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OZET

POLYPHYLLA FULLO (COLEOPTERA: SCARABAEIDAE) VE
CURCULIO ELEPHAS (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)
LARVALARI ILE MUCADELEDE ENTOMOPATOJEN NEMATOD
VE FUNGUSLARIN ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Cem ASAN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1

Tez Danismani: Prof. Dr. Selcuk HAZIR
2014, 53 sayfa

Yapilan bu ¢alisma kapsaminda daha 6nce Entomopatojen nematod denemelerinde
direngli oldugu tespit edilen kestane meyve i¢ kurdu, Curculio elephas ve Haziran
bocegi, Polyphylla fullo larvalarina karsi Entomopatojen nematod, entomopatojen
fungus ve bunlarin kombinasyonlarinin etkinligi test edilmistir. Curculio elephas
larvalar1 ile yapilan calismalar kavanoz ve saksit denemeleri seklinde
gerceklestirilmistir.  Calismada  entomopatojen  nematod  Heterorhabditis
bacteriophora, entomopatojen fungus olarakta Metarhizium anisoplia 4556 ve
V275 suslar1 kullanilmistir. Hem kavanoz hem de saksi denemeleri sonucunda M.
anisoplia suglarinin C. elephas larvalarina karsi olduk¢a patojen olduklar
belirlenmistir. Her iki izolat da tek basina kullanildiginda %90’1n iizerinde larval
oliim meydana getirmistir. Nematod-fungus kombinasyon uygulamalariyla olusan
etkilesim ise aditif olarak belirlenmistir. Polyphylla fullo larvar ile yapilan
calisma sonucunda ise Beauveria brogniartii tiiriine ait entomopatojen funguslarin
Ozellikle 1.donem larvalara karsi son derece etkili oldugu, tek baslarina
kullanildiklarinda %90, nematodlarla kombine edildiklerinde ise %100 o6lim
meydana getirdikleri tespit edilmistir. Polyphylla fullo larvalarmma karsi
kombinasyon uygulamalarinda goériilen bu etkilesimin aditif oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak gelecekte yapilacak biyolojik miicadele uygulamalarinda C. elephas
larvalarina karst kestanelilerdeki gomii yerinde entomopatojen fungus M.

anisoplia 4556 veya V275 suslarmin, P. fullo larvalarina karsi ise Ozellikle
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l.donem larvalarin hedef alinarak entomopatojen fungus B. brogniartii’nin

kullanilmasinin dogru olacagini belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Entomopatojen fungus, entomopatojen nematod, Curculio
elephas, Polyphylla fullo, Biyolojik miicadele



ABSTRACT

THE EFFICACY OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE AND
FUNGI IN CONTROLLING OF POLYPHYLLA FULLO
(COLEOPTERA: SCARABAEIDAE) AND CURCULIO ELEPHAS
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) LARVAE

Cem ASAN

M.S. Thesis, Biology Department
Advisor: Prof. Dr. Selguk HAZIR
2014, 53 pp.

The efficacy of entmopathogenic nematodes and entomopathogenic fungi alone
and their combinations were evaluated against chestnut fruit pest Curculio elephas
and white grub Polyphylla fullo larvae which are known to be resistant to
nematode infection. Experiments were conducted in two different experiemental
arenas, plastic containers and flower pots for C. elephas. Entomopathogenic
nematode Heterorhabditis bacteriophora and two isolates of entomopathogenic
fungi Metarhizium anisoplia (4556 and V275) were used. The results showed that
the both isolates of M. anisoplia were highly virulent against C. elephas larvae at
plastic container and pot experiments with more than 90% mortality. There was an
additif interaction at fungi and nematode combine application. Entomopathogenic
fungus Beauveria brogniartii showed a very high pathogenicity against 1.instar P.
fullo larvae with 90% mortality. The combine application of B. brogniartii and H.
bacteriophora presented 100% mortality against first stage of P. fullo and the
interaction between nematode and fungi was additif. As conclusion, M. anisoplia
isolates 4556 or V275 for C. elephas in gomu places in chestnut field and B.
brogniartii against first instar P. fullo larvae are recommended to use in biological

control studies.

Key words: Entomopathogenic fungi, entomopathogenic nematodes, Curculio

elephas, Polyphylla fullo, biological control
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1.GIRiS
1.1. Biyolojik Miicadele Nedir?

Diinyada tarim zararlhilarina karsi yapilan kimyasal miicadelenin dogal yasama
yaptigi olumsuz etkiler bilimsel ¢alismalar ile ortaya konulmustur. Kimyasal
bilesiklerin hem g¢evre ve insan sagligina verdigi zarar hem de zararlilarin bunlara
kars1 zamanla diren¢ kazanmasinin anlasilmasi sonucu, arastirmacilar ¢evre ve
insan sagligini tehdit etmeyen, ayrica ekolojik dengeyi bozmayan bir yontem olan
biyolojik miicadeleye yonelmislerdir (Floate vd., 2002).

Biyolojik miicadele i¢in bugiline kadar bir¢cok farkli tanim yapilmistir. Eilenberg
vd. (2001) yaptigi tamima gore biyolojik miicadele; “Canli organizmalar
kullanilarak zararli tiirlerin sayilarinin kontrol altinda tutulmasi ve verdikleri

zararin azaltilmas1” olarak ifade edilmistir.

M.O. 324’ te Cin’ de insanlar Oecophylla smaragdina adli karinca tiiriinii
turunggil agaglarina birakarak agaclari bocek larvalarindan korumuslardir. Bu
yontem c¢aglar boyunca kullanilmig, hatta modern zamanda bile turunggil
yetistiricileri bu yontemi kullanmaya devam etmistir (Van Den Bosch, 1973;
Hajek, 2004).

Tanimdan da anlasilacagr gibi biyolojik miicadelede canli organizmalar
kullanilmaktadir (Eilenberg, 2006). Bu canlilar predatorler, parazitoidler ve
patojenler olmak {izere 3 kategoriye ayrilir. Predatorler genelde konukgularindan
daha buyiiktiirler ve avlarim1 dogrudan yiyerek beslenirler. Patojenler ise genelde
konukgularindan daha kiiciiktiirler ve onlar1 enfekte ederek oOldiiriirler. Parazitoid
dedigimiz canli grubunda ise yumurtalar konuk¢u olarak secilen bir baska canlinin
viicudunun iizerine ya da igerisine birakilir. Yumurtadan ¢ikan larvalar bulundugu
konukgu dokulari {izerinden beslenerek gelisir, bu esnada da konuk¢uyu 6ldiiriirler
(Van Den Bosch vd., 1973).

Biyolojik miicadelede kullanilan parazitoit ve patojenler kategorisinde bulunan

canli gruplart;



1- Viruslar, 2- Bakteriler, 3- Funguslar, 4- Nematodlar ve 5- Protozoalar’dir
(Koppenhofer, 2007).

1.2. Entomopatojen Nematodlar ve Funguslar

1.2.1. Nematodlar

Pek ¢ok nematod tiirii boceklerle forezisden, parazitizm ve patojeniteye kadar
degisen farkl iliskiler icerisindedir (Koppenhofer, 2007). Yapilan calismalarda
simdiye kadar bocekler ve diger omurgasizlarla parazitik iliski icerisinde oldugu
tespit edilen 30 nematod familyasi tanimlanmistir (Stock ve Hunt, 2005). Bunlar
igerisinden bocekler ile biyolojik miicadelede kullanilabilecek 7 familya:
Mermithidae ve Tetradonematidae (Ordo: Stichosomida); Allantonematidae,
Phaenopsitylenchidae ve Sphaerulariidae (Ordo: Tylenchida); Heterorhabditidae
ve Steinernematidae (Ordo: Rhabditida)’dir (Koppenhofer, 2007). Bununla
beraber Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalara ait tiirler kitlesel
iretime uygun olup, giiniimiizde bu nematodlarin ticari iiriin olarak satigi
yapilmaktadir. Bu nematodlara “bocek patojeni”, “bocek paraziti” veya
“entomopatojen nematodlar ” (EPN) ya da “faydali nematodlar” gibi farkli isimler
verilmistir (Crow, 2002).

Her iki nematod familyasinda enfektif form tiglincli juvenil evredir. Bu evreye
infektif juvenil (IJ) evre de denir. Yalmzca toprakta bulunan IJ evre nematodlar
bocegin dogal acikliklarindan (agiz, anilis ve spirakil) ya da bazi durumlarda
dogrudan kiitikulay1 delerek viicut icerisine girmektedir. Bocegin hemosoliine
ulasan IJ’ler tasidiklari mutualistik bakterileri ortama birakirlar. Bakterilerin
nematod viicudunda tasindiklari bolgeler nematod cinsleri arasinda farklilik
gostermektedir.  Heterorhabditis cinsi  nematodlarla  mutualistik iligkili
Photorhabdus bakterileri bagirsagin 6zellikle ilk 1/3’liik kisminda yogun olarak
tasinirken, Steinernema ile iligkili Xenorhabdus bakterileri nematod bagirsaginin
6n kismindaki 6zel bir kesede bulunmaktadir (Martens ve Goodrich-Blair, 2005).
Konuk¢u boceklerin 6liimii, mutualistik bakterilerin ¢ogalmasi ve bu esnada
salgiladiklar1 hiicredis1 enzimler ve toksinler ile olusan septisemia’dan ve ayrica
nematodlarin neden oldugu toxemia’dan dolay1r 48 saat icerisinde gerceklesir
(Duchaud vd., 2003; Kaya ve Gaugler, 1993). Parcalanan bocek dokusu ve burada



tireyen mutualistik bakterileri iizerinden beslenmeye baslayan 1J’ler kadavradaki
besin bitene kadar hayat dongiilerini devam ettirirler (Sekil 1.1). Bocegin igerisine
girdikten sonra sirasiyla 4. juvenil evre, ergin erkek-disi ya da hermafrodit
bireyler, yumurta, 1. juvenil, 2. juvenil ve 3. juvenil (infektif juvenil) seklinde
devam eden bir hayat dongiisiine sahiptirler.  Heterorhabditler ile
Steinernematidlerin hayat dongiileri oldukca benzer olmasina karsin aralarindaki
en 6nemli fark Heterorhabditis erginlerinin konukgu igerisindeki ilk jenerasyonda
hermafrodit bireylerden olugsmasi, Steinernema erginlerinin ise biitiin
jenerasyonlarda ayri eseyli olmasidir. Tek istisna, ilk jenerasyonda hermafrodit
bireylere de rastlanmis olan Steinernema hermaphroditum tiriidiir (Stock vd.,
2004). Heterorhabditis cinsinde birinci  nesilden sonraki  nesillerde
hermafroditlerle birlikte ayr1 eseyli bireyler de goriilmektedir (Kaya, 1990). Biten
besinle beraber kadavrayi terk eden 1J’ler toprakta kendilerine yeni konukcular
aramaya baglarlar (Hazir vd., 2003).
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Sekil 1.1. Entomopatojen nematodlarin genel hayat dongiisii (Giilcii, 2010).

1.3. Entomopatojen Funguslar

Diinyada 1,5-5,1 milyon fungus tiirii bulundugu tahmin edilmektedir (Hibbett vd.,
2011). Simdiye kadar bu tiirlerin 100,000 kadar1 tanimlanmistir ve bunlarin 750-
1000 tanesinin entomopatojen fungus (EPF) oldugu tahmin edilmektedir.
Giintimiizde EPF tiirlerinin yaklagik 100 kadari tanimlanmistir (St. Leger ve
Wang, 2010 ). Pek ¢ok EPF tiirli Ascomycota ve Zygomycota divisiolarinda
bulunmaktadir (Roy vd., 2006) (Sekil 1.2).

Entomopatojen funguslar ekonomik olarak onemli pek ¢ok zararli bOcegin
kontroliinde biyolojik miicadele ajani olarak kullanilan zorunlu bdcek paraziti



organizmalardir. Bunlar hedef zararliyi1 mekanik olarak etkiledikleri ig¢in
onemlidirler. Boylelikle zararli, daha 6nceden kimyasal veya mikrobiyal kaynakli
insektisitlere karsit gelistirmis oldugu bagisiklik mekanizmalariyla kendini
koruyamaz (Charnley ve Collins, 2007).

Funguslar, diger entomopatojen gruplardan bocek kiitikulasindan dogrudan giris
yapabilme yetenegi ile ayrilirlar. Besin yolu ile alinma zorunlulugunun olmayist,
bocegin beslenmedigi yumurta veya pupa gibi gelisim evrelerinin de enfekte
edilebilmesini saglar. Funguslarin bocek lizerinde penetre oldugu yerler genelde
lokal olarak yiiksek nem bulunduran solunum bosluklari, segmentler arasi
bosluklar ve agiz pargalar gibi bolgelerdir (Charnley ve Collins, 2007).



Zygomycota

Division

Ascomycota

Division

Zygomycetes

Class

Sordariomycetes

Class

Entomophthorales

Hypocreales

Entomophthoraceae Neozygitaceae Clavicipitaceae

phag
Entomophora i
Erynia Neozygites Beauveriaa
Eryniopsis Cordyceps

Furia
Massospora
Strongwellsea
Pandora

Cordycepioideus
Lecanicilliuma
Metarhizium
Normuraea

Tarichium Genus

Zoophthora

Sekil 1.2. Entomopatojen funguslarin genel sistematigi (Demir, 2008) (Bu sema
entomopatojen funguslarin tiimiinii igermemektedir).

Bocek tizerinde ¢imlenen spor, olusturdugu hifler sayesinde kiitikulay1 ve
epidermisi delip gectikten sonra viicut boslugunda ¢ogalir. Konukgu kiitikulasina
yapilan bu giris, hem litik enzimlerle hem de apresorium olusumu vasitasi ile
mekanik olarak gergeklesir (Leger vd., 1988; Charnley ve Leger, 1989). Bicekte
meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler genellikle bocegin 6liimii
ile sonuglanir. Fungus hifleri hayat dongiisiinii tamamlamak i¢in tekrar kadavradan
disar1 dogru biiytime gosterir ve hifler hava ile karsilastiginda sporulasyona baslar
(Inglis vd., 2001; Deacon, 2005) (Sekil 1.3).



Entomopatojen funguslar ile yapilan miicadele, kimyasal insektisidlere gore daha
ge¢ cevap verir. Zararliya maruz kalmis tarimsal {irlinlerin yiiksek ekonomik
degeri oldugunda bu istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle fungal patojenlerin
daha hizli sonug¢ vermesi igin EPF’leri Oldiirecek dozun altinda kimyasal
insektisidlerle karistirilmasi (lrigaray vd., 2003) ya da diger entomopatojen bir
ajan ile birlikte kullanilmasi (Kryukov vd., 2009) gibi bazi stratejiler
gelistirilmistir.

Epikutikula Appressorium Konidiyum

Sekil 1.3. Entomopatojen funguslarin enfeksiyon evreleri (Thomas ve Read,
2007).



1.4. Entomopatojen Nematodlar1 ve Funguslar1 Etkileyen Biyotik ve
Abiyotik Faktorler

1.4.1. Biyotik faktorler

Entomopatojen canlilarin etkinlik derecesini etkileyen birgok biyolojik faktor
bulunmaktadir. Bunlardan konukg¢u yogunlugu, dagilimi, konuk¢unun sagligi,
yasi, deri degistirme donemi ve konukgu davraniglar: sayilabilir (Van Driesche ve
Bellows, 1996; Inglis vd., 2001; Klingen ve Haukeland, 2006). Konukgu
yogunlugunun fazla olmasi patojenin konukgusuyla karsilagma sansini artirir.
Konukgu organizmanin saglik durumu biyolojik miicadele ajaninin bulasma
oranini etkileyebilmektedir. Ciinkii baska patojenler tarafindan enfekte olmus
konukgular, kotii beslenme ve fiziksel zayiflik gibi durumundan dolayr diger
patojen saldirilarina kars1 daha direngsiz kalir. Bunun yaninda bocegin yasam
evresi ve deri degistirme donemlerinde de hedef canlilar patojenlere karsi
duyarhdir. Ornegin yeni deri degistirmis bdcekler derilerinin ince olmasi
nedeniyle o donemde fungal patojenlere kars1 oldukca duyarlidir (Van Driesche ve
Bellows, 1996; Inglis vd., 2001; Klingen ve Haukeland, 2006).

Konukgu populasyonu igerisinde olim oranin1 etkileyen bir¢ok faktor
bulunmaktadir. Bunlar bulasicilik, virulans, toksinlerin {iretimi, patojenin yasam
dongiisii, patojen yogunlugu, dagilimi ve kalicihigidir (Van Driesche ve Bellows,
1996; Inglis vd., 2001). Belirli bir patojen tiiriiniin genotipi o patojenin belirli bir
konukguya karsi bulasiciligini ve virulanshgmi etkiler. Bulasicilik bir patojenin
konukguya giris yetenegi, virulans ise patojen konukgusundayken hastaliga neden
olma yetenegidir. Funguslarda penetrasyon hifi bulasiciligini konukguya gore

degistirerek tiretecegi enzimlerin diizeyini degistirebilir.

Entomopatojen nematodlarin etkinlik derecesi, nematod tiirii ya da izolatina, bocek
tiriine ve bocek tiiriiniin gelisim evresi gibi pek ¢ok biyolojik faktdre baghdir
(Eidt ve Thurston, 1995; Simoes ve Rosa, 1996). Nematodlar: etkileyen biyotik
faktorler ise ortamdaki konukg¢u, dogal diisman veya bitki varligidir. Bunlar
ortamin fiziksel kosullarini (topragin nemi, sicakligi, goézenekliligi vb.)
iyilestirerek nematodlarin hayatta kalmasina uygun bir ¢evre yaratmaktadirlar
(Kaya, 2002).



Zararliin kiitikulas1 savunma sisteminde sadece ilk degil ayn1 zamanda en biiyiik
bariyerdir (Pekrul ve Grula, 1979). Kiitikulanin yapisal 6zellikleri ve yilizeyinde
bulunan enzim inhibitorleri ve antimikrobiyal bilesikler, zay1f patojenlerin kolayca
elimine edilmesini saglar. Kandan kaynaklanan savunma sistemi ise fungal
viriilentlikte az bir etkiye sahiptir (Charnley ve Collins, 2007).

Biyotik faktorler ve etkileriyle ilgili detayli pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bazi
durumlarda topraktaki bitki koklerinden salgilanan birtakim kimyasallar 1J’lerin
konuk¢u aramasini olumsuz etkilemistir. Bu durum antibiyozis olarak
adlandirilmaktadir. Bazen ise enfekte konuk¢u igerisinde bulunan kimyasallar
nematod enfeksiyonunu ve iiremesini etkilemektedir. Bir konukgu i¢inde fazla
sayida IJ’nin bulunmasi durumunda tiir i¢i rekabet olusmakta ve ortamin
uygunlugu nematodlar i¢in azalabilmektedir. Tirler arasi rekabet oldugu
durumlarda ise yerel tiirlerden birisinin ortadan kalkmasima sebebiyet
verebilmektedir. Tiirler aras1 rekabet ayn1 bolgede bulunan diger bocek patojenleri
arasinda da yasanabilmektedir. Bu rekabetin sonucu, rekabetcilerin tiiriine
(entomopatojen fungus, bakteri veya viriis), enfeksiyon zamanina veya sicaklik ve
nem gibi ¢evresel faktorlere baglidir (Koppenhofer, 2007).

Uzerinde birgcok arastirma yapilmis nematofag funguslar disinda nematodlarin
diger dogal diigmanlar1 collembola, tardigrad, akar ve predatér nematodlar gibi
omurgasiz canlilardir. Laboratuvar ortaminda yapilan toprak denemelerinde bu
dogal diismanlarin nematod populasyonlarinda diisiislere neden olduklari tespit
edilmigtir. Fakat tarla sartlarinda etkileri ile ilgili ¢ok sey bilinmemektedir (Kaya,
2002, Karagoz vd., 2007).

1.4.2. Abiyotik faktorler

Entomopatojen nematod ve funguslarin patojenitesini etkileyen abiyotik faktorler
sicaklik, nem, kuraklik, 151k, UV, pH ve toprak tipi sayilabilir (Inglis vd., 2001;
Deacon, 2005; Klingen ve Haukeland, 2006; Zimmermann, 2007).

Pek ¢ok nematod tiirii i¢in optimum sicaklik araligi 5-15°C arasindadir. Daha
yiiksek sicakliklar metabolik aktiviteyi artirarak enerji rezervlerinin tiikenmesine
ve yasam siiresinin kisalmasia sebep olmaktadir (Georgis, 1990). Sicaklik farki
hem patojen organizmayr hem de konuk¢uyu etkileyebilmektedir. Patojenite
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oranina etki eden diger faktorler (6rnegin davranis, gelisim, hareket gibi) goz
oniine alindiginda sicakligin konukgu-patojen {izerindeki etkisi anlagilabilir.
Ornegin EPF’ler konukgularmin igerisine kutikula yiizeyinden girmektedir. Ancak
viicut igerisine girig i¢in uygun sicaklikta sporlarin ¢gimlenmesi ve hif gelisiminin
baglamasi gergeklesmektedir (Van Driesche ve Bellows, 1996; Griffin vd., 2005;
Klingen ve Haukeland, 2006; Zimmermann, 2007). Bir¢ok EPF tiirii, 15 ile 30°C
arasindaki sicakliklarda biiytiime gostermektedirler (Osborne vd., 1990).

Sicakligin nematodlar iizerine etkisi tlirden tiire degisiklik gosterebilmektedir
(Grewal vd., 1994). Genel olarak IJ’ler diisiik sicaklik derecelerinde (<10-15°C)
durgunlagmaktadir. Daha yiiksek derecelerde ise (>30-40°C) inaktive
olmaktadirlar. 0°C’nin altinda ve 40°C iizerindeki sicakliklar nematodlar igin
genellikle oldiirticiidiir (Glazer, 2002).

Nem ve kuraklik patojenite agisindan Onemlidir. Yiiksek nem hem fungus
sporlarinin ¢imlenmesini hem de enfekte olmus kadavrada spor olusumunu
tetiklemektedir. Yaklasik %92-93 bagil nem fungus sporlarinin ¢imlenmesi igin
alt siir teskil etmektedir (Hall ve Papierok, 1982). Nematod epizootiginde
topragin nem orani ve yiikksek nem miktar1 énemlidir (Zimmermann, 2007). Dogal
ortami1 toprak olan 1J’ler etkili bi¢imde ilerleyebilmek i¢in bir su filmine ihtiyag
duymaktadirlar ve partikiiller arasinda bulunan su filmlerini kullanarak hareket
etmektedirler. Partikiiller arasindaki su filminin g¢ok ince oldugu kurumus
topraklarda veya partikiiller arasindaki bosluklarin tamamen suyla dolu oldugu
durumlarda nematodlarin hareketi kisitlanabilmektedir (Kung vd., 1991; Brown ve
Gaugler, 1997).

Toprak tipi nematodlarin hareketini, canliligini ve infektivitesini etkileyen abiyotik
bir faktordiir (Kung vd., 1990). Kumlu ve kumlu-tinli topraklar nematodlarin
kolayca hareket etmelerine imkan verirken, kiigiik partikiillii topraklar hareket
etmeyi zorlastirir (Lewis, 2002).

UV isinlar1 nematodlar1 inaktive eden ve dakikalar icerisinde Olmelerine neden
olan dnemli bir abiyotik faktordiir (Gaugler ve Bousch, 1978).

Topraktaki pH degerleri 1J’ler i¢in ¢ok dnemli bir faktor gibi géziikkmese de, pH=4
ile 8 arasindaki degerlerde 1J etkinligi degisiklik gdstermemektedir. Ancak pH
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10’da 1J’lerde canlilik oran1 hizla diismektedir (Kung vd., 1990). Bununla beraber
ilave aragtirmalara gore cesitli toprak parametrelerinde farkli nematod tiirleri farkli
sekilde etkilenmektedir (Koppenhdofer ve Fuzy, 2006).

Toprak ortami bocek-nematod ve bocek-fungus interaksiyonu i¢cin miikemmel bir
imkan saglar. Zararli boceklerin %90’dan fazlas1 yasam dongiilerinin bir
boliimiinii toprakta gecirirler ve toprak EPN ve EPF’ler icin dogal bir kaynaktir
(Klein, 1990 ; Eilinberg vd., 2001).

Bazi EPN’ler ve EPF’ler polioksenik’tirler. Bu tiir 6zellige sahip olan
entomopatojen tlirleri farkli takimlardan pek c¢ok bocek tiiriinii enfekte
edebilmektedir.

Ancak bazi entomopatojen nematod ve fungus tiirleri belirli grupta yer alan
bocekleri enfekte edebilmektedirler. Ornegin S. scapterisci tiiriine ait nematodlar
Orthoptera takimina 6zellikle de Gryllotalpidae tiyelerine adapte olmustur ve diger
bocek gruplarina karsi diisiik patojenite gosterirler (Grewal vd., 1993; Parkman ve
Smart, 1996). Steinernema scarabei tiirii ise Scarabaeidae larvalarina adapte
olmustur ve diger bocekleri infekte edememektedir (Koppenhofer ve Fuzi, 2003).
Beauveria brongniartii  tiirline ait entomopatojen funguslar  genellikle
Scarabeid’lere adapte olmustur ve diger gruplardaki bocekleri enfekte etmeleri
oldukea zordur (Dolci vd. 2006; Townsend vd., 2010).

Bazi1 bocek gruplart nematod ve fungus enfeksiyonlarina karsi oldukca hassastirlar
(6rnegin Lepidopter larvalar1). Ancak bazi gruplarda yer alan bocek tiirleri hem
mekanik hem de humoral ve hiicresel savunma sistemleri sayesinde patojenlere
kars1 koyabilmektedir. Boyle durumlarda zararliyla miicadele etmenin yollarindan
birisi farkli patojenleri (Shapiro vd. 2004; Ansari vd. 2008) veya bir patojenle bir
kimyasali (Sabah vd. 2009; Paula vd. 2011; Sabbour, 2011) bir arada kullanarak

konukg¢unun savunma sistemini agsmaktir.

Yapilan bu tez calismasi kapsaminda daha 6nce EPN denemelerinde direncli
oldugu tespit edilen kestane meyve i¢ kurdu, Curculio elephas (Coleoptera:
Curculionidae) ve Haziran Bocegi, Polyphylla fullo (Coleoptera: Scarabaeidae)
larvalarmma karsi EPN, EPF ve bunlarin kombinasyonlarinin etkinligi test

edilmistir.
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1.5. Polyphylla fullo (Coleoptera: Scarabaeidae)’ nun Hayat Dongiisii

Polyphylla fullo diger adiyla Haziran Bocegi ¢ogunlukla kumsal bdlgelerde, ince
kumlu ve aliivyal topraklarda yetistirilen cesitli kiiltiir bitkilerinin koklerinde
ekonomik diizeyde zarar meydana getiren bir bocek tiiriidiir. Ulkemizde yukarida
belirtilen toprak 6zelligine sahip bag alanlarinda yayilis gostermektedir. Polifag
bir zararlilardir. Asmadan baska tek ve ¢ok yillik diger bitkilerde de zarar
yapmaktadir (Anonim, 2008a).

Disileri oldukga biiyiik olup 40 mm’ye ulagabilmektedir. Antenlerinin ucu topuzlu
ve kiicliktiir. Erkegin viicut uzunlugu 28-30 mm, antenleri ise disilerin antenine
gore biiyiik, yelpaze seklinde ve 7 pargalidir. Viicut rengi, kirmizimsi kahverengi
zemin fizerine, kiiciik adaciklar halinde ve ¢ok sik beyaz pulcuklarla kaplidir
(Anonim, 2008a).

Erginler Haziran’in iigiincii haftasindan Temmuz ayinin ilk yarisina kadar giines
batmadan hemen 6nce ve sonrasinda u¢maya baglar, ¢iftlesir ve tekrar topraga
girmektedirler. Ciftlesen disiler yumurtalarini topragin 18-20 cm derinligine
gruplar halinde birakirlar. Temmuz sonuna dogru ag¢ilan yumurtalardan cikan
larvalar ilk once toprak humusu ile beslenmektedir. Agustos ve eylil’e dogru
ikinci evreye ulasan larvalar, bitki koklerine saldirmaya baglar. Kis1 geciren
larvalar, mart ayiyla beraber beslenme aktivitelerinin artmasiyla mayis sonu ve
haziranda tiglincii evreye ulasirlar. Yaz mevsimi boyunca beslenmeye devam
ederler. Takip eden kis mevsimini istirahat halinde gecirerek ilkbaharda bir siire
daha zarar yapmaya devam ederler. Beslenmeyi bitiren larvalar sirastyla prepupa
ve pupa donemlerini gecirerek ergin hale gelmektedirler. Genellikle 2-2,5 yil siiren
bu hayat dongiisiinde bir dol verirler (Anonim, 2008a).

Larvalar etli, sarims1 renkte olup, “C” seklindedir. Uzeri ince ve seyrek killarla
ortiliidiir. Bag bilyiik, bal renginde ve dne dogru meyillidir. Toraks kisminda iyi
gelismis li¢ ¢ift bacak bulunur. Bunlan yiirlimekten ziyade topragi kazmak igin
kullanir. Abdomenin son halkasi digerlerinden daha biiytiktiir. Olgun larva 70-80
mm biiyiikliige ulasir, topraktan 6rdiigli muntazam bir yuva i¢inde prepupa ve
pupa evrelerini tamamlamaktadir. Pupalar 40-50 mm boyunda ve koyu kahverengi
renktedir (Anonim, 2008a).
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1.6. Curculio elephas (Coleoptera: Curculionidae)’in Hayat Dongiisii

Kestane hortumlu bocegi, Curculio elephas, erginleri, gri-sar1 ve kirmizimsi gri
renkli olan 6,0-10,5 mm boyunda bir meyve zararlisidir. Basin on tarafinda
bulunan agiz uzayarak hortum seklini almistir. Hortumun uzunlugu disilerde
hemen hemen viicut uzunlugu kadar, erkeklerde ise bunun yarist kadardir.
Yumurtalar1 0.5x0.3mm boyutlarinda; ovalimsi beyaz renklidir. Larvalar, krem
beyaz renkli bacaksiz larva tipinde olup, 7-12 mm uzunluktadir. Toplam 4 larva
donemi gegirirler. Pupalar serbest pupa tipindedir (Anonim, 2008b).

C. elephas, kis mevsimini toprakta 3-15 cm derinlikte larva olarak gecirmektedir.
Larva donemi genellikle 8-10 aydir. Larvalarin biiyiik ¢ogunlugu, ertesi yil pupa
oldugu halde; bir kismi toprakta 2-3 ve hatta 4 kis daha gegirebilmektedir.
Toprakta kiglayan larva, ¢cogunlukla kendi salgilari ile ¢eperi sivanmis; dis etkilere
karsi ¢abuk bozulan bir yuvada bulunur. Larvalar haziran ayindan itibaren pupa
olmaya baglar ve Agustos aymin ilk haftasindan itibaren de erginler c¢ikar
(Anonim, 2008b).

Ergin uguslar1 Agustos sonundan Ekim ayinin ilk haftasina kadar devam edebilir.
Ergin ¢ikiglarindan hemen sonra ¢iftlesme gerceklesir. Ciftlesen erginler 8-10 giin
sonra yumurtlamaya baglamaktadir. Bir disi 20-50 yumurta birakabilir. Ergin
disiler yumurtalarimi genellikle kirpilerin igerisindeki kestane meyvelerine
birakmaktadirlar. Yumurtalarin kulugka siiresi sicakliga bagl olarak 5-8 veya 15-
20 giindiir. Yumurtadan ¢ikan larva, meyve icinde beslenip gelismesini tamamlar.
Bir meyve iginde birden fazla, C. elephas larvasi gelisebilir. Larva gelisme siiresi
30-40 giin kadar olup, larvalar olgunlaginca meyveyi terk ederek topraga inerek
yeni bir dongii baslatmaktadirlar. C. elephas tiirii yilda bir dol vermektedir
(Anonim, 2008b).
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2. KAYNAK OZETLERI

Onugar ve Ulu (1989), Kestane agag¢ altlari ve gomii yerlerinde yaptiklari
incelemeler sonucunda C. elephas larvalarmin gémii yerlerinde topraga
gectiklerini saptanmistir. Bu zararlmin Izmir ili kestaneliklerinde yaptiklari zararin
ise %15.70 oldugunu bildirmislerdir.

Tuncer ve Serdar (1996), Sinop ilinin kestane yetistirilen alanlarinda meyve
kurtlanmalarina C. splendana ve C. elephas’in neden oldugunu tespit etmis ve
Sinop genelinde kurtlanma oranini C. splendana i¢in % 13.3, C. elephas i¢in %
2.9 ve toplam da % 16.2 olarak tespit etmislerdir.

Choo vd. (2002), Kore Cumhuriyeti’ndeki golf sahalarini tehdit eden Ectinohoplia
rufipes (Coleoptera: Scarabaeidae) ve Exomala orientalis’e (Coleoptera:
Scarabaeidae) karst1 EPN ve EPF kombinasyonunun etkilerini test etmistir. Alan
denemeleri iki farkli golf sahasinda yapilmistir. Uygulamalarda entomopatojen
nematod olarak S. carpocapsae ve S. glaseri, entomopatojen fungus olarak B.
brogniartii ve kimyasal insektisit olarak ta Fenitrothion kullanilmistir. S. glaseri,
H. bacteriophora, B. brogniartii, Fenitrothion tek tek ve S. carpocapsae-H.
bacteriophora, S. carpocapsae- B. brogniartii'nin kombine uygulamalar
denenmistir. Flde edilen sonuglar iki nematod tiirliniin kombinasyonu ile larva
olim oranlarinda azalma olmadigin1 ancak S. carpocapsae + B. brogniartii
kombinasyonunun aditif etki gosterdigini ortaya koymustur.

Shapiro vd. (2004), Ceviz zararlisi olan Curculio caryae (Coleoptera:
Curculionidae) larvalarina karsi farkli biyokontrol ajanlarimi kombine ederek
sinerjistik, aditif veya antogonistik etki olusturup olusturmadigini incelemistir.
Sonugta H. indica + B. bassiana uygulamasi antagonistik, H. indica + M.
anisopliae ise aditif ekti gostermistir. Steinernema carpocapsae tiirii nematodlar
B. bassiana ile 0,5x oraninda antagonistik etki gosterirken 1x oraninda ise aditif

etki gostermistir.

Kuske vd. (2005), Isvigre’de yaptiklar1 ¢alismada C. elephas larvalarina kars
entomopatojen nematod S. carpocapsae’yi uygulamislar, kontrol denemeleri ile
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nematod uygulanan denemeler arasinda, 6lim orami agisindan 6nemli bir fark

bulamamuglardir.

Vinciguerra ve Clausi (2006), Italya’daki kestaneliklerde, kestane zararlilari
Pammene fasciana (Lepidoptera: Tortricidae), C. elephas ve C. glandium’a kars1
Steinernema ve Heterorhabditis tiirlerine ait entomopatojen nematodlari
denemisler, en etkili tiiriin H. bacteriophora oldugunu bildirmislerdir.

Ansari vd. (2006), yaptig1 ¢aligmada Belgika’da ¢im sahalara ve otlak alanlara
onemli zarar veren Hoplia philanthus’a (Coleoptera: Scarabaeidae) karsi H.
bacteriophora, M. anisopliae ve bir kimyasal insektisit olan Dursban’i tek
baslarina ve birlikte kombinasyonlar halinde kullanarak bunlarin etkilerini test
etmigtir. Caligmalar alan denemesi seklinde yiiriitiilmiistiir. Sonugta H.
bacteriophora ve M. anisopliae nin birlikte kullanimu sinerjistik etki gostermistir.

Acevedo vd. (2007), seker kamusi zararlist olan Diatreae saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae) larvalarina karst EPF olan M. anisopliae’nin iki susunu
(LPP39 ve ve LPP45) ve bir EPN olan H. bacteriophora’y1 ayri ayri ve kombine
kullanim seklinde test etmislerdir. Bu ¢alismada 3 farkli uygulama yapilmistir. i1k
olarak larva once fungus siispansiyonuna batirilip igerisinde steril kum bulunan
petriye aktarilmis ve hemen ardindan nematod uygulanmustir. ikinci olarak fungus
siispansiyonuna batirilan larva 48 saat bekletildikten sonra Onceden nemotod
eklenmis petriye aktarilmigtir. Son olarak ise nematod eklenmis kuma larva
aktarilip 48 saat sonra petriye fungus siispansiyonu verilmistir. Tiim denemeler
oda sicakliginda ve 14 giin siireyle gézlemlenmistir. M. anisopliae’nin LPP45 susu
7 glinde %100 6liim oranina sebep olurken, LPP39 susu 9 giinde sadece %60 6lim
oranina sebep olmustur. H. bacteriophora ise 5 gilinde %100 &lim oran
gostermigtir. Kombinasyon uygulamalarinda nematod ile fungusun LPP39 susu 4
giinde, LPP45 susu ile ise uygulamanin 6. giiniinde %100 o6liim orani elde

edilmistir.

Karagbz vd. (2009) yaptiklar1 ¢alismada kestane meyve i¢ kurtlar1 Cydia
splendana (Lepidoptera) ve C. elephas’a karsi 3 farkli nematod (S. feltiae,
S.weiseri ve H. bacteripphora) tiiriiniin etkinligini farkli sicakliklar kullanarak test
etmislerdir. Diisiik sicakliklara (10 ve 15°C) S. feltiae ve S.weiseri tiirlerinin daha
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iyi adapte oldugunu, H. bacteriophora’nin ise 20 ve 25 °C gibi daha yiiksek
sicakliklarda yiiksek 6ldiirme oranina sahip oldugunu belirtmislerdir. Elde ettikleri
larva oliim oranlar1 C. splendana tiiriiniin nematod enfeksiyonuna karsi oldukca
duyarli oldugunu ancak C. elephas larvalarinin ise direngli oldugunu gostermistir.

Demir vd. (2014) C. elephas ve P. fullo larvalarina kars1 Steinernema glaseri, S.
weiseri ve H. bacteriophora tiirii nematodlart 50 ve 100 infektif juvenil/larva
olacak sekilde tek baslarina ve ikili kombinasyonlar halinde kullanmislardir.
Curculio elephas larvalarina karsi en fazla 6lim oranini (%81) S. weiseri + H.
bacteriophora kombinasyon uygulamasindan; en az 6lim oranini (%21) ise S.
glaseri tiirii nematodlari tek basina kullandiklari uygulamalardan elde etmislerdir.
Polyphylla fullo larvalarina karst yapilan ¢alismalar sonucunda ise nematodlar
hem tek baglarina hem de kombinasyonlar halinde kullanildiginda 6liim oraninin
oldukca diisiikk (%20’nin altinda) oldugu tespit edilmistir. Kombinasyon
uygulamalariin higbirisinde sinerjistik bir etki ortaya ¢ikmamis olup antagonistik
veya arttiric1 (aditif) iliskiler tespit edilmistir. Bu sonuglarin ardindan yazarlar
ozellikle P. fullo larvalarina karsi entomopatojen fungus gibi baska patojen

organizmalarin test edilmesini 6nermislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Organizmalar

3.1.1. Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)

Biiyiik mum giivesi olarak adlandirilan ve petek zararlist olan bu tiir laboratuvar
ortaminda Ve yapay besi yerinde iretilmigtir. G. mellonella i¢in kullanilan besi
ortaminda %11 bal, %11 gliserol, %22 bugday unu, %22 misir unu, %11 siit tozu,
%5,5 kuru maya ve %17,5 bal mumu bulunmakta olup kiiltiirler 28-32°C’de
inkiibe edilmistir (Han ve Ehlers, 2000). Bu hayvanlarin son donem larvalari
deneylerde kullanilan entomopatojen nematodlarin tretimi i¢in kullanilmistir
(Kaya ve Stock, 1997).

3.1.2. Curculio elephas (Coleoptera: Curculionidae)

Kestane meyve zararlisi olan C. elephas larvalari Aydin’m Umurlu Organize
Sanayi Bolgesindeki kestane isletmesinden temin edilmistir. Ekim, Kasim
aylarinda kestaneliklerden toplanan meyveler ¢uvallar igerisinde isletmeye
getirilmektedir. Kestanelerin depolanmasi ve islenmesi esnasinda meyveyi terk
eden larvalar kestane g¢uvallarinin etrafinda bulunmaktadir. Toplanan larvalar ince
kestane talasi icerisinde muhafaza edilerek laboratuvara getirilmis ve deneylerde
kullanilincaya kadar 15°C’de saklanmustir (Karagoz vd., 2009; Demir vd., 2014).

3.1.3. Polyphylla fullo (Coleoptera: Scarabaeidae)

Haziran Bocegi olarak bilinen P. fullo’nun 2-3 yil siiren hayat dongiistinden dolay1
laboratuvarda Kkiiltiiriiniin yapilmasi olduk¢a zordur. Bu yiizden deneylerde
kullanilan tiim larvalar araziden toplanmistir. Polyphylla fullo larvalar 6zellikle
zararlinin yogun olarak goriildiigii Aydmn ilinin Koégk, Dalama, Sultanhisar ve
Yenipazar il¢elerindeki c¢ilek ekim alanlarindan toplanmistir. Araziden larvalarin
toplanmasi ¢ileklerin fide doneminde oldugu Eyliil-Kasim aylarinda yapilmustir.
Bu dénemde heniiz giiclenmemis olan fide kokleri larvalar tarafindan yendiginde
yapraklar solmakta ve kurumaktadir. Bu tip fidelerin bulundugu alandaki topraklar

kazilarak P. fullo larvalari elde edilmistir. Alandan toplanan larvalar plastik kaplar
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icerisinde tizerleri bir miktar toprak ortiilerek laboratuvara getirilmistir. Larvalarin
strese girmelerini ve birbirlerine zarar vermelerini engellemek icin 11 I’lik plastik
saksilar igerisinde en fazla 3 adet olacak sekilde muhafaza edilen larvalar patates
ve havug ile diizenli olarak beslenmistir (Demir vd., 2014).

3.1.4. Entomopatojen Nematod Kiiltiirleri

Calismada Aydmn ilinden izole edilmis olan H. bacteriophora (09-43) izolat:
kullanilmistir. Icerisinde filtre kagidi bulunan 9 cm’lik plastik petrilere larva
bagina 100 1J konsantrasyona sahip nematod siispansiyonu eklenmistir. Petrilere
10 adet son dénem G. mellonella larvasi birakilarak oda sicakliginda (23+1 °C)
muhafaza edilmislerdir. Kirksekiz saat sonra yapilan kontrollerde 6len larvalar
petrilerden alinarak White Trap (White, 1927) sistemine aktarilmistir. Birkag hafta
beklemenin ardindan White Trap’lerdeki kadavralardan ¢ikis yapan yeni nesil
II’ler toplanip yikanarak tetrapak kutularda ve 10-15°C’de muhafaza edilmistir
(Gulcu ve Hazir, 2012). Tim deneylerde en fazla 3 haftalik 1J kiiltiirleri
kullanilmigtir (Gungor vd., 2006).

3.1.5. Entomopatojen Funguslar

Calismalarda Metarhizium anisopliae’nin 4556 ve V275 adl iki susu toz ve graniil
formulasyon halinde kullanilmistir. Uretilen bu funguslar Ingiltere’nin Swansea
Universitesinden Prof. Dr. Tariq M. Butt ve ekibi tarafindan temin edilmistir.
Diger bir fungus tiirii olan ve ¢aligmada kullanilan Beauveria brogniartii ise
Avusturya Innsbruck Universitesinden Dr. Hermann Strasser tarafindan temin
edilmigtir. Beauveria brogniartii konidia’lar1 Potato Dextrose Agar (PDA)
(Merck)’da tiretilmistir (André, 2007).

Fungus spor sayimlar1 Thoma lami1 kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Thoma laminda fungus sporu sayimu.

3.2. Entomopatojen Fungus Ve Nematodlarin Etkinlik Denemeleri
3.2.1. Curculio elephas ile Yapilan Denemeler

3.2.1.1. Kavanoz denemeleri

Bu ¢alismada yiizey alam 33cm? olan 350 ml’lik plastik kavanozlar kullanilmustr.
Denemelerde 6 farkli deney grubu olusturulmustur (Cizelge 3.1). Her bir kavanoza
kestanelikten getirilen ve nem oran1 %89 oldugu tespit edilmis topraktan 150’ser g
doldurulmugtur. Deneyde kullanilan topraklarin igerisindeki biiyiik taslar
ayiklanmis ve steril edilmeden kullamlmustir. Her bir kavanoza 25 IJ/cm? olacak
sekilde toplam 825 nematod eklenmistir. Kontrol grubundaki kaplara ise nematod
yerine sadece ayni miktarda distile su verilmistir. Deneylerde kullanilan
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topraklarin igerisinde dogal EPN veya EPF bulunup bulunmadigini anlamak i¢in
“insect-bait”, “tuzak bocek” yontemi kulanilmistir (Akhurst ve Bedding, 1975).
Bu amagla kavanozlara doldurulan toprak karisimlarinin igerisine 5’er adet G.
mellonella larvasi konmus ve bu larvalarin enfekte olup olmadiklart 15 giin
stireyle takip edilmistir. Herhangi bir dogal bocek patojeni nematod veya fungus
icermedigi anlagilan topraklar denemelerde steril edilmeden kullanilmistir.

Kavanozlara uygulanan fungus konsantrasyonlar: 1x10’ olarak ayarlanmustir. Bu
calismada kullanilan funguslar toz haldeki ticari formulasyonlardir. S6z konusu
konsantrasyonu hazirlamak i¢in M. anisopliae 4556 izolat1 i¢in 0,1546 g ve M.
anisopliae V275 igin 0,2150 g fungus sporu tartilarak %0,03’liik Tween 80
soliisyonu ile karistirilmistir. Bdylece her iki izolata ait sulu siispansiyonlar elde
edilmistir (Ansari ve Butt, 2012). Fungus denemelerinde hazirlanan
siispansiyondan otomatik pipet yardimi ile 1ml alinarak larvalarin bulundugu 50
ml’lik kiigiik plastik kaba aktarilmig ve larvalar 30sn siiresince bu siispansiyona
maruz birakildiktan sonra pens yardimi ile kavanozlara aktarilmistir. Kontrol
grubunda larvalar sadece %0,03’lik Tween 80 soliisyonuna 30 sn maruz
birakilmis ve daha sonra kavanozlara aktarilmistir (Sekil 3.2).

Nematod ile funguslar’m birlikte uygulandigi deney grubunda ise cm?’ye 25 1J
uygulandiktan 1 saat sonra 1 ml fungus silispansiiyonuna 30 sn maruz birakilmis
larvalar kavanozlara aktarilmistir. Kontrol grubunda ise larvalar %0,03’liilk Tween
80 soliisyonuna 30 sn maruz birakilmis ve kavanozlara aktarilmistir. Biitiin deney
gruplarinda C. elephas larvalari nematod uygulamalarindan 1 saat sonra ve her bir
kavanoza 5 adet birakilmistir. Her deney grubu i¢in 10 kavanoz hazirlanmis ve
karanlik bir yerde oda sicakliginda (23-24+1°C) bekletilmistir. Deneyler farkl
tarihlerde 3 kez tekrarlanmustir.



21

Cizelge 3.1. Curculio elephas ile yapilan kavanoz denemelerinde test edilen deney

gruplari.
Deney gruplari Kullanilan izolatlar
Nematod H. bacteriophora 09-43
Fungus M. anisopliae V275
Fungus M. anisopliae 4556
Fungus + Nematod M. anisopliae 4556 + H. bacteriophora 09-43
Fungus + Nematod M. anisopliae V275 + H. bacteriophora 09-43
Kontrol Distile su veya %0,03’liik tween 80°1i distile su

Sekil 3.2. Curculio elephas’in kavanoz denemelerinin kurulusu. a) Plastik
kavanozlara toprak eklenmesi, b) Larvalarin secilmesi, ¢) Fungus
siispansiyonunun hazirlanmasi, d) Larvalarin fungusla siispanse
edilmesi, e) Larvalarin kavanozlara aktarilmasi, f) Nematod

uygulanmasi, g) Deney kavanozlarinin saklanmasi.
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3.2.1.2. Saks1 denemeleri (Kestane gomii yeri similasyonu)

Calismanin bu kisminda 11 kg’lik plastik saksilarda kestane gomii yerlerindeki
benzer kosullar olusturularak C. elephas larvalarina fungus uygulamasi
yapilmistir. Denemeler laboratuvar ve acgik hava olmak iizere iki farkli ortamda

yliritilmistiir.

Her bir saksiya kestaneliklerden getirilmis, icerisindeki olas1 biiyiik partikiiller
uzaklastiritlmis ve nemlendirilmis 3’er kg toprak doldurulmustur. Deneyde M.
anisoplia’nin iki farkli susu (4556 ve V275) ve iki farkli yontem uygulanmustir.

A- Funguslarin tabaka seklinde toprak yiizeyine uygulanmasi: Bu yontemde
50 g graniil fungus formiilasyonu saksi igerisindeki topragin en st kismina ince
bir tabaka seklinde yayilmis ve iizeri kestane meyvelerinin kirpi olarak
adlandirilan dikenleri ile Ortiilmiistiir. Bu islemin ardindan her bir saksiya 20’ser
larva birakilmis ve saksilarin tizerleri kuru otlar ile kapatilmistir (Sekil 3.3 ve 3.4

(1)).

B- Funguslarin toprak katmani igerisine karistirlarak uygulanmasi: Bu
yontemde ise igerisinde 3 kg toprak bulunan saksilara 50 g graniil fungus
formiilasyonu ile daha 6nceden iyice karigtirtlmig 1 kg toprak yayilmis ve tizerleri
kestane kirpisi ile kaplanmistir (Sekil 3.3 ve 3.4 (2)).

Daha sonra her saksiya 20°ser larva konulmus ve saksilarin {izerleri kuru otlar ile
kaplanmistir (Sekil 3.3 ve 3.4). Kontrol grubundaki saksilar deney gruplar gibi
hazirlanmis ancak bu saksilara fungus eklenmemistir. Hazirlanan saksilar 5-6
glinde bir distile su ile nemlendirilmistir. Her grup igin 6 saksi hazirlanmig
bunlardan 3 tanesi laboratuvarda, 3 tanesi ise agik havada tutulmustur. Deneyler
farkli zamanlarda 2 defa tekrar edilmistir.
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Sekil 3.3. Curculio elephas saksi denemesi (Kestane gomii yeri simiilasyonu). a)
Saksilara topragin doldurulmasi, b) Graniil haldeki fungusun tartimi, ¢) Topraga
fungus uygulanmasi, d) Kestane kirpilerinin saksilara yerlestirilmesi, ) Larvalarin

saksilara aktarilmasi f) Saksilarin iizerinin kuru ot ile kapatiimasi.
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Kuru ot

Kestane kirpisi

Graniil fungus

Kestane toprag:

Kuru ot

Kestane kirpisi

Graniil fungus ile
karistirtlmis kestane
topragi

Nemli kestane
topragi

Kestane topragi

Sekil 3.4. Deney diizeneklerinin sematik gosterimi. 1) toprak yiizeyine graniil

fungus uygulamasi, 2) graniil fungus ile karistirilmis toprak uygulamasi.
3.2.2. Polyphylla fullo Larva ile Yapilan Denemeler
3.2.2.1. Infektivite testi

Bu ¢aligmay1 yiiriitmek i¢in 10 adet 2. ve 3. donem larva sec¢ilmistir. Larvalardan 5
tanesi deney grubu, diger 5°i ise kontrol grubu olarak kullanilmistir. M. anisopliae
4556 susundan 0,0197 g spor tartilmig ve 10 ml %0,03°liikk Tween 80 soliisyonuna
aktarilarak vortexlenmistir. Fungus silispansiyonundan 0,7 ml alinarak larvalarin 3.

¢ift bacagmin koksa’sinin hemen altindan insiilin ignesi ile hemosdl igerisine
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enjekte edilmistir. Biiyiik larvalar (3. dénem) igin 1x108 kiiciik larvalar (2.
dénem) iginse 1x10" spor konsantrasyonuna sahip fungus siispansiyonu
kullanilmistir. Kontrol grubundaki larvalara ise sadece 0,7 ml %0,03’liik Tween
80 ¢ozeltisi enjekte edilmistir (Sekil 3.5).

Fungus sporu veya distile su enjekte edilen larvalar igerisinde steril cilek topragi
bulunan saksilara ayr1 ayr yerlestirilerek oda sicakliginda 4 giin siireyle tutulmus
ve beslenmeleri i¢in ortama havug eklenmistir. Deneyler kurulduktan 48 saat sonra
ilk kontroller yapilmustir.
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Sekil 3.5. Polyphylla fullo larvalarina entomopatojen fungus sporlarimin enjekte
edilmesi.

3.2.2.2. Saks1 denemeleri

Deneyler igerisinde ¢ilek topragi bulunan 6 x 5,5 cm boyutlarindaki 1 I’lik plastik
saksilarda gergeklestirilmistir. Her saksiya 800 g %212 nemli, steril olmayan
kumlu-tinli toprak doldurulmustur. Calismada fungus, nematod, fungus + nematod
ve kontrol olmak tizere 4 farkli deney grubu olusturulmustur.

A) Fungus uygulamasi: Beauveria brogniartii sporlar1 PDA besi yerinden bistiri
yardimi ile kazinarak elde edilmistir. Elde edilen toz haldeki fungus sporundan
0,1500 g (7,3x10° konidia) tartilmis % 0,03’lik Tween 80 soliisyonuyla
karigtirilarak siispansiyon hazirlanmigtir. Larvalar steril cam petriler igerisinde 1
ml fungus siispansiyonuna batirilmis ve hazirlanan saksilara aktarilmistir.
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B) Nematod uygulamasi: Larvalar saksilara aktarildiktan 30 dk sonra cm?®’ye 25
IJ (toplam 825 1J/ml) gelecek sekilde mikropipet yardimi ile toprak yiizeyine
uygulanmustir.

C) Fungus-nematod kombinasyon uygulamasi: Larvalar once steril cam
petrilerde 1 ml fungus siispansiyonu ile siispanse edilmis ve saksilara aktarildiktan
30 dk sonra toprak yiizeyine cm®ye 25 1J gelecek sekilde nematod uygulanmustir.
Kontrol grubundaki larvalar sadece 1ml %0,03’liik Tween 80 ¢ozeltisiyle siispanse
edilip saksilara aktarilmistir. Her saksiya larvalarin beslenmesi icin 1 adet havug
yerlestirilmistir (Sekil 3.6).

Bu calismalarda da infektivite testlerinde oldugu gibi 2. veya 3. evre P. fullo
larvalar1 kullanilmistir. Her deney grubu igin 10 saksi hazirlanmis ve deneyler

farkli zamanlarda 3 defa tekrar edilmistir.

Ayrica saksi denemelerinde uygulanan ayni yontem kullanilarak P. fullo’nun 1.
donem larvalarina kargt B. brongniartii ve H. bacteriophora’nin etkinlikleri tek
tek ve kombinasyon halinde test edilmistir. Bu ¢alismada her deney grubu i¢in
toplam 10 saksi1 kullanilmastir.
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Sekil 3.6. Polyphylla fullo saks: denemesi. a) Fungus siispansiyonu, b) Larvalarin
fungus siispansiyonuna batirilmasi, ¢) Tween 80 soliisyonuna larvalarin
bulastirilmasi (kontrol), d) Larvalarin saksilara aktarilmasi, €¢) Nematod
uygulamasi, f) Deneyde kullanilan tiim saksilar.

3.2.2.3. Birinci evre Polyphylla fullo larvalariyla yapilan infektivite
denemeleri.

Deneyler de yiizey alan1 33cm? olan 350 ml’lik plastik kavanozlar kullanilmustir.
Denemelerde 4 farkli deney grubu olusturulmustur (Cizelge 3.2.). Her bir
kavanoza nem orant %20 oldugu tespit edilmis cilek topragindan 120°ser g
doldurulmustur. Deneylerde kullanilan topraklarin igerisinde dogal EPN veya EPF
bulunup bulunmadigini anlamak igin “insect-bait”, “tuzak bocek” ydntemi
kulanilmigtir (Akhurst ve Bedding, 1975). Bu amagla kavanozlara doldurulan
toprak karigimlarinin igerisine 5’er adet G. mellonella larvast konmus ve bu
larvalari enfekte olup olmadiklar1 15 giin siireyle takip edilmistir. Herhangi bir
dogal bocek patojeni nematod veya fungus icermedigi anlasilan topraklar
denemelerde steril edilmeden kullanilmigtr.
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Her bir kavanoza 25 1J/cm? olacak sckilde toplam 825 nematod eklenmistir.
Kontrol grubundaki kaplara ise nematod yerine sadece ayni miktarda distile su
verilmistir. Beauveria brogniartii sporlart PDA besi yerinden bistiiri yardimi ile
kazinarak elde edilmistir. Elde edilen toz haldeki fungus sporundan 0,1500 g
(7,3x10° konidia) tartilmis % 0,03’liik Tween 80 soliisyonuyla karistirilarak
siispansiyon hazirlanmistir. Larvalar steril cam petriler icerisinde 1 ml fungus
stispansiyonuna 30 sn siiresince batirilmis ve daha sonra pens yardimi ile
kavanozlara aktarilmigtir (Ansari ve Butt, 2012). Kontrol grubundaki larvalar
sadece %0,03’lik Tween 80 soliisyonuna 30 sn maruz birakilmis ve daha sonra
kavanozlara aktarilmistir. Nematod ile funguslar’in birlikte kombinasyon halinde
uygulandig1 deney grubunda ise cm?ye 25 1J uygulandiktan yaklasik 30 dk sonra
1 ml fungus siispansiiyonuna 30 sn maruz birakilmis larvalar kavanozlara
aktarilmistir. Her deney grubu i¢in 10 kavanoz hazirlanmis ve karanlik bir yerde,
oda sicakhiginda (23-24+1°C) bekletilmistir. Deneyler farkli tarihlerde 3 kez

tekrarlanmstir.

Cizelge 3.2. Polyphylla fullo ile yapilan kavanoz denemelerinde test edilen deney

gruplart.
Deney gruplar: Kullanilan izolatlar
Nematod H. bacteriophora (izolat 09-43)
Fungus B. brogniartii
Fungus + Nematod B. brogniartii + H. bacteriophora
Kontrol Distile su veya %0,03’liikk tween 80’li distile su

3.3. istatistik Analizler

Larva 6lim oranlarina tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) uygulanmis
ve gruplar arasindaki farkliliklar Tukey ¢oklu testi ile belirlenmistir (P= 0.05)
(SPSS, 1999). Oliim oranlarina Abbott uygulandiktan sonra (Abbott, 1925)
verilere arcsin transformasyonu yapilmistir. Nematod ve fungus tiirleri (veya
izolatlar1) arasindaki iliskilerin antagonistic mi, aditif mi ya da sinerjistik mi
oldugu beklenen ve gozlenen yiizde larva Oliimlerinin karsilagtirilmasiyla



30

belirlenmistir (Shapiro-llan vd., 2004). Beklenen 6lim orant Pg = Py + (1 -
Po)(P1) + (1 - Po)(1-P1)(P2) formiiliine gore hesaplanmistir. (Pe. beklenen 6lim
orani, Py. kontrolde gozlenen 6liim orani, P;. tek bir biyolojik kontrol ajani tek
basina kullanildiginda elde edilen 6liim orani, P,. ikinci biyolojik kontrol ajani tek
basina kullanildiginda elde edilen Sliim orani). Gozlenen ve beklenen 6liim orani
degerlerine (X?) testi uygulanmustir. y°= (Lo — Lg)® / Le + (Do - Dg)* / Dg (Lo:
gozlenen canli larva sayisi, Lg: beklenen canli larva sayisi, Do: gbzlenen 6lii larva
sayisi, Dg: beklenen 6lii larva sayis1). Eger »°<3.84 = aditif, »*>3.84 ve Pc-Pg
pozitif = sinerjistik, y*>3.84 ve Pc-Pg negatif = antagonistik (Pc: gozlenen 6liim
orant, Pg. beklenen 6liim orani) (Shapiro-Ilan vd., 2004).
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4. BULGULAR
4.1. Curculio elephas Ile Yapilan Denemeler
4.1.1. Kavanoz Denemeleri

Entomopatojen fungus M. anisoplia’nin iki farkli susu, entomopatojen hematod H.
bacteriophora ve bunlarin kombinasyonlari seklinde yapilan uygulamalar
sonucunda kullanilan entomopatojen funguslarin hem tek baglarina hem de
nematodla kombinasyonlarinda oldukc¢a yiiksek larva 6liimii meydana getirdikleri
belirlenmistir. En fazla larval 6liim M.a V275 + H.b kombinasyonundan (%96,6)
elde edilmis olup bunu sirastyla M.a 4556 (%94), M.a 4556 + H.b kombinasyonu
(%92,6) ve M.a V275 (%86) izlemistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
bu gruplar arasinda 6nemli bir farkin olmadig: tespit edilmistir (P>0.05). Ancak H.
bacteriophora tek bagina kullanildiginda goriilen larva 6lim oranit %68 olarak
tespit edilmis olup, yapilan analizler H. bacteriophora ile diger uygulama gruplari
arasindaki farkin istatistiki a¢idan onemli oldugunu goéstermistir. Tim deney
gruplar ile kontrol grubunda goriilen 6liim oranlari arasinda da istatistiksel fark
oldugu tespit edilmistir (F=96,02; df=5,174; P<0.001) (Sekil 4.1). Kombinasyon
seklinde yapilan uygulamalardan M.a 275 + H.b icin »* = 0,002, M.a 4556 + H.b
icin ise »* = 0,306 olarak hesaplanmustir. Her iki degerde 3.84’den kiigiik oldugu
icin kombinasyon uygulamalarindan ortaya c¢ikan etkilerin aditif oldugu

belirlenmistir.



32

100 -

80 -
% 60 |
f
i
c
o
o 40 -
£
E
He]
S 20 -
S
L]
—

0

M.a V275 M.a 4556 M.aV275+Hb M.a4556+H.b  Kontrol
Uygulamalar

Sekil 4.1. Kavanoz denemeleri sonucunda Curculio elephas larvalarinda goriilen
Oliim oranlari (%).

4.1.2. Saks1 Denemeleri (Kestane Gomii Yeri Similasyonu)

Fungus sporlarinin tabaka seklinde topragin en {ist kismina uygulanmasi veya
toprak katmani igerisine karigtirilarak uygulanmasi seklinde yapilan denemeler
sonucunda kullanilan M. anisoplia 4556 ve V275 fungus izolatlarinin C. elephas
larvalarma kars1 etkili olduklar1 belirlenmistir.
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A- Funguslarin tabaka seklinde toprak yiizeyine uygulanmasi

1. Laboratuvar ortami: Metarhizium anisoplia 4556 izolat1 %78, V275 izolat1 ise
%80 oraninda larva oliimii meydana getirmistir. Kontrol grubundaki 6liim oram
ise %14 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda iki
fungus izolatinin etkinligi arasinda istatistiksel ag¢idan fark olmadig1 ancak kontrol
grubu ile fungus uygulamalar1 arasinda 6nemli derece farkin oldugu belirlenmistir
(F=15,52; df= 2,15; P<0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Tabaka seklinde toprak yilizeyine fungus uygulamasinin ardindan
laboratuvar ortaminda tutulan saksilardaki Curculio elephas larva 6liim
oranlari.

2. Dis ortam: Hazirlanan saksilarin dig ortamda tutulmasi sonucunda larva 6liim
oranlart M. anisoplia 4556 izolati i¢in %83, V275 izolati igin %70, kontrol grubu
icinse %21 olarak tespit edilmistir. Istatiksel olarak kontrol grubu ile fungus
uygulamalar1 arasinda dnemli oranda fark olmasina ragmen, iki fungus izolatinin
etkinligi arasinda istatistiksel a¢idan farkin olmadigi belirlenmistir (F= 10,25; df=
2,15; P<0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Tabaka seklinde toprak yiizeyine fungus uygulamasinin ardindan dis
ortamda tutulan saksilardaki Curculio elephas larva 6liim oranlari.

Fungus sporlarinin tabaka seklinde wuygulamalar1 ile hazirlanan deney
diizeneklerinin i¢ ortam veya dig ortamda tutulmasi arasinda hem M. anisoplia
4556 (t= 0,21; df= 10; P= 0,29) hem de V 275 izolat1 (t= 0,33; df= 10; P= 0,25)
bakimindan istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 anlasilmistir.

B- Funguslarin toprak icerisine karistirilarak uygulanmasi

1. Laboratuvar ortami: Fungus sporlarmin toprak igerisine karigtirilarak
uygulanmasi ve hazirlanan saksilarin laboratuvar ortaminda tutulmasi sonucunda
tespit edilen larva Olim oranlar1 M. anisoplia 4556 izolatinda %83, V275
izolatinda %85, kontrol grubunda ise %14 olarak belirlenmistir. Istatistiksel olarak
fungus uygulamalar1 arasinda fark yokken, kontrol grubu ile fungus gruplarn
arasinda 6nemli oranda farkin oldugu belirlenmistir (F= 26,15; df= 2,15; P<0.05)
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Toprak icerisine karistirarak uygulamasinin ardindan laboratuvar

ortaminda tutulan saksilardaki Curculio elephas larva 6liim oranlart.

100 +
d d
~ 80 -
&
kS
€ 60 -
e
(]
E
S 40 -
0
m
=
S 20 - b
0 -
M.a 4556 M.a 275 Kontrol
Uygulamalar

Sekil 4.5. Toprak icerisine karistirarak uygulamasinin ardindan dis ortamda tutulan

saksilardaki Curculio elephas larva 6liim oranlari.
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2. Dis ortam: Denemeler icin hazirlanan saksilarmm dig ortamda tutulmasi
sonucunda C. elephas larva 6liim oranlar1 M. anisoplia 4556 ve V275 izolatlar
icin sirastyla %80 ve %79 olarak tespit edilmistir. Yapilan analizler bu iki fungus
izolatinin ortaya koydugu o6lim oranlar1 arasinda 6nemli bir farkin olmadiginm
ancak kontrol grubu ile aralarinda istatistiksel acidan Onemli fark oldugu
gostermigtir (F= 18,49; df= 2,15; P<0.05) (Sekil 4.5).

Funguslarin toprak igerisine karigtirilarak uygulanmast ile hazirlanan deney
diizenekleri iki ayr1 grup olarak laboratuvar ve dis ortamda tutulmustur. Yapilan t
testi sonucunda saksilarin i¢ veya dis ortamda tutulmalar1 arasinda larva Oliim
oranlar1 bakimindan istatistiksel bir fark bulunmamistir. Elde edilen degerler 4556
izolat1 i¢in (t= 0,03; df= 10; P= 0,39), V275 izolati iginse (t= 0,57; df= 10; P=
0,94) olarak tespit edilmistir.

4.2. Polyphylla fullo Larva ile Yapilan Denemeler
4.2.1. Infektivite Testi

Insiilin ignesi araciligiyla hemosél icerisine hem M. anisoplia fungus sporlari hem
de sadece %0,03’liik Tween 80 soliisyonu verilen kontrol grubundaki P. fullo
larvalarinin tamami Slmiistiir. Olen larvalar White-tap sistemine alinmis ancak

kadavralarda entomopatojen fungus liremesinin olmadig1 goérilmiistiir.
4.2.2. Saks1 Denemeleri

Yiritilen sakst denemeleri sonucunda en fazla Olim oram1 (%79) H.
bacteriophora ve B. brogniartii kombinasyon uygulamasindan elde edilmistir.
Bunu ise %55’lik 6liim oraniyla B. brogniartii ve %14 ile H. bacteriophora takip
etmigtir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda patojen uygulamalari arasinda
onemli bir farkin olmadigi ancak kontrol grubuyla patojenler arasindaki farkin
onemli oldugu belirlenmistir (F= 47,11; df= 2,6; P<0.05) (Sekil 4.6). Yapilan »*
analizi sonucunda y* = 4,81 olarak hesaplanmustur.
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Bu deger 3,84’den biiyiik oldugu ve gozlenen 6liim orani - beklenen 6liim orani
farki pozitif oldugu igin kombinasyon uygulamalarinda ortaya ¢ikan
interaksiyonun sinerjistik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Saksi denemeleri sonucunda elde edilen Polyphylla fullo larva 6liim
oranlart.

4.2.3. Birinci Evre Polyphylla fullo Larvalariyla Yapilan Infektivite
Denemeleri

[k evre P. fullo larvalariyla yiiriitiilen ¢alisma sonucunda entomopatojen fungus
B. brogniartii tek basina uygulandiginda %90 larval 6liim meydana getirirken,
entomopatojen nematod H. bacteriophora’da bu oran %50 olmustur. Her iki
patojenin bir arada kullanilmasi sonucu larvalarin tamami Olmiistiir (%100).
Yapilan istatistiksel analizler sonucunda kombinasyon uygulamasi ile
entomopatojen fungus’un tek basina uygulanmasi arasinda istatistiksel farkin
olmadigi ancak bu iki grupla H. bacteriophora uygulamasi arasindaki farkin
onemli oldugu belirlenmistir (F= 14,16; df= 3,36; P<0.05) (Sekil 4.7). Yapilan tim
uygulamalar ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel agidan Onemli
bulunmustur (Sekil 4.7). Kombinasyon uygulamasi sonucu elde edilen etki tipinin
ise aditif oldugu belirlenmistir (X*= 0,26).
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Sekil 4.7. Birinci evre Polyphylla fullo larvalarmna karsi B. brogniartii, H.
bacteriophora ve bunlarin kombinasyonlarinin denenmesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Daha once yapilan caligmalarda kestane meyve igkurdu Curculio elephas ve
manas larvas1  Polyphylla fullo larvalarinin  entomopatojen nematod
enfeksiyonlarina karst direngli olduklar1 rapor edilmistir. Karagdéz vd. (2009)
yaptiklar1 ¢alismada kestane meyve i¢ kurtlari Cydia splendana (Lepidoptera) ve
C. elephas’a karsi 3 farkli nematod (Steinernema feltiae, S.weiseri ve H.
bacteriophora) tiirtiniin etkinligini farkli sicakliklar kullanarak test etmiglerdir.
Diigiik sicakliklara (10 ve 15°C) S. feltiae ve S.weiseri tiirlerinin daha iyi adapte
oldugunu, H. bacteriophora’nin ise 20 ve 25 °C gibi daha yiiksek sicakliklarda
daha fazla 6ldiirme oranina sahip oldugunu belirtmislerdir. Elde ettikleri en yiiksek
larva 6liim oranlar1 C. splendana i¢in %380 iken, C. elephas larvalarinda bu oran
yine en fazla H. bacteriophora uygulamalarinda %48 olarak tespit edilmistir.
Farkli konuk¢u bocege karsi iki farklt nematod tiiriiniin kombinasyon seklinde
uygulanmasi sonucunda sinerjistik ya da aditif interaksiyonlar olustugu rapor
edilmistir. Choo wvd. (1996) Diabrotica undecimpunctata (Coleoptera:
Chrysomelidae) larvalarina kars1 4 farkli EPN tiir veya izolatini tek baglarina ve
kombinasyonlar halinde test etmiglerdir. Laboratuvar denemelerinde elde ettikleri
beklenen ve gozlenen Olim oranlar1 arasinda 6nemli bir farkin olmadig1 ve
etkilesimin aditif oldugu sonucuna varmislardir. Ancak sera denemelerinden elde
ettikleri sonuglar nematodlarin kombinasyon seklinde uygulanmalarimin herhangi
bir avantaj saglamadigini gostermistir. Benzer sekilde Demir vd. (2014) daha
onceden nematod enfeksiyonuna direngli olduklart bildirilen C. elephas ve P. fullo
larvalarina kars1 S. glaseri, S. weiseri ve H. bacteriophora tiirii nematodlar1 50 ve
100 infektif juvenil/larva olacak sekilde tek baglarma ve ikili kombinasyonlar
halinde kullanmiglardir. Curculio elephas larvalarina karsi en fazla 6liim oranini
(%81) S. weiseri + H. bacteriophora kombinasyon uygulamasindan; en az 6liim
oranini  (%21) ise S. glaseri tiirii nematodlar1 tek bagina kullandiklari
uygulamalardan elde etmislerdir. Polyphylla fullo larvalarina karst yapilan
caligmalar sonucunda ise nematodlar hem tek baglarina hem de kombinasyonlar
halinde kullanildiginda 6lim oraninin oldukca diisiik (%20’nin altinda) oldugu
tespit edilmistir. Kombinasyon uygulamalarinin higbirisinde sinerjistik bir etki
ortaya ¢ikmamis olup antagonistik veya arttirici (aditif) iligkiler tespit edilmistir.
Bu sonuglarin ardindan yazarlar aditif bir etkilesim goézlemlemis olmalarina

ragmen bu zararlilara karsi (6zellikle P. fullo larvalarina karsi) entomopatojen
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fungus gibi baska patojen organizmalarin test edilmesini 6nermislerdir. Ciinki
Koppenhdfer ve Grewal (2005) iki farkli ajanin kombinasyon seklinde
uygulanmast i¢in ortada sinerjistik bir etkilesimin olmas1 gerektigini
belirtmislerdir. Bugiine kadar B. thuringiensis ssp. japonensis ile H. bacteriophora
ya da S. glaseri arasindaki interaksiyonun sinerjistik oldugunu ve bunlarin belirli
manas tiirlerine karsi bir arada kullanilmasinin onerilebilecegini belirtmislerdir.
Ancak B. thuringiensis ssp. japonensis giiniimiizde ticari olarak iiretilmemektedir.
Uretilse bile her kontrol ajaninin tek basina ve birlikte uygulanmasi halinde
maliyetlerinin belirlenmesi, kullanilacak yontemin ekonomik yénden de uygun
olmasi gerekmektedir.

Bu ¢aligma kapsaminda C. elephas larvalarina kars1 plastik kavanozlar igerisinde
test ettigimiz nematod H. bacteriophora tek basma kullanildiginda %68 o6lim
oran1 meydana getirmis ancak entomopatojen fungus Metarhizium anisoplia V275
+ H. bacteriophora kombinasyonundan 9%96.6, M. anisoplia 4556 + H.
bacteriophora kombinasyonundan ise %92.6 gibi oldukc¢a yiiksek 6liim oranlari
elde edilmistir. Kombinasyon uygulamalarindan elde edilen bu yiiksek O6lim
oranlarma ragmen nematod + fungus interaksiyonu sinerjistik yerine aditif
olmustur (3* < 3.84). Ciinkii entomopatojen funguslar M. anisoplia 4556 ve M.
anisoplia V275 tek baglarina kullanildiginda sirasiyla %94 ve %86 gibi olduk¢a
yiiksek 6liim meydana getirmislerdir. Calismada kullanilan fungus izolatlar1 biiyiik
saksilar igerisinde gomii yeri kosullarinin benzeri olusturularak yiiriitiilen
denemelerde de C. elephas larvalarina karsi %70 ila %83 arasinda patojenite
gostermislerdir. Fungus uygulamalarinda test edilen toprak iist katmanina fungus
sporlarinin tabaka seklinde uygulanmasi (top dress) ile toprak igerisine funguslarin
kanistirilmasi (premix) seklinde yapilan uygulamalar arasinda istatistiki bir fark
olmadig1 belirlenmistir. Ayrica denemelerin laboratuvar veya dig ortamda

yiiriitiilmesinin fungus aktivitelerini etkilemedigi belirlenmistir.

Curculio elephas larvalarina karsi oldukea yiiksek patojenite gosteren M. anisoplia
suslart test edilen diger zararli olan Polyphylla fullo larvalarma karst higbir
infektivite gosterememislerdir. Manas larvalarina karsi etkili oldugu bilinen
entomopatojen fungus Beauveria brogniartii ile yiiriitiilen saks1 denemelerinde ise
P. fullo larvalarinin ozellikle nematod + fungus kombinasyon uygulamasinda
canlilik oraninin diistiigli goriilmiistiir. Beauveria brogniartii + H. bacteriophora
kombinasyonu sonucunda %79 larva oliimii ortaya ¢ikmustir. Yapilan analizler
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kombinasyon uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan etkilesimin sinerjistik oldugunu
gostermistir. Ote yandan P. fullo’nun 1. dénem larvalarimin B. brogniartii
enfeksiyonuna ¢ok daha duyarli olduklari, B. brogniartii tek basina kullanildiginda
%90, H. bacteriophora ile kombine edildiginde ise %100 larval 6liimii meydana
geldigi tespit edilmistir. Kombinasyon uygulamasindaki etkilesim aditif olarak
hesaplanmustir.

Entomopatojen nematodlar ile funguslarin birlikte kullanimi sonucunda sinerjistik
etkilesimlerin elde edildigi rapor edilmistir (Barbercheck ve Kaya, 1990; Choo
vd., 2002). Kore’de yiiriitilen bir alan ¢alismasinda Exomala orientalis
(Coleoptera: Scarabeidae) larvalarina karsi entomopatojen fungus B. brogniartii,
entomopatojen nematodlar H. bacteriophora ve S. carpocapsae tek baglarina ve
kombinasyonlar  halinde  kullanilmistir.  Kullanilan  nematod  tiirlerinin
kombinasyon uygulamalariyla tek baslarina kullanimlari arasinda istatistiksel
olarak bir fark bulunmamistir. Ancak nematod + fungus kombinasyonundan
(S.carpocapsae + B. brongniartii) elde edilen larva 6liim oraninin fungusun tek
basina kullanimindan 6nemli derecede daha fazla oldugu ve etkilesimin sinerjistik
oldugu tespit edilmistir (Choo vd., 2002). Bunun aksine yiiriitillen bir bagka
calismada ise Curculio caryae (Coleoptera: Curculionidae) larvalarina karsi
entomopatojen fungus B. bassiana ile S. carpocapsae ve Heterorhabditis indica
tirtine ait nematodlarin kombinasyonlar1 test edilmis ve fungus-nematod
etkilesiminin  antagonistik oldugu bildirilmistir. Ayrica bu c¢alismada
entomopatojen fungus Paecilomyces fumosoroseus ile S. carpocapsae ve H. indica
arasindaki interaksiyonun da antagonistik oldugu belirtilmistir (Shapiro-Ilan vd.,
2004).

Entomopatojen nematod ve bakteri kombinasyonlari sinerjikten antagonistige
kadar degisebilen sonuglar vermistir. Bazi ¢alismalarda sinerjistik etkilesimler
gozlemlenirken (Thurston vd., 1993, 1994; Koppenhofer ve Kaya, 1997,
Koppenhofer vd., 1999), bazi nematod + bakteri kombinasyonlarinda ise
antagonistik etkilesim gozlenmigtir (Shapiro-llan vd., 2004). Belgika’daki ¢im
sahalarda ve otlak alanlarda zararli olan Hoplia philanthus’a (Coleoptera:
Scarabaceidae) kars1 H. bacteriophora, M. anisopliae ve bir kimyasal insektisit olan
Dursban tek bagina ve kombinasyonlar halinde kullanilmistir. Alan denemeleri
sonucunda H. bacteriophora ve M. anisopliae nin birlikte kullaniminin sinerjistik
etki gosterdigi bildirilmistir (Ansari vd., 2006). Choo vd. (2002), Kore
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Cumhuriyeti’ndeki golf sahalarini tehdit eden Ectinohoplia rufipes (Coleoptera:
Scarabaeidae) ve Exomala orientalis’e (Coleoptera: Scarabaeidae) karsi EPN ve
EPF kombinasyonunun etkilerini test etmistir. Alan denemeleri iki farkli golf
sahasinda yapilmigtir. Uygulamalarda entomopatojen nematod olarak S.
carpocapsae ve S. glaseri, entomopatojen fungus olarak B. brogniartii ve
kimyasal insektisit olarak ta Fenitrothion kullanilmistir. S. glaseri, H.
bacteriophora, B. brogniartii, Fenitrothion tek tek ve S. carpocapsae + H.
bacteriophora, S. carpocapsae + B. brogniartii’nin kombine uygulamalar
denenmistir. Elde edilen sonuglar iki nematod tiiriiniin kombinasyonu ile larva
olim oranlarinda azalma olmadigin1 ancak S. carpocapsae + B. brogniartii
kombinasyonunun aditif etki gosterdigini ortaya koymustur. Yiriitiilen bir baska
calisgmada ise 2. ve 3. dénem Cyclocephala hirta ile C. pasadenae ve 3. evre
Exomola orientalis larvalarma karsi kombinasyon seklinde kullanilan
entomopatojen bakteri Bacillus thuringiensis subsp. japonensis ile H.
bacteriophora ve S. glaseri nematodlarnin sinerjistik veya aditif etki gosterdigini
ortaya koymustur (Koppenhofer ve Kaya, 1997; Koppenhofer vd., 1999).

Kombinasyon uygulamalarinda goriilen sinerjistikten antagonistige kadar
degisebilen bu farkli sonuglar1 agiklamak icin bir¢ok hipotez 6ne siiriilmiistiir.
Ortaya ¢ikan farkli sonuglarin nematod ile kombine edilen diger patojenin tiiriiyle
(Koppenhofer ve Kaya, 1997; Choo vd., 2002; Shapiro-llan vd., 2004),
konukgunun tiirii ve evresiyle (Koppenhéfer vd., 1999), uygulama zamaniyla
(Koppenhofer ve Kaya, 1997), veya sicaklik ve nem gibi cevresel faktorlerle
nematodlarin mutualistik bakterileri arasindaki etkilesimlerden (Sankar vd., 2009)

kaynaklanabilecegi one stirtilmiistiir.

Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen veriler C. elephas larvalariyla miicadelede
kestane gomii yerlerine entomopatojen fungus M. anisoplia 4556 veya V275
suslarinin uygulanabilecegini ve bu miicadele yontemiyle zararli populasyonunda
%70 civarinda bir azalma meydana gelebilecegini gostermistir. Polyphylla fullo
larvalarma kars1 yapilacak miicadelede ise ozellikle 1. donem larvalarin hedef
alinmasini, bunlarla miicadelede ise entomopatojen fungus B. brogniartii’nin

kullanilmasinin dogru bir yaklasim olacagini ortaya koymustur.
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