S.cilium larvalarinin elde edilmesini kolaylastirmak igin ¢im yiizeyine bol
miktarda su verilmistir. Bogulmamak igin yiizeye ¢ikan larvalar kolaylikla
toplanmustir (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7 ). Toplanan larvalar i¢inde taze ¢im yapraklari
bulunan kiiltiir kavanozlarina konularak laboratuvara getirilmistir.



Sekil 3.7. Su verildikten sonra ¢imin yiizeyine ¢ikan Spodoptera cilium larvalar
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Spodoptera cilium’un laboratuvar kosullarinda tretilmesinde 30 litrelik plastik
kiltiir kaplart kullanilmistir. Dogal ortamina uygun olmasi i¢in plastik kabin
zemini Cynodon dactylon ekilmis hazir rulo ¢im ile kaplanmis ve tizerine larvalar
eklenmistir. Larvalarin  kagmasimi  Onlemek i¢in kaplarin {izeri tiillerle
kapatilmistir. Hazir ¢imdeki otlarin oburca tiiketilmesi nedeniyle kiiltiir kaplarina
hergiin taze ot eklenmistir. Pupa donemine giren S. cilium, igerisinde hazir ¢im
parseli bulunan temiz kiiltiir kaplarina alinmis ve kaplarin tizeri tiille kapatilmustir.
Pupalarin agilmasimin ardindan ¢ikan erginlerin beslenmesi i¢in 6 cm’lik plastik
petri kaplarina siit tozu ve seker karisimi igeren besin konulmustur. Beslenip
ciftesen erginlerin ¢im yapraklari iizerine biraktiklar1 yumurtalarin agilmasi takip
edilmistir. Cok hareketli olan ilk donem larvalarin populasyonunun yogun olmasi

durumunda yeni ortamlara alimustir.

Koloninin devamliliginin saglanmasi i¢in plastik kaplara ek olarak laboratuvarin
bir kosesinde (170x140 cm? genisliginde) ¢im alan olusturulup tizerinde larvalar
yetigtirilmistir. Larvalarin kagmamasi i¢in her giin taze ¢imler verilmis ve siirekli
kontrol altinda tutulmustur. Son doneme ulasan larvalar toplanip plastik kaplara

konularak tekrar ergin olmalar1 saglanmistir.

Spodoptera cilium kolonisi laboratuvar sartlarinda (23-24°C) ve gece giindiiz
periyodu dikkate alinarak kurulmustur.

3.6. Satin Alman Cim Parsellerinde Entomopatojen Nematod
Varhginin Kontrol Edilmesi

Ozel bir firmadan satin alman ¢im parsellerinin topraginda dogal bir
entomopatojen nematod varliginin olup olmadigini tespit etmek i¢in ¢imlerin farkl
yerlerinden toprak Ornekleri alinmistir. Alinan toprak ornekleri plastik kaplara
konulmustur ve 5’er tane G.mellonella larvasi eklenmistir. Bir hafta boyunca bu
larvalar kontrol edilmis ve herhangi bir larva oOliimiine rastlanmamistir. Bu

verilerin ardindan nematod uygulamasina yonelik ¢alismalara devam edilmistir.

3.7. Spodoptera cilium Larvalariyla Miicadelede Nematodla Enfekte
Canh Larva Salinmasi

Laboratuvarda gergeklestirilen yar1 alan denemelerinde 25x25 cm ebatlarinda
hazir rulo ¢imler kesilerek 30 It’lik plastik kaplarin igerisine yerlestirilmistir (Sekil
3.8 ). Her denemede 30’ar tane 2. dénem S. cilium larvasi kullanilmastir.
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Nematodla enfekte canli larvalari hazirlamak i¢in 9 cm’lik petri kaplarmin
tabanina kurutma kagidi yerlestirilmis ve {izerine her petriye 5 tane olacak sekilde
3. dénem S. cilium larvasi eklenmistir. Daha sonra otomatik pipet araciligryla 1000
pl’ de 5600 tane S. carpocapsae olacak sekilde nematodlar petri ortamina
aktarilmistir. Yirmibes saat boyunca nematod enfeksiyonuna maruz birakilan
ancak halen canli olan 4 S.cilium larvasi alinarak ¢im parsellerinin koselerinden
ortamlara birakilmigtir. Denemelerde kullanilan saglikli S. cilium larvalarinin
nematodla enfekte canli larvalar salinmadan 1 saat 6nce ¢im parselleri iizerine
birakilarak ortama adapte olmalar1 ve ¢imin alt kismina yerlesmeleri saglanmustir.
Deneme siiresince larvalarin beslenmesi igin ortama taze ot takviyesi yapilmistir.
Larvalarin kagmasini engellemek i¢in plastik kaplarin kapaklart ortamin
havalanmasina olanak saglayacak sekilde kapatilmistir. Kontrol grubunda ise ayni
diizenek hazirlanmis ancak ortama 4 adet nematodla karsi karsiya getirilmemis
saglikli 4 tane larva birakilmistir. Hem deney hem de kontrol grubu icin 5’er tane
¢im parseli kullanilmistir. Denemeler oda sicakliginda (23-24°C) ve gece-giindiiz
periyodu dikkate alinarak gerceklestirilmistir.

Sekil 3.8. Spodoptera cilium larvalariyla yiiriitiilen ¢alismanin deney diizenegi
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Denemelerin kurulmasindan 16 giin sonra ¢im parseller ¢ikarilip inecelenerek 6lii
ve canli larva sayilar1 belirlenmistir. Olii olan larvalar alinarak White-trap’lere
aktarilmis ve kadavralardan nematod ¢ikisinin olup olmadig1 belirlenmistir.

3.8. Spodoptera cilium Larvalariyla Miicadelede infektif Juvenillerin
Piiskiirtme Yontemi Kullanilarak Verilmesi

Bu c¢aligmada nematodla enfekte canli larva salinim deneylerindeki diizenegin
aynist kullanilmistir.  Piiskiirtme yonteminde her alana uygulanacak nematod
sayisini belirlemek i¢in Once her bir enfekte 3.donem S.cilium larvasindan
meydana gelen yeni nesil 1J sayist belirlenmistir. Daha sonra bu say1 4 ile
carpilarak her bir parsele uygulanacak 1J sayis1 hesaplanmistir (58600 1J/kadavra
X 4= 234400 1J). Boylece enfekte larva salmimiyla piiskiirtme yontemi
sonucunda ortamda bulunacak olan 1J sayilar1 esitlenmistir.

Cim parsellerinin igerisine saglikli 30’ar tane 2. donem S.cilium larvasi
eklendikten 1 saat sonra S. carpocapsae 1J’leri 60 ml distile su ile birlikte ¢im
alanin yiizeyine esit dagilacak sekilde bir el spreyi ile uygulanmistir. Kontrol
grubunda ise aym diizenek kullanilmis ancak ortama sadece 60 ml distile su
piskiirtiilmiistiir. Bu ¢aligmada da deney ve kontrol gruplar1 i¢in 5’er tane ¢im
parseli kullanilmistir. Kurulan deneme diizenekleri ayni laboratuvar kosullarinda
ve gece-giindiiz periyodu dikkate alinarak yiiriitiilmiistir (Gulcu vd., 2014).

Denemelerin kurulmasindan 9 giin sonra ¢im parseller ¢ikarilip inecelenerek olii
ve canl1 S. cilium sayilar1 belirlenmistir. Olii olan larvalar alinarak White-trap’lere

aktarilmis ve kadavralardan nematod ¢ikisinin olup olmadigi belirlenmistir.
3.9. Istatistik Analizler

Spodoptera cilium ile ilgili yapilan ¢alismalarda elde edilen verilere tek yo6nlii
varyans analizi uygulanmis (ANOVA) ve gruplar arasindaki farkliliklar Tukey
testine gore P= 0.05 belirlenmistir. Veriler analiz yapilmadan oOnce arcsin
transformasyonu uygulanmig, ancak tablolarda transforma edilmemis degerler
verilmemigtir (SPSS, 2004). Cossus cossus ile ilgili verilere ise Abbott ve arcsin

transformasyonu yapildiktan sonra student t-testi uygulanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Govde Zararhs1 Cossus cossus’un Miicadelesinde Kabuk Altina
Nematodla Enfekte Canh Larva Salinmasi

Laboratuvar kosullarinda yapilan denemeler de karanlik ortami sevmesi nedeniyle
“Canh Bomba” olarak kullanilan nematodla enfekte Galleria mellonella larvalar
kiitiikler iizerine birakildiktan kisa bir siire sonra C.cossus larvalarinin bulundugu
kabuk altlarina gidip saklanmistir. Kontroller sonucunda kiitiikler tizerine birakilan
Galleria larvalarinin kabuk altlarina girip ilerleyerek farkli derinlikteki bolgelerde
oldiikleri ve olen kadavralardan yeni nesil infektif juvenil nematodlarin ¢ikis
yaptiklar1 gozlenmistir (Sekil 4.1). Kestane kiitiikleri igerisindeki kabuk alt1 ve
odun dokusuna yerlesip beslenen C. cossus larvalarinin %86’sinin enfekte
olduklar belirlenmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Kontrol grubu kiitiiklerde ise 6liim
orant %1.6 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda
nematodla enfekte canli larva salimi (canli bomba) ile kontrol grubundaki 6lim
oranlar1 arasinda 6nemli fark oldugu tespit edilmistir (t= 15,92; df= 38; P=0.0001)
(Sekil 4.4).

Sekil 4.1. Kabuk altina yerlesmis olan Galleria mellonella larvasindan ¢ikis yapan

yeni nesil infektif juvenil nematodlar.
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Sekil 4.3. Kestane odun dokusu i¢inde bulunan 6lii Cossus cossus larvalari
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Sekil 4.4. Nematodla enfekte canli larva salimi sonucunda ortaya ¢ikan CoSSus
cossus larva 6liim orant

Yeni nesil [J’lerin kabuk altlar1 ve odun dokularinda canliliklarini siirdiiriip
stirdiirmediklerini anlamak i¢in kadavralar toplandiktan sonra kiitiikler distile su
ile yikanmigtir. Yikama sonucu elde edilen su mikroskop altinda incelendiginde
iclerinde ¢ok sayida canli IJ oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).

White-traplere alman tim C. cossus kadavralarindan nematod ¢ikisi oldugu

gozlenmis ve DboOylece Oliimlerin tamamimin nematod kaynakli oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Kiitiiklerin yikanmasi sonucu elde edilen canli infektif juvenil evre
nematodlar.

4.2. Spodoptera cilium Larvalarima Karsi Nematodla Enfekte Canh
Larva Salinmasi

Spodoptera cilium ile yapilan ¢alismanin kontrolleri esnasinda ortama birakilan 30
larvanin tamamina ulagilamamistir. Yapilan kontroller sonucu nematodla enfekte
canli larva salimi denemesinde % 90,6 larva olimii goriliirken spreyleme
yontemiyle 1J verilmesinde bu oranin % 96,6 oldugu tespit edilmistir. Kontrol
grubunda goriilen 6liim orani ise %19,9 olarak belirlenmistir. Yapilan analizler
sonucunda enfekte canli larva salimi yontemi ile spreyleme yontemi arasinda
etkinlik agisindan 6nemli bir farkin olmadigi belirlenmistir. Ancak her iki
uygulama yontemiyle kontrol grubu arasindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli
oldugu tespit edilmistir (F=45.51; df= 2, 12; P<0.05) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.6. Spodoptera cilium larvalariyla miicadelede kullanilan farkli uygulama
yontemleri sonucu elde edilen 6liim oranlar1 (%).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calisma sonucunda elde ettigimiz veriler yeni bir uygulama yontemi olarak test
edilen nematodla enfekte canli larvalarin kapali habitatlara salinmasiyla zararh
kontroliinde entomopatojen nematodlarin  kullanilabilecegini  g6stermistir.
Nematodla enfekte olan hareket kabiliyeti yiiksek boceklerin 6lmeden 6nce farkli
bolgelere gidebildigi ve oldiiklerinde i¢lerinde iireyen EPN’lerin bu yeni ortamda
yayildiklar rapor edilmistir (Finney ve Walker 1977; Kaya ve Grieve, 1982,
Timper vd., 1988; Lacey vd., 1995).

[k defa Glaser ve Farrell (1935) yaptiklar1 ¢alismada Steinernema glaseri tiiriine
ait infektif juvenillerin Popillia japonica ergin bireylerinin bagirsak boslugunda
bulundugunu ve bdylece nematodlar1 ergin bireyler araciligiyla genis alanlara
yayilabildiklerini 6ne siirmiiglerdir. Bu ¢alismadan uzunca bir siire gegtikten sonra
Finney ve Walker (1977) yaptiklar1 ¢alismada Karaagaglarda zararli olan bir
fungusun yayilmasinda kabuk bocegi Scolytus scolytus’un biiyiik oneme sahip
oldugunu saptamiglardir. Bu nedenle kabuk altina giren S.scolytus larva ve
erginlerini 6ldiirmek i¢in kullandiklar1 agac¢ kiitiiklerine S. carpocapsae
uygulamiglardir. Yaptiklar1 kontrollerde nematod uygulanan kiitiiklerde zararh
bocegin hem larva hem de erginlerinde yiiksek Oliim orani tespit etmislerdir.
Ancak asil ilging olam uzakta duran kontrol grubunda ki larva ve erginlerin de
bazilarinin nematodla enfekte olup oldiiklerini tespit etmeleri olmustur.
Arastirmacilar nematod uygulanan kiitiiklerdeki ergin bireylerin bazilarinin
viicutlarina eksternal olarak aldiklar1 IJ’leri foretik olarak tasiyip kontrol
grubundaki kiitiiklere gecirmis olabilecekleri fikrini ileri stirmiislerdir. Bugiine
kadar yapilan calismalarda EPN’lerin foretik olarak tasindigini gosteren bir
calisma mevcut degildir. Kaya ve Grieve (1982) ise yaptiklar1 c¢alismada
Spodoptera exigua erginlerinin topraktan ¢ikis esnasinda nematodlarca enfekte
edildigini ve bu ergin bireylerin 6lmeden Once nematodlart yeni bolgelere
tasiyabileceklerini One siirmiiglerdir. Fakat bu enfekte bireylerin topraktan
ciktiktan sonra dogada ne kadar yol kat edebildikleri tespit edilememistir.

Nematodla enfekte olup heniiz canli olan boceklerle yapilan ¢aligsmalarin tamami o
bocegin erginlerinin nematodlar1 ne kadar uzaga tasiyabiliyor oldugunu
kavramaya yonelik olmustur. Yani ama¢ nematodlarin cografik alandaki
dagilimlarin1 ve bunda rol oynayabilecek etmenleri tespit etmekti. Bu amacla
yiriitillen bir laboratuvar ¢alismasinda ise S. exigua erginlerinin entomopatojen
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nematod S. feltiae ile enfekte olduktan sonra enfekte olduklari bélgeden 11 m
uzakliktaki bir alana yayilabildikleri belirlenmistir. Enfekte olan bu konukgularin
yayilimi ve 6liimii sonucunda ¢ogalip kadavrayi terk eden 1J’lerin toprak igerisine
girerek oradaki S. exigua larva ve pupalarii enfekte ettikleri belirlenmistir. Sonug
olarak EPN’lerin enfekte ergin bocekler yoluyla hem lokal alanda hem de diinya
capinda dagilimlarinin miimkiin olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (Timper vd. 1988).
Daha genis kapsamli olarak alan uygulamasi seklinde yiiriitilen bir bagka
calismada Lacey vd. (1995), Popillia japonica erginlerini S. glaseri 1J’leri ile kars:
karstya getirdikten sonra isaretledikleri ergin bireyleri serbest birakmiglardir. Bir
stire sonra bu alandan rastgele ergin bireyler yakalayarak bunlarm ne kadarinin
isaretli bireylerden olustugunu belirlemiglerdir. Elde ettikleri veriler isaretli
bireylerinin oraninin %1 oldugunu bunlarinda sadece %33’{inlin hemosoliinde 1
veya daha fazla nematod bulundugunu gostermistir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglar biiyiikk Olcekli nematod dagilimmi saglamak icin bu ydntemin g¢ok
kullanisli olmadigini gostermistir. Arastirmacilar, gelecekte yapilacak olan
caligmalarla bu ergin bireylerin nematodla enfekte olma oranlarini arttiracak yeni
yontemlerin gelistirilmesi gerektigini belirtmisler ve farkli nematod tiirleri
kullanilarak ergin boceklerin enfekte olma oranlarmin arttirilabilecegini
sOylemislerdir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ilk defa denenen nematodla enfekte canli larvalarin
kullanilmasi EPN’lerin daha genis alanlara yayilmasindan ziyade kabuk alt1 ve sik
bitki dokulu habitatlardaki zararlilarla miicadele etmeyi amaglamaktadir. Yani
aslinda EPN’lerin alan uygulamalarinda kullanilan metodlara eklenebilecek yeni
bir yontemdir. Giinlimiizde en yaygin EPN uygulama sekli bol su ile
gerceklestirilen piiskiirtme yontemidir. Bu ydntem pratik olmasi ve ozel bir
uygulama ekipmanina ihtiyag duyulmamasi agisindan olduk¢a kullanigh ve
etkilidir (Grewal, 2002). Ancak bu yontemin de dezavantajlar1 vardir. Oncelikle
puskiirtme kuvvetinin ¢ok iyi ayarlanmasi gerekmektedir. Aksi takdirde uygulanan
1J’lerin biiylik ¢ogunlugu siddetli carpma nedeniyle canliliklarini yitirirler (Smits,
1996). Ayrica geleneksel uygulama ekipmanlarindaki filtrelerin g6zenekleri
nematodlarin gecisine izin verecek por genisligine sahip olmalidir. Piiskiirtme
yonteminin en bilylik dezavantaji ise kapali habitatlara ve yogun bitki ortiisii olan
alanlara uygulanamiyor olmasidir. Bunun en 6nemli nedeni desikasyondur (Wright
vd., 2005), bunu UV 1ginlar1 ve yiiksek sicaklik takip etmektedir (Grewal, 2002).
Siv1 siispansiyon igerisinde piiskiirtiilerek yapilacak olan uygulamalarin sabah

erken veya aksam ge¢ satlerde yapilmasi, uygulama Oncesi ve sonrasinda ise
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alanin sulanmasi gerekmektedir (Lello vd., 1996). Oysa bizim bu calisma
kapsaminda test ettigimiz enfekte canli larva salimi ile giiniin her saatinde
uygulama yapmak miinkiindiir. Ayrica piiskiirtme iglemi sonucunda ortaya ¢ikan
UV, yiizeydeki yiiksek sicaklik, desikasyon, piskiirtme kuvveti (Wright vd.,
2005), yagmacilar ve dogal diismanlar (Kaya, 2002; Karagdz vd. 2007), uygulama
oncesi ve sonrasindaki sulama yapma zorunlulugu (Koppenhofer 2000) gibi
olumsuzluklarin higbirisi mevcut degildir. Aga¢ kabuk alti veya benzer kapali
habitatlarda bulunan zararlhilarin bulundugu ortamlardaki nem diizeyi genelde
nematodlar i¢in de uygun olan yerlerdir. Bu nedenle enfekte kadavradan cikis
yapan [J’lerin tamamu kayirp vermeksizin bu ortamda yasayabilmekte,
konukgularini aktif olarak arayip bulabilmekte ve bu dar alanda kolayca enfekte
edebilmektedirler. Eger hedef zararli bocegin kitle halinde {iretilebilmesi
miimkiinse ya da ¢ok miktarda larvanin toplanmas1 miimkiinse o takdirde enfekte

larvalar olusturulurken ayni tiiriin larvalar1 kullanilmalidir.

Kestane govde kurdu C. cossus larvalarina karsi hazirlanan enfekte canli
larvalarda Galleria larvalart kullanilmistir. Ciinkii 2-3 y1l siiren bir hayat dongiileri
olmasindan dolay1 C. cossus larvalarinin laboratuvarda kolonilerini olusturmak
miimkiin degildir. Ancak kolay iiretilebiliyor olmalari, nematod enfeksiyonlarina
oldukca hassas olmalar1 ve kapali1 habitatlara girip saklanma davranis1 gostermeleri
nedeniyle G. mellonella larvalar1 ¢ok basarili olmuslardir. Uygulama yapilan
kiitiikklerdeki C. cossus 6liim orant %86 gibi oldukga yiiksek bir orandir. Daha
once laboratuvar kosullarinda petri ve plastik kavanozlarda gerceklestirilen
denemelerde C. cossus larvalarinin EPN enfeksiyonlarina karsi olduk¢a direngli
olduklar1 saptanmigtir. Bu denemelerde elde edilen 6liim oranlar1 %10’un {izerine
cikamamistir. Bu tez calismasinda kullanilan kestane kiitiikkleri C. cossus
larvalarinin dogal habitati oldugundan larvalarin nematod girisini engelleyecek

savunma sistemlerini devreye sokmadan enfekte olduklar1 diistiniilmektedir.

Diger konuk¢u olan S. cilium’un laboratuvar kosullarinda kolonisi
kurulabildiginden ve alandan kolaylikla elde edilebilmesinden dolay1 enfekte canli
larva olusturulurken aymi tiiriin larvalar1 kullanilmistir. Uygulama sonrasi elde
edilen S. cilium larva 6liim oran1 hem canli larva saliminda hem de piiskiirtme
yonteminde %90’m {izerinde bulunmustur ve aralarinda istatistiksel bir fark
bulunmamustir. Ancak bu ¢alisma laboratuar kosullarinda yiiriitiildiiglinden, alan
uygulamalarinda piiskiirtme yonteminin karsilagsacagi oOldiiriici UV isinlari,



33

kuruma, yiiksek sicaklik, dogal diismanlar ve patojenler gibi dezavantajlardan

uzak durulmustur.

Gelecekte “nematodla enfekte canli bocek salim” yonteminin alan calismalartyla
test edilmesi ve bagka zararlilara karst da kullaniminin degerlendirilmesi uygun

olacaktir.
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