T.C.

ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI
BiY-DR-2010-0003

BiYOLOJIK MUCADELE AJANI
ENTOMOPATOJENIK NEMATODLAR UZERINE
ARASTIRMALAR
Baris GULCU

Tez Danmismani:
Dog. Dr. Selcuk HAZIR

AYDIN






T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Biyoloji Anabilim Dali Doktora Programu 6grencisi Baris GULCU tarafindan
hazirlanan “Biyolojik Miicadele Ajan1 Entomopatojenik Nematodlar Uzerine
Arastirmalar” baghikli tez, 24.05.2010 tarihinde yapilan savunma sonucunda

asagida isimleri bulunan jiiri iiyelerince kabul edilmistir.

Unvani, Ad1 Soyadi Kurumu Imzas1

Adnan Menderes Universitesi,
Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii

Baskan : Dog. Dr. Selguk Hazir

Uye . Dog. Dr. Fatih M. Simsek Adnan Menderes Universitesi,
Fen-Edebiyat Fakiiltesi,

Biyoloji Boliimii

Adnan Menderes Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimi

Uye Dog. Dr. Ibrahim Cakmak

Adnan Menderes Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimi

Uye : Yrd. Dog. Dr. Mehmet Karagoz

Ege Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii

Uye : Yrd. Dog. Dr. Galip Kagkavalci

Jiiri iiyeleri tarafindan kabul edilen bu Doktora tezi, Enstitii Yonetim Kurulunun
......................... Sayili karariyla ( ) tarihinde onaylanmustir.

Prof. Dr. Serap ACIKGOZ
Enstitii Miidiiri






T.C.
ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuclarin, bilimsel yontemlerle yiiriitiilen gercek
deney ve gozlemler ¢ercevesinde tarafimdan elde edildigini, calismada bana ait
olmayan tiim veri, diisiince, sonu¢ ve bilgilere bilimsel etik kurallarin geregi
olarak eksiksiz sekilde uygun atif yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi
beyan ederim.

30/04/2010

Baris GULCU



Vi



Vii

OZET

BiYOLOJIiK MUCADELE AJANI ENTOMOPATOJENIK
NEMATODLAR UZERINE ARASTIRMALAR

Baris GULCU

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali

Tez Danigsmani: Dog. Dr. Selguk HAZIR
2010, 120 sayfa

Bu tez calismasi Tiirkiye’den elde edilmis entomopatojenik nematod izolatlarinin
ekolojilerini, biyolojik miicadele potansiyellerini ve depolanmalarina yonelik
arastirmalar1  icermektedir. Ik boliimde bdcek kadavrasi icerisindeki
nematod/bakteri kompleksinin yagmaci bdcekler tarafindan saldirtya ugradiginda
gosterdigi  hayatta kalma stratejisinin  anlasilmasina yonelik ¢aligmalar
bulunmaktadir. Karinca Uzaklastirict Faktor (ADF) olarak bilinen madde ile
yapilan Onceki calismalar yalmizca karincalar ile yapildigindan bu calismada
ADF’nin diger yagmaci boceklerde de etkili olup olmadigi arastirilmistir. Bakteri
ve kadavra denemeleri test edilen biitiin yagmacilar iizerinde ADF’nin gii¢lii bir
negatif etkiye sahip oldugunu gostermistir. ADF’nin hiicre disina salgilanan,
yuksek sicaklikla aktivitesi bozulmayan ve etkinligini uzun siire koruyan bir
madde(ler) oldugu da tespit edilmistir.

Ikinci ¢alismada 6 farkli yerli entomopatojenik nematod izolatinin biyolojik
miicadele potansiyelleri Spodoptera exigua larvalarina karsit test edilmistir.
Laboratuvarda yapilan denemelerde S. carpocapsae tirii gosterdigi 60 ml’lik
plastik kaplarda %100 ve 30 x 30 cm’lik ¢im alan denemelerinde %77 larva 6liim

oranlari ile en etkili tiir olmustur.

Ugiincii olarak gida maddelerinin depolanmasinda kullanilan ve ucuz olan tetra
pak kutularin nematodlarin muhafaza edilmesinde kullanilan saklama kaplarina
milkemmel bir alternatif oldugu tespit edilmistir.  Tetra pak kutulardaki
nematodlarin canlilik oranlar1 11 ay siiresince pahali hiicre kiiltiir kaplar1 ile
basabas gitmistir. Sonu¢ olarak bu tetra pak kutularin biyolojik miicadele
programlarinda nematodlarin saklanmasi amaciyla hiicre kiiltiir kaplarina alternatif
olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kkelimeler: Entomopatojenik nematodlar, Steinernema, Heterorhabditis,
ADF, Tetra pak, Biyolojik miicadele, Photorhabdus, Xenorhabdus.
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ABSTRACT

INVESTIGATIONS ON ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES AS
BIOLOGICAL CONTROL AGENTS

Baris GULCU

PhD Thesis, Biology Department
Advisor: Associate Professor Dr. Selcuk HAZIR
2010, 120 pp.

The overall objective in this thesis was to investigate the ecology, biological
control potential and storage of Turkish isolates of entomopathogenic nematodes.
Objective 1 was to understand the survival strategy of the nematode/bacterial
complex in an insect cadaver when the cadaver was attacked by insect scavengers.
For objective 1, because earlier studies related with Ant Deterrent Factor (ADF)
were only done with ant species, in this study other insect scavengers were
investigated to determine whether they were also deterred by ADF. Bacteria and
cadaver experiments showed that ADF had a strong negative effect on all tested
scavengers. It was also determined that ADF was an extracellular substance(s) that
maintained its activity at high temperatures and was stable for a long time.

For objective 2, the biological control potential of six native entomopathogenic
nematode isolates was tested against S. exigua larvae. In laboratory studies, the
nematode, S. carpocapsae, was the most effective species against the larvae
causing 100% mortality in 20 ml plastic cups and 77% mortality in 30 x 30 cm

containers with turfgrass.

For objective 3, inexpensive tetrapak boxes used for food storage were found to be
excellent alternative storage containers for maintaining these nematodes.
Nematode survival over 11 months was comparable to the expensive cell culture
flasks. Consequently it was determined that these tetrapak boxes can serve as
alternatives to the cell culture flasks to store nematodes for biological control

programs.

Key words: Entomopathogenic nematodes, Steinernema, Heterorhabditis, ADF,
Tetrapak, Biological control, Photorhabdus, Xenorhabdus.
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1. GIRIS
1.1. Nematodlar

Nematodlar boylari birkag mm ile birka¢ metre arasinda degisen segmentsiz,
genellikle silindirik ve uzun bir viicut yapisina sahip canlilardir. Sindirim, iireme
ve kas sistemleri olan nematodlarin, ayrica basit bir bosaltim ve sinir sistemleri de
bulunmaktadir. Ancak nematodlarda 6zellesmis bir dolasim ve solunum sistemi
yoktur (Koppenhofer, 2007).

Metazoa grubu icerisinde yeryliziinde birey sayisi bakimindan en fazla bulunan
canli grubu olan nematodlarin kambriyen patlamasiyla ya da bundan kisa bir siire
once ortaya c¢iktiklar diisiiniilmektedir. Tir sayisimin 400.000 ile 10 milyon
arasinda hatta 100 milyon gibi daha yiiksek bir rakamda olabilecegi tahmin
edilmektedir (Adams vd., 2006). Pek ¢ok nematod tiirii boceklerle forezisden,
parazitizm ve patojeniteye kadar degisen farkli iliskiler igerisindedir
(Koppenhofer, 2007). Simdiye kadar boceklerle iligkili 30°dan fazla nematod
familyast tanimlanmistir. Bu familyalardan 7 tanesinde [(Mermithidae ve
Tetradonematidae (Ordo: Stichosomida); Allantonematidae, Phaenopsitylenchidae
ve Sphaerulariidae (Ordo: Tylenchida); Heterorhabditidae ve Steinernematidae
(Ordo: Rhabditida)] bulunan tiirler boceklerle biyolojik miicadelede kullanilma
potansiyeline sahiptir (Stock ve Hunt, 2005; Koppenhofer, 2007). Ancak
giinimiizde yalnizca Heterorhabditidae ile Steinernematidae familyalarina ait
nematodlar mikrobial insektisit olarak kullanilmakta ve diinya genelinde pek ¢ok

firma tarafindan ticari olarak tiretilmektedir (Koppenhdfer, 2007).

1.2. Entomopatojenik  Nematodlar = (Fam:  Steinernematidae ve
Heterorhabditidae)

Heterorhabditidae ve Steinernematidaec familyalarindaki nematodlar dogada
zorunlu bdcek patojenleridir. Diinya lizerinde Antartika kitasi hari¢ hemen her
yerden izole edilmislerdir. Bu nematodlar topraktan elde edilirler ve dagilimlari
oncelikle uygun konukgularinin varligi ile sinirlanmaktadir (Adams vd., 2006).
Steinernematidae familyasinda Steinernema ve Neosteinernema olmak iizere 2

farkli cins bulunmaktadir. Simdiye kadar Steinernema’da 63 tiir, Neosteinernema



cinsinde ise yalnizca 1 tiir tespit edilmistir. Heterorhabditidae familyasinda da
Heterorhabditis (18 tiir) ve Heterorhabditidoides (1 tiir) olmak iizere iki cins
icerisinde toplam 19 tiir tanimlanmistir (Mracek vd., 2006; Uribe-Lorio vd., 2007;
Zhang vd. 2008; Lee vd., 2009; Stock vd., 2009). Yapilan filogenetik calismalar
Heterorhabditidae familyasinin omurgali canlilarda parazit olan Strongylida ile
yakin akraba oldugunu gostermektedir. Strongylida ise serbest yasayan ve bakteri
ile beslenen Pellioditis ile en yakin ortak atayi paylasmaktadir. Bu nedenle
Heterorhabditlerin muhtemelen serbest yasayan ve bakteri ile beslenen bir atadan
geldigi tahmin edilmektedir. Aymi hipoteze gore Steinernematidae familyasinin
serbest yasayan, boceklerle iliskili Panagrolaimoidae ve omurgali paraziti
Strongyloididae familyalariyla yakin akraba oldugu disiiniilmektedir. Bu
sonuglara gore Steinernematidae familyasi serbest yasayan, fungusla beslenen ve
bitki parazitlerini igeren taksonlarin bulundugu daha genis bir gruba aittir. Bu
nedenle kokeni ile ilgili belirsizlik vardir (Adams vd., 2006).

1.3. Entomopatojenik Nematod-Bakteri iliskisi

“Entomopatojenik nematod (EPN)” terimi ile mutualistik bakteriler yardimiyla
konukgularini kisa siirede dldiirebilen (nematod ve konukgu tiiriine bagli olarak 1-
4 giin arasinda degisen siirelerde) nematodlar kastedilmektedir (Adams vd., 2006).
Steinernematidae familyas1 Xenorhabdus, Heterohabditidae ise Photorhabdus
cinsi bakteriler ile mutualistik iligki igerisindedirler (Bode, 2009). Taksonomik
caligmalara gore her entomopatojenik nematod tiirii tek bir bakteri ile mutualistik
iligki icerisindeyken, bakteri simbiyontlar1 birden fazla nematod tiiri ile iligkili
olabilmektedir (Hazir vd., 2003). Bu mutualistik iligkilerin ilk defa Orta
Paleozoikte (yaklasik 350 milyon yil o6nce) Heterorhabditlerin ve
Steinernematidlerin atalariyla Photorhabdus ve Xenorhabdus soylarini olusturacak
Gram-negatif enterik bakteriler (Enterobacteriaceae) arasinda birbirinden bagimsiz
olarak basladig1 diisiiniilmektedir. Bakteriler bu simbiyotik iliskide dis ortamdaki
cevre sartlarindan ve topraktaki rekabet ortamindan korunarak besince zengin
bocek dokusuna kendilerini tasitirlar (Adams vd., 2006). Nematodlar ise
bakterinin patojenik oOzelligi ile konukcuyu oOldiirmesinden faydalanmaktadir.
Bakteriler ayrica nematodun gelisimi ve {iremesi i¢in bocek dokusunu uygun hale

getirmektedir.  Ayrica  topraktaki diger mikroorganizmalarin  igerisinde



nematodlarin tiremekte oldugu kadavraya yerlesmesini engellemektedir (Boemare,
2002; Griffin vd., 2005). Ortaya ¢ikan bu bakteri-nematod kompleksinin zararl
bdceklere karst giiclii bir biyolojik miicadele silahi haline gelmesini son 15 yildir
bu gruplar lizerine yapilan arastirmalarin artmasiyla agiklamak miimkiindiir
(Adams vd., 2006).

Entomopatojenik nematod enfeksiyonlar1 pek ¢ok belirti ile tanimlanabilmektedir.
Oliimden kisa bir siire sonra kadavralarda yumusama ve renk degisimi
gozlenmektedir. Mum giivesi, Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)
larvalarinda nematod tiiriine gore kadavralarda farkli renklenmeler goriilmektedir.
Steinernematid enfeksiyonunda koyu saridan, kahverenginin farkli tonlar1 veya
tamamen siyaha kadar degisen renkler goriiliirken, heterorhabditle enfekte
bocekler kirmizi, kiremit kirmizisi, mor, turuncu, sart veya yesil renkte
olabilmektedir. Kadavranin renklenmesi ozellikle Photorhabdus bakterilerinin
iirettigi pigmentlerle iliskilidir. Steinernematid ile enfekte olan bocekler nematod
gelisimi  sirasinda yumusak ve gevsek goriinmektedirler. Bununla beraber
heterorhabdit enfeksiyonlarinda kadavralar daha siki bir goriintiiye sahip olurlar.
Eger bocek kiitikulu yeterince saydam ise icerideki nematodlar disaridan
kolaylikla goriilebilmektedir. Enfekte olan kadavralar ¢iiriimez ve par¢alandiginda
kot bir koku yaymazlar. Kadavranin viicut igerigi zamanla azalmasia ragmen
asla akiskan hale gelip bitiinliigiinii kaybetmez. Heterorhabdit ile enfekte
kadavralarinin igerigi ise sakizimsi bir hal alir (Koppenhofer, 2007).

1.4. Entomopatojenik Nematodlarin Hayat Dongiileri

Bilinen biitiin entomopatojenik nematod tiirleri benzer biyolojiye sahiptirler.
Nematodun sadece infektif veya dauer juvenil (IJ) olarak adlandirilan evresi
toprakta bulunmaktadir. Bu evrede agiz ve aniis kapali durumda olup, beslenme ve
ireme olaylart gerceklesmez (Kaya ve Gaugler, 1993). Toprakta kendilerine
uygun bir konukgu bulan 1J’ler, bocegin dogal acikliklarindan (agiz, spirakil, aniis)
veya kiitikulasindaki zayif bolgelerden (sadece heterorhabditlerde goriilmiistiir)
hemosol igerisine girip ortama simbiyont bakterilerini birakmaktadirlar.
Xenorhabdus bakterileri nematodlarin aniisiinden, Photorhabdus’lar ise
agizlarindan konukc¢u hemosoliine salinmaktadir (Adams vd., 2006). Steinernema
tiirleri periyodik olarak salgiladiklari enzimlerle konukgunun bagisiklik sistemini
baskilayabilmektedir. Bu sayede simbiyont bakterilerin ortama birakilmasi



kolaylasmaktadir. Heterorhabditis tiirlerinin buna benzer proteinler {iretip
iretmedikleri henliz bilinmemektedir. Mutualistik bakteriler Steinernema
tiirlerinde infektif juvenillerin bagirsaklarindaki 6zel bir kesede, Heterorhabditis
tirlerinde ise Ozellikle bagirsagin anterior bdliimiinde yogun olarak bulunurlar.
Infektif juvenillerin igerisindeyken bu bakteriler durgun fazdadirlar (Boemare,
2002). Bocek hemosolii igerisine salinan bakteriler burada hizli bir sekilde
iiremeye baglayarak bir dizi toksin ve hidrolitik enzim tiretirler. Konuk¢u bocek bu
olay sonucunda 24-48 saat icerisinde septisemia’dan 6lmektedir. Salinan enzimler
ayni zamanda bocek dokusunu pargalayip nematodlarin tireme ve gelisimleri igin
gerekli olan bir besin c¢orbasi olustururlar. Ayrica bakteriler iirettikleri bazi
maddeler sayesinde kadavrayr diger mikroorganizmalarin istilasina karsi
korumaktadir (Forst ve Clarke, 2002; Clarke ve Eberl, 2006). Konukgu igerisinde
gelismeye baslayan infektif juvenil nematodlar, parcalanmis bdcek dokusu ve
bakterilerden olusan karigimla beslenerek 4. juvenil evre, ardindan ergin disi ve
erkek nematodlar haline gelmektedirler. Ciftlesen disiler yumurtalarini konukgu
dokusuna birakabilir veya olgun disiler uteruslar1 igerisinde yumurtalarini
bekletebilmektedir. Gelisimlerini tamamlayip ac¢ilan yumurtalardan ¢ikan yeni
nesil nematodlar konukgunun veya disi bireyin viicut dokusuyla beslenmeye
baslamaktadir. Bu sirada viicutlarinin igerisi yeni nesil infektif juvenillerle dolu
olan disi nematodlarin bu durumuna “Endotokia matricida” evresi adi
verilmektedir (Griffin vd., 2005). Genel olarak bakildiginda entomopatojenik
nematodlarin hayat dongiilerinde 4 juvenil (J1, J2, J3, J4), ergin ve yumurta olmak
iizere 6 evre bulunmaktadir. 1. ve 2. juvenil evre yumurta igerisindedir.
Yumurtadan 2. juvenil evrede c¢ikan bireyler sirayla J3, J4, ergin bireylere
gelismektedirler. Nematodlarin {iremesi kadavradaki besin bitene kadar devam
etmektedir. Bu sirada konuk¢unun biiyiikliigiine bagli olmakla beraber genellikle
1-3 jenerasyon meydana getirilmektedir. Besin tiikendigi zaman geligimlerini
infektif juvenil (J3) sathasinda durduran ve simbiyont bakterilerini viicutlarinda
tekrar depolayan yeni nesil 1J’ler kadavrayi terk ederek yeniden konukg¢u aramaya
baslamaktadir (Adams ve Nguyen, 2002; Hazir vd., 2003) (Sekil 1.1.).

Heterorhabditler ile steinernematidlerin hayat dongiileri arasindaki en onemli
farklilik Heterorhabditis erginlerinin kadavra igerisindeki ilk jenerasyonda
hermafrodit bireylerden olugsmasidir. Sonraki nesillerde ise hermafroditlerle
birlikte ayr1 eseyli bireyler de goriilmektedir (Gaugler ve Kaya, 1990). Oysa



Steinernema erginlerinde biitiin jenerasyonlarda bireyler ayr eseylidir. Bir istisna
olarak Steinernema hermaphroditum tiriinde ilk jenerasyonda hermafrodit
bireylere rastlanmistir (Stock vd., 2004).
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Sekil 1.1. Entomopatojenik nematodlarin genel hayat dongiisii

1.5. Entomopatojenik Nematodlarin Mutualistik Bakterileri: Xenorhabdus ve
Photorhabdus spp.

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri Protobacteria’nin y-altsinifinda bulunan
Enterobacteriaceae familyasi icerisindedirler. Bu familyanin {iyeleri gram-negatif,
cubuk morfolojili, fakiiltatif anaerobik, oksidaz negatif, sporlanmayan,
kemoorganik heterotrof solunum yapan, fermentif metabolizmaya sahiptir. Iki cins

arasindaki temel farklilik, pek c¢ok Photorhabdus izolati biyoluminesens



yapmaktadir ve katalaz pozitiftir. Oysa Xenorhabdus cinsi her iki 6zellige de sahip
degildir (Boemare ve Akhurst, 2006).

Her iki bakteri cinsinin fenotipik olarak farkli formlar1 bulunmaktadir. Faz I olarak
adlandirilan dogal form yalnizca iliskili olduklar1 nematodlarda bulunur. Bununla
beraber Faz II yani ikincil form bakteriler yapay ortamda iiretildigi zaman
kendiliginden ortaya c¢ikmaktadir. Bu iki faz arasinda morfolojik ve fizyolojik
farkliliklar bulunmaktadir. Faz I’deki bakteriler antibiyotik iiretmektedir. Belli
boyalar1 absorblayabilir ve kristallesmis proteinlerden olusan hiicre i¢i inkiiliizyon
cisimciklerine sahiptirler. Oysa Faz II sathasindaki bakteriler bu o&zellikleri
tasimamaktadir. Urettikleri inkiiliizyon cisimcikleri ise etkin degildir (Boemare ve
Akhurst, 2006).

Photorhabdus bakterilerinin enfeksiyon esnasinda belirli bir yol takip ettigi tespit
edilmistir. Oncelikle hemolenf icerisinde hizla {ireyip immiin sistem yok
edilmekte, ardindan orta bagirsak igerisine bir dizi toksin salinmaktadir.
Enfeksiyonun ileri sathasinda ise metallo-proteazlar salinarak bagirsak epiteli
par¢alanmakta ve dokular nematodlarin beslenecegi hale getirilmektedir.
Photorhabdus bakterileri mef (make caterpillar floppy) geni tarafindan kodlanan
toksinlere sahiptir. Bu toksinler bocegin bagirsak dokusunu parg¢alamaktadir.
Xenorhabdus’un konukgu dokusuna yerlesirken izledigi yol heniiz tam
anlagilamamistir. Fakat hiicre dig ylizeyinin lipopolisakkarit bilesenlerinden
endotoksinler salgilayarak doku hiicrelerini parcaladiklar1 tahmin edilmektedir
(Adams vd., 2006).

Bakteriler kadavra igerisinde hizla ¢ogaldiktan sonra lireme safhalarinin sonuna
dogru, ortamu diger mikroorganizmalara kars1 koruyacak bir takim antimikrobiyal
bilesikler tiretmektedirler. Bu bilesikler diger bakteri, fungus ve mayalara karsi
etkili olan antibiyotikleri (Webster vd., 2002) ve Photorhabdus tiirlerine yakin
bakterilere kars1 aktif olan lumisinler (Sharma vd., 2002) ve xenorhabdisin (Thaler
vd., 1995) gibi bakteriosinleri igermektedir. Bakteriosinlerin varligi nematodla
aralarindaki simbiyosiz agisindan Onemlidir. Bu sayede rekabete girebilecek
benzer bakteri gruplarma istiinlik saglamaktadirlar. Lumisinler diger
Photorhabdus tiirleri diginda, filogenetik olarak da uzak bir tiir olan E. coli’ye de
etkilidir. Bdylece bdcegin bagirsak florasinin  temizlenmesinde de bu
bakteriosinlerin rol oynadig1 diistiniilmektedir (Sharma vd., 2002).



1.6. Entomopatojenik Nematodlarin Konukc¢u Dagilimi

Laboratuvar kosullarinda iyi bilinen pek ¢ok entomopatojenik nematod tiirii (S.
carpocapsae, S. feltiae ve H. bacteriophora) pek ¢ok farkli bocek grubunu enfekte
edebilmektedir. S. carpocapsae’nin laboratuvar sartlarinda farkli ordolardan
250’den fazla bocek tiiriinii enfekte ettigi bilinmektedir (Poinar, 1990). Ancak alan
uygulamalarinda nematodlarin ekolojisi, potansiyel konukgular1 ve ayni zamanda
cevresel faktorler nedeniyle infektif juveniller tarafindan enfekte edilen konukgu
cesitliligi cok daha kisithdir (Peters, 1996). Bilinen bazi entomopatojenik nematod
tiirleri ise smirli bir konukgu dagilimma sahiptir. Ornegin S. scapterisci
Gryllotalpidae familyasinin iiyelerine adapte bir tlirdiir (Parkman ve Smart, 1996).
S. kushidai ve S. scarabaei tiirleri ise Scarabaeidae familyasinin larvalarina
ozellesmislerdir (Koppenhofer ve Fuzy, 2003). Bu iig tiirlin diger bocek gruplarina
kars1 diisiik patojenite gosterdikleri gézlenmistir.

Nematod tiirlerinin topraktaki yerlesimleri de tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. En ¢ok caligilan tiirlerden S. carpocapsae’nin genellikle topragin
ilk 1-2 em’lik kisminda, H. bacteriophora’nin ise yaklagik 8-10 cm derinlige
yerlestigi bildirilmektedir. Genel olarak H. bacteriophora populasyonlarinin S.
carpocapsae ve S. feltiae’ya gore diizensiz, pargali bir dagilim gosterdikleri
bilinmektedir. Bununla ilgili olarak diizenli dagilim olusturacak sekilde alana
uygulanan H. bacteriophora tirliniin, uygulamadan 2 ay sonra tekrar parcali bir

yayilim sergiledigi tespit edilmistir (Lewis, 2002).

Toprak tipi nematodlarin hareketini, canliligini ve infektivitesini etkileyen abiyotik
bir faktordiir (Kung vd., 1990). Kiigiik partikiil yapili topraklar hareket etmeyi
zorlagtirirken, kumlu ve kumlu-tinli topraklar nematodlarin kolayca hareket
etmelerine imkan vermektedir (Lewis, 2002).

Yapilan pek cok calismada elde edilen veriler 15181Inda entomopatojenik
nematodlarin  Symphyla, Collembola, Arachnida, Crustacea, Gastropoda,
Diplopoda, Isopoda ve Tardigradae gibi pek ¢ok farkli omurgasiz canli ve hedef
olmayan organizma iizerinde 6énemli bir olumsuz etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
Ancak laboratuvar kosullarinda ve yiliksek dozlarda yapilan uygulamalarda
entomopatojenik nematodlarin kesin olmamakla beraber bdcekler disindaki
arthropod tiirlerini enfekte edip, iireyebildikleri bildirilmistir (Poinar, 1989;



Jaworska, 1993). Toprak solucanlar1 {iizerinde hicbir patojenik etki tespit
edilememistir (Akhurst ve Smith, 2002). Ayn1 sekilde omurgalilardan kurbagalar,
kertenkeleler ve fareler ile yapilan caligmalarda entomopatojenik nematodlar
hicbir patojenik etkiye neden olmamistir (Poinar vd., 1982; Kermarrec vd., 1991;
Akhurst ve Smith, 2002).

Nematodlar disinda bakteriyal simbiyontlarmin da omurgalilara karsi muhtemel
olumsuz etkileri aragtirtlmistir. Yapilan deneylerde tavuklarda, yetiskin farelerde
derialtina, yavru farelerde beyin icerisine enjekte edilen X. nematophila ve P.
luminescens bakterilerinin higbir patojenik etki gostermedigi bildirilmistir (Poinar
vd., 1982). Benzer sekilde kobay, fare ve sicanlara oral yolla ya da deri altindan
verilen X. bovienii higbir toksik veya patojenik belirti meydana getirmemistir.
Ayrica tavsanlarda yapilan konjuktival uygulamalarda, kobay ve farelere solunum
yoluyla asilamalarda higbir zararli etki gdzlenmemistir (Obendorf vd., 1983;
Akhurst ve Smith, 2002). Ancak klinik bir vaka ile kesfedilen Photorhabdus
asmybiotica tiiriinlin insanlarda yumusak dokularda lokal tahribatlara yol actigi ve
bakteremik enfeksiyonlar ile yayildigi belirtilmistir. Simdiye kadar bu bakteriye
Amerika Birlesik Devletleri ve Avustralya’da yalnizca klinik vakalarda
rastlanmigtir. Ancak P. asymbiotica’nin iligkili oldugu bir nematod tiiriine
rastlanmamistir (Gerrard vd., 2004). Daha sonra yapilan ¢aligmalarda bazi P.
asymbiotica alt tirlerinin H. indica tiirii ile mutualistik iligki icerisinde oldugu
tespit edilmistir (Kuwata vd., 2008).

1.7. Entomopatojenik Nematod-Konukeu Iliskileri

Entomopatojenik nematodlarin etkinlik derecesi, nematod tiirii ya da izolatina,
bdcek tiiriine ve bocek tiirliniin gelisim evresi gibi pek ¢ok biyolojik faktore
baglidir (Eidt ve Thurston, 1995; Simoes ve Rosa, 1996).

Entomopatojenik nematodlar enfekte etmeye calistiklari  konukgulariin
davranigsal veya mekanik engellemeleri ile karsilagabilmektedir. Dolayisiyla
bdcegin igerisine giriste agiz, aniis gibi kisimlarina kolayca ulasamamaktadir.
Nematod saldiris1 hissedildiginde bacaklar kullanilarak sik sik  viicudun
temizlemesi (Scarabaeidae larvalar1), kuvvetli ¢irpinmalar, ortamdan uzaklagma
gibi davranigsal tepkiler goriilmektedir (Gaugler vd., 1994). Ayrica septa denen

yapilar (Elateridae) ya da Scarabaeidae, Tipulidae larvalarinda bulunan delikli



yapidaki plakalar ile kapli spirakillar mekanik bir bariyer olarak bocegin igerisine
giriste trakeal sistemin kullanilmasini zorlastirmaktadir. Yine bazi Lepidoptera
veya Diptera tiirlerinde ise spirakillar ¢ok dar basit yapili borular halini almstir.
Pek ¢ok bocek tiiriinde segmentler arasi, bagirsagin 6n ve arka kisimlarmin ig
tarafi veya peritrofik membran bu yolla konukguya girisi engellemek i¢in ¢ok
kalin ve siki yapidadir. Ayrica agizdaki mandibuller ile nematodlarin
parcalanmasi, yiiksek miktarda digki atimi veya aniislin kaslarla sikica kapatilmasi,
CO; salmiminin azaltilmasi, gecirgen olmayan kokon veya toprakta odacik yapimi
gozlenen diger tepkilerdir (Gaugler vd., 1994; Eidt ve Thurston, 1995; Dowds ve
Peters, 2002). Sosyal boceklerde nematodlara karsi bireysel tepkilerin yaninda
patojenlere karsi koloni halinde gosterilen davranislarda (temizlenme, enfekte
bireyin yuvadan izole edilmesi veya uzaklastirilmasi, koloninin yer degistirmesi)
bulunmaktadir (Klein, 1990; Gouge, 2005).

Infektif juveniller konuk¢unun viicut bosluguna ulasabilmek icin ince kiitikiilii,
dokular1, ve mukus sivis1 gibi dogal bariyerleri gegmek zorundadir. Bagirsagin
baslangicina, malpigi tiiplerine veya peritofik membran ile orta bagirsak epiteli
arasindaki viicut bosluguna ulastiklari zaman ancak viicut dismna atilmaktan
kurtulurlar. Bunlar1 yapabilmek icin nematodlar fiziki gii¢ kullanirlar. Ornegin
viicutlarint ince kiitikiilden igeriye iterler ya da heterorhabditlerde oldugu gibi
agizlarinda terminal olarak yerlesmis disler ile bunu gerceklestirebilirler
(Koppenhofer, 2000; Dowds ve Peters, 2002).

Boceklerin nematodlara gosterdikleri tepki birbiriyle etkilesim halinde olan
hiicresel ve hiimoral eylemlerden (fagositoz, nodiill olusumu, hiicresel veya
melanotik kapsiilleme, antimikrobiyal peptid iiretimi) olusmaktadir. ilk asamada
gosterilen tepki nematodlara yoneliktir. Ciinkii bakteriler bu esnada zaten
nematodun igerisinde bulunmaktadir. Ancak bakteriler nematodun konukguya
girmesinden sonraki 30 dakika ile 5 saat arasinda bdcek hemosoliine birakilirlar.
Nematodlar ¢ogunlukla melanin ile saglamlastirilmis hiicresel kapsiillerle veya
yapisinda melanin bulunan viicut sivilariyla cevrelenerek hapsedilmektedir.
Kapsiil igerisine alma Orthoptera, Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera gruplarinda
goriilmektedir. Bununla beraber tepkinin derecesi bdcegin ve patojenin tiiriine ve o
anki fizyolojik durumuna gore degisiklik gostermektedir (Dowds ve Peters, 2002).
Ormegin Acheta domesticus (Gryllidae), S. carpocapsae ve H. bacteriophora

tirlerini kapsiil icerisine alirken, S. scapterisci tiiriine kars1 etkisizdir. S. glaseri
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tiriit Popillia japonica (Scarabaeidae) larvasinda taninip kapsiil igerisine
alinmasina ragmen bu kapsiiliin iginden kagip kurtulabilmektedir (Wang vd.,
1995). Bir baska ¢alismada ise Heterorhabditis infektif juvenillerinin penetrasyon
esnasinda J2 kitikiiliinii geride birakarak tipulid larvalarinda kapsiil igine
almmaktan kurtulduklar1 tespit edilmistir (Peters vd., 1997).

Bocekler nematodlarin simbiyontu olan bakterileri fagosite ederek, graniilositler
tarafindan nodiil igerisine alarak veya sekropin gibi antimikrobiyal peptidler ile
yok etmeye calismaktadir. Ancak bakteriler nodiil igerisinde de ¢ogalmaya devam
edebilmektedir. Eger nodiil yapisi uygun ise tekrar hemolenfe ¢ikarak, konuk¢uyu
oldiirmektedirler. Nematod-bakteri birlikteligi bocegin bagisikligina karsi ortak
hareket etmektedir. Nematodlar melanin olusumu i¢in gerekli pro-feniloksidaz
salmimii ve bununla beraber hemolenfteki antimikrobiyal aktiviteyi inhibe
etmektedir. Bakteriler ise enzimatik aktiviteler ile bocegin bagigikligim
bozmaktadir. Ornegin X. nematophila’nin  lipopolisakkaritleri feniloksidaz
aktivasyonunu baskilamaktadir. Ayrica bu bakterinin lipid A molekiilii hemositlere
toksik etki yapmaktadir (Dowds ve Peters, 2002; Ciche vd. 2006). Simbiyotik
bakteriler ayn1 zamanda konukguyu paralize eden egzotoksinler, sitotoksinler ve
hiicredig1 proteolitik enzimler iretebilmektedir (Boemare vd., 1997; Forst vd.,
1997).

1.8. Entomopatojenik Nematodlarin Ekolojileri

Entomopatojenik nematodlarin bollugu ve dagilimlart muhtemelen pek ¢ok toprak
bileseni tarafindan etkilenmektedir. Toprak entomopatojenik nematodlar agisindan
degerlendirildiginde konuk¢u ve konuk¢u olmayan artropodlar, rekabetgiler,
predatorler, parazitler ve patojenler bakimindan biylik bir cesitlilige sahiptir
(Stuart vd., 2006). EPN’lerin bir alandaki kaliciligin1 ve varligini etkileyen temel
biyotik faktor muhtemelen uygun konukcularin varligidir (Mracek vd., 1999).

1.9. Entomopatojenik Nematodlarin Konuk¢u Bulma Davranislari

Infektif juveniller toprakta konukgularmi iki farkli stratejiyle; pusu kurarak
“ambusher” veya aktif bir sekilde dolasarak “cruiser” aramaktadir. Pusu kurma
stratejisini S. carpocapsae, S. scapterisci, S. siamkayai gibi tiirler tercih etmektedir

ve toprak ylizeyine yakin durma egilimindedirler. Bu tiirler pusu kurma esnasinda
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viicutlarinin  %95ten fazlalik boliimiinii substrat iizerinde yukar1 kaldirarak
kuyruklart {izerinde durabilmektedir. Bdylece yanlarindan gegen konukgulara
temas edebilmektedirler. Bu davranis ‘’nictation’’ olarak tanimlanmaktadir. Ancak
bu davranisin viicudun diimdiiz, hareketsiz bir sekilde tutulmasi, kismen
kaldirilmas1 ve ileri geri sallanma seklinde farkli formlar1 bulunmaktadir. Pusu
kuran tiirlerin en tipik 6rnekleri olan S. carpocapsae ve S. scapterisci infektif
juvenillerinin saatlerce hareketsiz bigimde kaldiklar1 bilinmektedir. Bunu yapan
tirler aym1 zamanda sigrama yetene§ine de sahiptirler. Dogrudan sigrama
konukguya tutunma igin kullanilirken, dolayli sigramanin dagilimda rol oynadigi
diisiiniilmektedir. infektif juveniller bdylece bulundugu bélgeden baska bir
bolgeye gegerek orada konuk¢u arama islevlerini siirdiirebilmektedir. S.
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). S. glaseri ve H.
bacteriophora gibi tiirler ise genellikle aktif olarak konukgularmi arayan bir
stratejiyi tercih etmektedir. Bu stratejiyi kullanan tiirler toprakta sabit veya ¢ok az
hareket eden konukgular1 bulup enfekte etmektedir. Aktif arama davranisi gosteren
nematodlarin hi¢ biri “nictation” hareketini yapmazlar. S. riobrave ve S. feltiae
tirleri ise bu iki davranis bi¢iminin ortasinda bir davranisa (intermediate)

sahiptirler (Campbell ve Gaugler, 1997).

1.10. Entomopatojenik Nematodlarin Dagilimlari

Infektif juveniller toprakta konukgulari aktif olarak arayip bulabilen canlilardir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda 30 giin icerisinde toprakta yatay veya dikey olarak
90 cm kadar bir mesafe katedebildikleri tespit edilmistir. Bunun yaninda su,
rlizgar, forezis, enfekte konukgular, insan aktivitesi vb. yollarla pasif olarak daha
uzak mesafelere yayilabilmektedirler (Kaya, 1990).

Dogada populasyonlar genel olarak diizgiin, rastgele veya pargali dagilim
gostermektedir. Ancak gozlemlenen modeller degerlendirme Olgiitiine baglhdir.
Parcali dagilimlar tiir-i¢i veya tiirler arasi etkilesimler veya kaynaklarin dagilimina
bagli olarak sekillenmektedir. Entomopatojenik nematod populasyonlarin
dogada pek cok sebepten dolay1 parcali dagilim gosterdikleri tahmin edilmektedir.
Bunun nedenleri arasinda uygun habitatlarin ve konukg¢ularin sayica fazlaligi, tek
bir konukeu igerisinde ¢ok sayida 1J’in (30000-40000 1J) liremesi, toprakta sinirlt
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mesafelerde dagilim gdstermeleri, bir alana yerlesirken ve varliklarimi devam
ettirirken karsilastiklar1 kosullar sayilmaktadir (Stuart vd. 2006).

Infektif juvenil populasyonlarmin uygulamalarda canliliklarini uzun —siire
koruyamadiklar1 bilinmektedir. Topraga uygulandiklar1 zaman ilk birka¢ saat
icinde %50’si UV 1sinlar1 ve kurumadan dolay1 6lmektedir. Hayatta kalan 1J’lerin
ise her giin ortalama %5-10 kadar1 kaybedilmektedir. Boylece 1-6 hafta igerisinde
uygulanan miktarin %1°nin geriye kaldig1 tespit edilmistir. Bu nedenle
entomopatojenik nematodlarin zararlilarin duyarh evrelerinin bulundugu zamanda
kullanilmasi olduk¢a 6nemlidir (Kaya, 1990; Koppenhofer, 2007).

1.11. Entomopatojenik Nematodlar1 Etkileyen Biyotik ve Abiyotik Faktorler
1.11.1. Abiyotik Faktorler

Entomopatojenik nematodlarin dogal kosullar altinda hayatta kalmalarini etkileyen
biyotik ve abiyotik faktdrler bulunmaktadir. Abiyotik faktorlerle nematod varligini
etkileyen sicaklik, nem, toprak yapisi, UV, PH, tuzluluk ve kimyasal pestisitler
kastedilmektedir (Kaya, 2002).

1.11.1.1. UV

UV 15181 nematodlari inaktive eden ve dakikalar igerisinde 6lmelerine neden olan

onemli bir abiyotik faktordiir (Gaugler ve Bousch, 1978).

1.11.1.2. Nem

Nem ise nematodlarin performansini etkileyen en onemli faktordiir. 1J’ler etkili
bi¢cimde ilerleyebilmek i¢in bir su filmine ihtiyag duymaktadirlar. Toprakta, 1J’ler
partikiiller arasindaki bosluklar1 kaplayan su filmlerini kullanarak hareket ederler.
Eger bu su filmi kurak topraklardaki gibi ¢ok ince veya suya doymus topraklarda
partikiiller arast bosluklar tamamen dolu olursa nematodlarin hareketi
kisitlanmaktadir (Kung vd., 1991; Brown ve Gaugler, 1997).
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1.11.1.3. Sicakhk

Sicakligin nematod performansina etkisi tiirlere veya soylara gore degisiklik
gostermektedir (Grewal vd., 1994). Genel olarak 1J’ler diisiik sicaklik
derecelerinde (<10-15°C) durgunlagsmaktadir. Daha yiiksek derecelerde ise (>30-
40°C) inaktive olmaktadirlar. 0°C’nin altinda ve 40°C {izerindeki sicakliklar
maruz kalinan siireye de bagli olarak nematodlar i¢gin dldiiriiciidiir (Glazer, 2002).
Pek cok tiir i¢in canli kaliman en uygun sicaklik araligi 5-15°C arasindadir. Daha
yiiksek sicakliklar metabolik aktiviteyi artirarak enerji rezervlerinin tiikenmesine

ve yasam siiresinin kisalmasina sebep olmaktadir (Georgis, 1990).

1.11.1.4. Toprak yapisi

Nematodlarin yayilmalar1 ve canliliklarini korumalari toprak tipleri arasinda da
farklilik gostermektedir. Ince-taneli yapidaki topraklarda canli kalma oranlarinin
ve yayilmalarimin daha diisiik oldugu varsayilmaktadir. Ancak en diisiik canlilik
orani killi topraklarda goriilmektedir. Daha diisiik hayatta kalma oraninin
muhtemelen toprak porlarindaki az oksijen miktariyla iligkili oldugu
disiiniilmektedir (Kaya, 1990; Alekseev vd., 2006).

1.11.1.5. Oksijen

Benzer bi¢cimde oksijen, suya doymus veya yogun miktarda organik materyal
iceren topraklarda smirlayici bir faktor olabilmektedir (Kaya, 1990).

1.11.1.6. PH

Topragin PH degerleri 1J canliligi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip degildir. PH 4
ile 8 arasindaki degerlerde 1J etkinligi degisiklik gostermemektedir. Ancak PH
10°da 1J canlilik orani hizla diismektedir (Kung vd., 1990). Bununla beraber ilave
aragtirmalara gore cesitli toprak parametrelerinde farkli nematod tiirleri farkli
sekilde etkilenmektedir (Koppenhdfer ve Fuzy, 2003).
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1.11.2. Biyotik Faktorler

Nematodlar icin gerekli olan biyotik faktorler ise ortamdaki konukgu, dogal
diisman veya bitki varligidir. Bunlar ortamin fiziksel kosullarmi (topragin nemi,
sicakligl, gézenekliligi vb.) iyilestirerek nematodlarin hayatta kalmasina uygun bir
cevre yaratmaktadirlar (Kaya, 2002). Biyotik faktorler ve etkileriyle ilgili pek ¢ok
kapsamli aragtirma yapilmistir. Antibiyozis olarak adlandirilan bazi durumlarda
topraktaki bitki koklerinden birtakim kimyasallar salinmakta ve bunlar 1J’lerin
konukg¢u aramasini olumsuz etkilemektedir. Bazen ise enfekte konukg¢u igerisinde
bulunan kimyasallar nematod enfeksiyonunu ve iiremesini etkilemektedir. Bir
konuk¢u icinde ¢ok fazla sayida IJ’nin bulunmasi durumunda tiirigi rekabet
nedeniyle ortamin nematodlar i¢in uygunlugu azalabilmektedir. Tiirlerarasi
rekabet oldugu durumlarda ise lokal tiirlerden birisinin ortadan kalkmasina neden
olabilmektedir. Tiirler aras1 rekabet 6zellikle ayn1 bdlgeye uygulandiklarinda diger
bocek patojenleri arasinda da yasanabilmektedir. Rekabetin sonucu, rekabetcilerin
tiiriine (entomopatojenik fungus, bakteri veya viriis), enfeksiyon zamanina veya
sicaklik ve nem gibi gevresel faktorlere baghidir (Koppenhdfer, 2007).

Uzerinde pek ¢ok arastirma yapilmis nematofag funguslar diginda nematodlarmn
diger dogal diismanlar1 collembola, tardigrad, akar ve predatdr nematodlar gibi
omurgasiz canlilardir. Bu dogal diismanlarin laboratuvarda yapilan toprak
denemelerinde nematod populasyonlarinda diisiislere neden olduklar1 tespit
edilmistir. Ancak tarla sartlarinda etkileri ile ilgili cok az sey bilinmektedir (Kaya,
2002).



15

2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. ADF (Ant Deterrent Factor-Karinca Uzaklastirici Faktor)
Maddesinin Farklh Gruplardan Yagmaci Boceklere Kars1 Etkisinin
Tespiti ve Maddenin Yapisim Aydinlatmaya Yonelik Calismalar

Bakteriler, diinya tlizerindeki biyolojik ve filogenetik olarak en fazla gesitlenmis
canli grubudur. Yaklasik olarak 3,5-4 milyar yil 6nce ortaya giktiklar1 tahmin
edilmektedir (Francino vd., 2006). Son 20 yilda yapilan ¢alismalarla ¢gogunlugu
gen dizi analizlerine gore yaklasik 44 bakteri filumu tanimlanmistir (Adams vd.,
2000).

Pek ¢ok bakteri okaryot konukgulari ile uzun siireli ve karsilikli olarak yarar
saglayan iliskiler igerisindedir. Bakteriler ve hayvanlar arasindaki mutualistik
iligkilerden en iyi bilineni, Hawaii kisa kuyruk miirekkep baligt Euprymna
scolopes (Sepioloidea) ile biyoluminesens yapan Vibrio fischeri tiirii bakteriler
arasindadir. Miirekkep balig1 bakterilere amino asit formunda besin saglamakta,
buna  karsilik  bakterinin = biyoluminesens  Ozelligini  kullanmaktadir.
Biyoluminesens ile bir c¢esit kamuflaj olusturarak suyun derinliklerinden
saldirabilecek predatorlerden saklamaktadir (Singleton, 1999; Forst ve Clarke,
2002). Bakteriler ve nematodlar arasinda da miirekkep baligi-bakteri arasindaki
gibi benzer mutualistik iligkiler bulunmaktadir. Buna en iyi 6rneklerden birisi
Steinernema ve Heterorhabditis cinsine ait entomopatojenik nematodlar ile
Enterobactericeae familyasindaki Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri
arasindaki iligkidir (Forst ve Clarke, 2002). Enterobacteriaceae familyasindaki
bakteriler Okaryotik konukgulari ile firsat¢i patojenlikten, mutualistik iligkilere
kadar farkli etkilesimler igerisindedirler (Adams vd., 2006; Francino vd., 2006).

Bakterilerin ¢ogu kendi tiirlerinden veya diger tiirlerden bakterileri inhibe eden
cesitli molekiiller liretme yetenegindedir. Bu molekiillere 6rnek olarak, toksinler,
bakteriyolitik enzimler, primer metabolik yan firlinler, antibiyotik bilesikler,
bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddeler verilebilir (Jack vd., 1995;
Baspbiilbiil, 2009).

Genel anlamiyla antibiyotikler, bir organizma tarafindan iiretilen ve diger bazi

organizmalarin gelisimi agisindan zararli olan kimyasallardir. Pratik anlamda
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antibiyotikler nispeten kiigiik konsantrasyonlarda gelisimi Onleyen sekonder
metabolitlerdir. Bu 6zellikleriyle amonyak, organik asitler ve hidrojen peroksit
gibi metabolik yan iiriinlerden farklidirlar. Bakteriyosinler ise enfeksiyonlara karsi
klasik anlamda bir koruyuculuk olmasa da ayni ¢cevrede bulunan bakterilerin, diger
bakterileri dldiirerek, besin icin rekabet etmesinde avantaj saglarlar (Hancock ve
Diamond, 2000). Laktik asit bakterileri basta olmak {izere Bacillus,
Corynebacterium, Lactobacillus, Clostridium, Listeria, Micrococcus,
Mycobacteria, Sarcina, Staphylococcus, Streptococcus ve Streptomyces gibi pek
¢ok cinse ait liyelerin bakteriyosin sentezledigi bilinmektedir (Tagg vd., 1976).

Bakteriyolitik enzimlere ise lizostafin, fosfolipaz ve hemolizinler 6rnek olarak
verilebilir. Organik asitler, amonyak ve hidrojen peroksit gibi primer metabolik
yan iriinler ve bakteriler tarafindan iiretilen pek ¢ok sekonder metabolitler
antibakteriyal aktiviteye sahiptirler (Jack vd., 1995).

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri pek ¢ok ikincil metabolitin yaninda faz
durumlarina bagli olarak bakteriosinler, kolisin E3 tip odldiiriicii proteinler ve
bocek toksin kompleksleri (Tc’s) tiretmektedirler. Ciinkii bu bakteriler kompleks
hayat dongiilerinde yalnizca konuk¢uyu 6ldiirmekle kalmayip, kadavray1 bocegin
bagirsak florasindan ve topraktan gelen diger rekabetgi mikroorganizmalara karsi
da savunmak zorundadirlar (Bode, 2009). Photorhabdus bakterileri faz 1
evrelerinde bir bolimii antimikrobiyal 6zellige sahip olan ikincil metabolitler
iretirler. Simdiye kadar bu metabolitlerle ilgili hidroksi-stilben ve poliketidler
(Antraquinon tiirevleri) olmak tizere iki farkli grup kimyasal tanimlanmustir.
Yapilan ¢alismalarda bazi Photorhabdus luminescens subsp. luminescens ve P.
temperata izolatlarinin in vitro sartlarda antibakteriyal antraquinone pigmentleri
ve hem antibakteriyal hem de antifungal 6zellige sahip trans-stilben iirettikleri
tespit edilmistir (Boemare ve Akhurst, 2006; Bode vd., 2007). Ayn1 zamanda
Photorhabdus bakterileri faz 1 evrelerinde pigmentte {iretmektedir. Bakteri
soylarma gore renklenme degisiklik gostermekle birlikte bu pigmentten dolay:

enfekte kadavralar genelde kirmizi renkli olmaktadir (Boemare ve Akhurst, 2006).

Photorhabdus, izopropylstilben (isopropylstilbenes) ve etilstilben (ethylstil-benes),
antraquinon  (anthraquinones-AQs) ve sidrofor fotobaktin (sidero-phore
photobactin) iirettigi bilinen tek bakteri cinsidir (Bode, 2009). Ozellikle stilbenler
ve AQ’ler ¢ok basit bilesiklerdir; ancak sira disi bir biyosentezin sonucunda
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kompleks bir ekolojik rolleri vardir. Oysa stilbenler tipik bitki metabolitleridirler
(6rnegin tliziimdeki veya kirmizi saraptaki resveratrol gibi). Photorhabdus
bakterileri bitkiler alemi diginda stilben iiretebilen tek canlidir. Stilbenler gram-
pozitif bakterilere ve funguslara karsi antibiyotik aktivite gosterirler, boceklerin
immiin sistemindeki fenol-oksidazlar1 inhibe ederler ve nematodlarm tam bir
gelisim gostermeleri i¢in gerekli sinyal molekiil olarak gorev yaparlar (Bode,
2009).

AQ’lar ise bitki, fungus ve bakterilerdeki yaygin metabolitlerdir. Genel olarak
karinca ve kuslari uzaklastirici Ozellikleriyle bilinen bu bilesik sinifinin
Photorhabdus bakterileri i¢in Onemli bir ekolojik duruma hizmet -ettikleri
varsayllmaktadir (Pankewitz ve Hilker, 2008; Bode, 2009). Photorhabdus
bakterilerince iiretilen AQ’lar biyokimyasal olarak poliketid sentaz (PKS) tip-2
mekanizmasiyla meydana getirilmektedir. Simdiye kadar farkli Photorhabdus
soylarindan 7 tane AQ tamimlanmistir. Bunlardan 5°i yapay ortamda {iretilen
bakterilerden elde edilmisken, diger 2 bilesik yalnizca bdcek larvasindaki
Photorhabdus kiiltirlerinden izole edilmistir (Bode vd., 2007). Photorhabdus
bakterileri Gram-negatif bakteriler icerisinde PKS tip-2 mekanizmasia sahip
ikinci 6rnektir (Bode, 2009).

Buna ek olarak bazi Photorhabdus soylarn tarafindan iiretilen protein toksinlerinin
oral yolla ya da enjeksiyon yoluyla pek ¢ok bdcek tiiriine etkili olmasi son yillarda
biyolojik miicadelede bunlara olan ilgiyi artirmistir. Her ne kadar oral
enfeksiyonun Photorhabdus ve Xenorhabdus’un biyolojisinde 6nemli olmadig
disiiniilse de, toksin kompleksleri (Tc’s) ve Photorhabdus bocek-iliskili (Pir)
toksinlerin her ikisi de bazi bocek tiirlerine kars1 oral aktiviteye sahiptir. Bunlarin
aksine tirtil yumusatici (make caterpillar floppy) toksinler mcf1 ve mcf2 ile PVCs
(Photorhabdus virulence cassettes) toksinlerinin her ikisi de enjeksiyon yoluyla
etkin olabilmektedir. (Boemare ve Akhurst, 2006; Ffrench-Constant vd., 2007).

Toksin kompleksleri (Tc’s) yliksek molekiiler agirliga sahip, birden fazla alt
iinitesi bulunan Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler tarafindan iiretilen
insektisit Ozelligine sahip toksinlerdir. Bunu kodlayan genler ilk olarak
entomopatojenik nematodlar ile iliskili Photorhabdus ve Xenorhabdus
bakterilerinde tanimlanmistir. Bunun ardindan toksin komplekslere benzer

lokuslar tamamen bdoceklerle iliskili (Serratia entomophila vb.) veya boceklerle
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belirli bir iligkisi bulunmayan bir dizi bakteride de tamimlanmistir. Yapilan
caligmalar ile toksin kompleksler pek ¢ok kromatografi basamagiyla Tca, Tcb, Tcc
ve Tcd olarak adlandirilmis 4 farkli komplekse ayrilmigtir. Saflastirilmis 7ca’nin
Bacillus thuringiensis  tarafindan yapilan J-endotoksin gibi bocegin orta
bagirsaginin epitelyumunu parcaladigi tespit edilmistir (Ffrench-Constant vd.,
2007).

Faz 1 evresindeki Xenorhabdus bakterileri i¢in simdiye kadar bilinen ikincil
metabolit molekiiller cogunlukla benzilidenaseton (benzylideneacetone), iodinin
(iodinine), fenetilamid (phenethylamides) ve indol (indole) tiirevleridir. Ancak
bunun yanmda hibrid PKS/NRPS sisteminden koken almis Xenorhabdins,
Xenorxides (oksitlenmis Xenorhabdinler) ve Xenocoumacins (XCNs) gibi daha
kompleks bilesikler de bilinmektedir. Basit yapilarina ragmen bu bilesiklerin farkli
biyolojik aktiviteleri tanimlanmigtir (Boemare ve Akhurst, 2006; Bode, 2009).

Entomopatojenik nematodlar (Steninernematidae ve Heterorhabditidae) ve
mutualistik iligkili bakterileri (Xenorhabdus spp. ve Photorhabdus spp.) dogal
diigmanlar1 ile beraber aym toprak ortaminda bulunurlar. Infektif juvenillere
saldiran birka¢ dogal diismanin (protozoa, turbellaria, tardigrad, oligocheta,
nematod, akar ve bocekler) oldugu bilinmekle beraber, dogal kosullarda bunlarin
nematod populasyonlart {izerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir
(Kaya, 2002). Entomopatojenik nematodlarin predasyona ugramasiyla ilgili olarak
ilk kayit Poinar (1979) tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismada Macrocheles cinsine
ait akarlarin S. carpocapsae infektif juvenilleri ile beslendigi gozlemlenmistir.
Bunu takiben Ishibashi vd. (1987) yaptiklar1 ¢alismalar ile mesosstigmatid akar
Eugamasus sp., tardigrad Macrobiotus richtersi ve Clarkus sp. ile Actinolaimus
sp. nematodlarinin S. carpocapsae infektif juvenillerini avladigini rapor
etmislerdir (Kaya, 2002). Yapilan bir bagka ¢alismada da Gilmore ve Potter (1993)
Folsomia candida (Isotomidae) ve Sinella caeca (Entomobryidae) tiirlerine ait
collembolalarin  S. carpocapsae infektif juvenilleri ile beslendiklerini
bildirmislerdir. Karinca (Formicidae), hamambocegi (Blattidae), kulagakacan
(Forficulidae) veya stmiikliibocekler gibi diger yagmacilarin da nematod
enfeksiyonunun erken sathalarinda kadavralar ile beslenerek infektif juvenil
iiremesinin yarida kesilmesine neden olduklar1 bilinmektedir (Baur vd., 1998;
Zhou vd., 2002).
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Omnivorlar ve yagmacilar entomopatojenik nematodlarin populasyon dinamikleri
lizerinde énemli bir rol oynamaktadirlar. infektif juveniller konukgularii enfekte
ettikten sonra simbiyont bakterileri konukguyu 48 saat icerisinde 6ldiirmektedir.
Bundan sonraki donemde nematodlar konukgu igerisinde iiremektedir. Yeni nesil
infektif juvenillerin ¢ikis yapmasina kadar gecen siirede (7-15 giin) kadavra
topragin igerisinde ya da ilizerindedir. Bu esnada kadavra icerisinde gelismekte
olan nematodlar omnivorlarin veya yagmacilarin saldirilarina agik vaziyettedir
(Baur vd., 1998; Kaya, 2002). Muhtemelen boyle bir durumda omurgasiz
canlilarin kadavralart diger yagmacilar tarafindan birkag dakika veya saat
icerisinde hizli bir bicimde tiiketilmektedir (Foltan ve Puza, 2009). Infektif
juvenillerin kadavra igerisinde kaldig1 siirenin uzunlugu nematodun tiirline veya
cevresel sartlara gore degisiklik gostermektedir. Ancak nematod populasyonlarinin
varligt ve biyolojik miicadele caligmalariin basarisi bu 7-15 giinliik siire
icerisinde  kadavralardaki nematodlarin  hayatta kalabilmesine baghdir.
Yagmacilarin ve omnivorlarin etkileri ¢ok iyi bilinmemekle beraber oldukga
onemli oldugu diisiiniilmektedir (Baur vd., 1998; Kaya, 2002).

Yapilan o6n c¢aligmalarda karincalarin bdcek kadavralar1 {izerinde Onemli
yagmacilar olduklar1 tespit edilmistir. Ayrica karincalar yagmaci, herbivor ve
predatdér olarak diinya genelinde 6nemli bir role sahiptirler (Baur vd., 1998).
Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda bocek kadavralar1 nematodla enfekte ise karinca
gibi yagmacilarin bunlara kars1 ilgisinin azaldigi gézlenmistir. Bu arastirmacilar
ADF (Karinca wuzaklastirici faktor) olarak adlandirdiklar1 bir maddenin
kadavralarin  yagmalanmasini  engelledigini ileri siirmiis ve ADF’nin
entomopatojenik nematodlarin simbiyontlart (Photorhabdus ve Xenorhabdus)
tarafindan iiretilen bir kimyasal oldugunu belirtmislerdir.

Tez caligmasinin bu bolimiinde Tiirkiye topraklarindan izole edilmis olan
nematodlar ve mutualistik iliskide olduklar1 bakterilerin ADF aktiviteleri iizerine
arastirmalar yapilmistir. Karinca uzaklastirict faktor olarak adlandirilan ADF
maddesinin karincalar ve diger olas1 yagmaci bocek gruplari tizerindeki etkilerine
de bakilmistir. Ayrica maddenin yapisini aydinlatmaya yonelik calismalar da
gergeklestirilmistir.
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2.2. Entomopatojenik Nematodlarin Cizgili Pamuk Yaprak Kurdu
Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae)’ya Kars1 Biyolojik
Miicadelede Kullamlmasina Yonelik Arastirmalar

Diinya genelinde dogal ¢ayirlar milyonlarca hektar alan1 kaplamaktadir ve yaban
hayati i¢in besin kaynag1 olmaktadir. Giiniimiizde golf sahalarindan, stadyumlara
ve evlerin bahgelerine kadar pek c¢ok alanda ¢im sahalar ana vejetasyonu
olusturmaktadir. Rekreasyon ve besin amagl kullaniminin yanisira meralar ve
yesil alanlar, erozyonu oOnleyerek, topragin iyilestirilmesi ve yenilenmesini
saglamaktadir. Bunun yaninda yaban hayati i¢in devamli bir habitat yaratarak,
karbon gazlarini tutarak, sicaklig1 ayarlayarak, giiriiltii ve 151k kirliligini azaltarak,
ayr1 bir 6neme sahiptir. Cayirlar pek ¢cok omurgasiz tiire yasam alan1 olmaktadir.
Ancak bu canlilarin ¢gogu dogrudan vejetasyon iizerinden beslenmekte ve dnemli
Olciide zarara sebep olmaktadir (Grewal vd., 2005; Klein vd., 2007).

Diinya genelinde ozellikle Scarabaeidae ve Curculionidae familyalar ile
Lepidoptera takiminin larvalar1 yesil alanlarda Onemli zararlara sebep
olmaktadirlar. Ayrica bazi bocek (Curculionidae) ve sinek (Diptera) larvalarinin
bitkilerin gévdelerine girerek siirgiinlerin 6liimiine sebep olduklar1 bilinmektedir
Cim alanlardaki zararli tiirlerin beslenme davraniglari onlarin topraktaki yerlesim
yerlerini belirlemektedir. Ornegin Scarabaeidae (Coleoptera) larvalar1 genellikle
yesil bitkilerin koklerini tercih etmekte ve bu nedenle toprak igerisinde
bulunmaktadir. Lepidoptera larvalar ise daha ¢ok yapraklar, bazen de kokler ile
beslenmektedir. Yaprak ile beslenen tiirler kesici tirtillar veya ¢im tirtillar1 olarak
bilinmektedir. Kesici tirtillar olarak adlandirilan tiirler giindiizleri bitki o6rtiisiiniin
altinda veya toprak igerisinde saklanirlar. Geceleri ise yapraklar ve siirgiinler ile
beslenmek i¢in yiizeye ¢ikmaktadirlar. Kozmopolit zararlilar olan Agrotis ipsilon
(Lepidoptera: Noctuidae) ve Agrotis segetum tiirleri Kore’deki golf sahalarinda
Onemli zararlara yol agmaktadir. Zaman zaman ortaya ¢ikan bu tiirler ilkbaharin
baslangicinda ya da sonbaharda etkili olmaktadir. Tim Kuzey Amerika’ya
yayilmig olan 4. ipsilon yilda birkag dol verebilmektedir. Golf sahalar1 ve yiiriiyiis
yollarindaki yesil alanlar i¢in siirekli bir problemdir. Ancak ¢ayirlarda bu kadar
onemli zarar meydana getirmemektedir. Diger bir Lepidoptera tiirii Spodoptera
deprevata’nin (Japon kesici tirtil1) ise yilda 3-4 defa epidemi yaptig1 bildirilmistir
(Grewal vd., 2005; Klein vd., 2007). Ulkemizde ise Spodoptera exigua
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(Lepidoptera: Noctuidae) tiiriiniin larvalari ¢ok sayida kiiltiir ve yabani bitkilerinde
zarar yapmaktadir. Zararli oldugu bitkiler arasinda pamuk, misir, ay¢icegi, tiitiin,
sebzeler ve bunlara benzer daha birgok bitki sayilabilir. Bundan bagka orman ve
meyve agaclarinda da zararli olabilmektedirler (Anonim, 2008). Bu tiiriin
kelebeginin kanat acikligi 18-30 mm arasindadir. On kanatlar esmerimtrak
kahverengiden acik gri renge kadar degisiklik gosterir. Bu kanatlarin orta
boliimlerinde; distaki bobrek, igteki yuvarlak bigiminde olmak iizere agik renkli iki
leke vardir. Arka kanatlar beyazimtrak, damarlar1 ise koyu renklidir. Kanatlarin
etrafi koyu kahverengi sagaklarla ¢evrilidir. Larvalar tam gelisince 3 cm kadar boy
alirlar. Renkleri; konukc¢u bitkiye bireylerin toplu veya daginik halde
bulunmalarina ve ayni zamanda gelisme donemlerine gore biiylik degisiklik
gostermekle birlikte, genellikle yesilimsi ve kahverengimsi bir goriiniistedirler.
Yanlarinda viicut boyunca uzanan bantlar bulunur. Yumurtalar beyaz renkli olup,
yaklasik olarak 0.4 mm capindadirlar. Kiimeler halinde birakilan yumurtalar
tiiylerle ortiilidiir. Kig1 genellikle pupa durumunda gegirirler. Kislayan doliin
kelebekleri nisan sonlarma dogru goriilmeye baslarlar. Giindiizleri ¢esitli yerlerde
saklanarak geceleri ugusurlar. Yumurtalarin1 genellikle yapraklarin alt yiiziine,
bazen de iist yiiziine kiimeler halinde koyarlar. Bir disi 1700 kadar yumurta
birakabilir. Yumurtalar kulugka siiresi sicakliga bagli olarak 3-6 giin arasinda
degisir. Larvalar gelismelerini 10-35 giin arasinda tamamlarlar. Olgunlagan
larvalar toprak iginde veya yilizeyinde pupa olurlar. Yilda 3-5 dol verirler
(Anonim, 2008; Capinera, 2008).

Gruplar halinde yasayan geng larvalar, bulunduklar1 yaprak ve tomurcuklarin
epidermisini yiyerek zararli olurlar. Larvalar gelistikge yaprak damar aralarini
yiyerek geride yalniz yaprak damarlarimi birakirlar. Daha ileriki donemlerde ise
yapragin tamamini yiyip bitirirler. Boylanan bitkilerde toprak {izerinde bulunan
yan koklerle de beslenirler. Zarar derecesi bitkinin durumuna ve zararl
yogunluguna bagli olarak biiylik farkliliklar gosterir. Bazi durumlarda % 100'e
yakin zarar yapabilmektedir. Bu zararli tilkemizde hemen her yerde goriilmektedir.
Bunlarla miicadelede yaygin olarak kimyasal insektisitler kullanilmaktadir.
Ulkemizde de bu zararhilar ile miicadelede Tarim ve Kdoyisleri Bakanlig
tarafindan Carbaryl ve Malathion isimli kimyasal insektisitler tavsiye edilmektedir
(Anonim, 2008). Ancak Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa iilkelerinde son
yillarda yapilan caligmalarla buna benzer Lepidoptera tiirlerine karsi kimyasal
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insektisit kullanimina sinirlama getirilmistir. Amerika Birlesik Devletlerinde pek
cok organik fosforlu ve sentetik piretroid, carbaryl ve halofenozidler kesici
tirtillarla miicadelede kullanilmaktadir. Kullanilan kimyasallar iilkelere gore
cesitlilik gostermektedir. Kimyasallarin ¢evre ve insan sagligi iizerine olumsuz
etkileri ve zararlilarin diren¢ kazanmalar1 uzmanlar1 biyolojik miicadele
yontemlerine ve bu amagla kullanilan canlilara yoneltmistir. Bunlardan birisi gevre
ile dost, insan sagligina olumsuz etkileri olmayan, genis konukcu dagilimlari olan
ve kitle iretimleri yapilabilen entomopatojenik nematodlardir. Bu canlilar
uygulama yapildigi alanda sartlar uygun oldugu siirece kendi kendine iireyerek
varligin1 devam ettirebilmektedirler. Ayn1 zamanda uygulanan diger kimyasal ve
biyolojik pestisitlerle de uyumludurlar (Hazir vd., 2003; Grewal vd., 2005;
Georgis vd., 2006). Giiniimiizde bazi entomopatojenik nematod tiirleri 6rnegin
Steinernema carpocapsae yesil alanlarda ¢im zararlist Lepidoptera tiirlerine karsi
oldukea basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Grewal vd., 2005).

Tez c¢aligmasmin bu kisminda {ilkemiz topraklarindan elde edilmis yerli
entomopatojenik nematod tiirleri, Mugla’nin Ortaca ilgesine bagli Sarigerme
Beldesindeki ¢im alanlarda ¢ok yogun zarar yapan S. exigua larvalarina karsi test

edilmistir.

2.3. Entomopatojenik Nematod Kiiltiirlerinin Muhafaza Edilmesinde
Kullanmilan Hiicre Kiiltiir Kaplarina Alternatif Yeni Bir Saklama Kabi

Bir konukgu disinda bulunabilen ve toprak icerisinde aktif olarak konukcu arayan
infektif juvenil (1J) evre nematodlar1 canli olarak muhafaza etmenin en basit yolu
sulu siispansiyonlar icerisinde saklamaktir (Kaya ve Stock, 1997; Koppenhofer,
2007). Diinyada entomopatojenik nematodlarla ilgili ¢alisma yapilan pek ¢ok
laboratuvarda in vivo ya da in vitro kiiltlirlerde iiretilip toplanan 1J’ler doku kiiltiir
kaplarinda 1J’lerin boyutlar1 ve hareketliligine bagh olarak 300-5000 1J/ml
yogunlugunda depolanmaktadir. Hava gecirebilen ve vidali kapakli doku kiiltiir
kaplarma yatik olarak kondugunda genelde derinligi 5-7 mm olacak sekilde
nematod silispansiyonu konmaktadir. Daha yiiksek nematod konsantrasyonlari
(100.000 1J/ml) siispansiyon uygun sekilde havalandirildigi takdirde (6r: akvaryum
pompast kullanilarak) ayni yontemle saklanabilmektedir. Ayrica 1J’lerin kabin
ylizeyine yapismasint engelleyen Triton X-100 maddesinden veya ozellikle

heterorhabditlerin ~ kiimelenmelerini  engelleyen  birkag damla  sodyum
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bikarbonattan silispansiyonlara eklenmektedir (Koppenhofer, 2007). I[J’ler
aktivitelerini kaybetmeden sulu siispansiyonlar halinde 4-15°C’de (nematod
tiriine bagh olarak) steinernematidler i¢in 6-12, heterorhabditler i¢in 3-6 ay
saklanabilmektedirler (Kaya ve Stock, 1997). Daha yiiksek sicaklik derecelerinde
depolama omrii epeyce azalmaktadir. Denemelerde ise nematodlar iiretildikten
sonra tercih edilen bekletme siiresi 4-15°C’ler igin <I1-2 aydir. Ancak oda
sicakliginda bu siire 2 haftadan daha azdir (Koppenhofer, 2007).

Glinlimiizde nematod kiiltiirlerinin saklanmasinda kullanilan doku/hiicre kiiltiir
kaplar1 polistiren malzemeden {iretilmektedir (Becton Dickinson and Company
(http://www.bd.com/; http://tr.wikipedia.org/wiki/Polistiren). Polistiren monomer
haldeki stirenden polimerizasyon ile iiretilen bir polimerdir. Petrolden elde edilir.
Plastik endiistrisinde daha ¢ok “PS” kisaltmasi ile kullanilir. Oda sicakliginda,
polistiren kati1 halde bir termoplastiktir. Yogunlugu 1.03-1.06 gr/ml arasinda
degisir. Maksimum sicaklik dayanimi 70°C dir. Oldukga sert, kirilgan ve parlaktir.
Nispeten diigiik erime noktasina sahip, ¢ok pahali olmayan bir reginedir. UV
1sinlarma iyi direng gosterir, iyi darbe ve gerilme direnci, diisiik fiyat ve isleme
kolaylig1 vardir. Asit alkali ve tuzlara kars1 da {istiin bir direng gosterir. Ozellikle
genetik ve molekiiler biyolojinin en temel uygulamalarindan biri olan hiicre kiiltiir
kaplar1 diginda izolasyon malzemesi olarak ince cidarli kaplarda, sogutma
kulelerinde, boru kopiik, kaucuk, cesitli aletler, otomobil pargalari, paneller ve
elektronik aletlerin plastik aksamlarinda yaygin olarak kullanilir. Tek kullanimlik
bardak, tabak, yogurt kaplari, ayran kaplarinin yapisinda siklikla bulunur
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Polistiren).

Isvec firmasi olan Tetra Pak’1n ayn1 isimle iirettigi Tetra Pak malzeme siit iiriinleri,
gida ve meyve suyu kategorilerinde ambalajlama, paketleme ve saklamada
kullanilmaktadir. Kozmopolit bir malzeme olup igeriginde %75 oraninda kagit ve
%25 oraninda  polietilen+aliminyum  (polialiminyum)  bulunmaktadir
(http://www.Tetrapak.com.tr). Tetra Pak ambalaj malzemesi, (distan ige) 7 ayri

katmandan olusmaktadir. Bu tabakalar ve islevleri sdyle siralanabilir:

1. Polietilen: Dis etkilere ve neme karsi koruma
2. Baski miirekkebi

3. Karton: Saglamlik
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4. Polietilen: Yapistiric1 tabaka

5. Aluminyum folyo: Oksijen, tat ve 1g1k engeli

6. Polietilen: Yapistirici tabaka

7. Polietilen: Siv1 tutucu tabaka
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Tetra Pak Paketleme Sanayi ve Ticaret A.S.)

Polistiren cok diisiik fiyatlarla iiretilen bir malzemedir
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Polistiren). Ancak polistiren yapili hiicre kiiltiir
kaplarmin fiyatlari ise oldukga yiiksektir. Ornegin bilimsel arastirmalarda iiriinleri
en ¢ok tercih edilenlerden birisi olan NUNC® firmasinimn hiicre kiiltiir kaplarinin 50
adetlik  paket fiyatlan hacme  gére 200-600 USD  arasindadir
(http://www.coleparmer.com). Corning® CellBIND® firmalarinin hiicre kiiltiir
kaplarinin paket fiyatlart ise yine hacme goére 242-342 Euro arasinda

degismektedir (http://www.sigmaaldrich.com).

Yiiriitilen bu c¢aligmada doku kiiltiir kaplarina alternatif olarak Tetra Pak
malzemeden imal edilen karton kutular nematod kiiltiirlerinin saklanmasinda
kullanilmak amaciyla test edilmistir. Gida maddelerinin saklanmasinda tercih
edilen, doku kiiltiir kaplarina goére yapisinda daha az kimyasal madde iceren ve
giinliik hayatta aldigimiz besin maddeleriyle evlerimize siklikla giren bu Tetra Pak
kutularin nematod kiiltiirlerinin saklanmasinda firmalar tarafindan 6zel olarak
iretilen doku kiiltiir kaplarina karsi iyi bir alternatif olup olamayacagi test

edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. ADF (Ant Deterrent Factor-Karinca Uzaklastiricr Faktor)
Maddesinin Farkli Gruplardan Yagmaci Boceklere Kars1 Etkisinin
Tespiti ve Maddenin Yapisim1 Aydinlatmaya Yonelik Calismalar

3.1.1. Nematod ve Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Enfekte kadavra deneylerinde Aydin ili sinirlart igerisinden izole edilmis
Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43) ve Steinernema feltiae (izolat 09-31)
tiirii entomopatojenik nematodlar kullanilmigtir. Nematod kiiltiirleri laboratuvar
sartlarinda igerisinde kepek, un, bal, gliserin, maya, balmumu ve siit tozu bulunan
yapay ortamda (Mohammed ve Coppel, 1983) Kkiiltiirleri yapilan Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalar1 kullanilarak iiretilmistir (Hazir vd.,
2003). Uretilen nematodlar 15°C’de yaklasik 1000 infektif juvenil/ml’lik sulu
siispansiyonlar halinde saklanmistir. Kullanilan biitiin nematod izolatlari en fazla 3
hafta bekletilmistir.

Bakteri deneyleri H. bacteriophora tiriiniin mutualistik bakterisi Photorhabdus
luminescens ile yapilmistir. Bakteri izolasyonu i¢in nematodla 24 saatlik enfekte
G. melonella larvalar1 kullanilmistir. Yiizeyi %70’lik alkol ile 4 dakika siireyle
steril edilen larvalarin bacak koklerine steril igne batirilarak hemolenf sivilarinin
disariya ¢ikmasi saglanmistir. Bu hemolenf sivisi steril bir 6ze kullanilarak alinmig
ve daha 6nceden hazirlanan Nutrient agar + bromtimol mavisi + tetrazolium klorid
(NBTA) ortamina aktarilmistir (Akhurst, 1982). 28°C’de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda iireyen koloniler koloni morfolojisi, mikroskobik incelemeler ve katalaz
testlerinin ardindan s1vi besi ortami olan Tryptic Soy Broth (TSB) (Fluka) ve Caso
agar (Fluka) besi yerlerine aktarilmistir. Caso agarda iiretilen kolonilerden galisma
stiresince kullanmak iizere Skimmilk (Fluka) ortamina stok kiiltiirler alinmis ve -
80°C de saklanmistir. Biitiin deneylerde kullanilan bakteriler TSB ortaminda
calkalamali inkiibatdrde ve 28°C’de tiretilmistir.
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3.1.2. Kadavra Deneyleri
3.1.2.1. Karincalar ile yapilan deneyler

Calisma Adnan Menderes Universitesi Merkez Kampiis alaninda ve yaklasik 10
km uzakliktaki Ser¢ekdy bolgesinde bulunan Lepisiota frauenfeldi (Hymenoptera:
Formicidae) tiiriine ait karinca kolonileri ile yapilmigtir. Deneyler 2007-2009
yillarinin Haziran-Eyliil aylar arasindaki dénemde ve 6gleden sonra 15:00-18:00
saatleri arasinda gergeklestirilmistir. Deney sahasinin dogrudan giines 15181
almamasina dikkat edilmistir. Hava sicakligi deneyler esnasinda ortalama 30-35°C
derece olarak Ol¢iilmiistiir. Her iki karinca kolonisinden tiir teshislerinin yapilmasi
icin %70’lik alkol igerisine birey drnekleri alinmigtir. L. frauenfeldi tiirliniin teshisi
Trakya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden Prof. Dr. Nihat
Aktag tarafindan yapilmugtir.

[k olarak Baur vd. (1998) ve Zhou vd. (2002) tarafindan yapilan calismalardaki
gibi karincalarin entomopatojenik nematodlar ile enfekte bocek kadavralarina
verdikleri tepkiler gézlenmeye calisilmistir. Bu amacgla H. bacteriophora ve S.
feltiae ile 2 ve 4 giinliik enfekte kadavralar hazirlanmustir. Iclerinde filtre kagidi
bulunan 10 cm’lik petriler igerisine 1000 1J/ml nematod siispansiyonundan 800 pl
uygulanmigtir. Ardindan petrilere 5’er adet son donem G. mellonella larvasi (180-
230 mg) eklenmistir (Zhou vd., 2002). Iki ve 4 giinliik enfekte larvalar elde etmek
icin ayni islem 2 giin sonra yeni larvalar ile tekrarlanmistir. Larvalar1 eklenen
petriler nem kaybini engellemek igin plastik posetler igerisinde muhafaza edilmis
ve oda sicakliginda (23-24°C) bekletilmistir. Enfekte kadavralar ilgilerini kolayca
¢ekmek icin karinca kolonisinin yuva girigine veya siirekli kullandiklar1 yollara
birakilmigtir. Denemelerde oOnce kadavralar sabitlenmeden topragin {izerine
birakilmistir. Ancak karmcalarin denemeler sirasinda kadavralarin yerini sik sik
degistirmesi ve bu nedenle deney gruplarinin karismasindan dolayr sonraki
denemelerde larvalar 20 numara toplu igne (Balkaya A. S.) ile karton zemine
sabitlenmistir. Bu sirada koloni bireylerinin davraniglar takip edilmis, filme alinip
fotograflanmistir. Kontrol grubu olarak -20°C de 2 saat siireyle dondurularak
oldiiriilmiis G. mellonella larvalart kullanilmistir (Baur vd., 1998; Zhou vd., 2002).
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Baur vd. (1998) tarafindan 6ne siirlilen kadavralarda bakterilerin olusturdugu
kirmizi renk nedeniyle karincalarin tepki verdigi yoniindeki hipotezi test etmek
icin 1 ile 6 gin arasinda H. bacteriophora ile enfekte bir kadavra serisi
olusturulmustur. Diger yandan enfekte kadavralarla eslenecek sekilde 1-6 giinliik
dondurularak 6ldiiriilmiis ve daha sonra kirmizi1 gida boyasiyla boyanmig larvalar
hazirlanmigtir. Karton bir zemine 20 numara toplu igneler ile sabitlenen kadavralar
karinca yuvasinin girisine birakilmistir. Karincalarin davranislart 3 saat siireyle

kamera ile kaydedilmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.1.2.2. Cekirgeler ile yapilan deneyler

Deneyler icin Adnan Menderes Universitesi Merkez Kampiis alanindan ve Aydin
ilinin Kusadasi ilgesine bagh Giizelcamli kasabasi ¢evresinden toplanan Gryllus
bimaculatus (Orthoptera: Gryllidae) tiirli kara ¢ekirgeler ile 25 bireyden olusan
laboratuvar kolonileri olugturulmustur. Disi, erkek ve nimflerden olusan koloniler,
25°C sicaklikta, 30x30x50 cm ebatlarindaki insektaryumlarda tutulmustur.
Insektaryumlar pencere &niine konularak mevsimsel bir 151k periyodu saglanmistir.
Kolonilere besin olarak kuru kopek mamasi ve dondurularak oldiiriilmiis G.
mellonella larvalari, elma, portakal ve taze ¢imen verilmistir. G. bimaculatus’un
ADF maddesine duyarliligi enfekte kadavralar kullanilarak test edilmistir. Bunun
icin dort farkli kadavra grubu hazirlanmustir.

1) Monoksenik entomopatojenik nematod kiiltiirleri ile enfekte
2) Aksenik entomopatojenik nematod kiiltiirleri ile enfekte

3) Entomopatojenik bakteri Serratia marcences ile enfekte

4) Ciirimekte olan larvalar

Karton bir zemin iizerine 0.10 numara (Austerlitz Insect Pins™) bdcek igneleriyle
sabitlenen kadavralar 24 saat a¢ birakilmig ¢ekirge kolonilerine beslenmeleri i¢in
verilmistir. Kontrol grubundaki larvalar -20 °C’de 2 saat siireyle dondurulmustur.
Denemeler oda sicakliginda (23+1 °C) yuritilmistir. Kadavralar 48 saat
insektaryumda birakilmistir ve c¢ekirgelerin davranislar1 takip edilip, filme
almmustir. Ayrica denemelerin baglangicinda ve sonunda kadavralarin fotograflari
cekilmistir.
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3.1.2.2.1. Monoksenik entomopatojenik nematod Kkiiltiirii ile enfekte kadavra
deneyleri

Monoksenik terimi simbiyotik bakterisini tagiyan entomopatojenik nematodlar i¢in
kullanilmaktadir (Boemare, 2002). Calismada H. bacteriophora ve S. feltiae tiirleri
kullanilmistir ve 24 saatte bir her ikisi ile daha dnce belirtilen yontem kullanilarak
5’er adet G. mellonella larvasi enfekte edilmistir. Larvalarin enfekte edilmesi H.
bacteriophora ile 9, S. feltiae ile 3 giin boyunca tekrarlanmigtir. Sonugta H.
bacteriophora ile enfekte olmus 1-9 giinliik, S. feltiae ile enfekte olmus 1-3 giinliik
enfekte larva serileri elde edilmistir. Hazirlanan enfekte kadavralar karton bir
zemine 0.10 numara bocek ignesi yardimiyla sabitlenmistir. Hazirlanan deney
diizenegi 24 saat a¢ birakilmis G. bimaculatus kolonisine besin olarak verilmis ve
48 saat sonra ortamdan uzaklastirilip kontrol edilmistir. Bu siire igerisinde sik sik
cekirgelerin davraniglart incelenip kaydedilmistir.

Cekirgelerin ¢ok uzun siire a¢ kalmas1 durumunda enfekte kadavralar1 besin olarak
tilketip tiilketmeyeceklerini test etmek amaciyla bir baska c¢alisma daha
yuriitilmistiir. Burada gekirgeler 1 hafta siireyle a¢ birakildiktan sonra yukaridaki
diizeneginin aynisi ¢ekirge kolonisinin yasadig1 insektaryuma birakilmis ve 10 giin

siireyle burada tutulmustur.

3.1.2.2.2. Aksenik entomopatojenik nematod Kkiiltiirii ile enfekte kadavra
deneyleri

Aksenik terimi mutualistik bakterilerini tagimayan entomopatojenik nematodlar
icin kullanilmaktadir (Dowds ve Peters, 2002). ADF’nin bakteriyel kaynakli bir
madde olup olmadigimi kesin olarak belirlemek amaciyla G. bimaculatus
kolonisine aksenik nematodlarla enfekte kadavralar besin olarak verilmistir. Bu
caligma i¢in S. feltiae’nin aksenik kiiltiirii hazirlanmigtir. Aksenik nematod kiiltiirii
elde etmek icin Ehlers vd. (1997) takip ettikleri yontem birka¢ degisiklik yapilarak

uygulanmustir.
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Aksenik nematod kiiltiiriiniin hazirlamasinda izlenen yol:

- Kuyucuklarinda 0,5 g steril kum bulunan 24 gézenekli kaplarda son evre
G. mellonella larvalar S. feltiae ile (100 1J/larva) enfekte edilmistir.

- Enfekte kadavralar oda sicakliginda (23+£1°C) 3 giin bekletildikten sonra
par¢alanmigtir. Yumurtali disiler toplanarak icerisinde distile su bulunan

bir petri kabima aktarilmigtir.

- Ince uglu pens yardimiyla toplanan disi nematodlar pargalanmustir.
Nematod dokular1 ve yumurtalar 50 pm por capl elekten siiziilerek

birbirinden ayrilmistir.

- Yumurtalar 2 ml’lik ependorf tiiplerine aktarilip 2000 rpm de 1 dakika

santrifiij edilerek ¢oktiirtilmiistiir.

- Coktirilen nematod yumurtalar1 steril ependorf tiiplerine aktarilip
iizerlerine 1 ml yiizey sterilizasyon sivist (Bkz. Sf. 37) eklenmistir. Daha
sonra yumurtalar 4 dk boyunca yavasca calkalanarak yiizeyleri steril
edilmistir. Ardindan 2000 rpm de 2 dk siireyle santrifiijlenmistir.

- Ustteki yiizey temizleme sivis1 uzaklastirilip, tiipe Yeast Salts veya YS
Broth (YSA) besiyeri eklenerek yumurtalarin yiizeyi yikanmistir. Daha
sonra yumurtalar Nutrient Lipid Agar (Woust Agar) besi yerine
aktarilmistir. Oda sicakliginda bekletilen yumurtalar 2 giin igerisinde
acilmistir. Cikan 2. juvenil evre (J2) nematodlarin beslenmesi i¢in ortama
Niitrient Broth (Merck) besiyerinde {iretilmis 24 saatlik Escherichia coli
(ATCC 25922) kiiltiiriinden birkag pl eklenmistir.

Ureyen aksenik nematod kiiltiirii steril olarak hazirlanan White trap (White, 1927)
sistemine alinmistir. Suya c¢ikan infektif evre (J3) nematodlar toplanarak 24
gbzenekli hiicre kiiltiir kaplarinda 7 giin boyunca G. mellonella larvalarini enfekte

etmek icin kullanilmisgtir,
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3.1.2.2.3. Monoksenik ve aksenik entomopatojenik nematodlarla enfekte
kadavralarin ADF acisindan karsilastiriimasi

Onceki deney diizeneklerine ilaveten, mutualistik bakterilerin ADF olusumundaki
roliinii daha iyi anlayabilmek i¢in monoksenik ve aksenik kiiltiirlerdeki infektif
juvenil nematodlarla enfekte kadavralar bir arada test edilmislerdir. Bu amagla
hem monoksenik hem de aksenik nematodlarla 1-7 giinliik enfekte larva serileri
olusturulmustur. Hazirlanan enfekte larvalar 0,10 numara bocek igneleriyle bas ve
kuyruk kisimlarindan karton levhalara sabitlenip 24 saat a¢ birakilmis G.

bimaculatus kolonisine verilmistir.

3.1.2.2.4. Entomopatojenik bakteri Serratia marcences ile enfekte larva
deneyleri

Daha once yapilan c¢aligmalarda karincalarin entomopatojenik nematodlarla
enfekte kadavralar ile nematodlarin mutualistik iliski igerisinde olduklari
Photorhabdus ve Xenorhabdus bakterileri tarafindan {iiretilen ADF maddesinden
dolay1 beslenmedikleri 6ne siiriilmiistiir (Zhou vd., 2002). Bu deney ADF’nin
sadece bu bakteriler (Photorhabdus ve Xenorhabdus) tarafindan iiretilip
tiretilmedigini test etmek igin yapilmistir. Adnan Menderes Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji laboratuvarindan alinan S.
marcences (Toprak izolati) bakterisinin 24 saatlik sivi kiiltiirii hazirlanmstir.
Bunun i¢in ilk olarak -20°C’deki stok kiiltiirden Niitrient Agar’a (Fluka) tek
koloni ekimi yapilmistir. Ureyen kolonilerden bazilar1 Nutrient Broth besiyerine
aktarilip 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu kiiltirden 10 pl bakteri
stispansiyonu insiilin ignesiyle G. mellonella larvalarmin hemosoliine enjekte
edilmistir. Enjeksiyon larvanin abdomen kismindaki yalanci bacaklardan
yapilmistir (Zhou vd., 2002). Bu islem 5 giin tekrarlanarak 1-5 giinliik S.
marcences ile enfekte kadavra serisi elde edilmistir. Ayn1 sekilde P. luminescens
ile enfekte 1-5 giinliik kadavra serisi de hazirlanmustir. iki farkli kadavra grubu
karton zemine 0,10 numara bocek igneleriyle sabitlenip 24 saat a¢ birakilmis G.

bimaculatus kolonisine verilmistir.
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3.1.2.2.5. Ciiriimekte olan larva deneyleri

Bu calisma dogal yollarla 6len ve kokusan larvalar icerisinde iireyen istilact
mikroorganizmalarin ADF veya buna benzer bir madde iretip tiretmedigini veya
kokusma nedeniyle yagmacilarin kadavray: tiiketip tiiketmediklerini test etmek
amaciyla yapilmistir. Dondurulmus larva denemesinde her giin 5 adet G.
mellonella larvast -20°C’de 24 saat boyunca dondurulup daha sonra oda
sicakliginda (23-24°C) bekletilmistir. Bu islem 10 giin boyunca tekrarlanmistir.
Kadavralarin kurumasint 6nlemek icin petriler plastik posetlerde muhafaza
edilmistir. Hazirlanmig olan 1-10 giinliik kadavra serisi 24 saat a¢ birakilmig G.

bimaculatus kolonisine besin olarak verilmistir.

3.1.2.3. Yabanarilar1 (Fam: Vespidae) (wasp) ile yapilan deneyler

Yabanaris1 deneyleri 2008 yilinin Agustos ayinda Aydin ilinin Germencik ilgesine
bagli Habibler koyiinde bulunan 150-200 bireylik yabanarisi kolonileri ile
yapilmigtir. Deney alanina gelen yabanarisi tliriiniin Paravespula sp. tliriine ait
oldugu belirlenmistir. Deneyler 14:00 ile 17:00 saatleri arasinda yapilmis ve hava
sicakliglt ortalama 35°C olarak oOl¢iilmiistiir. Kullanilan kadavralar karinca ve
cekirge deneylerindeki ayni yontemle hazirlanmistir (Baur vd., 1998; Zhou vd.,
2002). H. bacteriophora ile enfekte 1-6 giinliik kadavralar karton zemine igne ile
sabitlenip, yabanarisi kolonisinin yakinina birakilmistir. Koloniyi ¢ekmek igin
deneyin basinda kartonun {istiine bir parca kuzu karacigeri birakilmistir.
Yabanarilar1 kadavralar farkettikten sonra ciger pargasi uzaklastirilmistir. Kontrol
grubu olarak yine -20°C’de 2 saat dondurulmus G. mellonella larvalar

kullanilmstir.

3.1.3. Bakteri Deneyleri
3.1.3.1. Bakteri kiiltiirlerindeki ADF aktivitesinin karincalarda test edilmesi

Kadavra deneylerinin ardindan ayni karinca kolonisi ile bakteri deneylerine devam
edilmistir. Deneylerde 24 gbézenekli hiicre kiiltiir kaplar1 (Nest Biotechnology Co.,
Ltd. veya Corning® Inc.) kullanilmistir. Stok kiiltiirden alnan P. luminescens

bakterileri deneylerden once NBTA agarda iiretilip koloni morfolojisi ve
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mikroskobik incelemelerle kontrol edilmistir. Daha sonra bu koloniler TSB
ortamina aktarilip 24 saat boyunca 28°C’de ve calkalamali inkiibatérde 100
rpm’de inkiibe edilmistir. Bu baslangi¢ kiiltiiriinden 24 saat sonra yeni bir TSB (50
ml) ortamina 100 pl bakteri siispansiyonu aktarilmistir. Ayni islem her 24 saatlik
kiiltiir ile 16 giin boyunca tekrarlanmistir. Bu sekilde 24-384 saatlik bakteri kiiltiir
serisi elde edilmigstir. Bu kiiltiirlerden 24 gdzenekli hiicre kiiltiir kaplarinin
kuyucuklarina 1’er ml konmustur. Kuyucuklardaki ortamlara karincalari ¢ekmek
icin bakteri kiiltiirlerinin toplam hacminin %5°1 olacak sekilde %100 lik Siikroz
¢ozeltisinden 0,05 ml ilave edilmistir (Zhou vd., 2002). Tesadiifi dagitilarak
hazirlanan deney diizenekleri karmca yuvalarinin girisine veya kullandiklar
yollara birakilmistir. Ug saat sonunda kuyucuklarda kalan s1vi miktarlar tartilarak
tiketim oranlar1 hesaplanmistir. Deneyin baglangicindan bir saat sonra
kuyucuklarda beslenen karincalar sayilarak kaydedilmistir. Kontrol grubu olarak
%5’lik siikroz ¢ozeltisi kullanilmistir. Bununla beraber sivilardaki buharlagma
oranini da goz Oniine almak i¢in deney sahasina bagka bir 24 gozenekli hiicre
kiiltiir kab1 igerisinde ve karincalarin ulagamadigi bir yerde ayni miktarda (1 ml)
distile su birakilmistir. Deneyler 3 defa tekrarlanmistir (Zhou vd., 2002).

3.1.3.2. Bakteri kiiltiirlerindeki ADF aktivitesinin yabanarilar1 (wasp) ile test
edilmesi

Yabanarilarinin ADF’ye verdigi tepkiler P. luminescens ve E. coli kiiltiirlerinin
siipernatantlart kullanilarak test edilmistir. P. luminescens’in 8 giinliik kiltiirii ve
kontrol grubu olarak da 24 saatlik E. coli kiiltiiri hazirlanmistir. Bakteri kiiltiirleri
20000xG’de +4°C de 15 dakika santrifiijlenerek siipernatantlar1 elde edilmistir. P.
luminescens siipernatant1 2 farkli sekilde denenmistir. i1k olarak siipernatant hicbir
islem uygulanmadan dogrudan kullanilmistir. Yabanarist1 kolonisine P.
luminescens ve E. coli stipernatantlari igerisinde 1 saat bekletilmis kuzu karacigeri
parcalar1 verilmistir. ikinci denemede ise siipernatant 6nce -80°C’de 24 saat
dondurulmustur. Ardindan -52°C’de liyofilize edilmistir. Toz haline getirilen
stipernatant 1/1 oraninda sulandirilmis ve igerisine karaciger ve et parcalar
atilarak 1 saat bekletilmistir. Bir bagka kontrol grubu olarak ise sadece su
icerisinde bekletilmis karaciger ve et pargalar1 kullanilmistir. Bu ¢alisma iki farkl
bolgede gergeklestirilmistir. Birinci secilen bolge Aydin iline baglh Germencik
ilcesinin Habibler kdyii olup, burada karaciger pargalari kullanilmustir. ikinci
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segilen bolge ise Adnan Menderes Universitesi Merkez Kampiis alan1 olup, burada
ise et parcalar1 kullanilmistir. Her iki deneme de alana gelen Vespa orientalis ve
Paravespula sp. tiirlerine ait yabanarilarinin beslenme davranislar 3 saat boyunca

gdzlenmistir.

3.1.3.3. Bakteri kiiltiirlerindeki ADF aktivitesinin les sinekleri (Calliphoridae)

uizerinde test edilmesi

Aydin iline baghi Germencik ilgesinin Habipler kdyiinden elde edilen les sinegi
(Diptera: Calliphoridae) yumurtalar1 ile laboratuvar kolonisi kurulmustur.
Koloniler yaklasik 200 bireyden olusan gruplar halinde 30x30x45 cm
ebatlarindaki kafeslerde 25°C ve % 20-40 nem degerlerinde tutulmustur.
Yumurtadan ¢ikan sinek larvalar1 et pargalari ile beslenmistir. Erginlere seker
siittozu  karisimi ve dogurganliklarini saglamak igin et pargalari verilmistir.
Ciftlesen disilerin yumurtlamalar1 igin plastik kaplar icerisinde et pargalari
brrakilmistir (Wolff ve Hansson, 2005).

Bu c¢alismada les sineklerinin erginlerinin ADF maddesine duyarliliklart
yumurtlama davraniglart takip edilerek test edilmistir. Bunun i¢in yabanarisi
deneylerindeki yontemle hazirlanmis olan siipernatantlarin igerisinde bekletilen et
parcalart kullanilmigtir. Deneyden 48 saat Once disilerin yumurtlamalari igin
onceden birakilan et pargalar kafeslerden uzaklastirilmistir. Boylece disilerin
yumurtlamaya hazir hale gelmeleri saglanmistir. Ardindan 10 cm’lik petriler
icerisinde P. [luminescens bakterilerinin siipernatantinda 1 saat bekletilmis et
parcalart konmustur. Kontrol grubu olarak ise suda bekletilmis et parcalari
kullanilmistir. Etler kafeslere birakildiktan sonra 24 saat boyunca sineklerin

davraniglar1 gozlenmistir.

3.1.3.4. Yiiksek sicakhigin bakterilerin iirettidi ADF maddesi iizerine etkisinin
arastirillmasi

Yiiksek sicakligin ADF’ye etkisini gézlemlemek igin P. luminescens bakterisinin
24-192 saatlik sivi kiiltiirleri hazirlanmigtir. Hazirlanan kiiltlirlerin her birinden
25’er ml alinip 121°C de 20 dk otoklavlanmustir. Her iki gruba (Otoklavlanmis ve
otoklavlanmamus) ait bakteri kiiltlirlerinden 24 gdzenekli hiicre kiiltiir kaplarinin
kuyucuklarina 1’er ml konmustur. Kuyucuklardaki kiiltiirlere karincalar1 ¢ekmek
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icin ayn1 sekilde %100°liik siikroz ¢ozeltisinden 0,05 ml ilave edilmistir. Boylece
deney gruplariyla kontrol grubunun siikroz oranlari esitlenmistir. Deney
diizenekleri yine ayni L. frauenfeldi kolonisinin yuva girisine birakilmistir.
Karincalarin davranislari 3 saat boyunca gozlenmistir. Deney sonunda her

kuyucukta kalan sivi miktarlar tartilarak hesaplanmistir.

Ayni galisma 144 saatlik P. luminescens bakteri kiiltiiriiniin siipernatant ve peleti
ile tekrarlanmigtir. Hazirlanan bakteri kiltiri 20000xG +4°C’de 15 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi SIGMA 3K 30 model sogutmali santrifiij cihaz1
ile yapilmistir. Elde edilen siipernatantin bir kismm 121°C’de 20 dk.
otoklavlanmistir. Peletin bir kism1 %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile yikanmistir. Bu
sayede bakteri hiicrelerinin yiizeyleri temizlenmistir. Yikama igleminde pelet dnce
%0,9’luk NaCl’de ¢oziilmiis ve ardindan 20000xG’de +4°C’de 15 dk.
santrifiijlenmistir. Ustteki sivi uzaklastirildiktan sonra bu islem 2 defa daha
tekrarlanmigtir. Boylece sonucta 144 saatlik P. luminescens slipernatanti, peleti,
otoklavlanmis siipernatant1 ve yikanmis peleti olmak {lizere 4 farkli deney grubu
hazirlanmigtir. Deneyde 2 farkli kontrol grubu kullanilmigtir. Bunlardan birisi
%5’lik siikroz ¢ozeltisi, digeri Niitrient Broth (Merck) besiyerinde iiretilmis 24
saatlik Escherichia coli ATCC 25922 kiiltiiriiniin ayn1 sekilde santrifiijlenerek elde
edilmis olan silipernatant ve peletidir. Deney sirasinda kuyucuklardan beslenen
karinca sayilar1 ve son olarak kuyucuklarda kalan sivi miktarlar1 kaydedilmistir.

Deneyler 3 saat siiresince devam etmistir.

3.1.4. Caliymada Kullanilan Besiyerleri

Caso Agar (Fluka)

Kazein pepton 15 g/l
Soy peptone 5 g/l
Sodyum klorid 5¢/l
Agar 15 g/l

Hazirlamisi: 40 g toz halindeki besiyeri 1000 ml distile suda ¢oziilmiis ve
121°C’de 15 dk. otoklavlanmustir.
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NBTA Agar (Nutrient agar + bromothymol blue + tetrazolium chloride)

Niitrient agar (Fluka) 28 g/l
Trifeniltetrazolium klorid (Merck) 0,04 g
Bromotimol mavisi (Merck) 0,025 g

Hazirlamisi: Niitrient agar igerisine bromotimol mavisi eklenerek 121°C’de 15 dk.
otoklavlanmustir. Trifeniltetrazolium klorid 2-3 ml distile suda ¢6ziilmiistiir. Daha
sonra 0,2 pm’lik milipor filtreden siiziilerek steril hale getirilmistir. Otoklavlanmis

Nutrient agar ve bromothymol blue igerisine eklenmistir.

Niitrient Agar (Fluka)

Et oziitl 1 g1
Maya 0ziitii 2 g/l
Peptone 5¢g/l
Sodyum Klorid 5¢/1
Agar 15 g/l

Hazirlamsi: 28 g toz halindeki besiyeri 1000 ml distile suda ¢oziilmiis ve
121°C’de 15 dk. otoklavlanmustir.

Niitrient Broth (Merck)

Pepton S5¢g/l
Et 6ziiti 3¢/l

Hazirlamisi: 8 g toz halindeki besiyeri 1000 ml distile suda c¢ozilmiistiir.
121°C’de 15 dk. otoklavlanmistir.

Nutrient Lipid Agar (Woust Agar)

Bacto®Nutrient Broth (Merck) 16 g/l
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Bacto”Agar (Fluka) 12 g/l
Misirézii yagi veya aygigegi yagi 5¢g/l

Hazirlamisi: Kimyasallar 1000ml distile suda ¢oziilmis ve 121°C’de 15 dk.
otoklavlanmustir.

Skimmilk (Fluka)
Skimmed milk 20g
Distile su 100 ml

Hazirlamisi: Distile suda ¢oziildiikten sonra 118°C’de 10 dk otoklavlanarak

hazirlanmstir. Izolatlarin -20 ve -80°C’de muhafaza edilmesinde kullanilmistir.

Tryptic Sov Broth (Fluka)

Kazein pepton (Pankreatik) 17 g/l
Soya pepton (Papainle muamele edilmis) 3¢/l
Sodyum Klorid 5¢g/l
Dipotasyum hidrojen fosfat 2,5 g/l
Glukoz 2,5¢/1

Hazirlamsi: 30 g toz halindeki besiyeri 1000 ml distile suda ¢Oziilmiis ve
121°C’de 15 dk. otoklavlanmustir.

Yeast Salts veva YS Broth (YSA)

Yeast extract (Mas Diagnostics) 5¢/1
NaCl (Riedelt-de haén) 5S¢/l
NH4H,PO, 0,5 g/l
K,HPO, 0,5 g/l

MgSO,*7H,0 (Merck) 0,2g/1
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Hazirlamsi: Kimyasallar 1000ml distile suda ¢oziilmiis ve 121°C’de 15 dk.

otoklavlanmustir.

Yiizey sterilizasvon s1visi

Sodyumhipoklorit (%12) 0,5 ml
4 mol NaOH (160g/1L distile su) 1,5 ml
Distile su 10 ml

Hazirlamisi: Belirtilen degerlerde hazirlanan kimyasallar erlenmayer igerisinde

karigtirilmustir.

3.1.5. istatistiksel Analizler

Caligmada kadavra deneylerinin sonuglarmi degerlendirirken higbir istatistik
analiz yontemi kullanilmamustir. Bakteri deneylerinde farkli tireme zamanina sahip
(24-384 saatlik) P. luminecens Kkiiltiirleriyle yapilan denemelerde kuyucuklarda
kalan sivi miktarlar1 ve beslenen birey sayilar ile ilgili elde edilen veriler tek
yonlii varyans analiz (SPSS, 2004) yontemi ile degerlendirilmistir. Yiiksek
sicakligin ADF maddesi iizerine etkisini belirlemek icin yapilan denemelerde de
sonuglart degerlendirirken tek yonlii varyans analiz yontemi (SPSS, 2004)

kullanilmastir.
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3.2. Entomopatojenik Nematodlarin Cizgili Pamuk Yaprak Kurdu
Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae)’ya Kars1 Biyolojik
Miicadelede Kullamlmasina Yonelik Arastirmalar

3.2.1. Kullanilan Organizmalar

Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) larvalarina karsi biyolojik
miicadelede Steinernema carpocapsae, S. feltiae, S. weiseri ve S. glaseri olmak
tizere toplam 4 Steinermea tirii ile Heterorhabditis cinsine ait iki tlr
Heterorhabditis bacteriophora ve Heterorhabditis sp.’nin etkinlikleri test
edilmistir. Kullanilan nematodlardan S. feltiae ve H. bacteriophora Aydm ilindeki
tarim alanlarimdan elde edilmistir. Diger Steinernema izolatlarmmdan S.
carpocapsae Rize ilindeki otluk bir alandan ve S. weiseri izolati ise Ankara
Beytepe’deki cam ormanindan izole edilmistir (Unlii vd., 2007). Heterorhabditis
sp. ise Mugla ilinin Ortaca ilgesine bagl Sarigerme beldesinde S. exigua’nin zarar

yaptig1 ¢im alanlarda bulunan enfekte S. exigua kadavralarindan elde edilmistir.

Deneylerden 6nce tim nematod kiiltiirleri G. mellonella larvalar1 kullanilarak
yeniden iiretilmistir. Yeni ¢ikis yapmis infektif juveniller deney giinline kadar
1000 [J/ml’lik siispansiyonlar halinde 15°C’de saklanmistir. Biitiin g¢aligma
boyunca en fazla 15 giinliik ve saglikli infektif juveniller kullanilmistir (Kaya ve
Stock 1997).

Denemelerde kullanilan S. exigua larvalar1t Mugla iline bagli Sarigerme beldesinde
bulunan Joy Pegasos Tropical&Palace Otelin ¢im alanlarindan toplanmustir.
Larvalar gece ¢imlerin yapraklar ile beslenip giindiiz saatlerinde bitki Ortiisiiniin
hemen altinda saklanmakta oldugundan ¢im alana bol miktarda su verilip disar1
¢ikan larvalar toplanmus, kiiltiir kavanozlarinda taze ¢imen ve yonca yapraklari ile
1-3 giin beslenmistir.

3.2.2. Spodoptera exigua Larvalarina Karsi Nematodlarin Etkinliginin Test
Edilmesi

Denemeler 60 ml hacimli, yiizey alan1 7 cm® olan kapakl plastik kaplar igerisinde
yapilmigtir. Kaplarin her birine Joy Pegasos Tropical&Palace Otelin ¢im alanindan
getirilen ve steril edilen 3 g kumlu-tinli toprak (%65 kum, %11 kil, %24 silt)
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konmustur. Topraklar distile su eklenerek %7 oraninda nemlendirilmistir.
Kaplardaki her cm”’ye 25 infektif juvenil olacak sekilde nematod siispansiyonlar
uygulanmigtir. Nematod siispansiyonunun eklenmesiyle en son nem orant %10’a
esitlenmistir. Her nematod tiirli i¢in 20 kap hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak
aynt diizenek hazirlanmis ancak kaplara nematod ilave edilmemistir. Kontrol
grubunda da 20 kap kullanilmistir. Hazirlanan diizenekler oda sicakliginda (23
+1°C) inkiibe edilmistir ve deneylerin kontrolleri nematod uygulamasindan 48 saat
sonra yapilmistir. Olen larvalar tek tek White Trap sistemine alinmis ve nematod
¢ikiglari takip edilmistir. Denemeler 3 defa tekrar edilmistir.

3.2.3. Cim Alan Denemeleri

Plastik kaplarda yapilan denemelerden elde edilen sonuglara gore S. carpocapsae
ve Heterorhabditis sp. tiirleri ile laboratuvarda kiigiik ¢apli bir alan denemesi
yapilmigtir. Denemeler igin 6zel bir firmadan hazir ¢im getirtilmigtir. Hazir ¢imler
yaklagik 5 cm’lik ince bir toprak tabakasinim iizerinde 1’er m*’lik pargalar halinde
almmustir. Kullanilan hazir ¢imler Agropyrum repens (Ayrik otu) tiiriine aittir. S.
exigua’nin zarar yaptig1 Sarigerme’de bulunan otelin yesil alanlarinda da ayni ¢im
tiri  kullanilmistir. Deneyden Once getirtilen c¢imlerin toprak kisimlarindan
ornekler alinip dogal entomopatojenik nematod popuslasyonlariin varligi kontrol
edilmistir. Bunun i¢in alinan toprak érnekleri plastik kavanozlara konulup iclerine
5’er adet G. mellonella larvast eklenmistir. 10 giin boyunca belli araliklarla
yapilan kontroller ile larva 6liimlerine bakilmistir. Olii larvalar White Trap’lere
alinip nematod ¢ikis1 olup olmadigr takip edilmistir.

Alan denemeleri i¢in ¢imler 30x30 cm ebatlarinda pargalar halinde kesilmistir. Her
nematod izolat1 i¢in 5 par¢a hazirlanmigtir. Nematod uygulamasindan 24 saat dnce
her bir alana otel bahgesinden getirilen 30 adet 3. donem S. exigua larvasi
birakilmistir. Cimlerin {izeri 20x40x40 cm ebatlarinda tel kafeslerle kapatilmstir.
Larvalarin kagmasini engellemek i¢in kafesle zemin arasi bantlanmigtir. 24 saat
sonra ¢im pargalarinin her birine énce 20 ml distile su piiskiirtiilmiis daha sonra
ecm®™ye 25 1J olacak sekilde nematod uygulanmistir. Nematodlar 100 ml’lik
siispansiyonlar halinde kiigiik el pulverizatorii ile ¢im alanin her tarafina esit
sekilde verilmistir. Daha sonra tekrar kafesler kapatilmis ve aymi sekilde
bantlanmigtir (Sekil 3.1, 3.2). Uygulama sirasinda nematodlarin etkilenmemesi

icin laboratuvarin 1siklari kapatilmistir. Kontrol grubunda ise ayni diizenek
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hazirlanmig ancak nematod yerine ayni oranda sadece distile su puskiirtiilmiistiir.
Kontrol grubu i¢in yine 5 ¢im alan kullanmilmistir. Hazirlanan diizenekler oda
sicakliginda (23 =1 °C) inkiibe edilmistir. Uygulama yapildiktan 5 giin sonra ¢im
alandaki larvalar kontrol edilmistir. Kafes agildiktan sonra ¢im alanin tamami
parcalanarak Olii-canli larvalar ve pupalar toplanip kaydedilmistir. Bulunan 6li
larvalar ile pupalar tek tek White Trap’lere alinmis, nematod ya da ergin ¢ikiglari
takip edilmistir. Denemeler 3 defa tekrar edilmistir.

Sekil 3.1. Nematodlarin ¢im alanlara uygulanmasi
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Sekil 3.2. Laboratuvarda kurulan ¢im alan denemeleri

3.2.4. istatistiksel Analizler

Calismada nematodlarin etkinliginin S. exigua larvalarina karsi test edilmesinde ve
¢im alan denemelerin de elde edilen yiizde (%) Olim oranlarina arcsine
transformasyonu uygulandiktan sonra Tek Yonlii Varyans analizi ile
degerlendirilmis ve gruplar arasindaki farkliliklar Tukey coklu testine gore
belirlenmistir (SPSS, 2004).
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3.3. Entomopatojenik Nematod Kiiltiirlerinin Muhafaza Edilmesinde
Kullamilan Hiicre Kiiltiir Kaplarina Alternatif Yeni Bir Saklama Kabi

3.3.1. Materyal ve Yontem

Hiicre kiiltiir kaplarina alternatif olarak meyve suyu kutulariin test edilmesi
calismasinda Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-48) tiirii entomopatojenik
nematodlar kullanilmigtir. Nematodlar Kaya ve Stock (1997) tarafindan
tanimlanan yontem ile biiyilk mum giivesi Galleria mellonella (Lepidoptera:
Pyralidae) larvalar1 kullanilarak iiretilmislerdir. Kadavralardan ¢ikis yapan infektif
juveniller (IJ) distile su igerisinde 3 kez yikanmistir. Elde edilen infektif
juvenillerden 2000 I1J/ml’lik nematod siispansiyonu hazirlanmistir. Test edilen
ticari hiicre kiiltir kaplart NUNC® firmasi tarafindan iiretilmistir. Bu kaplar
filtresiz kapakli ve polistiren malzemeden imal edilmistir. Calismada firmanin 175
cm’ yiizey alanina ve 500 ml hacime sahip kaplar1 kullanilmistir. Deneyden dnce
kaplar ¢esme suyu ile ardindan sicak suyla (70-80°C) birkag¢ defa calkalanip
tamamen kurutulduktan sonra kullanilmigtir. Tetra pak malzemeden yapilmis
kutular igin ise aym ad1 tastyan Tetra pak (Isvec) firmasinin iirettigi 7x6.5x23 cm
ebatlarindaki Tetra Prisma Aseptic modeli kullanilmistir. Kutularin yiizey alani
161cm®, hacmi ise 1000 ml’dir. Test edilen Tetra pak kutular marketten %100
dogal meyve suyu (elma, portakal) ile doluyken satin alinmistir. Kutular
iclerindeki meyve suyu kalintilarim1 uzaklastirmak igin 6nce ¢esme suyu ve
ardindan sicak su (70-80°C) ile birka¢ defa calkalanarak yikanmistir. Yikama
sirasinda hi¢bir kimyasal deterjan kullanilmamistir. Kutular igleri tamamen
kuruyana kadar kapaklar1 agik vaziyette oda sicakliginda birkag giin bekletilmistir.
Deneyde kullanilan kutular arasindaki hacim farkliligi géz oniine alinarak, hiicre
kiiltiir kaplarma 100 ml, Tetra pak kutulara ise 200 ml nematod siispansiyonu
konmustur. Siispansiyonlar1 eklenen kutular iki farkli sicaklik derecesinde (10°C

ve 15°C) muhafaza edilmistir.

Kutulardaki infektif juvenil evre nematodlarin canlilik ve oldiirdiikleri larva
oranlari ile her bir kadavra i¢ine giren nematod sayilar1 11 ay boyunca diizenli
olarak takip edilmistir. Bu amacgla her ay kutulardan 0,5’er ml nematod
stispansiyonu alinmistir. Bu siispansiyonlardan mikroskop altinda rastgele bir

secimle 100 adet infektif juvenil dogrudan sayilmistir. Sayim sonunda 6lii ve canli
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sayilar1 kaydedilmistir. Olii oldugu diisiiniilen hareketsiz bireyler ince uglu bir
cisim yardimiyla dokunularak kontrol edilmistir (Kaya ve Stock, 1997).

Farkli kaplar igerisinde tutulan nematodlarin infektivitelerini test etmek igin 24
gozenekli hiicre kiiltiir kaplarinin (Corning, Corning, NY, USA) kuyucuklarina
0,5g steril kum ve ardindan her kuyucuga 60 pl distile su icerisinde 50 1J
eklenmistir (Glingdr vd., 2006). Nematodlar Kaya ve Stock (1997) yontemine gore
mikroskop altinda mikroenjektér (Drummond 10 pl) kullanilarak tek tek sayilip
alinmistir. Daha sonra her kuyucuga 1 adet son donem G. mellonella larvasi
birakilmistir. Her grup igin 10 adet kuyucuk kullanilmigtir. Nem kaybii énlemek
icin plastik posetler igerisine alinan kaplar 72 saat oda sicakliginda (23-24°C)
bekletilmistir. Yapilan kontroller sonucu 6li larvalarin her biri petriler igerisine
almip pepsin solusyonu igerisinde par¢alanmigtir (Mauleon vd., 1993). 10 cm’lik
petri kaplart icerisinde pargalanan larva dokulari galkalamali inkiibatérde 55 rpm
ve 37°C’de 2,5-3 saat inkiibe edilmistir. Bdylece bocek dokusu sindirilerek,
igerisindeki nematodlar daha kolay goriilebilir hale gelmistir. Mikroskop altinda
(40x biiylitmede) dogrudan sayim yontemiyle iceri giren nematod sayilari

belirlenmistir. Bu islem her deney grubu i¢in ayda bir kez tekrarlanmistir.

3.3.2. istatistiksel analizler

Calismada iki farkli yapidaki saklama kabini kiyaslamak i¢in 2 ayn sicaklik
derecesinde 3 farkli veri toplanmistir. Bunlar sirasiyla infektif juvenillerin canli-
0l oranlari, 6len larva sayilari ve larva igerisine giren nematod miktarlaridir.
Infektif juvenillerin canlilik oranlar1 ve enfekte olan larva sayilariyla ilgili veriler
yilizde (%) olarak hesaplanmistir. Yiizde (%) oranlar1 igeren biitiin veriler analiz
edilmeden 6nce arcsine transformasyonu uygulanmustir. Infektif juvenillerin 6lii-
canli oranlari, 6len larva sayilar1 ve igeri giren nematod sayilari ile ilgili sonuglar
kutular, sicakliklar ve aylar bazinda Genel Dogrusal Model (GLM) analizi ile
degerlendirilmistir ve gruplar arasindaki farkliliklar Tukey g¢oklu testine gore
belirlenmistir (SPSS, 2004). Aylik kontrollerde ise her 3 veri grubu icin (infektif
juvenillerin canli-6lii oranlari, 6len larva sayilar1 ve larva igerisine giren nematod
miktar1) Tek Yonlii Varyans analizi ile degerlendirilmis ve gruplar arasindaki
farkliliklar Tukey ¢oklu testine gore belirlenmistir (SPSS, 2004).
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4. BULGULAR

4.1. ADF (Ant Deterrent Factor-Karinca Uzaklastirici Faktor)
Maddesinin Farkli Gruplardan Yagmaci Boceklere Kars1 Etkisinin
Tespiti ve Maddenin Yapisim1 Aydinlatmaya Yonelik Calismalar

4.1.1. Kadavra Deneyleri

4.1.1.1. Karincalar ile yapilan deneyler

Bir¢ok farkli karinca tiiriiniin entomopatojenik nematodlarla enfekte edilmis
kadavralara olan duyarliliklari test edilmistir. Ancak bazi karinca tiirleri beslenme
davranislarindan 6tiirli 6lii bocek dokulariyla hig ilgilenmemisglerdir. Ciinkii bir
¢ok karinca tiirliniin sadece bitkisel kokenli maddelerle beslendikleri bilinmektedir
(Schultz, 2000). Yapilan &n denemeler sonucu Adnan Menderes Universitesi
Merkez Kampiis alan1 ve Sercekdy’de bulunan Lepisiota frauenfeldi tiiriine ait
kolonilerin ADF maddesine duyarli olduklar: belirlenmistir.

Deneylerde is¢i karincalar Heterorhabditis bacteriophora ve Steinernema feltiae
ile 2 ve 4 gilinlik enfekte Galleria mellonella larvalarinin higbirisiyle
beslenmemistir. Bununla beraber bazi denemelerde yuva girisine birakilan
nematodla enfekte kadavralar, karincalar tarafindan deney sahasindan
uzaklagtirtlmig veya Ttzerleri tas, kum ve ot parcaciklariyla kapatilmistir.
Mikroskop altinda yapilan incelemeler sonucunda bazi karincalarin sadece S.
feltiae ile 2 giinlik enfekte kadavralari isirdiklari ancak bunlar yemedikleri
gozlenmistir. H. bacteriophora ile enfekte 2 ve 4 giinliik, S. feltiae ile enfekte 4
giinlik kadavralarin higbirinde 1sirik izine rastlanmamistir. Kontrol grubunda
yeralan kadavralarin ise ortalama olarak yaklasik %95°lik kismu tiiketilmistir
(Sekil 4.1). Kontrol grubu kadavralar tiiketildikten sonra karincalar deney sahasini
terk etmistir.
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Sekil 4.1. Enfekte Galleria mellonella larvalarinin karincalar tarafindan tiiketilme
miktarlari (%) (X= Tamamen tiiketilmis)

Gida boyasi ile boyanan kadavralar ile yapilan ¢aligmada ise karincalar buzlukta
dondurularak 6ldiiriiliip daha sonra gida boyasi ile kirmiziya boyanmis kadavralar
ve 24 saatlik nematodla enfekte kadavralari tamamen tiikketmistir. Ancak 48-144
saat arasindaki nematodlu kadavralardan herhangi birisiyle hi¢ beslenmemislerdir
(Sekil 4.2, 4.3, 4.4).
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Sekil 4.2. Gida boyasi ile boyanan ve Heterorhabditis bacteriophora ile enfekte
edilen kadavralarin karsilastirilmasi deneyinin 15.dakika goriintiisii
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Sekil 4.3. Gida boyasi ile boyanan ve Heterorhabditis bacteriophora ile enfekte
edilen kadavralarin karsilastirilmasi deneyinin 1 saat sonraki goriintiisii
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Sekil 4.4. Gida boyali ve Heterorhabditis bacteriophora ile enfekte kadavralarin
karmncalar tarafindan tiiketilme miktarlari. A- Gida boyali kadavralar B-
Heterorhabditis  bacteriophora ile enfekte kadavralar (X=Tamamen
tiikketilmis)
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4.1.1.2. Cekirge deneyleri

4.1.1.2.1. Monoksenik entomopatojenik nematod Kkiiltiirii ile enfekte kadavra
deneyleri

Deneylerde G. bimaculatus ergin ve nimfleri, kontrol grubundaki dondurulmus
larvalar1 ve 1 giinlilk nematodla enfekte kadavralar1 besin olarak kullanip tamamen
tiketmislerdir. Karinca deneylerinde oldugu gibi g¢ekirgeler biitiin kadavralar
inceledikten sonra besin olarak sadece kontrol grubundaki ve 1 giinliik enfekte
kadavralar1 yemeyi tercih etmistir (Sekil 4.5, 4.6, 4.7). Kadavralarin 10 giin
siireyle insektaryumda ag¢ tutulmasi siirecinde G. bimaculatus kolonisinde
kannibalizm baglamasina ragmen cekirgeler sadece kontrol grubundaki ve 1
giinliik enfekte kadavrayi tiikketmislerdir.

Sekil 4.5. Monoksenik Heterorhabditis bacteriophora ve Steinernema feltiae ile
enfekte kadavralarin insektaryuma yerlestirildigi andaki goriintiisii
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S. feltiae ile
enfekte kadavralar

H. bacteriophora ile
enfekte kadavralar

Sekil 4.6. Monoksenik Heterorhabditis bacteriophora ve Steinernema feltiae ile
enfekte kadavralarin 48 saat sonraki durumu
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Sekil 4.7. Gryllus bimaculatus’lar tarafindan monoksenik entomopatojenik
nematod kiltiirii ile enfekte larvalarin tiiketilme miktarlart (%). A-
Steinernema feltiae ile enfekte larvalar, B- Heterorhabditis bacteriophora
ile enfekte larvalar (X=Tamamen tiiketilmis)

4.1.1.2.2. Aksenik entomopatojenik nematod Kiiltiirii ile enfekte kadavra

deneyleri

Aksenik nematod kiiltiirleri kullanilarak hazirlanan 1-7 giinlilk kadavralarin
tamami ¢ekirgeler tarafindan tiiketilmistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10).
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Sekil 4.8. Aksenik nematodla enfekte kadavralarin deney alanina yerlestirildigi
andaki gortlintiisii

Sekil 4.9. Aksenik nematodla enfekte kadavralarin deney sonundaki goriintiisii
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Sekil 4.10. Aksenik entomopatojenik nematod kiiltiirii ile enfekte kadavralarin

tiikketilme miktarlar1 (%) (X= Tamamen tiiketilmis)

4.1.1.2.3. Monoksenik ve aksenik entomopatojenik nematodlarla enfekte
kadavralarin karsilastirilmasi

Aksenik ve monoksenik nematod kiiltiirleri kullanilarak enfekte edilen larvalarin
bir arada test edildigi c¢aligmada, c¢ekirgeler aksenik nematodlarla enfekte
kadavralarin hepsini tiiketmislerdir. Ancak monoksenik nematodlarla enfekte
edilmis kadavralardan yalnizca 1 gilinliik olanin1 yemislerdir (Sekil 4.11, 4.12,
4.13).
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Aksenik nematodla
enfekte kadavralar

Monoksenik nematodla
enfekte kadavralar

Sekil 4.11. Steinernema feltiae’nin monoksenik ve aksenik kiiltiirleri ile enfekte
kadavralarin deney alanina yerlestirildigi andaki goriintiisii

Aksenik nematodla
enfekte kadavralar

Monoksenik nematodla
enfekte kadavralar

Sekil 4.12. Steinernema feltiae’nin monoksenik ve aksenik kiiltiirleri ile enfekte
olan  kadavralarin  Gryllus  bimaculatus  kolonisinin  bulundugu
insektaryumda 48 saat sonraki durumu
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Sekil 4.13. Steinernema feltiae’nin monoksenik (A) ve aksenik (B) kiiltiirleri ile
enfekte kadavralarin Gryllus bimaculatus’lar tarafindan tiikketilme miktarlar
(%) (X= Tamamen tiiketilmis)

4.1.1.2.4. Entomopatojenik bakteri Serratia marcences ile enfekte larva

deneyleri

Deneylerde c¢ekirgeler S. marcences ile enfekte kadavralardan 1, 4, 5 giinliik
olanlarin tamamin tiiketirken, 2 giinliik kadavranin %20 kadarlik bir b6liimiinii ve
3 giinliik enfekte kadavranin ise %50’den fazlasini bitirmislerdir. P. luminescens
ile enfekte edilmis kadavralardan ise sadece 24 saatlik enfekte olanlar
tikketmislerdir (Sekil 4.14, 4.15, 4.16).
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| Serratia marcences Photorhabdus luminescens
ile enfekte larvalar ile enfekte larvalar
% <
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Sekil 4.14. Serratia marcences ve Photorhabdus luminescens ile enfekte larvalarin
deney alanina yerlestirildigi andaki goriintiisii
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Sekil 4.15. Serratia marcences ve Photorhabdus luminescens ile enfekte larvalarin
48 saat sonra Gryllus bimaculatus insektaryumundaki durumu
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Sekil 4.16. Serratia marcences ve Photorhabdus luminescens ile enfekte larvalarin
tiikketilme miktarlart (%). A- Serratia marcences ile enfekte larvalar, B-
Photorhabdus luminescens ile enfekte larvalar (X= Tamamen tiiketilmis)
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4.1.1.2.5. Ciiriimekte olan larva deneyleri

Deneylerde G. bimaculatus ergin ve nimfleri ¢iiriiylip kokusmus kadavralarin
hepsini tiiketmislerdir (Sekil 4.17, 4.18, 4.19).

Sekil 4.17. Ciirimekte olan larvalarin deney alanina yerlestirildigi andaki
gorlintlisii
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Sekil 4.18. Ciiriimekte olan larva deneyinde 48 saat sonraki durum

g

RERELEIRRE R

10 Kontrol

Arta kalan kadavrs miktan (%)

Eadavralar (Gaim)

Sekil 4.19. Ciirtimekte olan larvalarin tiiketilme miktarlar (%) (X= Tamamen
tiikketilmis)
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4.1.1.3. Yabanarilar1 (wasp) ile yapilan deneyler

Aydmn ilinin Germencik ilgesine bagli Habipler kdylinde yapilan enfekte kadavra
deneylerinde yabanarilar1 karinca ve gekirgelerde oldugu gibi ilk olarak biitiin
kadavralar1 kontrol etmisgler, daha sonra sadece kontrol grubunda yer alan larva ile
1 gilinliik enfekte larvalar1 parcalayip yuvalarma gotiirmiislerdir. Deney sirasinda
kontrol grubunun kadavralari bittik¢e yenisi karton zemin tizerinde farkli bir yere
yerlestirilmistir. Ancak her seferinde wasplar kontrol grubu kadavralar kolaylikla
bulmus ve yuvalarina tagimiglardir (Sekil 4.20, 4.21, 4.22).

Sekil 4.20. Yabanarilar ile yapilan enfekte kadavra deneyi
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Sekil 4.21. Deney sonunda kadavralarin durumu
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Sekil 4.22. Enfekte larvalarin yabanarilar tarafindan tiiketilme miktarlar (%) (X=
Tamamen tiiketilmis)
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4.1.2. Bakteri Deneyleri

4.1.2.1. Bakteri Kkiiltiirlerindeki ADF aktivitesinin karincalar iizerinde test

edilmesi

Caligmalar kadavra deneylerinde oldugu gibi yine L. frauenfeldi kolonisiyle
gerceklestirilmistir. Bir saat sonunda 24 gdzenekli doku kiiltiir kabinin
kuyucuklarinda beslenen birey sayilar1 kaydedilmistir. Karincalarin genel olarak
kontrol grubu, 24, 48 ve 72 saatlik kiiltlirlerin oldugu kuyucuklarda kalip
beslendikleri, diger kuyucuklar1 ise kontrol ettikten sonra hemen terk ettikleri
goriilmiigtiir (Sekil 4.23). Yapilan sayim sonuglarina gore en fazla karincanin
kontrol grubuna, daha sonra sirasiyla 24, 48 ve 72 saatlik bakteri kiiltlirlerine
geldikleri belirlenmistir. Istatistiki analiz sonuglarma gore tiim gruplar arasinda
onemli fark oldugu belirlenmistir (F=906.72; df=16,34; P<0,001) (Sekil 4.24).

| 144 saatlik

\"_I,"J {
Yl

»

120 saatlik 192 saatlik

Sekil 4.23. Farkl siirelerde iiretilmis bakteri kiiltiirlerinin bulundugu kuyucuklara
gelen karincalar
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Sekil 4.24. Bir saat sonunda 24-384 saatlik Photorhabdus luminecens Kkiiltiirlerinin
oldugu kuyucuklardan beslenen ortalama birey sayilari

Deneylerin yiiriitiildiigii 3 saat sonunda kuyucuklarda kalan madde miktarlari
Olciildiigiinde karincalarin kontrol grubunda yer alan %S5’lik siikroz ¢dzeltisini
tamamen tiikettikleri gozlenmistir. Diger kuyucuklardan ise 24 saatlik bakteri
kiiltiirtintin %93’°lik kismini, 48 saatlik olan kuyucuklarin ise %71’lik bdliimiinii
tiikkettikleri belirlenmistir. Beslenme amaciyla karincalarin uzun siire kaldiklar1 son
kuyucuk olan 72 saatlik kiiltlirlerin ise ancak %47°si karincalar tarafindan
tilketilmistir. Doksanalt1 ile 384 saat arasinda yeralan kiiltiirlerin bulundugu
kuyucuklarda ise tiikketim oranlart %36 ile %20 arasinda degismistir. Hava
sicakligia baglh olarak buharlasma sonucu kuyucuklardaki azalan sivi miktarini
belirlemek amaciyla kullanilan su dolu kuyucuklar icerisinde meydana gelen
buharlasan sivi miktar ise %29 olarak Ol¢lilmiistiir (Sekil 4.25). Yapilan
istatistiksel analiz sonucglarina gore igerisinde su bulunan kuyucuk ve 72 ile 384
saat arasindaki bakteri kiiltiirlerinin bulundugu kuyucuklarda meydana gelen
tikketim oranlar1 arasinda herhangi bir istatistiki fark tespit edilememistir (P>0,05).
24 ve 48 saatlik bakteri kiiltiirleri ile igerisinde %5’lik siikroz bulunan
kuyucuklardaki tiikketim oranlar1 arasinda da 6énemli fark bulunmamistir (P>0,05).
Ancak su, 72-384 saatlik kiiltiirlerin bulundugu birinci grup ile %5°’lik siikroz, 24
ve 48 saatlik kiiltiirlerin bulundugu ikinci grup arasinda istatistiki agidan énemli
fark oldugu belirlenmistir (F=17.13; df=17,36; P<0.001). Bazi denemelerde
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karincalar kenar kisimlarda bulunan ve 72 saatten daha uzun inkiibe edilmis

bakteri kiiltiirlerinin oldugu kuyucuklarin igerisini ot ve kum parcaciklariyla

doldurmuslardir.
1
@ a a 9 a g 4 y a
= 08 o a 1 2 2 a 2 2 a
k= g ah
EO,G—
: .
= 04 i
2
= 02 C
=
= C
H 0
LA TP N . T T T T N A B LT ol L =
SRR S PSS N
*:D

Bakteri kiiltiirleri(Saat)

Sekil 4.25. 24-384 saatlik Photorhabdus Iluminecens Xkiiltlirlerinin bulundugu
kuyucuklarda kalan madde miktarlar1 (ml)

4.1.2.2. Bakteri kiiltiirlerindeki ADF aktivitesinin yabanarilar1 (wasp) ile test
edilmesi

Habipler kdyiinde gergeklestirilen calismada bakteri siipernatantlar1 ve suda
bekletilmis ciger pargalarinin bulundugu deney ortamina iki farkli yabanarist tiirii
gelmistir. Bunlardan birisinin Vespa orientalis digerinin ise Paravespula sp.
tirtine ait olduklar1 belirlenmigtir. Gelen yabanarilar1 biitiin ciger gruplarini
kontrol ettikten sonra Photorhabdus siipernatantli ciger parcalarina hi¢ ilgi
gostermemistir. Ancak hazirlanan E. coli siipernatant1 ve suda bekletilmis ciger
parcalarin1 secip bunlarla beslenmislerdir (Sekil 4.26). Bu beslenme islemini
cigerlerden kii¢iik parcalar koparip yuvalarina tasimak suretiyle yapmislardir.
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Sekil 4.26. Photorhabdus luminescens ve Escherichia coli siipernatantlari ile suda
bekletilmis ciger parcalarina yabanarilarinin gosterdigi tepki

Adnan Menderes Universitesi Merkez Kampiis alanindaki denemelerde de
Habipler koyiindekilere benzer sonuglar elde edilmistir. Alana gelen 2 farkli wasp
tiirii Vespa orientalis ve Paravespula sp., E.coli supernatanti ve su ile yikanmig
kontrol grubundaki etlerin hepsini pargalar halinde koparip tasimak suretiyle
tiikketmislerdir. P.luminescens siipernatanti ile yikanmig olan et pargalarini ise E.
coli supernatantli ve kontrol grubundaki pargalar bitene kadar hi¢ tercih
etmemislerdir. Ancak digerleri tiikendikten sonra geldikleri P. [uminescens
supernatantli et pargalarinin sadece i¢ kisimlarini kopararak tagimiglardir (Sekil
4.27).

Deneylerde kullanilan P. Iluminescens’in hem dogrudan hem de liyofilize
edildikten sonra kullanilan supernatantlar1 ayni sonuglar1 vermistir.
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Kontrol grubu

E. coli stipernatantinda
bekletilmis pargalar

P. luminescens siipernatantinda
bekletilmis pargalar

Sekil 4.27. Yabanarilart Vespa orientalis ve Paravespula sp.’nin Photorhabdus
luminescens, Escherichia coli siipernatantlari ve suda bekletilmis et
parcaciklari tizerindeki beslenme davraniglari

4.1.2.3. Bakteri kiiltiirlerindeki ADF aktivitesinin les sinekleri ile test edilmesi

Deneylerde les sinegi (Diptera: Calliphoridae) disileri oncelikle hem P.
luminescens siipernatanti ile muamele edilmis hem de kontrol grubundaki et
parcalarini ziyaret ettikten sonra yumurtalarin1 sadece kontrol grubundaki etlerin
iizerine birakmislardir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Photorhabdus luminescens ve suyla muamele edilmis et pargaciklar
iizerine les sineklerinin yumurta birakma davranislarn

Birakilan yumurtalardan
yeni ¢ikmus sinek larvalari

Sekil 4.29. Les sinekleri tarafindan ziyaret edilen et pargaciklarindaki sinek
yumurtalari ve larvalart
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4.1.2.4. Yiiksek sicakhigin bakterilerin iirettigi ADF maddesi iizerine etkisinin
arastirillmasi

Otoklavlanmig bakteri kiiltiirlerinin bulundugu 24 go6zenekli kabin {izerine
tirmanan L. frauenfeldi isgileri biitiin deney gruplarini dolastiktan sonra beslenmek
icin sadece kontrol grubu (%5’lik siikroz) ile 24 ve 48 saatlik deney gruplarim
besin olarak kullanmiglardir (Sekil 4.30). Geriye kalan 72-192 saat arasindaki
kiiltiirlerin bulundugu kuyucuklar ise karincalar tarafindan tercih edilmemistir. Bu
kuyucuklarda geriye kalan madde miktarlarmin %70 ile %83 arasinda oldugu
belirlenmistir. Icerisinde %35°lik seker bulunan kontrol kuyucuklarinda kalan
madde miktar1 %29, 24 saatlik kiiltiirde %33 ve 48 saatlik kiiltiirde ise %48 olarak
Olciilmiistiir. Buharlasma miktarin1 6lgmek i¢in kullanilan i¢i su dolu kuyucuktaki

stvi kaybi ise % 22 olarak kaydedilmistir.

Tiim veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 72, 96, 144 saatlik bakteri
kiiltiirlerinin deney ve otoklav gruplari arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
bulunmustur (P<0.05; Sekil 4.30; Cizelge 4.1). Kontrol, 24, 48, 96, 120, 168 ve
192 saatlik deney ve otoklav gruplan arasindaki fark ise istatistiksel olarak dnemli
degildir (P>0.05. Tiim bakteri kiiltiirleri bir arada degerlendirildiginde deney ve
otoklav gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (F=0.101; df=1,58;
P>0.05; Sekil 4.30; Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Otoklavlanmis ve normal 24-192 saatlik Photorhabdus luminescens
kiiltiirlerinin deney sonunda kuyucuklarda kalan miktarlar1 (ml)

Bakteri Deney Otoklav Serbestli}( Anlamhihik
Kiiltiirleri (s) | grubu grubu de(r(‘l’f)es‘ F | diizeyi (P)
192 0,82 a* 0,83 a 1,4 0.103 0.764
168 0,84 a 0,83 a 1,4 0.211 0.670
144 0,80 a 0,76 b 1,4 12.000 0.026
120 0,82 a 0,79 a 1,4 1.941 0.246
96 0,75 a 0,69 b 1,4 108.000 | 0.000
72 0,75 a 0,82 b 1,4 14.700 0.019
48 0,31 a 0,48 a 1,4 1.433 0.297
24 0,34 a 0,33 a 1,4 0.136 0.731
Siikroz (%5) 0,30 a 0,29 a 1,4 0.876 0.402
Su 0,88 a 0,88 a 1,4 0.143 0.725

*Satirlar soldan saga dogru incelendiginde, ayni harfi iceren ortalamalar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli fark yoktur P>0,05 (Tukey testi).
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Sekil 4.30. Otoklavlanmis 24-192 saatlik Photorhabdus luminecens Xiiltiirlerinin
deney sonunda kuyucuklarda kalan miktarlar1 (ml)
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144 saatlik kiiltiirlin siipernatant ve pelet denemelerinde ise karincalar sadece
%5’lik siikroz ve E. coli siipernatant1 bulunan kuyucuklardan beslenmislerdir. E.
coli peleti ve igerisinde P. [uminescens bulunan higbir kuyucukla
ilgilenmemislerdir. Yapilan analizler P. luminescens’in 4 farkli kombinasyonu ile
E. coli peletinin bulundugu ilk gurupta tiiketilen madde miktarlari agisindan
istatistiki bir fark olmadigini gdstermistir. Ancak bu grup ile %5°lik seker ve
E.coli supernatanti bulunan kuyucuklardaki kalan madde miktarlar1 arasinda
o6nemli farkin oldugu tespit edilmistir (F=14.80; df=7,16; P<0.001) (Sekil 4.31).
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0,2 -
0 _

P.I-S P.1-0S P.I-P  P.I&YP E coli-S E. coliP Kontrol Su

Kuyucuklarda kalan sivi miktarlan {ml)

Uygulamalar

Sekil 4.31. Photorhabdus Iluminescens, Escherichia coli Siipernatant-Pelet
deneyinde kuyucuklarda kalan sivi miktarlari (ml). (P.I-S : Photorhabdus
luminescens siipernatanti; P.I-OS:  Photorhabdus  luminescens
otoklavlanmis siipernatanti; P.I-P: Photorhabdus luminescens peleti; P.I-
YP: Photorhabdus luminescens yikanmis peleti; E.coli-S: Escherichia coli
stipernatanti; E.coli-P: Escherichia coli peleti)
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4.2. Entomopatojenik Nematodlarin Cizgili Pamuk Yaprak Kurdu
Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae)’ya Kars1 Biyolojik
Miicadelede Kullamlmasina Yonelik Arastirmalar

4.2.1. Spodoptera exigua Larvalarima Kars1 Entomopatojenik Nematodlarin
Etkinliginin Test Edilmesi

Test edilen nematod tiirlerinin hepsi S. exigua larvalarinin tamamini (%100) 3 giin
icerisinde Oldiirmiistlir. Kontrol grubunda yeralan larvalarda ise dliim oran1 % 2
olarak tespit edilmistir. Test edilen nematod tiirleri arasinda O&liim oranlari
bakimindan istatistiki bir fark olmamasma ragmen (F=0.6; df=5,12; P>0.05),
laboratuvardaki ¢im alan denemeleri igin Steinernema cinsi igerisinden S.
carpocapsae  tirli  secilmistir.  Heterorhabditlerden  Heterorhabditis  sp.

kullanilmgtir,

4.2.2. Cim Alan Denemeleri

Her ¢im alana 30 larva ilave edilmis ve kafeslerin etrafi bantlarla kapatilmis
olmasina ragmen, kontrollerin yapilmasi esnasinda genelde kullanilan 30 larvanin
tamamina ulagilamamistir. Buna ragmen larvalarin yaklagik %80’lik kismi ¢im
ortamindan tekrar toplanabilmistir (Sekil 4.32). S. carpocapsae ile yapilan
denemelerde S. exigua larvalarinin 6liim oran1 %77, Heterorhabditis sp. ile
yapilanlarda %29, kontrol grubunda ise %]1,6 olarak tespit edilmistir. Yapilan
analizler sonucunda S. carpocapsae istatistiki olarak 6nemli 6l¢iide en fazla 6lim
orani gostermistir. Tiim gruplar arasinda istatistiksel agidan onemli 6l¢iide fark
oldugu belirlenmistir (F=213.94; df=2,42; P<0.05) (Sekil 4.33).
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Sekil 4.32. Deney grubundaki larvalarin 5 giin sonunda kontrol edilmesi
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S.carpocapsae Heterorhabditis sp. Kontrol

Uygulamalar

Sekil 4.33. Laboratuvarda yapilan ¢im alan denemelerindeki Spodoptera exigua
larvalarinin 6liim oranlar1 (%)
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4.3. Entomopatojenik nematod Kiiltiirlerinin muhafaza edilmesinde
kullanilan hiicre kiiltiir kaplarina alternatif yeni bir saklama kabi

Caligmada entomopatojenik nematod kiiltiirlerinin saklanmasinda standart olarak
kullanilan hiicre kiiltiir kaplarina alternatif olarak tetra pak yapili meyve suyu
kutularinin kullanilabilirligi arastirilmistir. Bu amagla her iki kutuda saklanan
nematod Kkiltiirleri, infektif juvenillerin canli-6lii oranlari, larvalart 6ldiirme

oranlari ve larva icerisine girebilen nematod sayilari agidan karsilagtirilmistir.

4.3.1. Infektif juvenillerin canh-6lii oranlar

10°C’de 11 ay boyunca yiiriitiillen deneyler sonucunda 1J’lerin canlilik oranlari
meyve suyu kutusunda ortalama % 97 (95,5-98,8), hiicre kiiltiir kabinda ise
ortalama % 95 (91,0-98,3) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.34). Iki
kutudaki infektif juvenillerin canlilik oranlar1 her ay i¢in ayrt ayn
karsilagtirildiginda, 1, 5, 6 ve 11. aylarda istatistiksel olarak aralarinda énemli fark
oldugu bulunmustur (P<0.05, Cizelge 4.2).
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Sekil 4.34. 10°C’de tutulan kutulardaki infektif juvenillerin canlilik oranlar (%)
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Cizelge 4.2. 10°C’de kutulara gore infektif juvenillerin canlilik oranlar1 (%)

Aylar Meyve suyu "H.1:icre ng:):cs;lsiik F A{llarqllllk
kutusu kiiltir kabi (df diizeyi (P)
1 96,5 a* 943 b 1,10 5.24 0,045
2 96,3 a 943 a 1,10 0.58 0,464
3 98,5a 943 a 1,10 3.58 0,088
4 97,8 a 983 a 1,10 0.91 0,360
5 98,8 a 92,5b 1,10 37.81 0,000
6 98,5a 96,8 b 1,10 5.10 0,047
7 97,8 a 97,5a 1,10 1.42 0,260
8 97,8 a 97,5a 1,10 0.06 0,799
9 97,0 a 96,8 a 1,10 0.43 0,525
10 97,5a 96,3 a 1,10 2.75 0,128
11 95,5a 91,0b 1,10 16.40 0,002
Ortalama 97,4 954 - - -
o | 1055 | ws | - | - | -
F 3.80 5.83 - - -
Anlamhhik
diizeyi (P) 0.001 0.000 - - -

*Satirlar soldan saga dogru incelendiginde, ayni harfi iceren ortalamalar arasinda
istatistiksel olarak énemli fark yoktur (Tukey testi).

Genel dogrusal modele gore 10°C’de infektif juvenillerin yilizde (%) canlilik
oranlar1 karsilastirildiginda, kutular, aylar, kutular x aylar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05, Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. 10°C’de kutulara gore infektif juvenillerin canlilik oranlarinin Genel
Dogrusal Model analizi ile degerlendirilmesi (%)

rbestlik
Faktor S(iereecsesi F A{llam.hhk
(df diizeyi (P)
Kutular 1,110 25.96 0.000
Aylar 10,110 5.82 0.000
Kutular x Aylar | 10,110 2.80 0.004
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Caligmanin 15°C’de yiiriitillen kismina baktigimizda meyve suyu kutularindaki
ortalama canlilik oran1 %96,5 (93,0- 99,8) iken, hiicre kiiltiir kab1 grubunda %92,8
(74,7-99,0)’dir (Cizelge 4.4, Sekil 4.35). Infektif juvenillerin canlilik oranlar1 her
ay i¢in ayr ayr degerlendirildiginde sadece 9 ve 11. aylarda kutular arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark bulunmustur (P<0.05, Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. 15°C’de kutulara gore infektif juvenillerin canlilik oranlar (%)

Aylar Meyve suyu "H.l:icre Sg:?:cs:lsiik F A{llaH!llllk
kutusu kiiltiir kabi (df diizeyi (P)
1 99,8 a* 97,3 a 1,10 1.67 0,225
2 98,7 a 99,0 a 1,10 0.45 0,515
3 98,5a 96,3 a 1,10 1.70 0,221
4 98,2 a 96,7 a 1,10 3.71 0,083
5 96,5 a 97,8a 1,10 1.32 0,277
6 95,5a 95,3a 1,10 0.01 0,932
7 95,0 a 95,0 a 1,10 0 1
8 94,0 a 943 a 1,10 0.1 0,758
9 973 a 93,3b 1,10 13.84 0,004
10 93,0 a 81,3 a 1,10 3.98 0,074
11 95,0 a 74,7b 1,10 422.84 0,000
Ortalama 96,5 92,8 - - -
Serbestlik
derecesi (df) 10,55 10,53 ) i )
F 10.48 14.30 - - -
Anlamhhk
diizeyi (P) 0.00 0.00 - - -

*Satirlar soldan saga dogru incelendiginde, ayni harfi iceren ortalamalar arasinda
istatistiksel olarak dnemli fark yoktur (Tukey testi).

Infektif juvenillerin yiizde (%) canlilik oranlari genel dogrusal modele gore
kutular, aylar, kutular x aylar bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel agidan
aralarinda 6nemli bir fark oldugu goriilmiistiir (P<0,001) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. 15°C’de kutulara gore infektif juvenillerin canlilik oranlarinin Genel
Dogrusal Model analizi ile degerlendirilmesi (%)

. Serbestll.k Anlamhhk
Faktor derecesi F diizeyi (P)
(df)
Kutular 1,110 23.91 0.000
Aylar 10,110 22.36 0.000
Kutular x Aylar | 10,110 5.80 0.000
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Her iki sicaklik derecesinin verileri birlikte degerlendirildiginde sicakliklar yani 10
ve 15 °C’de yiiriitillen deneylerdeki canlilik oranlar1 arasinda istatistiki agidan
o6nemli bir fark oldugu goriilmiigtiir (F=12.24; df=1,220; P<0,001). Test edilen iki
farkli saklama kutusu arasinda da nematodlarin canliligi agisindan dnemli oranda
fark oldugu belirlenmistir (F=48.60; df=1,220; P<0,001). Aylara gore
nematodlardaki canlilik oranlarimin kargilastirilmasi yapildiginda aylar arasinda da
istatistiki agidan fark oldugu tespit edilmistir (F=19.38; df=10,220; P<0,001).
Sicakliklar ile kullanilan kutular bir arada degerlendirildiginde (sicaklik x kutu)
aralarinda istatistiki acidan onemli bir fark bulunmamistir (F=0.07; df=1,220;
P=0.0403). Sicakliklar ile aylar (sicaklik x ay) (F=13.36; df=10,220; P<0,001) ve
aylar ile kutular (aylar x kutu) (F=4.83; df=10,220; P<0,001) bir arada
degerlendirildiginde ise énemli fark oldugu tespit edilmistir. Ug farkli kriter bir
arada degerlendirilmeye alindiginda (sicaklik x ay x kutu) (F=4.60; df=10,220;
P<0,001) infektif juvenillerin canlilik oranlar1 bakimindan da istatistiksel olarak

onemli derecede fark oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. 10 ve 15°C’de kutulara gore infektif juvenillerin canlilik oranlarinin
Genel Dogrusal Model analizi ile degerlendirilmesi (%)

Faktor Sﬁiffcsllsﬂk F ‘g?lam.hhk

(df iizeyi (P)
Sicakhiklar 1,220 12.24 0.001
Kutular 1,220 48.60 0.000
Aylar 10,220 19.38 0.000
Sicakhiklar x Kutular 1,220 0.70 0.403
Sicakliklar x Aylar 10,220 13.36 0.000
Aylar x Kutular 10,220 4.83 0.000
Sicakliklar x Aylar x Kutular | 10,220 4.60 0.000

4.3.2. Infektif juvenillerin larvalari 6ldiirme oram

10°C’de infektif juvenillerin G. mellonella larvalarin1 6ldiirme oranlar
incelendiginde, meyve suyu kutusu grubunda ortalama deger % 98,2 (93,3-100,0),
hiicre kiiltiir kabinda ise % 98,9 (95,0-100,0)’dur (Cizelge 4.7, Sekil 4.36).
Kutulardaki infektif juvenillerin larvalar 6ldiirme oranlar aylara gore ayri ayri
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degerlendirildiginde ise yalnizca 8. ayda kutular arasindaki fark istatistiksel agidan
onemli bulunmustur (P<0,05, Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. 10°C’de bekletilen kutulardaki infektif juvenillerin Galleria
mellonella larvalarin1 enfekte etme oranlari (%)
Aylar Meyve suyu ) H}icre Ss:?:cs:lsiik F AEllaII!llllk
kutusu kiiltiir kabi (df diizeyi (P)
1 95,0 a* 100,0 a 1,10 2.38 0.153

2 100,0 100,0 1,10 - -

3 98,3 a 100,0 a 1,10 1.00 0.341

4 96,7 a 98,3 a 1,10 0.38 0.549

5 98,3 a 95,0 a 1,10 0.58 0.461

6 933 a 100,0 a 1,10 4.70 0.055

7 98,3 a 100,0 a 1,10 1.00 0.341

8 100,0 a 95,0 b 1,10 5.00 0.049

9 100,0 100,0 1,10 - -

10 100,0 100,0 1,10 - -

11 100,0 100,0 1,10 - -
Ortalama 98,2 98.9 - - -
Serbestlik

derecesi (df) 10,55 10,55 i ) )

F 1.60 2.53 - - -
Anlamhihk
diizeyi (P) 0.130 0.014 - - -

*Satirlar soldan saga dogru incelendiginde, ayni harfi iceren ortalamalar arasinda
istatistiksel olarak énemli fark yoktur (Tukey testi).

10°C’lik sicaklikta yiiriitiilen denemelerde elde edilen veriler genel dogrusal

model analizi yapilarak degerlendirildiginde kutular ve aylar agisindan istatistiksel

olarak 6nemli bir fark bulunamamistir (P>0,05). Ancak bulgular kutu x ay olarak

degerlendirildiginde istatistiki agidan Onemli bir farkin oldugu goriilmiistiir

(P<0,05, Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. 10°C’de bekletilen kutulardaki infektif juvenillerin Galleria
mellonella larvalarmi enfekte etme oranlarinin Genel Dogrusal Model
analizi ile degerlendirilmesi (%)

) SIS Anlamhlik
Faktor derecesi F diizeyi (p)
(df)
Kutular 1,110 1.32 0.253
Aylar 10,110 1.64 0.102
Kutular x Aylar | 10,110 2.21 0.022

15°C’de meyve suyu kutusunda tutulan infektif juvenillerin G. mellonella
larvalarin1 Oldiirme orani ortalama %96,8 (90-100)’dir. Hiicre kiiltir kabi
grubunda ise bu deger ortalama %96,5 (76,7-100,0) olarak hesaplanmistir (Cizelge
4.9, Sekil 4.37). iki saklama kabi grubu her ay icin birbiriyle kiyasladiginda
sadece 11. ayda kutular arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(P<0,05, Cizelge 4.9).
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larvalarini enfekte etme orani (%)
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Cizelge 4.9. 15°C’de bekletilen kutulardaki infektif juvenillerin Galleria
mellonella larvalarin1 enfekte etme oranlari (%)

Aylar Meyve suyu ) Hjicre Ss:?:cs:lsiik F AEllaII!llllk
kutusu kiiltiir kabi (df diizeyi (P)
1 91,7 a* 95,0 a 1,10 0.62 0.448
2 98,3 a 100,0 a 1,10 1 0.341
3 100,0 a 98,3 a 1,10 1 0.341
4 100,0 a 98,3 a 1,10 1 0.341
5 933 a 96,7 a 1,10 0.38 0.549
6 98,3 a 100,0 a 1,10 0.38 0.549
7 100,0 100,0 1,10 0 1
8 100,0 a 96,7 a 1,10 2.50 0.145
9 933 a 100,0a 1,10 2.50 0.145
10 100,0 100,0 1,10 0 1
11 90,0 a 76,7b 1,10 5.03 0.049
Ortalama 96,8 96,5 - - -
Serbestlik
derecesi (df) 10,55 10,53 i i )
F 2.43 7.85 - - -
Anlamhihk
diizeyi (P) 0.018 0.00 - - -

*Satirlar soldan saga dogru incelendiginde, ayni harfi iceren ortalamalar arasinda
istatistiksel olarak dnemli fark yoktur (Tukey testi).

Genel dogrusal model analizi kullanilarak 15°C’de elde edilen wveriler
degerlendirildiginde kutu ve kutu x ay agisindan larvalar1 6ldiirme oranlarinda
istatistiksel olarak farklar 6nemsiz bulunmustur (P>0,05, Cizelge 4.9). Sadece
aylar acisindan ise larva oldiirme oranlarinda istatistiki olarak 6nemli derecede
fark oldugu tespit edilmistir (P<0,001, Cizelge 4.10).



Cizelge 4.10.
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15°C’de bekletilen kutulardaki infektif juvenillerin Galleria

mellonella larvalarmi enfekte etme oranlarinin Genel Dogrusal Model

analizi ile degerlendirilmesi (%)

5 2L Anlamhlik
Faktor derecesi F diizeyi (P)
(df)
Kutular 1,110 0 0.987
Aylar 10,110 7.40 0.000
Kutular x Aylar | 10,110 1.82 0.065

10 ve 15°C’lik sicakliklardan elde edilen veriler birarada degerlendirildiginde ise

sicakliklar ve aylar tek basina ele alindiginda her ikisinde de istatistiki agidan

onemli farklar oldugu belirlenmistir (P<0,001). Ancak kullanilan kutular arasinda

fark bulunamamistir (P>0,05). Faktorler ikili olarak ele alindiginda ise sicaklik x

kutu arasindaki farkin 6nemli olmadig1 belirlenmistir (P>0,05). Oysa sicaklik x

aylar ve aylar x kutu verileri degerlendirildiginde aradaki farklarin 6nemli oldugu

tespit edilmistir (P<0,001). Deneylerdeki tiim degisken faktorler sicaklik x ay x

kutu birlikte degerlendirildiginde ise elde edilen farkin istatistiki agidan 6nemli
olmadig goriilmiistiir (P>0,05) (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. 10 ve 15°C’de bekletilen kutulardaki infektif juvenillerin Galleria
mellonella larvalarimi enfekte etme oranlarinin Genel Dogrusal Model

analizi ile degerlendirilmesi (%)

Faktor Ss:?::zlslik F A?lam.hhk

h diizeyi (p)
Sicakhiklar 1,220 6.01 0.015
Kutular 1,220 0.52 0.471
Aylar 10,220 4.66 0.000
Sicakhiklar x Kutular 1,220 0.48 0.486
Sicakliklar x Aylar 10,220 5.75 0.000
Aylar x Kutular 10,220 2.54 0.006
Sicakliklar x Aylar x Kutular| 10,220 1.39 0.184
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4.3.3. Larva icerisine girebilen nematod sayilari

Larva bagina igeri giren nematod sayilarina bakildiginda 10°C’de tutulan meyve
suyu kutular1 i¢in elde edilen ortalama deger 17,8 (9,7-29,7), hiicre kiiltiir
kaplarinda ise 16,8 (4,2-23,8) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12; Sekil 4.38). Iki
saklama kabindaki infektif juvenillerin larva igerisine girme oranlari her ay i¢in
birbiriyle kiyaslandiginda 1, 4, 9, 10 ve 11. aylarda aralarindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu bulunmustur (P<0,05, Cizelge 4.12). Elde edilen veriler
genel dogrusal model kullanilarak degerlendirildiginde larva igerisine giren
nematod sayilari bakimindan kutular arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
olmadigr goriilmistiir (P>0,05). Bununla beraber ay ve kutu x ay olarak
bakildiginda larva icerisine giren infektif juvenil sayilar1 bakimindan farkin 6nemli
oldugu gorilmiistiir (P<0,05, Cizelge 4.13).
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Sekil 4.38. 10°C’de tutulan kutulardaki infektif juvenillerin her bir larva igerisine
giren ortalama birey sayilar
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Cizelge 4.12. 10°C’de bekletilen kutulardaki larva igerisine giren infektif juvenil

sayilari
Aylar Meyve suyu ) Hiicre Sg;l'):cs(tlsiik F A?lalll.llllk
kutusu kiiltiir kabi (df diizeyi (p)
1 29,7 a* 23,8b 1,38 5.26 0.027
2 229 a 21,3a 1,38 0.57 0,454
3 9,7 a 7.5 a 1,38 3.05 0,088
4 21,5a 16,0b 1,37 7.59 0,009
5 16,6 a 21,0a 1,38 4.10 0,05
6 16,4 a 199a 1,38 2.55 0,118
7 17,4 a 20,4 a 1,38 2.67 0,11
8 18,3 a 15,9 a 1,37 1.37 0,248
9 18,4 a 229b 1,38 6.30 0,016
10 14,5a 119b 1,38 4.17 0,048
11 10,7 a 42b 1,38 21.90 0,000
Ortalama 17,8 16,8 - - -
Serbestlik
derecesi (df) 10,208 10,208 - - -
F 10.06 21.44 - - -
‘3:';‘;1‘(';)‘ 0.00 0.00 - - -

*Satirlar soldan saga dogru incelendiginde, ayni harfi iceren ortalamalar arasinda
istatistiksel olarak dnemli fark yoktur (Tukey testi).

Cizelge 4.13. 10°C’de bekletilen kutulardaki larva igerisine giren infektif juvenil
sayilarinin Genel Dogrusal Model analizi ile degerlendirilmesi

" Serbestll.k Anlamhhk
Faktor derecesi F it ()
(df)
Kutular 1,416 3.08 0.080
Aylar 10,416 34.94 0.000
Kutular x Aylar | 10,416 4.78 0.000
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Caligmanin 15°C’de yiiriitiilen kisminda meyve suyu kutusunda muhafaza edilen
infektif juvenillerin larva igerisine girme oranlar1 ortalama 17,6 (7,2-23,4) olarak
tespit edilmistir. Hiicre kiiltiir kaplarinda ise bu deger ortalama 17,3 (9,8-25,1)
olmustur (Cizelge 4.14, Sekil 4.39). Her ay yapilan kontrollerde elde edilen
verilere gore iki saklama kabindaki nematodlarin larva igerisine girme oranlarina
bakildiginda 1, 3 ve 7. aylarda degerler arasindaki fark istatistiksel agidan dnemli
bulunmustur (P<0.05, Cizelge 4.14).
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Sekil 4.39. 15°C’de tutulan kutulardaki infektif juvenillerin her bir larva igerisine
giren ortalama birey sayilari
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Cizelge 4.14. 15°C’de bekletilen kutulardaki larva igerisine giren infektif juvenil

sayilari
Aylar Meyve suyu "H.l:icre Sg:?:cszlsiik F A?lalll.llllk
kutusu kiiltiir kabi (df diizeyi (p)
1 14,3 a* 19.3b 1,38 5.75 0,021
2 234 a 21,7a 1,38 0.63 0,43
3 19,8 a 25,1b 1,38 7.44 0,01
4 219a 179 a 1,38 2.67 0,11
5 13,6 a 174 a 1,38 3.13 0,085
6 19,4 a 193 a 1,37 0.00 0,966
7 20,0 a 14,1b 1,38 5.46 0,025
8 23,1a 223 a 1,38 0.12 0,727
9 17,6 a 150 a 1,36 1.36 0,251
10 133 a 9,8 a 1,38 3.14 0,084
11 7,2 a 8,7a 1,31 0.51 0,479
Ortalama 17,6 17,3 - - -
Serbestlik
derecesi (df) 10,203 10,205 - - -
F 9.14 12.01 - - -
‘3;‘2‘;1'?1;1)‘ 0.00 0.00 - - -

*Satirlar soldan saga dogru incelendiginde, ayni harfi iceren ortalamalar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli fark yoktur (Tukey testi)

Genel dogrusal model analizine gore larva igerisine giren nematod sayilari
degerlendirildiginde kutular arasinda istatistiksel olarak Onemli bir fark
bulunmadig1 goriilmistiir (P>0.05). Ancak aylar ve ay x kutu olarak yapilan
degerlendirmelerde aralarindaki fark istatistiksel ag¢idan Onemli bulunmustur
(P<0.05, Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15. 15°C’de bekletilen kutulardaki larva igerisine giren infektif juvenil
sayilarinin Genel Dogrusal Model analizi ile degerlendirilmesi

) SIS Anlamhlik
Faktor derecesi F St )
(df)
Kutular 1,408 0.20 0.650
Aylar 10,408 17.70 0.000
Kutular x Aylar 10,408 3.07 0.001

Her iki sicaklik grubundan elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde sicaklik
dereceleri ve iki farkli saklama kab1 arasinda istatistiki agidan bir fark olmadig1
belirlenmistir (P>0.05). Ancak aylar arasinda onemli fark oldugu gorilmiistiir
(P<0.001). Deneylerde kullanilan degiskenler ikili olarak ele alindiginda sicaklik x
kutu arasindaki farkin énemsiz oldugu belirlenmistir (P>0.05). Oysa sicaklik x ay
ve ay x kutu verilerinde farklarin onemli oldugu tespit edilmistir (P<0.01).
Deneylerdeki tiim faktorler sicaklik x ay x kutu birlikte ele alindiginda elde edilen
farkin istatistiki acidan 6nemli oldugu anlagilmistir (P>0.001) (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. 10 ve 15°C’de bekletilen kutulardaki larva igerisine giren infektif
juvenil sayilarinin Genel Dogrusal Model analizi ile degerlendirilmesi

Faktor Sﬁiffiil'lk p | Anlamhhk

(df diizeyi (p)
Sicakhiklar 1,824 4.49 0.741
Kutular 1,824 2.27 0.132
Aylar 10,824 | 33.14 0.000
Sicakliklar x Kutular 1,824 0.68 0.409
Sicakliklar x Aylar 10,824 17.43 0.000
Aylar x Kutular 10,824 3.09 0.001
Sicakliklar x Aylar x Kutular 10,824 4.49 0.000
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. ADF (Ant Deterrent Factor-Karinca Uzaklastirici Faktor)
Maddesinin Farkli Gruplardan Yagmaci Boceklere Kars1 Etkisinin
Tespiti ve Maddenin Yapisim1 Aydinlatmaya Yonelik Calismalar

Bu calisma kapsaminda yiiriitiilen deneylerden elde edilen sonuglar
entomopatojenik nematodlarla 48 saat ve iizerinde enfekte olan kadavralarin
yagmaci bdceklerin istilasindan uzak tutuldugunu gostermistir. Daha 6nce ADF
aktivitesi olarak tanimlanan bu o0zelligin entomopatojenik nematodlarla
mutualistik yasayan bakteriler tarafindan iretildigi bu calisma ile kesin olarak
saptanmistir.  Heterorhabditis cinsine ait nematodlarla birlikte yasayan
Photorhabdus bakterilerinin irettiZi ADF maddesinin, Steinernema cinsine ait
nematodlarla iligkili olan Xenorhabdus cinsi bakterilere oranla daha etkili oldugu

belirlenmistir.

Kaya vd. (1998) 4 ve 10 giinliik Steinernema cinsi nematodlarla enfekte ettikleri
kadavralar toprak yiizeyine biraktiklarinda Arjantin karincalarinin, Linepithema
humile, bu kadavralar1 sirasiyla %80 ve %70 oraninda tiikettiklerini, oysa
heterorhabditlerle enfekte kadavralarda bu oranin %35 ve %5 oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu veriler dogrultusunda arastirmacilar steinernematidlerle iligkili
Xenorhabdus cinsi bakterilerin ADF retmediklerini, bu maddenin sadece
Photorhabdus bakterilerince tiretildigini O6ne siirmiislerdir. Ancak bu ¢alismadaki
karincalarla yapilan kadavra denemelerinde L. frauenfeldi kolonisine ait
karmcalarin nematodla 2 ve 4 giinliik enfekte kadavralarin higbirisini besin olarak
tikketmedikleri ve kadavralari kontrol ettikten sonra uzaklastiklar: belirlenmistir. L.
frauenfeldi tiriine ait karincalarin sergiledikleri bu davranis, Zhou vd. (2002)
tarafindan test edilen Arjantin karincalarina, L. humile, benzerlik gostermistir. Bu
arastirmacilar Xenorhabdus bakterilerinin de ADF maddesini iirettiklerini tespit
etmiglerdir. Baur vd. (1998) steinernematid ve heterorhabditid ile enfekte edilmis
2 ve 8 gilinlik G. mellonella larvalarmi topragmn ylizeyine ve 2 cm altina
biraktiklarinda L. humile tiirline ait karinca kolonisindeki bireylerin 24 saat
sonunda heterorhabditler tarafindan enfekte edilen kadavralari % 10-20;
steinernematidler ile enfekte olanlart ise %60-80 oraninda tercih ettigini

saptamislardir. Yapilan istatistiki analiz sonuglarina goére topragin yiizeyine
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birakilan kadavralar ile 2 cm altina gémiilenler arasinda yagmalanma bakimindan
onemli bir fark bulamamigslardir. Calismamizda 2 ve 4 giinliikk enfekte hicbir
kadavra karmncalar tarafindan yenmez iken, S. feltiae ile enfekte 2 giinliik
kadavralar iizerinde siriklar oldugu goriilmiistiir. Bu durum daha once g¢aligma
yapan bilim adamlan tarafindan da gozlenmistir. Baur vd. (1998) ve Zhou vd.
(2002) Steinernema cinsine ait nematodlarla enfekte olan kadavralarda
karmcalarin 1siriklaria rastlamis ve bu kadavralar1 “non-intact” yani “biitiinligii
bozulmus” olarak nitelendirmislerdir. Heterorhabditis’lerle enfekte olan
kadavralarda ise bu c¢alismada oldugu gibi higbir 1sirik izine rastlamamuslardir.
Baur vd. (1998) bu durumu agiklamak icin One siirdiigii hipotezlerden birinde
Heterorhabditis enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan kirmizi rengin karincalart
uzaklastirict bir etkiye sahip olabilecegi ve kadavrada olusan bu kirmizi rengin
karincalar1 uzaklagtirmada onemli bir role sahip olabilecegini 6ne siirmiistiir.
Ancak aragtirmacilar bu hipotezlerini test etmeye yonelik bir calisma
gerceklestirmemiglerdir. Bir grup G. mellonella larvasim -20°C de o6ldiirdiikten
sonra gida boyast kullanilarak kirmiziya boyandigi bu c¢alisma sonucunda,
karincalarin gida boyasiyla boyanmis tiim larvalan tiikettikleri, ancak ayni alanda
bulunan heterorhabditlerle enfekte kadavralardan sadece 1 giinliikk enfekte olani
yedikleri belirlenmistir. Bu veriler, Baur vd. (1998) tarafindan One siiriilen
“kirmizi renk” hipotezinin dogru olmadigini ortaya koymustur. Elde edilen tim
veriler entomopatojenik nematodlarla 2 giin ve {izerindeki siirelerde enfekte olan
kadavralarin hepsinin karinca uzaklastiric1 (ADF) 6zellige sahip olduklarmi ve
heterorhabditlerle enfekte olan kadavralarda bu etkinin steinernematidlere oranla

daha fazla oldugunu gdstermistir.

ADF aktivitesinin belirlenmesine yonelik daha onceki ¢aligmalarin hemen hepsi
karincalarla gergeklestirilmistir (Baur vd., 1998; Zhou vd., 2002). Karincalar
disinda calisma yapan Foltan ve Puza (2009) predatdr/yagmaci bir bocek olan
Pterostichus melanarius (Coleoptera: Carabidae) tiiriiniin Phasmarhabditis
hermaphrodita ile enfekte Deroceras reticulatum (Gastropoda: Agriolimacidae)
tiiri siimiikliibocekler ve Steinernema affine ile enfekte G. mellonella larvalarini
besin olarak tercih edip etmediklerine bakmislardir. Sonugta yagmaci bocek, P.
melanarius’un nematodlar tarafindan enfekte olan kadavralari tiiketmediklerini
sadece dondurularak Oldiiriilen kontrol grubundaki kadavralar yediklerini

belirlemislerdir. Bu veriler sonucunda arastirmacilar ileri siirdiikleri hipotezde P.
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hermaphrodita tiiriine ait nematodlarin bocekleri enfekte edemedikleri igin ortaya
cikan bu uzaklastiric1 etkinin, boceklerin potansiyel enfekte kadavralari taniyip
uzak durmasindan ¢ok, nematod/bakteri kompleksinin evrimsel bir adaptasyonu
oldugunu o6ne siirmiislerdir. ADF maddesinin ¢ekirgeler, yabanarilart ve les
sinekleri tizerindeki etkilerini aragtirmaya yonelik olarak gergeklestirilen bu
caligma diinyada ilk defa yapilmistir. G. bimaculatus kolonisiyle yiiriitiilen
calismada monoksenik, aksenik nematod kiiltiirleriyle birlikte entomopatojen bir
bakteri tiirli olan Serratia marcences ve Heterorhabditis lerin mutualistik bakterisi
Photorhabdus Iluminescens ile enfekte edilmis kadavralar kullanilmistir. Elde
edilen veriler mutualistik bakterileri tagimayan nematodlarla (aksenik) enfekte
edilen 1-7 giinliik kadavra serisinin tamaminin ¢ekirgeler tarafindan tiiketildigini;
oysa mutualistik bakteriyi tasiyan nematodlarla (monoksenik) enfekte olan
kadavralarin ise sadece 24 saatlik enfekte olanminin c¢ekirgeler tarafindan
tilketildigini gostermistir. S. marcences ve P. luminescens ile enfekte edilen 1-5
giinlik kadavra serisinden, sadece 1 giinlik Photorhabdus ile enfekte olan
kadavralar tiiketilirken Serratia ile enfekte kadavralardan 1, 4 ve 5 giinliiklerin
tamami 2 ile 3 giinliiklerin ise biiyiik bolimii ¢ekirgeler tarafindan tiiketilmistir.
Kontrol grubu olarak kullanilan dondurularak 6ldiiriilmiis larva serilerinin tamami
da yenmistir. Foltan ve Puza (2009) yaptiklar ¢alisma sonucunda yagmaci bocegi
nematodla enfekte kadavralardan uzak tutan etkinin kaynaginin entomopatojenik
nematod mu yoksa mutualistik bakteriler mi oldugunu belirleyememistir. Zhou vd.
(2002) karincalar tizerinde yaptiklari ¢alismalar sonucunda karinca uzaklastirici
faktoriin (ADF) nematodlarin birlikte yasadiklari mutualistik bakteri tarafindan
tretildigini ileri siirmiislerdir. Bu c¢alismada elde edilen veriler siipheye yer
birakmaksizin bu etkinin kaynagimin entomopatojenik nematodlarla mutualistik
yasayan Photorhabdus ve Xenorhabdus bakterileri oldugunu ortaya koymustur.
Aksi taktirde aksenik nematodlarla enfekte edilmis olan larvalarin da tiiketilmeden
kalmasi gerekirdi.

Bir baska yagmac1 arthropod olan yabanarilari ile yapilan ¢aligmalar sonucunda da
1-6 giinliik nematodla enfekte olan kadavralardan sadece 1 giinliik enfekte olanlar
ve kontrol grubundaki dondurularak oldiiriilmiis larvalar tiiketilmistir. Deney
grubundaki larvalarin pozisyonlari degistirilse dahi yabanarilariin her defasinda 1
giinliik enfekte kadavra ile kontrol grubundaki larvayr bulup yedikleri
goriilmiigtiir. Bu durumda karincalar disinda gekirgelerden sonra wasplarin da
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bakteriler tarafindan tiretilen ADF maddesine kars1 tepki verdikleri belirlenmistir.
Konukguyu enfekte eden bir nematod i¢in en 6nemli adimlardan birisi o konukgu
icerisinde basarili sekilde {remesini tamamlayarak disar1 ¢ikabilmesidir.
Nematodlarin hayat dongiilerini tamamlayabilmeleri i¢in enfekte olan konukcu
viicudunun pargalanmadan kalmasi hayati énem tasimaktadir. Olen konukcu
bocekler savunmasiz kaldiklarindan ¢evrede bulunan yagmacilar ig¢in son derece
degerli besin kaynaklaridirlar. Omurgasiz bir yagmaci i¢in bocek kadavrasinin
tilkketilmesi saatler hatta dakikalar i¢inde tamamlanan hizli bir olaydir. Oysa
entomopatojenik nematodlar hayat dongiilerini tamamlayabilmek igin giinlere
ihtiya¢ duyarlar. Bu durumda tiirtin devamliligimi saglamak i¢in nematod/bakteri
birlikteliginin yagmacilart kadavradan uzak tutacak bazi maddeler iirettigi
yoniinde kanitlar mevcuttur (Baur vd., 1998; Zhou vd., 2002; Foltan ve Puza,
2009).

Entomopatojenik nematodlar tarafindan enfekte edilmis kadavrayla beslenen
yagmaci bocekler teorik olarak enfeksiyon tehditi altindadirlar. Ancak omurgasiz
kadavralar {izerinden beslenen zorunlu bocek yagmacilarinin varligia dair hicbir
delil mevcut degildir. Infektif juvenil icermeyen yeni 6ldiiriilmiis kadavralarin
tercih edilmesi ve genelde enfekte bocek kadavralarinin nadir bulunmasi nedeniyle
yagmaci boceklerin bu enfekte kadavralarla karsilasma sanslart minimuma
indirgenmistir. Bu yiizden de fakiiltatif yagmacilarin {izerinde enfekte kadavralari
tanimaya yoOnelik evrimsel bir baskinin ¢ok fazla olmadigi ileri siiriilmiistiir. Diger
yandan kadavra icerisinde bulunan nematodlar, konukgulariyla birlikte kendilerini
de tiiketebilecek olan predatdr ve yagmaci bdceklerin tehditi altindadir. Bu yiizden
enfekte olan konukgudan yagmaci ve predatdrleri uzak tutmayr saglayan yonde
cok kuvvetli bir se¢ilim baskis1t mevcuttur (Foltan ve Puza, 2009).

Bu calisma kapsaminda kadavra deneylerinden elde edilen sonuglar ADF olarak
tanimlanmig olan maddenin {retiminden mutualistik bakterilerin sorumlu
oldugunu gostermistir. Bu nedenle ikinci asamada entomopatojenik nematodlardan
izole edilen Photorhabdus bakterileri kullanilarak bunlarin farkli canli gruplarina
kars1 sergiledikleri ADF aktiviteleri arastirilmistir. Heterorhabditis bacteriophora
tirii nematodlardan izole edilerek sivi besi ortaminda iiretilen Photorhabdus
luminescens bakterileri kadavra denemelerinde kullanilan ayni karinca kolonisi
izerinde test edilmistir. ADF etkisinin hangi {ireme siiresinde etkili veya etkisiz
oldugunu belirlemek icin bakteri kiiltiiri 24-384 saatlik bir seri halinde
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hazirlanmigtir. 24 gozenekli doku kiiltiir kaplarmdaki kuyucuklar igerisine %5’lik
stikroz ¢ozeltisiyle karistirildiktan sonra eklenen kiiltiirler karinca kolonisinin yuva
yakinina veya yollar1 {izerine birakilmigtir. Bir saat sonra kuyucuklardan beslenen
birey sayilar1 ve 3 saat sonrasinda ise her bir kuyucukta kalan madde miktarlari
Olciilmiistiir. Kuyucuklarda beslenmek amagli toplanan karinca ortalama birey
sayilarina bakildiginda karincalarin en fazla (45 birey) kontrol grubundaki yani
sadece %5’lik siikroz bulunan kuyucukta toplandiklar1 bunu sirasiyla 24, 48 ve 72
saatlik bakteri kiiltiirlerinin bulundugu kuyucuklarin izledigi belirlenmistir. 72
saatten sonraki bakteri kiiltiirlerinde karinca tespit edilememistir. Zhou vd. (2002),
yaptig1 calismada Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerini karincalara karsi
test etmis ve bu bakterilerin her ikisinin de ADF aktivitesi gosteren madde veya

maddeleri tirettiklerini bildirmistir.

Photorhabdus ve Xenorhabdus tiirleri ayni ekolojik nigleri (bocek hemosoli ve
nematodlarin sindirim sistemindeki simbiyontlar olarak bulunmalari) paylastyor
olmasina ragmen, Heterorhabditis-Photorhabdus ve Steinernema-Xenorhabdus
nematod-bakteri birliktelikleri farklidir ve bu organizmalar farkli kdkenlere
sahiptirler (Blaxter vd., 1998). Aslinda Xenorhabdus ve Photorhabdus cinslerine
ait tlirlerin genomik DNA’lar1 arasinda %20’den az bir benzerlik bulunmaktadir.
Poinar (1993), infektivite, hayat dongilisii ve bakteriyal simbiyontlar ile olan
iligkilerdeki bu benzerliklerin daralan evrimin bir sonucu oldugunu ileri stirmiistiir.
Bu hipotezin 15181 altinda, Zhou vd. (2002) Xenorhabdus ve Photorhabdus
bakterilerince meydana getirilen ADF aktivitesinin farkli bilesiklerden olugmas1 ve
ADF liretiminin de daralan evrim siirecinde zamanla sckillenmis olmasinin

miimkiin olabilecegini belirtmistir.

Ug saat sonunda her bir kuyucukta arta kalan madde miktarlar1 hesaplandiginda
karincalarin kontrol grubundaki siikrozun tamamim tiikettigi, 24 saatlik bakteri
kiiltiiriinin - %93 ve 48 saatlik olanin ise %71’lik ksimimin tiiketildigi
belirlenmistir. Yapilan analizler 72 saatlik kiiltiirlerde de bir miktar tiikketimin
oldugunu ancak 72 saat ve sonrasindaki kiiltiirler arasinda tiiketim miktarlari
yoniinden Onemli bir fark olmadigimi gostermistir. Bakteri kiiltiirlerinin {ireme
stirelerinin artmasiyla ADF konsantrasyonunun da arttigi Zhou vd. (2002)
tarafindan belirtilmistir. Kaya vd. (1998) yaptiklar1 ¢aligmada yagmaci bir bocek
olan Pheidole megacephala (Hymenoptera: Formicidae)’nin nematodla enfekte

olup, olimiiniin iizerinden 4 giinden daha az siire gecmis olan kadavralari
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yagmaladigini belirtmislerdir. Ayni arastirmacilar nematodlarla enfekte olan
kadavralarin kulagakaganlar, hamambdcekleri ve siimiikliibocekler tarafindan
tiikketildigini dolayisiyla kadavra igindeki infektif juvenil tiretiminin durdugunu
bildirmislerdir. Bu durumun enfeksiyonun erken donemlerinde bakteriler
tarafindan iiretilen ADF miktarinin diisiik olmasindan kaynaklanabilecegini 6ne
siirmiiglerdir. Foltan ve Puza (2009), ise laboratuvarda yaptiklari ¢aligmada
konukgular1 enfekte etmede fazla miktarda nematod kullandiklarini ve bunun
nematod/bakteri kompleksi tarafindan olusturulan yagmacilar1 uzaklastirict etkiyi
artirmig olabilecegini, oysa bu etkinin dogal ortamlarda daha zayif olabilecegi ve
dolayisiyla nematodlarin yagmacilar tarafindan siklikla tiiketilecegini ileri
stirmiiglerdir. Elde edilen tiim veriler ADF maddesinin nematodlar degil
mutualistik bakteriler tarafindan tiretildigini ve bu etkinin goriilebilmesi igin belirli
bir siire gegmesi gerektigini gostermektedir. Bu maddenin sentezinin diger
sekonder metabolitlerin sentezinde oldugu gibi bakterilerin durgunluk fazinda
sentezleniyor olmas1 muhtemeldir. iste bu nedenle iiremenin erken dénemlerinde
kuvvetli bir ADF aktivitesi ortaya ¢ikmiyor olabilir. Ancak burada sorulmasi
gereken baska bir soru vardir: Neden enfekte kadavralarda bu etki 48 saatten
itibaren goriilmeye baglaniyor iken, bakteri kiiltiiriinde bu siire daha geg¢ (72-96
saat) olmaktadir? Kadavra igerisindeyken bakterilerin bu maddeyi daha kisa siire
icerisinde sentezlemesine yonelik bir baski mi1 olugmaktadir? veya bu madde
konuk¢u bocegin immiin sistemini alt etmek igin bakteriler tarafindan salinan
toksinlerle birlikte salinan bir madde oldugundan konukgu igerisindeki salinim hizi
daha m1 ¢abuk olmaktadir?

ADF maddesinin farkli arthropod gruplar iizerindeki etkilerini arastirmak iizere
yabanarilar1 ve les sinekleriyle de c¢alismalar ylriitilmistir. Bakteri
stipernatantlar1 emdirilen ciger parcalarini higbir sekilde tercih etmeyen arilar, E.
coli bakteri kiiltiiriiniin siipernatantt emdirilmis olan ciger parcalarmin ve suda
bekletilmis cigerlerin tamamini tiikketmiglerdir. Diger deney diizeneginde ise les
sineklerinin et parcalari iizerine yumurta koyma davranislari incelenmistir.
Photorhabdus siipernatantt emdirilmis olan et parcalarina hi¢ bir sinek yumurta
birakmazken kontrol grubunda yer alan et parcasinin alt kisimlarina ¢ok sayida
yumurta birakmiglardir. Yapilan gozlemlerde hem yabanarilart hem de les

sineklerinin ciger ve et parcalarinin {izerinde gezindikleri ve daha sonra
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Photorhabdus stipernatanti olmayan pargalar1 belirleyerek o pargalardan uzak

durduklart goriilmiistiir.

ADF maddesinin yiiksek sicakliga ve basinca dayanikliliginin test edildigi
otoklavlanmug kiiltiirlerle yapilan karinca denemelerinde otoklavlanmadan 6nceki
sonuglarla ayni olan veriler elde edilmesi bu maddenin yapisinin sicaklik ve

basingla bozulmadigini gostermistir.

Tim veriler birlikte degerlendirildiginde ADF maddesinin entomopatojenik
nematodlarin mutualistik bakterileri tarafindan iiretildigi, bu maddenin hiicre
disina salindig (siipernatantta etkisi ¢cok yiiksek), otoklavlandiginda dahi yapisinin
bozulmadigi ve bakteri kiiltiirii eskidik¢e (en azindan 16 giine kadar) bu maddenin
etkinliginin arttig1 anlasilmistir. Entomopatojenik nematodlarin hayat dongiileri
g6z oniine alindiginda konukguya ve sicakliga (Stuart vd., 2006) bagli olarak
degismekle birlikte oda sicakliginda steinernematidlerin ortalama 7-9 giinde,
heterorhabditlerin ise 12-14 giinde dongiilerini tamamlayarak yeni nesil infektif
juvenillerin ¢ikis yaptiklart bilinmektedir (Kaya ve Stock, 1997). Bu nedenle
bakteriler tarafindan fliretilen ve kadavrayr yagmacilarin istilasindan koruyacak
olan ADF gibi bir maddenin etkinligini ¢ok kisa siire igerisinde gdstermeye
baslamasi ve nematod gelisimlerinin tamamlanip yeni nesil infektif juvenillerin
cikisina kadar da bu etkinin devam etmesi mantikli goriilmektedir. Zhou vd.
(2002)’de karincalarla yaptiklar1 benzer ¢alismalar sonucunda ADF maddesinin
0.45um por capli milipor filtreden gegirilmis bakteri siipernatantinda varligini
stirdiirmesinden dolay1 hiicre dis1 bir madde olabilecegini, otoklavlandiginda dahi
aktivitesini kaybetmedigi i¢in ise protein tabiatinda bir madde olamayacagini ileri
stirmiiglerdir. Photorhabdus bakterileriyle yapilan detayli ¢aligmalar sonucunda bu
bakterilerin ¢ok sayida diigiik molekiil agirlikli ikincil metabolitler iirettigi
belirlenmistir. Bunlar arasinda o6zellikle stilbenler ve antharaquinon’larin (AQ)
oldukca basit yapili bilesikler olmasina ragmen kompleks ekolojik roller
iistlendikleri ve alisilmisin disinda bir biyosentez {iriinii olduklar1 rapor edilmistir
(Bode, 2009). Bu iki bilesikten AQ’lar Cy4 Hg O, ile formiile edilen aromatik bir
organik bilesiktir ve 9,10-antharaquinon tohumlar iizerine kuslar1 uzaklastirmak
amaciyla verilmektedir (http://en.wikipedia.org/wiki/Antharaquinone). AQ’lar
bitkiler, funguslar ve bakterilerin genel metabolitleridir. Photorhabdus
bakterilerince {iretilen bu bilesigin karinca ve kuslar gibi potansiyel predatorleri
enfekte kadavradan uzak tutan madde olarak Onemli bir role sahip oldugu ve
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Gram-negatif bakterilerde bulunan tip II PKS genleri tarafindan sentezlendigi
bildirilmistir. Ancak Xenorhabdus bakterileriyle yapilan ¢aligmalarda ¢ok sayida
ikincil metabolit tanimlanmis olmasina ragmen AQ’larin varligina rastlanmamaistir
(Bode, 2009). Bu durumda ya Xenorhabdus’larda AQ’larin varligi tespit
edilememis ya da bu bakterilerde ADF etkisini gosteren baska bir molekiil
bulunmaktadir.

ADF iiretimi mutualistik bakterilerin tirettigi antibiyotikler ve toksinler gibi diger
bilesikler listesine eklenmelidir. Bunlara ilaveten liyofilize ederek test ettigimiz
bakteri kiiltiirlerinin de ADF aktivitesi gostermeleri gelecekte farkli uygulama
alanlarinin dogmasina yol agabilecek bir bulgudur.

Bu caligmalar sonucunda karinca uzaklastirici faktor (ADF) yerine yagmact
uzaklastirict faktor (Scavenger Deterrent Factor -SDF) teriminin kullanilmasi
belki daha dogru olacaktir.
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5.2. Entomopatojenik Nematodlarin Cizgili Pamuk Yaprak Kurdu
Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae)’ya Kars1 Biyolojik
Miicadelede Kullamlmasina Yonelik Arastirmalar

Cim alanlarda 6nemli zarara neden olan S.exigua larvalarina karsi yiiriitiilen
caligmalarda kullanilan 4 farkl Steinernema (S. carpocapsae, S. feltiae, S. weiseri
ve S. glaseri) ve 2 Heterorhabditis tiriiniin (H.bacteriophora ve Heterorhabditis
sp.) hepsi oldukca yiliksek bir virulans gostermistir. Kapakli plastik kaplarda
yiiriitiilen ¢aligmalarda test edilen tiim nematod tiirlerinin ilk 72 saat igerisinde S.
exigua larvalarmin tamamin (% 100) oldiirdiikleri tespit edilmistir. Lepidopter
larvalarimin entomopatojenik nematod enfeksiyonlarina son derece duyarli canlilar
olduklar bilinmektedir (Grewal vd., 2005). Bu nedenle diinyanin pek ¢ok yerinde
bu familyadaki zararli tiirlere karsi entomopatojenik nematodlar basariyla
kullanilmaktadir. Capinera vd. (1988) farkli steinernematid ve heterorhabdit
izolatlarmi yine bir noctuid olan Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae)’a karsi
laboratuvarda ve alanda test etmistir. Yapilan ¢alismada S. feltiae Meksika ve S.
feltiae Kapow izolatlar1 ile S. bibionis (bu tir S. feltiae’nin sinonimi kabul
edilmistir.) ve H. heliothitidis (bu tiir daha sonra H. bacteriophora olarak
tanimlanmugtir) tirleri kullanilmistir. Arastirmacilarin laboratuvar denemelerinde
nematodlar petriler igerisinde filtre kagidi ve toprak bulunan 2 farkli ortama bir
miktar su ile uygulanmistir. S. feltiae tiirli 48 saat igerisinde en yliksek larva
Olimiine sebep olmustur. S. feltiae Kapow izolatmin filtre kagidi grubunda
larvalarin %70’ini, i¢erisinde toprak bulunan petrilerde ise %90’ o6ldiirerek test
edilen nematodlar arasinda en etkili izolat oldugu rapor edilmistir. Bir bagka
caligmada ise Rosa ve Simoes (2004) Azor Takimadalarindan izole ettikleri 28 H.
bacteriophora izolat1 ile S. carpocapsae ve S. glaseri tiirlerini bu adalarin mera ve
cayirlarinin en dnemli zararlis1 Pseudaletia unipuncta (Lepidoptera: Noctuidae)’ya
kars1 laboratuvarda test etmislerdir. Elde ettikleri sonuglar dogrultusunda sectikleri
H. bacteriophora’nin 2 farkli izolat1 ile S. carpocapsae’yi alandaki saksi
denemelerinde kullanmislardir. Laboratuvar denemeleri sonucunda test edilen
nematodlarin P. unipuncta larvalarini ilk 48 saat sonunda %0 ile %92,5, 96 saat
sonunda ise %32,5-100 arasindaki oranlarda dldiirdiigiinii belirlemislerdir. Ancak
saks1 denemelerinde gozlemledikleri larva oOliim oranlart H. bacteriophora
izolatlart i¢in %45 ve %20, S. carpocapsae tiri ig¢in %30’dur. Wetchayunt vd.
(2009) Tayland’dan elde edilen yeni tir Steinernema siamkayaii ile S.
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carpocapsae ve S. riobrave’yi Spodoptera litura’ya kars1 laboratuvarda test
etmistir.  S. siamkayaii’nin diger iki tiire gbre daha virulent (%100) oldugunu
bildirmislerdir. Kisa siirede goriilen yiiksek 6liim oranlarinin zaten nematodlara
duyarli olan konukgu S. exigua’nin dar alanda infektif juvenillerden kagamamasi
ve laboratuvar kosullarinin (sicaklik, nem vb.) nematodlar i¢in optimum
olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Laboratuvar kosullart altinda
gozlemlenen yiliksek virulansin siklikla alan denemelerine yansimadig
bilinmektedir (Georgis vd., 2006).

Doku kiiltiir kaplarinda test edilen tiim nematod tiirleri S. exigua larvalarimi %100
oraninda 6ldiirmiis olmasina ragmen, laboratuvarda yiiriitiilen alan denemeleri igin
S. carpocapsae ve Heterohabditis sp. (otel izolatl)) kullanmilmistir. Cilinki S.
carpocapsae tiiriniin larva oldiirme siiresinin diger tiirlere goére daha kisa
bulunmustur. Ayni zamanda lepidopter larvalarina karsi olduk¢a yiiksek virulans
gosteren bir tiir olarak bilinmektedir (Georgis vd., 2006). Heterorhabditis sp. ise S.
exigua larvalarinin yogun olarak bulundugu otel bahgesinden elde edilen dogal
izolat oldugu igin segilmistir. Laboratuvarda 30x30 cm’lik ¢im alanlar {izerinde
yapilan denemeler sonucunda S. carpocapsae tiirii S.exigua larvalarinin %77 sini
¢im alan igerisinde bulup enfekte etmis, bu oran Heterorhabditis sp.” de ise %29
oraninda kalmigtir. Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae) tiiriine kars1 simdiye
kadar yapilan calismalarda da en etkili iki tirin H. bacteriophora ve S.
carpocapsae oldugu ancak H. bacteriophora’nin bu zararl ile miicadelede ¢ok
tatmin edici sonuglar (%62) vermedigi fakat S. carpocapsae’nin (%95) oldukca
basarili oldugu bildirilmistir (Georgis vd., 2006; Shapiro-Ilan vd., 2002). Benzer
sekilde Buhler ve Gibb (1994) ¢im bitkisi ekili alanlarda A. ipsilon larvalarina
karsi miicadelede S. carpocapsae ve S. glaseri tirleriyle uygulama yapmustir.
Calismalarinda nematodlar1 sulu siispansiyon halinde uygulamislardir. Sonug
olarak bir ambusher olan S. carpocapsae’nin (>%90) hizli ve etkili bir kontrol
sagladigini, ancak bir cruiser olan S. glaseri’nin (%70) ise o diizeyde etkili
olamadigimi bildirmislerdir. Nematodlarin konuk¢u bulma stratejilerinde farkl
yollar kullanmalar1 bu durumun olas1 nedenlerinden birisi olabilir. S. carpocapsae
tiirii aktif olarak hareket eden konukgular enfekte etmeye uygun otur-bekle
“ambusher” tipinde bir avlanma stratejisine sahiptir (Koppenhdofer ve Kaya, 1996).
Bu tiir kuyrugu iizerinde kalkip etrafini algilama (nictation) ve sigrama yetenegine
de sahip oldugundan g¢evredeki hareketli konukculara kolayca ulasabilmektedir
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(Campbell vd., 2003; Georgis vd., 2006; Griffin vd., 2005). S. carpocapsae’nin
virulansindaki yiiksekligin bir bagka nedeni ise bu tiirlin toprak profili igerisinde
yiizeye yakin bolgede yerlesmesi ve burada bulunan konukgulari enfekte etmesi
olabilir (Campbell vd., 1996). Ciinkii S. exigua larvalari spor sahalarinda, golf
alanlarinda, parklarda vb. yerlerde ylizey Ortiisii olarak kullanilan otsu bitki ve
¢imlerin hemen altinda bulunmaktadir. Giindiizleri burada saklanan larvalar gece
havanin kararmasiyla birlikte ylizeye c¢ikip yesil aksamla beslenmektedir
(Capinera, 2008). Sarigermede’ki otel bahgesinden izole edilen Heterorhabditis
sp.’nin ¢im alan denemelerinde S. exigua larvalarini %29 gibi diisiik oranda
Oldiirmesi bu tiiriin “cruiser” olarak adlandirilan konukg¢u arama davranisiyla
iligkili olabilir. Clinkii Heterorhabditis tiirleri topragin i¢ kisimlarina yerlesen ve
fazla hareketli olmayan larvalar1 bulmaya adapte olmuslardir (Georgis vd., 2006).
Bu nedenle kullanilan Heterorhabditis sp. topragin yiizey kisminda yerlesen S.
exigua larvalarim S. carpocapsae kadar etkin sekilde bulup enfekte edememis
olabilir. Heterorhabditis sp.’nin otel bahgesindeki alanda dogal olarak
bulunmasina ragmen, yukarida saydigimiz nedenlerden dolay1 S. exigua larvalarini
baski altina alamadig1 ve bolgedeki zararli populasyonunun bu yiizden ¢ok fazla

oldugunu diisiinmek olduk¢a mantikli gériinmektedir.

Entomopatojenik nematodlar (Steinernema spp. ve Heterorhabditis spp.) genis bir
konuk¢u dagilimlar1 olan ve bilinen piiskiirtme yontemleriyle kolayca
uygulanabilen organizmalardir. Bu nedenle ¢ayirlik alanlarda ve meralardaki
zararlilarin miicadelesinde olduk¢a uygundurlar (Klein vd., 2007). S. exigua ile
ayni familyadan olan A. ipsilon tim diinyada golf sahalarinda ve yesil alanlarda
stirekli problem olan bir tiirdiir. Amerika Birlesik Devletlerinde pek ¢ok organik
fosforlular ve sentetik piretroidler, carbaryl ve biyolojik pestisit Halofenozid ve
Spinosad bu zararhinin kontroliinde kullanilmaktadir. Diger {ilkelerde ise bu
zararliya karst kullanilan kimyasallar iilkelere gore degisiklik gostermektedir
(Georgis vd., 2006). Bununla beraber halk sagligi, boceklerin direng gelistirmesi,
hedef olmayan canlilar {izerine olumsuz etkiler ve pestisitlerin biyolojik bozulmay1
artirmast kimyasal kullanimindan alternatif miicadele yontemlerine gegilmesi
yoniindeki baskiyr artirmistir (Buhler ve Gibb, 1994). Calisma sonucunda elde
edilen veriler denemelerde kullandigimiz S. carpocapsae tirinin S. exigua
larvalariyla miicadelede Onemli bir potansiyel tasidigini gostermistir. Biiyiik

Olgekli alan uygulamalariyla yapilacak testlerin ardindan S. carpocapsae tiri
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entomopatojenik nematodlar S. exigua larvalarina karst biyolojik miicadele

organizmalar1 olarak kullanilabilecektir.

5.3. Entomopatojenik nematod Kkiiltiirlerinin muhafaza edilmesinde
kullanilan hiicre kiiltiir kaplarina alternatif yeni bir saklama kabi

Ozellikle nematodlarla ¢aligmaya yeni baslayan ve yeterli donanimi bulunmayan
laboratuvarlarda, izole edilen infektif juvenillerin saklanmasi biiyiik bir sorundur.
Doku kiiltiir kabi1 bulunmayan yerlerde cam beher veya erlenler igerisinde
tutulmaya calisilan nematodlar ise kisa silire igerisinde canliliklarini
yitirmektedirler. Bazen biylik bir bolge hatta lilke ¢apinda gergeklestirilen
izolasyon ¢aligmalarinda elde edilen ¢ok sayidaki nematod izolatlarinin ayr ayr
saklanmasi i¢in biiyiik miktarlarda doku kiiltlir kabina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
da bilim insanlarina biiyiik bir ekonomik yiik getirmektedir.

Entomopatojenik nematodlar bilimsel ¢aligmalarda kullanilmak {izere diinyadaki
pek cok laboratuvarda igerisinde steril distile su bulunan farkli boyutlardaki doku
kiltir kaplarinda 5-15 °C arasindaki inkiibatorlerde stok kiltiirler seklinde
saklanmaktadir (Kaya ve Stock, 1997).

Farkli ortamlarda infektif juvenillerin canliliklarint muhafaza ederek uzun siire
saklanmalar iizerine yapilan ¢aligmalar daha ¢ok kitle {iretimi sonucu elde edilen
nematodlarin formulasyonlarma yonelik olmustur. Bunlar; 1) Nematodlar aktif ve
hareketli olarak depolayan silinger veya vermikiilit yiizeyler. 2) Nematodlarin
aktivitelerini azaltan ancak tamamen hareketsiz birakmayan aljinat jel ortamlar
veya sivi  konsantrasyonlar. 3) IJ’leri kismen wuyku haline sokarak
metabolizmalarini yavaglatan, icerisinde su igermeyen poliakrilamit jeller, pudra,
graniil ve suda ¢6ziinebilir graniiller gibi formulasyonlardir (Bedding, 1984; Chen
ve Glazer, 2005).

Bu tez ¢alismasi sonunda elde edilen veriler ve yapilan istatistiki degerlendirmeler
Tetra pak yapili meyve suyu kutularinin entomopatojenik nematod kiiltiirlerinin
saklanmasinda polistiren yapidaki doku kiiltiir kaplarma iyi bir alternatif olacagim

gostermistir.
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Nematod kiiltlirlerinin saklanmasinda doku kiiltiir kaplar1 ile tetra pak yapili
meyve suyu kutularinin karsilastirildigi bu ¢alismada 10 ve 15 °C’lik sicakliklarda
11 ay siireyle tutulan infektif juvenillerdeki canlilik oranlart her iki saklama kabi
grubunda ortalama olarak %90’1n iizerinde bulunmustur. 10°C’de meyve suyu
kutularindaki infektif juvenillerin ortalama canlilik oranlart %97, hiicre kiiltiir
kaplar1 igin %95 olarak tespit edilmistir. Meyve suyu kutusundaki infektif
juvenillerin canliliklar1 11 ay boyunca giderek azalan bir egilim gosterse de
%93’1lin altina hi¢ inmemistir. Caligmanin 15°C’de yiiriitillen kisminda da benzer
sekilde infektif juvenillerin canliliklart her iki saklama kabi grubunda birbirine
yakin degerlerde Olcililmiistiir. Hiicre kiiltiir kabindaki infektif juvenillerin
canliliklarinda 9. aydan itibaren ani bir diisiis olmustur. En diisiik ortalama deger
(%74,66) 11. ayda yapilan son kontrolde elde edilmistir. Oysa meyve suyu
kutularinda canlilik oram1 11. ay sonunda %95 oraninda bulunmustur. Her iki
sicaklik derecesinde elde edilen toplam ortalama canlilik oranlar1 birbirine ¢ok
yakin olmasina ragmen meyve suyu kutularindaki canlilik oranlari hiicre kiiltiir

kaplarindaki orana kiyasla istatistiksel olarak fazla bulunmustur.

Hass vd. (2001), 25 ml ¢esme suyu icerisinde 16000 infektif juvenil bulunan 9
cm’lik petri kaplart iginde nematodlarin canlilik oranlarini belirlemiglerdir. Bu
caligmada Avrupa kitasindan izole edilmis li¢ Heterorhabditis tiirline (H. megidis,
H. downesi, H. bacteriophora) ait 10 izolat 20°C’de 180 giin boyunca izlenmistir.
Kullanilan izolatlarin 7 tanesi 147 giin sonunda tamamen Olmiistiir. Bununla
beraber 180 giinliik bu zaman diliminde H. bacteriophora HI izolat1 %18.4, H.
downesi S29 ve H. megidis UK211 izolatlar1 ise %?2-3 oranlarinda canliliklarini
koruyabilmistir. Test edilen izolatlar arasinda infektif juvenil populasyonun
yarisinin canli oldugu oran (STso) en yiiksek H. bacteriophora HI izolatindan
(98.8 giin) elde edilmistir. Arastiricilar infektif juvenillerin 6liim nedenlerinin
aclik oldugunu ve bunu nematodlarin viicutlarindaki yag rezervlerinin tiikkenmesi
sonucu ortaya c¢ikan seffaf goriintiiden anladiklarini belirtmiglerdir. Aym
arastirmacilar infektif juvenillerin toprakta canli kalabildikleri siireleri de
incelemis, en iyi sonucu yine H. bacteriophora HI izolatindan elde edince, arada
bir korelasyon kurmus ve bir nematodun toprakta canli kalma potansiyelini
anlayip en iyi olami secebilmek icin ¢esme suyundaki canlilik oranlarmin o6lgiit
olarak kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir. Cesme suyu kullanilarak yiiriitiilen bir

baska caligmada ise H. megidis tiriiniin 8 izolatinin hayatta kalma siireleri ve
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aktivitelerindeki degisiklikler izlenmistir. Deneyler, igerisinde 10 ml ¢esme suyu
ve 5000 infektif juvenil bulunan 5 cm’lik petri kaplar1 kullanarak yiiriitiilmiistiir.
FElde edilen sonuglar 20°C’de 14 hafta boyunca takip edilen izolatlarn canlilik
oranlarinin ilk 5 hafta icerisinde % 80’nin, 10. haftada ise % 30’un altina indigini
gostermistir. Sadece bir izolatin (EU17) canlilik oraninin 5. haftada 990, 10.
haftada %70 oldugu rapor edilmistir (Fitters ve Griffin, 2006). Bu arastirmacilar
da Hass vd. (2001)’de oldugu gibi zamanla infektif juvenillerin viicudunun
transparent hale doniistiigiinii ve bunun yag rezervlerindeki tilkkenmeyi gosterdigini
belirtmislerdir. Burada ilk neden olarak gosterilen aghigin disinda nematodlarin
boy uzunluklarinin da hayatta kalmada etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Farkli
boy uzunluguna sahip olan nematodlar arasinda uzun olanlarin daha fazla yag
depolayabildikleri i¢in kisa olanlara gore daha uzun siire canli kalabildikleri
belirtilmistir. Soguk iklim sartlarinda canlilarin viicutlarina daha fazla yag
depoladiklar bilinmektedir. Hazir vd. (2001) yaptiklar1 ¢alismada diisiik sicaklikta
uretilen S. feltiae infektif juvenillerinin yiiksek sicakliktakilere oranla daha uzun
olduklarini belirtmiglerdir. Atkinson (1980), canlilarin viicudu biiyiidiikge solunum
hizlarinin diistiigiinii rapor etmistir. Ancak Hass vd. (2001) yaptiklar1 ¢alismada
boy uzunlugu kisa olan H. bacteriophora (512-671 um)’nin daha uzun boylu olan
H. megidis (736-800 um)’ten (Adams ve Nguyen, 2002) daha uzun siire canli
kaldigim1 rapor etmistir. Fitters ve Griffin (2006) nematodlarin farkli temel
metabolizma hizlarina sahip olduklarini ve depoladiklar yag tiiketim hizlarinin da
tiirler arasinda hatta ayni tiiriin farkli izolatlar1 arasinda dahi degisebilecegini 6ne
stirmiiglerdir. Bir populasyondaki bireyler arasinda matabolizma hizinin farklh
olabilecegini ve bu nedenle bazi bireyler saklama kaplarinda digerlerine gére daha
kisa siirede 6ldiigiinii belirtmislerdir. Sicakligin metabolizma hizi iizerinde etkili
bir faktor oldugu da bilinmektedir. Hass vd. (2001) ve Fitters ve Griffin (2006)’nin
bulgulart bu c¢alismada elde edilen bulgularla karsilastirildiginda infektif
juvenillerin hayatta kalma siireleri arasinda biiyiik fark oldugu goriilmektedir.
Bunun olas1 nedenleri bu arastirmacilarin; 1) saklama kabi olarak hiicre kiiltiir
kaplar1 yerine petri kaplarin1 kullanmis olmasi, 2) steril distile su yerine ¢esme
suyu kullanilmis olmasi, 3) saklama sicaklig1 olarak yiiksek bir sicaklik olan 20°C
‘nin kullanilmis olmasi 4) kullanilan tiir ve/veya izolatlarin farkli olmasi sayilabilir
(Fitters ve Griffin, 2004, 2006).
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Baska bir ¢aligmada Strauch vd. (2000), 600 ml’lik doku kiiltiir kaplar1 igerisine
20000 infektif juvenil/ ml konsantrasyonlu olacak sekilde toplam 25 ml Ringer’s
soliisyonu eklemistir. Iki farkli Heterorhabditis tiiriiniin (H. bacteriophora ve
Heterorhabditis indica) bu ortamdaki canliliklarini 7 farkli sicaklik derecesinde (5,
7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25°C) 150 giin siireyle takip etmistir. H. indica’nin canliligini
en uzun siire (125 giin) 15°C’de muhafaza ettigi, 5°C’de ise kisa siirede (25
giinde) oldigii gozlenmistir. Yiiz yirmisekiz giin sonunda ise tim H. indica
infektif juvenilleri Olmiistiir. Bu c¢alismada kullanilan H. bacteriophora’nin
7.5°C’de en yiiksek canlilik oranina sahip oldugu ve 125 giin sonra bile bireylerin
%80’ninin canli oldugu gozlenmistir. Ancak 25°C’deki H. bacteriophora kiiltiirii
kisa siirede (50 giin) canliligin1 kaybetmistir. 10°C’de H. bacteriophora tiiriiniin
infektif juvenillerinin canliliklar1 125 giin boyunca siirekli bir azalma gostermistir.
Ancak bu siire sonunda %40’1n altina inmemistir. 15°C’de ise 80. giine kadar %70
civarindaki canliliklar1 daha sonra hizla azalmaya baslamistir. 125 giinde canlilik
orani %20’ye diismiistiir. Bu ¢alismada kullanilan H. bacteriophora tiiriine ait 10
ve 15°C’lerdeki sonuglari kendi bulgularimizla karsilagtirdigimizda infektif
juvenillerin canlilik oranlarmin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Cilinkii doku
kiiltiir kaplariyla yapilan bu galismadaki 125 giin sonucuna gore 10°C’de %98,
15°C’de ise %97 oraninda canlilik tespit edilmistir. iki ¢alisma arasindaki farkin
muhtemel nedenleri bu calismada steril distile su kullanilmis olmasi; Strauch’un
ise igerisinde tuz ihtiva eden Ringer’s soliisyonu kullanmis olmasi ve bu ¢alismada
kullanilan nematod konsantrasyonunun 2000 IJs/ml olmasina ragmen diger
arastirmacilarin = bunun 10 kati yogunlukta nematod konsantrasyonu

kullanmasindan kaynaklanmis olabilir.

Koppenhofer ve Kaya (1999) 75 ml’lik hiicre kiiltiir kaplarinda 15 ml 1000
IJs/ml’lik konsantrasyonlar halinde depolanan Steinernema rarum infektif
juvenillerini 4 farkli sicaklik derecesinde (5, 10, 15 ve 25°C) 24 hafta boyunca
nematodlarin canliliklar1 ve infektivitelerindeki degisimleri izlemislerdir. Calisma
sonunda sicakligin nematodlarin canlilig1 {izerinde ciddi olarak etkisi oldugunu
25°C’de tutulan nematodlarin 16. haftadan itibaren ¢ok hizli sekilde Slmeye
basladigim1i ve 24. haftada canlilik oraninin %50’nin altina distiigiini
belirtmislerdir. 5°C’de ise canlilik 2. haftadan itibaren 6nemli dl¢iide azalmaya
baslamugtir. S. rarum igin en uygun saklama derecesinin 15°C oldugu ve 6 aylik

stire boyunca nematodlarin canliliginda hicbir azalma goriilmedigi vurgulanmistir.



102

Bu sicaklik derecesinde 18 ay saklanan infektif juvenillerin %95’ten fazlasinin
canliligm siirdiirdiigii ve infektivitelerinin devam ettirdikleri belirtilmistir.
10°C’de saklanan nematodlarin ise 6. haftaya kadar canliliklarinda bir azalma
goriilmedigi ancak bu haftadan itibaren bir diislisin basladigi belirtilmistir.
Calismalarinda kullandiklart tiiriin farkli olmasina ragmen bu arastirmacilarin
ulastigi sonuglar bu ¢alismada elde edilen sonuglara benzemektedir. H.
bacteriophora tirii ile yaptigimiz calismada 6 ay sonucunda elde ettigimiz
bulgular hem 10 hem de 15 °C i¢in nematodlarm %95’in iizerinde canliliklarini

stirdiirdiigii yoniindedir.

Boff vd. (2000) hiicre kiiltlir kaplarim1 kullanarak yaptigi ¢alismada H. megidis
tiirliiniin 70 giin boyunca canlilik oranlarina, infektivitelerine, ireme kapasitelerine,
kadavradan ¢ikig siirelerine ve yeni nesil infektif juvenillerin boy uzunluklarina
bakmistir. Cesme suyu icerisinde 4500 IJ/ml konsantrasyona sahip 30ml’lik
stispansiyonlar halinde sakladig1 infektif juvenilleri dort farkli sicaklik derecesinde
(5, 10, 15, 20°C) 10 hafta takip etmistir. Zaman gegtikce diisiik (5°C) ve yiiksek
(20°C) sicakliklardaki siispansiyonlarda bulunan canli nematod sayisinin,
infektivitenin ve ilireme kapasitesinin azaldigi gozlenmistir. 10 ve 15°C’de 10
hafta sonunda infektif juvenillerin %90’1n iizerinde canliliklarint korudugu tespit
edilmistir. Ancak 5 ve 20°C’de birinci haftadan itibaren nematodlarin
canliliklarinda azalma baglamistir. Sonug olarak H. megidis i¢in en iyi saklama
sicakliginin 10 ve 15°C’ler oldugunu ileri slirmiislerdir. Selvan vd. (1993),
Heterorhabditis ~ kiltiirlerinin ~ saklama  sirasinda  canliliklarinin =~ ¢abuk
kaybetmelerinin metabolizmalarinda daha yiiksek oranda bulunan doymamis yag
asitlerinden kaynaklandigin1 ileri silirmiigtiir. Bununla beraber otur-bekle
stratejisini kullanan tiirlerin (S. carpocapsae, S. rarum vb.) konukcusunu aktif
arayan tiirlere gore (H. bacteriophora) daha uzun canli kalabildikleri belirtilmistir.
Gaugler ve Campbell (1991) ise H. bacteriophora infektif juvenillerinin aktif
olarak konukgu aramasi nedeniyle S. carpocapsae’ye gore daha fazla enerji
harcadigini belirtmistir. Yiiriitiilen bu ¢alismada nematodlarin viicutlarinin genel
goriintiisiiniin zaman igerisinde seffaflagtigi fark edilmistir. Uygun sicaklik
derecesi ve yeterli oksijen iceren su ortaminda saklanan nematodlarin 6liim sebebi
enerji rezervlerinin tikenmesinden kaynaklanan aclik oldugu, ozellikle

viicutlarinda depoladiklari yaglarin tiilkenmesi sonucu suda bekletilen infektif
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juvenillerin 6lmeden 6nce oldukga seffaf hale geldigi bilinmektedir (Koppenhdfer
ve Kaya, 1999).

Fitters ve Griffin (2004) H. megidis’in 3 izolatinin 20°C’de saklanmasi esnasinda
aktivitelerindeki, infektivitelerindeki, enerji rezervlerindeki ve canliliklarindaki
degisiklikleri 10 hafta siiresince gdzlemlemislerdir. Ikinci haftadan itibaren
izolatlarin  infektivitelerinin kademeli bigimde azaldigini  bildirmislerdir.
Arastirmacilar lipit, karbonhidrat (6zellikle glikojen) ve proteinlerin infektif
evreye gecmeden viicutta biriktirildigi ve bekleme esnasinda enerji kaynagi olarak
kullanildigin1 belirtmislerdir. Ozellikle lipitlerin ana enerji kaynagi olup infektif
juvenilin viicut agirhigmin %32-49’unu meydana getirdigini, lipitler tilkendiginde

aktivite ve infektivitenin diistiigiinii tespit etmislerdir.

Bu c¢aligmada 10 ve 15°C’de tutulan infektif juvenillerin zaman igerisindeki
larvalar1 oldiirme oranlarindaki degisimlere bakildiginda, 10°C’de hem meyve
suyu kutularinda hem de hiicre kiiltiir kaplarinda bekletilen infektif juveniller igin
infektivitede belirgin bir azalma gézlenmemistir. Her ikisi i¢inde 11 ay sonunda
ortalama infektivite oranlar %98 olarak tespit edilmistir. 15°C’de yiiriitiilen
caligmalarda meyve suyu kutusundaki nematodlarin infektivitelerinde 11 ay
boyunca %90’dan daha asag1i bir infektivite gozlenmezken; hiicre kiiltlir
kaplarindaki infektif juvenillerin infektiviteleri 10 ay boyunca %90’1n iizerinde
seyretmis, ancak 11. ayda hizl bir diisiisle %76’ya gerilemistir.

Boff vd. (2000) tarafindan 10 hafta boyunca yiiriitiilen ¢aligmada en yiiksek
infektivite degerleri (%80’den fazla) 5, 10 ve 15°C’de ortaya ¢ikmustir. 20 ve
25°C’lerde ise infektivitenin 6. haftadan itibaren hizla diistiigli belirtilmistir.
Benzer bir ¢aligmay1 Griffin (1996) Tenebrio molitor larvalar kullanarak Kuzey
Bati Avrupa’dan izole edilen Heterorhabditis sp. UK211 izolat1 ile yapmustir.
Izolatn iki farkli sicaklik derecesinde patojenitesindeki degisimi takip etmistir.
20°C’de 5 hafta, 9°C’de 15 hafta boyunca saklanan kiiltiirlerin infektiviteleri
haftalik olarak kontrol edilmistir. Caligmanin hemen basinda enfekte edilen T.
molitor larvalarinin 6liim oranlarinin diisiik oldugu ancak 9°C grubunda infektif
juvenillerin infektivitelerine bagli olarak larva olimlerinin 15. haftaya kadar
kademeli olarak arttigini bildirmistir. 20°C’de ise Oli larva oranlarinin 1-5.
haftalar arasinda birbirine yakin degerlerde seyrettigi, daha sonra diisiise gectigini

bildirmistir. Bu durum diisiik sicakliklarda metabolizma hiz1 yavasladigindan
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enerji rezervleri daha fazla olan infektif juvenillerin konukgularini enfekte etmede
daha basarili olduklar1 yoniinde agiklanmaktadir (Wright vd., 1999; Fitters ve
Griffin, 2006).

Larva igerisine giren nematod sayilarina bakildiginda bu c¢aligmada elde edilen
sonuglar diizenli bir yiikselme ya da azalma gdstermemis, zamanla degisen
dalgalanmalar meydana gelmistir. Baska Steinernema ve Heterorhabditis
tiirleriyle ¢caligma yapan arastirmacilar da benzer sekilde grafikler elde etmislerdir
(Fan ve Hominick, 1991; Griffin, 1996). Koppenhdfer ve Kaya (1999) yaptiklari
calismada S. rarum’un infektivitesinin zaman igerisinde U-egrisi seklinde veya
dalgali bir model sergiledigini belirtmislerdir. Griffin (1996) bu durumu art arda
gelen iki siirecle agiklamaya ¢alisan bir hipotez ileri stirmiistiir. Bunlar, belirli bir
1s1 araliginda meydana gelen olgunlagma siireci ve sogugun etkisiyle gegici olarak
infektivitede azalma ve daha sonra tekrar normale donme olarak aciklanmistir.
Ancak Koppenhofer ve Kaya (1999) oOne siirillen “olgunlagma” fikrini
desteklememistir. Clinkii baslangigtaki infektivite ile en yiiksek seviye arasindaki
farkin istatistiksel olarak 6nem tasimadigini belirlemislerdir. Ayni arastirmacilar
Griffin (2006) tarafindan One siiriilen hipotezdeki ikinci fikri yani sogugun
etkisiyle gecici olarak infektivitede azalma olabilecegi yoniindeki aciklamay1
desteklemislerdir. Bizim elde ettigimiz sonuglar da Koppenhofer ve Kaya (1999)

da oldugu gibi “olgunlagma‘ fikrini desteklememektedir.

Sonug olarak iki farkli nematod saklama kabi karsilastirildiginda, meyve suyu
kutularinda bulunan infektif juvenillerin canlilik oranlarinin hiicre kiiltlir kaplarina
oranla daha fazla oldugu belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina
gore aradaki bu farkin 6nemli oldugu belirlenmistir. Bir bagka veri olan larva 6liim
oranlarina bakildiginda ise her iki saklama kabindan elde edilen degerlerin aym
oldugu ve dolayisiyla aralarinda istatistiki bir farkin da olmadigi belirlenmistir.
Son olarak larva igerisine giren nematod sayilart kiyaslandiginda, aralarinda
istatistiki bir fark olmamasina ragmen, yine meyve suyu kutularinda muhafaza
edilen infektif juvenillerin oransal olarak daha fazla sayida larva igerisine giris
yaptig1 goriilmiistiir. Meyve suyu kutularmin, hiicre kiiltiir kaplarina oranla daha
iyi bir saklama kabi1 6zelligi gosterdigi belirlenmistir. Hemen her iilkede kolayca
bulunabilecek bu meyve suyu kutularinin nematodlarin muhafaza edilmesinde

aragtirmacilara biiylik kolayliklar saglayacag diistiniilmektedir.
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