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OZET

FARKLI GRUP INSEKTISITLERLE KONTAMINE OLMUS BOCEK
DOKULARININ ENTOMOPATOJEN NEMATODLAR UZERINDEKI
ETKILERININ BELIRLENMESI

Esra NALINCI

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma
Tez Danismant: Prof. Dr. Mehmet KARAGOZ
2018, 71 sayfa

Bu tez calismasi entomopatojen nematodlarm insektisitlerle bir arada
kullanildiklarinda ve kontamine bdcek dokulariyla beslendiklerinde nasil
etkileneceklerini aragtirmistir. Calismada Steinernema carpocapsae tiirline ait
nematodlar ve konukgu bdcek olarak Hyphantria cunea ve Galleria mellonella
larvalar1  kullanilmistir.  Cypermethrin, Spinosad ve Diflubenzuron aktif
maddelerinin nematodlarin canlilik oranlar1 ve infektiviteleri tizerindeki etkileri
incelenmigtir. Cypermethrin maddesine maruz kalan infektif juvellerin canlilik
oraninin %383, kontrol dahil diger tiim gruplardaki canlilik oraninmn ise %93-97
arasinda oldugu tespit edilmistir. Infektivite oranlarmna bakildiginda ise insektisit
gruplar1 arasinda ve bu gruplarla kontrol arasinda énemli bir fark olmadig: tespit
edilmistir. Ayrica, insektisite maruz kalan larvalara nematod uygulanmis ve her bir
kadavraya giren nematod sayisi, yeni nesil nematodlarin kadavradan g¢ikig
zamanlar1 ve ireyen toplam yeni nesil nematod sayilart belirlenmistir.
Diflubenzoron ile kontamine olmus kadavralarda igeri giren nematod sayis1 diger
gruplara goére Onemli oranda az bulunmustur. Ancak kadavra bagina ireyen
nematod sayilar1 ve kadavradan yeni nesillerin ¢ikis siireleri goz oniine alindiginda
gruplar arasinda fark olmadigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, entomopatojen
nematodlarla insektisitlerin bir arada kullanilabilecekleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik miicadele, Entomopatojen nematodlar,
Steinernema carpocapsae, Cypermethrin, Spinosad, Diflubenzuron






ABSTRACT

THE EFFECT OF INSECT TISSUES CONTAMINATED WITH
DIFFERENT GROUP OF INSECTICIDES ON ENTOMOPATOGENIC
NEMATODES

Esra NALINCI

M.Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet KARAGOZ
2018, 71 pages

This study investigated the effects of 3 insecticides, Cypermethrin, Spinosad or
Diflubenzuron on the survival and infectivity of entomopathogenic nematode
Steinernema carpocapsae. Also, the effect of insect tissue contaminated by
insecticides on the nematode development and reproduction was assessed.
Hyphantria cunea and Galleria mellonella larvae were used as host insects. The
survival ratio of infective juveniles was 83% for cypermethrin and 93-97% for the
other insecticides and control. Considering infectivity of the nematodes, there was
no significant difference among the treatments. In addition, entomopathogenic
nematodes were applied to H. cunea larvae contaminated with insecticides and the
number of peneterated infective juveniles, time of nematode emergence from the
cadavers and total number of new generation infective juveniles were determined.
The number of penetrated nematodes was significantly lower in Diflubenzoron
treated group than the other treatments and control. However, no significant
difference was observed at the time of emergence and the total number of new
generation infective juveniles among the treatments including control. As
conclusion, it was determined that entomopathogenic nematodes can be used in
combine application with insecticides.

Key Words: Biological Control, Entomopathogenic Nematodes, Steinernema
Carpocapsae, Cypermethrin, Spinosad, Diflubenzuron
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1. GIRiS

Tarim sektorii, cesitli besin maddelerini iireten, bu maddeleri isleyerek besin
maddelerini ¢esitlendiren, bireylerin de bu maddelere olan ihtiyacimi karsilayan
dolayist ile toplumlarin saghigi ve kalkinmasi iizerinde dnemli etkiye sahip bir
sektordiir. Insanoglunun hayatini devam ettirebilmesi igin besin ihtiyaci
vazgecilmez bir unsurdur. Tarim, ililkemiz ekonomisinde de ¢ok Gnemli bir yere
sahiptir. Bircok farkli ekolojik oOzellikleri barindiran bdlgelere sahip olan

iilkemizin her kisminda kendine 6zgii iirlinler yetistirilmektedir.

Tarimda hastalik, zararli ve yabanci otlar bitkisel iiretimi ekonomik diizeyde
olumsuz olarak etkilemektedir. Tarimsal tiretimin artmasi, bitkilerin korunmasi ve
iirlinin  kalitesinin yiikselmesi amaciyla zararlilara karst farkli miicadele
yontemleri uygulanmaktadir. Bu yontemler arasinda bulunan kimyasal miicadele,
kolay uygulanabilmesi, maliyetinin diisiikk olmas1 ve sonucun kisa siirede alinmasi
nedeniyle diger miicadele yontemlerine oranla daha fazla tercih edilmektedir
(Anonymous, 2008). Faydalart oldugu gibi zararlar1 da olan bu ydntemde
kimyasallarin uzun siireli kullanimi sonucunda boceklerde belli bir siire sonra
diren¢ olusumu ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sonucunda da ya daha yiiksek dozda
kimyasal ilag uygulanmakta ya da kullanilan ilaglarin ¢esitliligi arttirilmaktadir.
Yaygin pestisit kullaniminin hayvan ve insan saghigmi tehdit etmesi, gida
maddelerinde ila¢ kalintis1 birakmasi, cevreyi kirletmesi, yer alti su kaynaklarina
karigmasi1 ve zararli boceklerin zamanla diren¢ kazanmasi nedeniyle kimyasal
miicadeleye alternatif olarak c¢evreyle dost biyolojik miicadele yontemleri
gelistirilmektedir.

Biyolojik miicadele zararli popiilasyonlarinin baskilanmasinda, yogunlugunun ve
zarar seviyesinin azaltilmasinda parazitoid, predatdr, patojen, antagonist veya
rekabet¢i popiilasyonlarm kullanilmasidir (Waterhouse ve Norris, 1987).
Giliniimiizde biyolojik miicadele, entegre zararli miicadele (IPM) programinin
temelini olusturmaktadir (Gaugler vd., 1997).

Yaygin sekilde kullanilan insektisitler hedef zararli bocek disinda kalan diger
organizmalart da etkileyebilmektedir. Bu durum kimyasal maddeye dogrudan
maruz kalarak olabildigi gibi, dolayli yoldan da gergeklesebilmektedir. Ozellikle
insektisitle enfekte olan bdocekleri besin maddesi olarak kullanan faydali
organizmalar (6rnegin; predatdr, parazitoid ve entomopatojen nematodlar)



uygulanan birgok kimyasala dolayli olarak maruz kalmaktadir. Bu olay sonucunda
predator ve parazitoid gibi dogal biyolojik miicadele ajanlart hayatini
kaybedebilmektedir. Entomopatojen nematodlarda ise maruz kalinan insektisitlerin
etkileri predator ve parazitoidlerdeki gibi bariz ve net degildir (Shapiro-llan vd.
2006)

Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarinda yer alan nematodlara
“entomopatojen nematodlar” adi verilmektedir. Biyolojik miicadele ajani olarak
bilinen bu nematodlar zorunlu bocek paraziti olup, bocekler disinda baska hicbir
canliy1 enfekte edemezler (Brunel ve Stock., 2000). Zararli boceklerin kontroliinde
kullanilan entomopatojen nematodlar kalintt1 ve kirlilik gibi yan etkiler
birakmamakta, dolayisiyla da ¢evre ve insan sagligina higbir olumsuz etki
yapmamaktadir. Bu nedenle bazi entomopatojen nematod tiirlerinin kitle {iretimleri
yapilmakta, birgok iilkede ticari olarak satilmakta ve biyolojik miicadele
caligmalarinda basarryla kullanilmaktadir (Gaugler ve Kaya, 1990).

1.1. Nematodlarin Genel Ozellikleri

Nematodlar; boyutlar1 mikrometre ile birka¢c metre arasinda degisen silindirik
yapili ve uzun viicut yapisina sahip canlilardir. Viicut yapilarindan dolay1
genellikle ipliksi solucanlar veya yuvarlak solucanlar olarak isimlendirilirler.
Ayrica tath sulardan denizlere, sicak su kaynaklarindan buzullar ve ¢oller gibi
ekstrem ortamlara kadar oldukca genis bir habitat dagilimina sahip ekstrem
canlilardir (Stock vd., 2009).

Ureme, sindirim, sinir, bosalim ve kas sistemleri olan ancak oOzellesmis bir
dolasim ve solunum sistemleri olmayan segmentsiz canlilardir. Nematodlar
cogunlukla aerobik organizmalardir. Viicut sekilleri 6zel bir solunum ve dolasim
sistemi olmaksizin uygun oksijenin viicut duvarindan alinip organlara
aktartlmasia izin verir (Poinar, 1983). Yalanci tip viicut bosluguna sahip
olduklarindan i¢ ige gegmis 2 tiip seklinde olan viicut yapisina sahiplerdir
(Koppenhofer, 2007). Solunumlarin1 gazlara gegirgen olan nemli viicut yiizeyleri
ile yaparlar. Dolagim sisteminde ise, yalanci tip viicut bosluklarinin fonksiyonu
goriilmektedir (Koppenhofer, 2000).

Erkeklerin iireme sistemlerinde 1 ya da 2 testisleri vardir ve ciftlesme orgam
olarak bir ¢ift spikiile sahiplerdir. Ergin disilerde ise 1 veya 2 ovaryum



bulunmaktadir ve bunlar viicudun orta kisminda ciftlesme organi olarak gorev

yapan vulva ile disar1 agilirlar (Kaya ve Stock, 1997).

Nematodlarin viicut yiizeyinde bariyer olarak islev goren ve canli olmayan elastik
bir kiitikula bulunmaktadir. Bu kiitikula nematodlar1 abiyotik (toprak partikiilii
gibi) ve biyotik (patojen, parazit ve predator gibi) faktorlere karst korur. Sivilarin
nematodun viicudu igerisi ve disarisina gegis hareketine izin veren bu kiitikula yari
gecirgen bir membran o6zelligindedir. Stoma, rektum, vulva, kloak, farinks,
bosaltim deligi ve baz1 duyu organlarini barindiran kiitikula nematodun tiim viicut
ylizeyini sarar. Boylece nematod ile ¢evresi arasinda dogrudan iligki kurulabilir
(Chen vd., 2004).

Nematodlarin biiyiik bolimi genellikle bakteri, fungus ve diger mikroskobik
organizmalarla beslenirler. Ancak az bir boliimii bitki ve hayvanlarda fakiiltatif
veya zorunlu parazit olarak yasar. Ayrica nematodlar boceklerle yakindan
iligkililerdir ve zararli boceklerin kontroliinde aktif olarak kullanilirlar (Kaya ve
Stock, 1997). Simdiye kadar boceklerle iligkili 30°dan fazla nematod familyasi
tamimlanmustir. 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 mikrobiyal insektisit olarak kullanilmaktadirlar ve diinya genelinde
pek cok firma tarafindan ticari olarak tiretilmektedir. Bu nedenle bu iki familyada
bulunan nematodlara “entomopatojen nematodlar” adi verilmistir (Koppenhofer,
2007).

1.2. Entomopatojen Nematodlar

Entomopatojen nematodlar, dogal yasam alanlari toprak olan, konukgularini aktif
olarak arayip bulma 6zelligine sahip olan zorunlu bdcek patojenidirler. Boceklerde
zarar olusturmalar1 bakimindan ekonomik 6neme sahip bir¢ok kiiltiir bitkisi ve
toprak alt1 zararlisinin kontroliinde kullanilirlar (Kaya ve Gaugler, 1993).

Steinernematidae familyasinda, Steinernema ve Neosteinernema olmak iizere 2
cins, Heterorhabditidae familyasinda ise sadece Heterorhabditis cinsi



bulunmaktadir. Glinimuzde Steinernema cinsine ait 102, Neosteinernema cinsine
ait 1 ve Heterorhabditis cinsine ait ise 17 tiir teshis edilmistir (Gulcu vd., 2017).
Steinernema cinsine ait nematodlar Xenorhabdus, Heterorhabditis cinsine ait
nematodlar ise Photorhabdus cinsi bakterilerle mutualistik iliski igerisindedirler
(Hazir vd., 2003; Boemare, 2002). Steinernematid’lerde bakteriler 6zofagusun
kaidesinde bulunan 6zel bir kese igerisinde tasinirken; Heterorhabditis’lerde
bakteriler bagirsak igerisinde ve dagilmis olarak bulunur (Ciche vd., 2006).

Aslinda nematodlar parazitik canlilardir. Bu nematodlarin “entomopatojen” olarak
adlandirilmalarimin nedeni, sahip olduklar1 mutualistik bakteriler sayesinde
konukgularint 6ldiiriiyor olmalaridir (Kaya ve Stock, 1997; Goodrich Blair ve
Clarke, 2007).

1.2.1. Entomopatojen Nematodlarin Hayat Dongiileri

Genel olarak tiim entomopatojen nematodlar toplamda 6 evreli ve benzer hayat
dongiisiine sahiplerdir. Bu evreler sirayla yumurta, 4 farkli larva (boceklerle
karigmamasi i¢in nematodlarda larva yerine juvenil terimi kullanilmaktadir) ve
ergin donemlerdir. Toprakta konuk¢uyu arayip bulma ve enfekte etme 6zelligine
sahip olmasindan dolay1 3. juvenil doneme “infektif juvenil” ad1 verilmektedir. Bu
donem konukcu bdcek disinda yani toprakta bulunan tek evredir. Infektif
juveniller toprak icerisindeyken agiz ve antiisleri kapalidir. Dolayisiyla beslenmez
ve lreyemezler. Sicaklik, toprak yapisi ve nem gibi c¢evresel sartlar uygun
oldugunda bir yil kadar canliliklarin1 koruyabilirler (Kaya ve Gaugler, 1993).
Toprak icerisinde konukgularimi genellikle boceklerin solunumu sonucu ¢ikardig
karbondioksit ve diskilarindan cikan kokular1 takip ederek bulurlar. Uygun bir
konuk¢u bulduklarinda agiz, aniis, stigma gibi bocegin dogal agikliklarini
kullanarak hemosol igerisine girerler. Bazi durumlarda eger konukgunun kiitikiilasi
inceyse fiziksel kuvvet uygulayarak deriyi delme yoluyla da bocek hemosoliine
girebilirler (Shapiro-Tlan vd. 2017). Hemosdle giris yapan infektif juveniller kapali
olan agiz ve aniislerini acarlar. Mutualistik bakterilerini hemosol igerisine
salmadan Once bdcek immiin sistemini inaktif hale getirmek igin nematodlar
kemotripsin proteaz (Balasubramanian vd., 2009), serpin (Toubarro vd., 2013) ve
venom proteinler salarlar (Lu vd., 2017). Boylece bocek savunma sisteminin
salinacak olan mutualistik bakterileri ortadan kaldirmasimi engellemis olurlar
(Lewis vd., 2015; Shapiro-Ilan vd., 2017). Daha sonra Steinernematid familyasina
ait infektif juveniller bakterileri aniisten, Heterorhabditidae familyasina ait olanlar



ise agizlarindan salarlar (Ciche ve Ensign,2003; Ciche ve ark., 2006). Besince
zengin olan bdcek hemosdlii igerisine gecen bakteriler burada hizla liremeye,
gesitli enzim ve toksinler liretmeye baslarlar. Bocek immiin sistemini tamamen
inhibe eden bu olay sonucu konukcu bocek 24-48 saat gibi kisa siire igerisinde
septisemi ve toksemi sonucu Olir (Lewis vd., 2015; Shapiro-llan vd., 2017).
Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri irettikleri enzimler sayesinde bdcek
dokularin1 parcalayip nematodlar i¢in uygun hale getirir (Forst ve Clarke, 2002;
Clarke ve Eberl, 2006). Konukgu igerisinde hem bocek dokusu hem de iireyen
kendi mutualistik bakterileri lizerinden beslenen nematodlar 4. evreye (J4) ve
ardindan ergin disi ve erkek bireylere doniisiirler (Heterorhabditlerde ise ilk
jenerasyonda ortaya ¢ikan tiim bireyler hermafrodittir). Ergin hale geldikten sonra
ciftlesme davramisimi gergeklestirmis olan disi bireyler dollenmis olan
yumurtalarinin bir kismini konukgu icerisine birakir ancak biiyiik boliimiinii kendi
uterusunda bekletir. Yumurtadan ¢ikan ve gelisimini tamamlamis olan yeni nesil
nematodlar konuk¢u dokusuyla veya ergin disinin viicuduyla beslenirler (Griffin
vd., 2005). Besinleri tiikenene kadar iiremeye devam eden nematodlar besin
miktarina bagli olarak 1-3 jenerasyon meydana getirirler. Bocek dokularindaki
besin miktar1 Onemli Olgiide azaldiginda infektif juvenil evreye doniisen
nematodlar konukguyu terk ederek disar1 ¢ikar ve toprak icerisinde kendilerine
uygun yeni konukgular aramaya baslarlar (Hazir vd., 2003).

1.2.2. Entomopatojen Nematod - Bakteri liskisi

Her entomopatojen nematod tiirii spesifik bir bakteriyel simbiyont ile iligkilidir.
Ancak bir bakteri birden ¢ok nematod tiirliyle mutualistik iligkili olabilmektedir
(Lewis vd., 2015). Xenorhabdus spp. ve Photorhabdus spp. Enterobacteriaceae
familyasma ait, hareketli, gram negatif, fakiiltatif anaerob ve ¢ubuk morfolojili
bakterilerdir (Boemare, 1996).

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri nematod ve konuk¢u bocekleri
disindaki bir ortamdan bugiine kadar izole edilememistir. Buda bu bakterilerin
dogada serbest yasayamadiklarii gostermektedir. Nematod-bakteri ortak
yasaminda, bakteriler dis ortamdan korunmakta ve ancak nematod vektorliigiinde
bocek hemosolii igerisine ulasabilmektedir. Nematodlar ise konukg¢u bdceklerin
Oldiiriilmesinde, bocek dokularmin kullanilabilir besin haline doniistiirilmesinde
ve besince zengin kadavranin yagmacilardan korunmasi iglemlerinde bakterilere

bagimlidir. Ayrica nematodlar, iireyen mutualistik bakterileri de besin olarak



tilketmektedirler (Boemare ve Akhurst, 2006). Bdylece her iki tarafta bu yasam
seklinde birbirine bagimlidir (Boemare, 2002; Griffin vd., 2005; Adams vd.,
2006).

1.2.3. Entomopatojen Nematodlarin Konukc¢u Dagilimlari

Laboratuvar kosullarinda arastirmalar1 yapilan entomopatojen tiirlerin genis bocek
grubunu enfekte ederek etki gosterdigi saptanmistir (Poinar, 1990). Laboratuvar
ortaminda ¢evre kosullarinin optimum olmasindan dolay1 nematodlarin etkinligini
azaltacak olumsuz bir etken bulunmazken, dogal habitat kosullarinda yapilan
calismalarda konukg¢u dagiliminin azaldig1 gézlenmistir (Peters, 1996).

Bazi nematod tiirlerinin enfekte edebildigi Ozellesmis bir bocek grubu
bulunmasmma ragmen, bazi tirlerin ¢ok genis konukg¢u dagilimlari
bulunabilmektedir. Ornegin; bazi Steinernematid ve Heterorhabditid’ler
poliokseniktir. Laboratuvar ortamimda olduk¢a fazla ¢alisma yapilan S.
carpocapsae Weiser tiiriiniin 250°den fazla bocek tiriinde etkili oldugu, benzer
sekilde H. bacteriophora Poinar tiiriniin de genis bir konukgu dagilimina sahip
oldugu gozlenmistir (Poinar,1990; Koppenhdfer, 2000). Ancak, S. scapterisci
tiiriine ait nematodlar sadece ortroptera takimimndan Gryllotaplhidae familyasini
enfekte ederken, S. scarabaei ve S. kushidai tiirleri daha ¢ok Scarabacidae
familyasmin larvalarina etkilidir (Tanada ve Kaya,1993; Koppenhofer ve Fuzy,
2003).

1.3. Entomopatojen Nematodlar1 Etkileyen Biyotik ve Abiyotik
Faktorler

1.3.1. Biyotik Faktorler

Entomopatojen nematodlart ve sahip olduklart mutualistik bakterilerini
antagonistik olarak etkileyen Onemli abiyotik faktorler bulunmaktadir. Bu
faktorleri; antibiyozis, rekabet, dogal diismanlar ve yagmacilar olarak genel bir
gruba ayirmak miimkiindiir (Kaya, 2002).

1.3.2. Dogal Diismanlar

Entomopatojen nematodlarin dogal diigmanlar1 arasinda en ¢ok ¢alisilan ve dikkat
edilmesi gereken grup entomopatojen funguslardir. Bu gruba &rnek olarak;



Hirsutella rhossiliensis  fungusu verilebilir  (Jaffee ve Strong, 2005).
Entomopatojen nematodlar ¢ogunlukla akarlar olmak tizere farkli enfekte kadavra
yagmacilara karsi da olduk¢a duyarlidirlar (Karagoz vd., 2007; Cakmak vd.,
2013).

1.3.3. Yagmacilar ve Yagmaci Uzaklastirici Faktorler

Infektif juvenil evreye doniisen entomopatojen nematodlar konukguyu terk ederek
disar1 ¢ikar ve toprak igerisinde uygun konukgu bulana kadar aramaya devam eder.
Bu donemde toprakta, karinca, kriket, akar, hamambdcegi, yaban arisi, yirtici
bocek ve kus gibi yagmacilar yiiziinden tiiketilme tehlikesi altindadirlar.
Entomopatojen nematodlarin mutualistik bakterileri sayesinde bu kadavralar,
birgok yagmacidan korunmaktadir. Bunun sebebi olarak simbiyotik bakterilerin
(Xenorhabdus ve Photorhabdus) uzaklastirict caydirict bir faktor {iretmesi
gosterilmektedir (Baur vd., 1998; Fenton vd., 2011; Foltan ve Puza, 2009; Gulcu
vd., 2012; Lewis vd., 2015).

1.3.4. Rekabet

Bocekler birgok organizma i¢in savunmasiz gida kaynagidir. Bu sebeple besin
kaynagi olan bdceklere sahip olmak igin organizmalar arasinda bir rekabet
olmaktadir. Rekabetin sonucu genellikle antagonisttir ve bu tiirlerin yok olmasina
neden olur. Bir bocek kadavrasina giren 1J'lerin sayisi, optimum seviyeyi astiginda
gelisen nematodlar arasinda kadavradan ortaya ¢ikacak ve toplam soyu azaltacak
icsel rekabet ortaya ¢ikmugtir yeniden (Alatorre-Rosas ve Kaya, 1990; Sicard vd.,
2006).

1.3.4.1. Antibiyosiz

Bitki kokleri sadece toprak {istiine etkili degildir, ayn1 zamanda entomopatojen
nematodlarin dagilisimi ve konuk¢u bulmasimi da etkiler. Kokler bocekler
tarafindan saldirtya ugradiginda, zarar gérmiis koklerden ortaya ¢ikan kimyasallar
entomopatojen nematodlarin konuk¢uyu bulmasinda olumsuz etkiye sebep
olmaktadir (Boff vd., 2001; Boff vd., 2002; Rasmann vd., 2005). Ayn1 zaman da
ek olarak yapilan c¢alismalar, bitki koklerinden ¢ikan ugucu maddelerin
entomopatojen nematodlarin yayilimimi ve gesitli ortamlarda artan biyolojik
kontrol aktivitesini etkiledigini gostermistir (Ali vd, 2012; Hiltpold ve Turlings,
2012; Willett vd., 2015).



1.3.5. Abiyotik Faktorler

Abiyotik faktorler nematod varligini etkileyen sicaklik, nem, toprak yapisi, UV,
pH, tuzluluk ve kimyasal pestisitler gibi maddeleri i¢ine almaktadir.

1.3.5.1. Nem

Infektif juvenillerin canli kalabilmesinde nem en temel faktordiir (Kaya, 1990).
Nem miktariin belirli bir miktar azalmas1 durumunda infektif juveniller inaktif
evreye geger ve diisik nem oranlarinda canliliklarini bir siire devam ettirirler
(Womersly, 1990; Potel vd. 1997; Solomon vd. 1999). Nem fakt6rii ayn1 zamanda
nematodlar hareket performansmi da olumlu sekilde etkilemektedir. Ince bir
tabaka halindeki su filmleri, nematodlarin hareket etmesini kolaylastirarak
nematodlarin toprak icerisinde bir yerden baska bir yere gitmesinde goérev alirlar
(Kung vd. 1991; Brown ve Gaugler, 1997).

1.3.5.2. Sicakhik

Sicaklik, entomopatojen nematodlarin infektivitesini, konag1 6ldiirme zamanini,
gelisimini, iremesini ve saklanmasini etkiler (Grewal vd. 1994; Koppenhofer ve
Kaya; 1999). Sicakligin etkisi nematodlarin yasam siireleri iizerinde, nematodun
tiri ve izolatna bagli olarak farklilik gostermektedir (Grewal vd., 1994).
Genellikle 0°C’nin alti ve 40°C’nin {istii pek ¢ok tiir i¢in (sicaklikla kars1 karsiya
kaldig: siireye bagli olarak) dldiiriicii olabilir (Brown ve Gaugler, 1996). Toprakta
asirt sicakliga maruz kalan nematodlar topragin derin kisimlarma giderek
kendilerini zararli etkiden kurtarmaya galisirlar. Birgok tiir i¢in optimum sicaklik
kosullarmin 5°C - 15°C arasinda oldugu saptanmistir (Koppenhdfer ve Kaya,
1999). Yiiksek sicakliklarin zarari; canlinin metabolitik aktivitesini arttiracagindan
ve enerji rezervlerinin tamamini tiiketmesine yol acacagindan dolayr yasam

stiresini kisaltmasidir (Koppenhdfer, 2000).
1.3.5.3. Toprak Yapis1

Topragin yapisi, havalandirmayi, nem miktarini, bitki igin gerekli besinlerin
varligini, i¢inde yasayan mikroorganizmalarin hareketlerini ve bitki biiyiimesini
etkileyen faktordiir (Kaya,1990). Entomopatojen nematodlarin yasam siireleri
farkli toprak yapilarina gore degismektedir. Ince taneli topraklarda canli kalma ve
yayilma olasiliklart diigliktiir. Killi topaklar, agir topraklardir ve por bosluklar



kiigiik oldugu i¢in biinyelerinde O, miktarin1 az bulundururlar. Bu nedenle de
entomopatojen nematodlarin etkinligine pek elverigli degillerdir. Kumlu-tinli ve
kumlu topraklarda ise biiyiilk por bosluklart bulundugundan dolay1 ¢ok iyi
havalandirma saglanmaktadir. Bdylece bu tiir toprak tekstiiriine sahip ortamlarda
nematod varligi artmaktadir (Kung vd., 1990).

1.3.5.4. Ultra Viole Ismnlar1 (UV)

Entomopatojen nematodlarin hayatta kalma siirelerini veya ¢ogalmasini olumsuz
sekilde etkileyen onemli Ozelliklerden bir digeri de UV i1sinlarina maruz kalma
durumlanidir. (Gaugler vd., 1992; Fujiie ve Yokoyoma,1998.) Entomopatojen
nematod tiir ve izolatlar1 arasinda UV toleransi bakimindan 6nemli farkliliklar
oldugu belirlenmistir. Ornegin, S. carpocapsae’nin diger suslara veya tiirlere gore
daha yiiksek diizeyde UV toleransi sergiledigi gozlenmistir (Shapiro-llan vd.,
2015). UV 1gmlarina dogrudan maruz kalmayi onlemek icin IJ uygulamalarim

sabahin erken saatlerinde yapilmasi 6nerilmektedir (Shapiro-Ilan vd., 2012).
1.3.5.5. pH

Ekosistemin bir¢cok bdlgesinde toprak pH degeri 4-8 araligindadir. Bu deger aralig
entomopatojen nematodlarin yasami iizerinde 6nemli bir etkiye sahip degildir.
Ancak, pH degeri 10 veya iistiine ¢iktiginda veya 1-2’ye diistiigiinde zararli etki
olusabilmektedir (Kung vd.,1990).

1.3.5.6. Oksijen

Oksijeni az miktarda bulunduran ve yogun sekilde suya doymus topraklarda
sinirlayict bir faktor olarak bilinmektedir (Kaya,1990). Aslinda killi topraklarda
nematodlarin yasayamamasinin asil nedeni kiiciik toprak partikiilleri arasindaki
oksijen yetersizligidir (Kung vd.,1990).

1.3.7. Tuzluluk

Tuzluluk entomopatojen nematodlarin canlilifi agisindan 6nemli bir etkendir.
Yiiksek oranda NaCl konsantrasyonunun (>16 dS/m) S.glaseri tiiriinde canlilik
acisindan olumsuz etki gostermedigi ancak H. bacteriophora tiirii iizerinde
olumsuz etkisi oldugu gozlenmistir (Graham vd., 1994). CaCl, ve KCI nematod
tirleri iizerinde etkili degildir. Okyanus yakinlarinda ki bdlgelerden siklikla
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Heterorhabditis izolasyonunun yapilmasinin nedeni muhtemelen deniz suyunun
Heterorhabdit tiirleri lizerinde negatif etkisinin olmamasidir (Griffin vd., 1994).

1.3.5.8. Kimyasal Pestisitler

Entomopatojen nematolarin, pestisitler, giibreler gibi kimyasal bilesikler ve diger
biyolojik kontrol ajanlari ile kiiltiirel teknikler yoluyla yapilan kombinasyonlari
entegre zararli miicadelesinde onerilen bir yontemdir (Duncan, 2013). Iki farkli
kontrol ajaninin bir arada kullanimi1 antagonistik, sinerjistik veya arttirici etkilesim
tiplerinden biriyle sonu¢lanmaktadir. Arttirict bir etki gozlendiginde kullanilan
kontrol ajanlarinin birbirine etkilesimi yok demektir ve her biri digerinden
bagimsiz sekilde etkisini gostermektedir. Ancak, iki kontrol ajan1 arasinda daha az
veya daha ¢ok etkilesim varsa antagonistik veya sinerjistik etki ortaya ¢ikmaktadir.
Sinerjistik etki, iki farkli miicadele ajaninin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikan
etkinin bu ajanlarin tek tek kulaniminda ortaya g¢ikandan daha fazla oldugu
durumu tanimlamak i¢in kullanilir (Koppenhofer ve Grewal, 2005). Bu durumun
tersi ise antagonistik etkiyi gostermektedir. Ancak sinerjistik veya antagonistik
etkilesimleri gozlemleyebilmek icin her bir miicadele ajanin neden oldugu 6lim
oraninin istatiksel olarak anlamli gelismelerin ortaya ¢ikmasina izin verecek kadar
disiikk olmast gerekmektedir (Koppenhofer ve Grewal, 2005). Entomopatojen
nematodlarin diger bazi ajanlarla birlikte kullanimi sinerjistik etkilesimle
sonuglanmaktadir ve bu durumda zararlinin kontrol altina alinma basar1 yilizdesi
artmaktadir. Kimyasal inseksitilerle (6rnegin; carbaryl, chlorpyrifos, dimethoate,
endosulfan, fonofos, tefluthrin ve imidacloprid) nematodlarin kombine edilmesi
sonucu sinerjistik etki ortaya cikabilmektedir (Koppenhofer ve Kaya, 1998;
Nishimatsu ve Jackson, 1998; Alumai ve Grewal, 2004; Koppenhofer ve Grewal,
2005; Koppenhofer ve Fuzy, 2008; Shapiro-llan vd., 2011). Bununla birlikte,
formiilasyonlarda bulunan bazi kimyasal adjuvantlar ve bazi insektisitler (6rnegin;
abamectin, acephate, aldicarb, dodine, fenamiphos, methomyl, parathion, and
Teflubenzuron) nematodlar igin toksik olabilmektedir (Krishnayya ve Grewal,
2002; Koppenhofer ve Grewal, 2005). Kimyasal pestisitler ile entomopatojen
nematodlar arasindaki iligki kimyasalin &zelligine, nematodun tiirline veya
izolatina, kimyasalin dozuna ve uygulama zamania gore farklilik gostermektedir
(Benz, 1971; Koppenhofer ve Grewal, 2005). Bu nedenle hazirlanacak olan
kombinasyonlar her defasinda duruma gore test edilmelidir. Ancak entomopatojen
nematodlarin kimyasal nematisitler ile birlikte kullanilmamasi gerekmektedir.
Sonug olarak entomopatojen nematodlarin tarim ilaglariyla birlikte karistiriimasi
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sonucu canliliklarin1 ve etkinliklerini koruyabilmeleri ¢ok biiyiik avantaj olup
ekonomik zarar esigi kapsaminda kimyasal miicadele ile birlikte kullanilabilirler.
Ancak, insektisit bulunan tanka karistirilarak araziye uygulanacak olan
entomopatojen nematodlarin ilaglama tankinda 24 saatten fazla bekletilmemesi
onerilmektedir (Ulu vd., 2016).

1.4. Kimyasal Insektisitler

Pestisitler; pest (haserat) adi verilen zararli organizmalar1 engellemek, zararlarini
azaltmak veya kontrol altina almak amaciyla kullanilan bilesiklerdir (Ozkaya vd.,
2013). Insektisitler ise pestisitlerin bir alt grubu olup zararli bdceklerle
miicadelede kullanilan kimyasallara verilen genel bir ad’dir (Yamanel ve Cakir,
2004).

Kimyasal insektisitlerin hepsi norotoksikandir ve hedef organizma olan boceklerin
merkezi sinir sistemleri lizerinde etki gostererek oldiiriirler (O'Brien, 1974). Sinir
sisteminde sodyum, potasyum ve kloriir iyonlarinin membran iletimine etki
ederek, sinir uclarindaki kimyasal norotransimitterleri etkileyerek veya spesifik
enzimleri inhibe ederek etkilerini gosterirler. Boceklerin merkezi sinir sistemleri
(MSS) ve perifer sinir sistemleri (PSS) memelilerinkine benzedigi i¢in ¢ok
gelismistir. Bu nedenle insektisitlerin hedef aldiklari organlar ve toksik etki
mekanizmalar1 tiim bocek tiirlerde aynidir. Toksik etkinin siddeti aliman dozla
dogrudan orantilidir (Vural, 2005).

Insektisitler etki sekillerine gore; bitkilerde sistemik, yar1 sistemik ve sistemik
olmayanlar seklinde; zararlilar da ise sindirim (mide zehiri), temas (degme zehiri)
ve solunum zehirleri seklinde gruplandirilir. Bilesimindeki etkili madde gruplarina
gore; inorganik maddeler, bitkisel maddeler, yaglar, klorlandirilmisg
hidrokarbonlar, organik fosforlular, karbamatl bilesikler, sentetik pretroitler,
mikrobiyal insektisitler, bocek biiyiime regiilatorleri, fumigantlar, neonikotinoitler,
benzoyl iireler ve digerleri seklinde simiflandirilir (Yildirim, 2012; Onciier ve
Durmusoglu, 2008).

Insektisitler yaygim olarak 4 ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar; (a) Organoklorinler
(Organik Klorlular), (b) Piretroidler, (c) Karbamatlar ve (d) Organofosfatlar
(Organik Fosforlular) olarak adlandirilabilir (Ishaaya, 2000).
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1.4.1. Sentetik Piretroitli Bilesikler

Isiga dayanikli sentetik piretroidler 1973 yilinda sentezlenmis ve tarimsal
zararlilara karst kullanilmaya baslanmistir (Y1ldirim,2012). Piretrum su ve giines
15181inda kolay bir sekilde hidroliz ve fotolize ugradigi i¢in kendiliginden
parcalanir ve hizli bir sekilde bozulur. Bu nedenle sentetik analoglari olan
piretroidler gelistirilmistir. (Klaassen,2001). Sicakkanlilara etkilerinin diisiik
olmasi (Tuzmen vd, 2008), genelde kisa siirede dekompoze olmalari, asidik
ortamda hizla inaktif hale gelmeleri ve boceklere karsi diisiik konsantrasyonlarda
bile etkili olmalar1 bu grubun avantajlaridir. Bu avantajlar sentetik piretroitli
bilesiklerin giiniimiizde en yaygin ve yogun kullanilan insektisitler olmalarina

olanak saglamustir. (Soderlund ve ark. 2002).

Etki mekanizmalari, sinir hiicrelerinde sodyum kanallarinin agik kalmasina neden

olarak uyarilarin siirekli olmasi seklindedir (Onciier ve Durmusoglu, 2008).
1.4.2. Cypermethrin (C;H19C,NO3)

3A Pyrethroitler grubundadir. Sodyum kanal modulatoridiir IRAC, 2017). Aktif
madde sarimsi kahverenginde sividir. Sistemik olmayan kontak ve sindirim
yoluyla etkilidir. Akut agizdan LD50 degeri siganlarda 250-4150 mg/kg’dir.
Bekleme siiresi 3-15 giindiir. Giinliik alinabilir zararsiz miktar1 0.005 mg/kg’dir
(Yildirim, 2012).

1.4.3. Benzoyl Ureler

Benzoyl {ireler kitin sentezini engelleyerek boceklerin gelisimine olumsuz etkide
bulunan insektisit grubudur. Genelde agiz yoluyla alindiklarinda midede g¢ok
etkilidirler ancak az miktarda kontak etkileri de bulunmaktadir. Isirici-¢igneyici
agiz yapisina sahip tam bagkalagim gosteren boceklerin larvalarina (Lepidoptera
ve Coleoptera) etkilidirler. Larvalarin 6liim nedenleri genellikle su kaybi, acglik
veya avlanmadir. Bunun sebebi olarak uygun sekilde deri degistirememeleri
gosterilir.

Etki mekanizmalar1 sebebiyle sicakkanlilara toksisiteleri oldukea diigiiktiir. Ancak
bitki, toprak ve suda kaliciliklar1 fazladir bu nedenle kalintt problemine dikkat
edilmelidir (Onciier ve Durmusoglu, 2008).
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1.4.4. Diflubenzuron (C14H9N202F2C|)

15 benzoyliire grubundadir. Kitin biyosentezini engelleyerek etkili olur (IRAC,
2017). Aktif madde sarimsi beyaz renkte kristaller halindedir. Sistemik olmayan
kontak ve sindirim yoluyla etkilidir. Akut agizdan LD50 degeri si¢canlarda 4640
mg/kg’dan azdir. Giinliik alinabilir zararsiz miktar1 0.02 mg/kg’dir. Bekleme
stiresi iki haftadir (Yildirim, 2012).

1.4.5. Digerleri
1.4.5.1. Spinosad (C4;HesNO1p (spinosyn A)+ Cy,HgNOyg (spinosyn D))

Spinosynler grubundan bulunup grup 5 olarak simflandinlmistir (IRAC, 2017).
Nikotinitik asetilkolin reseptorlerine etki ederek sinir ve kas bolgesini etkiler.
Aktif madde agik gri-beyaz renkli kristaller halindedir. Saccharopolyspora
spinosa’ dan elde edilmistir. Sistemik olmayan mide ve kontak yolla sinir
sistemine etkilidir. Beslenmeyi durdurucu etki gosterir. Akut agizdan LD50 degeri
siganlarda 5000 mg/kg’ dan biyiiktir (Yildiim, 2012). Diger ilaclarla
karistirilmasi sakincalidir (Onciier ve Durmusoglu, 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Gaugler 1988 yilinda, Steinernematidaec ve Heterorhabditidae familyalarinda
bulunan entomopatojen nematodlarin, toprakta yasayan zararl boceklerin kontrolii
icin kullanmlan kimyasallara, biyolojik alternatifler olarak etkili bir sekilde

kullanilabilecegini bildirmistir.

Rovesti vd. (1988)’in yilinda yaptigi calismada, entomopatojen nematod
Heterorhabditis bacteriophora’nin 24 fungisit, 25 herbisit, 18 insektisit, 5 akarisit
ve 2 nematisit olmak {iizere toplam 75 pestisitle interaksiyonu incelenmistir.
Degerlendirmelerde nematodlarin canlilik orani, hareketliligi ve infektivitesi
kiriter olarak kullanilmigtir. Sonugta Onerilen uygulama oranlarinda veya daha
diisiik dozlarda kullanildiginda fungisitlerden fentin-asetat, dodin ve carbendazirn,
herbisit grubundan alachlor ve parakuat, insektisitlerden parathion, phorate,
terbufos, fonofos, izofenfos + phoxim, aldicarb, carbofuran ve methomyl,
akarisitlerden flubenzimin ve nematisitlerden metham sodium ve fenamifos’un

nematodlar iizerinde toksik etki yaptigini rapor etmislerdir.

Rovesti ve Desed’niin 1990 yilinda entomopatojen nematodlarm kimyasal
pestisitlerle uyumlulugunun arastirdiklar1 bu ¢alismada iki nematod tiiri
(Steinernema carpocapsae ve S. feltiae) ve 75 ticari pestisit kullanilmistir. Elde
edilen sonuglar, her iki nematod tiiriine ait infektif jiivenillerin test edilen
kimyasallarin ¢ogunu tolere edebildigini gostermistir. Her iki nematod tiiriiniin
farkl pestisitlere verdigi tepkilerin olduk¢a benzer oldugu tespit edilmistir. Sadece
fungisitler i¢in dodin ve herbisitler i¢in alachlor ve paraquat infektif jiivenilleri
ciddi sekilde etkilemistir. Buna karsilik, icerisinde insektisit-akarisit-nematisit
bulunan formiilasyonlarin biiyiik boliimiiniin nematodlar iizerinde zararli etki
yaptig1 belirlenmistir. Bunlardan parathion, aldicarb, metomyl, flubenzimine,
metham sodyum ve fenamiphos’un en fazla toksik etki gosterdigi tespit edilmistir.
Elde edilen sonucglar, bu nematod tiirlerinin ve bitki korumadaki kimyasal
pestisitlerin bir arada kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Zhang vd. 1994 yilinda entomopatojen nematod S. carpocapsae iizerinde, 14
organofosfat (OP), 7 karbamat, 4 sentetik piretroid, cartap ve imidakloprid’in
toksik etkisini incelemislerdir. Bu amagla kurulan deney diizeneklerinde farkli
insektisit ¢ozeltilerinde (1, 10, 100pg/ml) bekletilen infektif jiivenillerin canli-6li
oranlarin1 belirlemislerdir. Infektif juveniller iizerinde en fazla toksik etkiyi cartap
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ve iki organofosfat (profenofos ve pyraclofos) gostermistir. Kirksekiz saat
sonunda ve 100ug/ml konsantrasyonda cartap %83,4, profenofos %57,1 ve
pyraclofos ise %47,8 oraninda 6liim meydana getirmistir. Buna kargin test edilen 7
adet organofosfat (diazinon, dichlorvos, fenthion, malathion, trichlorfon,
propetamphos ve prothiofos) 100ug/ml konsantrasyonda nematodlar iizerinde
zayif toksisite gostermistir. Calismada kullanilan diger kimyasallar 100ug/ml
konsantrasyonda bile 1J'ler iizerinde herhangi bir negatif etki olusturmamistir.
Yirmi dort saat siireyle 100pg/ml’lik insektisit soliisyonu i¢inde inkiibe edilen
infektif juveniller daha sonra son evreye yeni geg¢mis Spodoptera littoralis
larvalar tizerinde patojenite yoniinden denenmistir. Organofosfatlar (acephate,
malathion ve temephos harig), 1 carbamat (methomyl), 2 pyrethroid (permethrin
ve ethofenprox) ve cartap, [J'lerin infektivitesini bu larvalara karsi onemli
derecede azaltmistir. Bununla birlikte, insektisitler 1J'lerin viicut ylizeyinden
yikandiginda, sadece cartap (10pg/ml) ve profenofos (100pg/ml)’un nematodlarin
infektivitesi tizerindeki yikici etkisi devam etmistir.

Nishimatsu ve Jackson’nun 1998 yilinda yaptig1 ¢alismada, 3 kimyasal insektisiti
(terbufos, fonofos, ve tefluthrin) ve iki entomopatojen nematod tiirini (S.
carpocapsae ve H. bacteriophora) misir kok kurdu Diabrotica virgifera virgifera
Le Conte (Coleoptera: Chrysomelidae)’na karsi kullanmslardir. Insektisitlerden
terbufos veya fonofos’un entomopatojen nematod S. carpocapsae ile
kombinasyonu etkiyi arttirici (additive) bir interaksiyon gostermistir. Teflutrin ile
S. carpocapsae kombinasyonunda mortalitede ortalama %?24'liik bir artig
gozlemlenmistir ve etkilesim tilirii sinerjistik olarak belirlenmigtir. Teflutrin ve H.
bacteriophora arasinda da yine sinerjistik etki g6zlenmistir. Sonug¢ olarak,
teflutrin'in bir entomopatojen nematod ile kombine edilerek kullanilmasiyla zararl
boceklerin kontroliinde entomopatojen nematodlarin etkinliginin arttirilabilecegi

Ongorilmistiir.

Head vd.’nin 2000 yilinda yaptig1 calismada, Giliney Amerika yaprak galeri
bocegi, Liriomyza huidobrensis'in larvalarina karsi entomopatojenik nematod
Steinernema feltiae ve insektisitleri birlikte kombine ederek kullanmuslardir.
Infektif juveniller 24 saat siireyle 5 farkli insektisite (abamectin, deltamethrin,
dimethoate, heptenophos ve tricklorfon) maruz birakilmis ve ardindan bal mumu
giivesi Galleria mellonella larvalar1 tizerinde infektiviteleri goézlemlenmistir.
Triklorfon ve dimetoat insektisitlerinin, nematodlarin G. mellonella larvalarini
enfekte edebilme kabiliyetleri {izerinde onemli bir azalmaya neden olmadiklari
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belirtilmistir. Ancak, abamectin, deltamethrin ve heptenophos ile muamele edilen
nematodlarin enfektivitesinde énemli derecede azalma meydana gelmistir. ikinci
asamada, lizerinde kurumus halde pestisit kalintis1 bulunan ve hig¢ pestisit kalintisi
bulunmayan yapraklarla beslenmis L. huidobrensis larvalarina karsi infektif
juvenillerin etkinligi test edilmis ve iki grup arasinda Onemli bir ayrima

rastlanmamustir.

Koppenhdfer vd.’nin 2002 yilinda yaptifi ¢alismada, neonicotinoid grubu
insektisitlerden imidacloprid ve thiamethoxam’in entomopatojen nematodlarla
birlikte kullanildiginda ortaya c¢ikacak olan interaksiyonlar1 incelemislerdir.
Laboratuvar, sera ve alan denemeleri seklinde yiiriitiilen calismalar sonucunda
nematodlarla birlikte kullanilan imidacloprid’in thiamethoxam’a oranla daha
tutarli ve giicli bir sinerjistik etki meydana getirdigini rapor etmislerdir.
Neonicotinoid-nematod etkilesiminin konuk¢u manas (Coleoptera: Scarabaeidae)
tiirlerine gore degistigi, imidacloprid’in her zaman Exomola orientalis ve Popillia
japonica tiirlerine karst nematodlarla  sinerjistik etkilesimde oldugunu
gostermislerdir. Ancak Rhizotrogus majalis ve Maladera castanea tiirlerine karst
uygulandiklarinda etkide herhangi bir artis olmadigini bildirmislerdir. Calismada
imidakloprid E. orientalis'e karsi, bes nematod tiirii, H. bacteriophora, H. megidis,
H. marelatus, S. glaseri ve S. feltiae ile sinerjistik etkilesim gostermistir. Sonug
olarak sinerjik etkilesim gosteren bir entomopatojen nematod ve bir neonikotinoid
insektisidin ozellikle E. orientalis ve P. japonica tarafindan hasara ugratilan ¢im
alanlarinda kullanilabilecegi ve bdylece insektisit uygulamasi sonucu ortaya

cikacak cevresel zararin azaltilacagi 6ne siiriilmiistiir.

Krishnayyaand ve Grewal 2001°de yaptig1 ¢caligmada, entomopatojen nematod S.
feltiae iizerinde neem’in farkli formulasyonlarinin ve yaygin olarak kullanilan bazi
fungisitlerin etkilerini aragtirmiglardir. Saf yag halindeki Neem’in alan uygulamasi
icin Onerilen konsantrasyonuna (5-10ml/L) 120 saat stireyle maruz Kkalan
nematodlarin canlilifi ve infektivitesi iizerinde herhangi bir olumsuz etki
yapmadi8i tespit edilmistir. Ancak, neem formulasyonlari olan Nimbecidine ve
neem yagi, bakteri dldiiriicii bir sabun (¢ogunlukla neem yagmin ylizey aktif
maddesi olarak kullanilmakta) ile karistirildiginda nematodlarda %13-25 6lim
meydana getirmistir. Ne neem yagi, Nimbecidine ne de sabun nematod virulansi
tizerinde herhangi bir negatif etki yaratmamistir. Fungusit cinnamaldehyde
(Cinnamate) ise 4 saatlik inkiibasyon sonucu tiim nematodlar 6ldiirmiistiir. Bunu

takiben hydrogen dioxide/peroxyacetic asit karigimi (ZeroTol) 120 saatlik
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inkiibasyon sonucunda nematodlarin tamamini oldiirmistiir. Oysa bir baska
fungusit olan azoxystrobin (Abound) herhangi bir nematod 6liimiine yol
agmamustir. Elde edilen sonuglar neem ve azoxystrobin’in S. feltiae ile
karistirllarak alanda kullanilabilecegini gostermistir. Ancak, cinnamaldehyde
(Cinnamate), hydrogen dioxide/peroxyacetic karisimi ve yiizey aktif maddesi ile
nematodlarin  bir arada kullanmilmasmin toksik etkiye neden olabilecegi
belirtilmistir.

Alumai ve Grewal 2003 yilinda, iki entomopatojen nematod tiirii olan H.
bacteriophora (HP88 susu) ve S. carpocapsae (All susu)’nin ¢im alanlarda
kullanilmasi onerilen pestisitlerle olan etkilesimlerini incelemislerdir. Laboratuvar
kosullarinda yiiriitiilen bu calismada nematodlar pestisitlerin dnerilen dozlarina
veya 100, 300 ya da 500 L/ha’lik dozlarina 3 saat siireyle maruz birakilmiglardir.
Denemeler 24 gozenekli doku kiiltiir kaplar1 igerisinde ve oda sicakliginda
ylritilmistiir. Bu siire sonunda her nematod tiiriine ait infektif juvenillerin
canlilik oranlar1 belirlenmis, ardindan bu nematodlarin infektiviteleri G.
mellonella larvalari {izerinde test edilmistir. Bu amagla kurulan deneyler 22-
26°C’de inkiibe edilmis ve larvalarin canli olup olmadiklar1 96 saat sonunda
kontrol edilmistir. Calisma sonucunda S. carpocapsae tiiriine ait infektif
juvenillerin canliligmmin kullanilan higbir pestisitten etkilenmedigi, ancak
aliminyum tris ve trichlorfon maddesinin kullanilan tiim dozlarda nematodlarin
patojenitesini azalttig1 belirlenmistir. Thiamethoxam ve trichlorfon maddelerinin
H. bacteriophora infektif juvenilleri lizerinde canlilikta azalmaya neden oldugu,
ayrica halofenozide, aluminum tris, trichlorfon ve carbaryl maddelerinin de
nematodlarin patojenitesini azalttig1 tespit edilmistir. Imidacloprid 6nerilen dozda
(330-440 g/ha) kullanildiginda, H. bacteriophora’nin patojenitesini dnemli 6lgiide

artirmistir.

Ulu vd. 2016 yilinda, iilkemizde yaygin olarak kullanilan 4 farkli pestisiti
(Glyphosate, Chlorpyrifos-etil, Captan, Fosetyl-al), Steinernema feltiae TUR-S3
infektif juvenilleri iizerinde test etmislerdir. Kullanilan kimyasallarin nematodlarin
toksisite ve infektivitesi tizerindeki olasi etkilerini 24 ve 48 saatlik periyotlarda
incelemislerdir. Caligma sonucunda; Fosetyl-al ve Glyphosate’mm nematodlarin
canliligl, Captan’in ise nematodlarin infektivitesi iizerinde olumsuz etki yaptigini

bildirmislerdir.
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Bu tez calismasi dogal yasam alani toprak olan, canli ve 6lii bocekleri konukgu
olarak kullanarak neslini devam ettiren entomopatojen nematodlarin, insektisitlerle
bir arada kullanildiklarinda I1J’lerin ve beslendikleri bocek dokularindaki olast

insektisitlerden nasil etkilendiklerini belirlemek amaciyla ytirtitiilmiistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Konuk¢u Bécek Larvalarimin Elde Edilmesi

Bu ¢alismada kullanilan son dénem Hyphantria cunea Drury. (Lepidoptera:
Arctiidae) larvalar1 Diizce Universitesi kampiis alaninda bulunan dut agaclarindan
toplanmigtir. Toplanan larvalar, igerisinde dut yapraklari bulunan kiiltiir kaplarina
konularak laboratuvara getirilmistir. Larvalar deney kurulmadan o6nce 15°C
sicakliga ayarlanmis inkiibatorde bekletilmistir. Beslenmeleri i¢in ise; kiiltiir
kaplarina taze dut yapraklari ilave edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Toplanan H. cunea larvalari
3.2. Entomopatojen Nematodlarin Uretimi

Calismada S. carpocapsae (Rize izolati) tiirline ait entomopatojen nematodlar
kullanilmugtir. infektif juvenil evre nematodlari elde etmek igin, laboratuvar
kosullarinda stok halinde muhafaza edilen bu tiir, biiyilk mum giivesi olarak
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bilinen G. mellonella larvalar iizerinde firetilmistir. Bunun i¢in 9cm’lik petri
kaplarinin tabanina ¢ift kathi kurutma kagidi yerlestirilmis ve iizerine yaklasik 800
ul distile su ile birlikte 1000 tane 1J evre nematod verilmistir. Bu islem sonrasinda
petri kaplarinin her birine 5 adet son déonem G. mellonella larvasi eklenmistir.
Hazirlanan petri kaplar1 kurumayir oOnlemek icin plastik torbalar igerisine
yerlestirilerek oda sicakliginda (23-24°C) ve karanlik bir ortamda tutulmustur
(Kaya ve Stock, 1997). Larvalarin enfekte olup olmadigini belirlemek i¢in 3 giiniin
sonunda kontroller yapilmis ve enfekte olan larvalar pens yardimiyla White-trap
(White, 1927) ad1 verilen sisteme aktarilmistir (Koppenhofer, 2000). White-trap
sistemi 9 cm c¢aplt petri kabmin igerisine 6 cm c¢apindaki petrinin kapaginin
yerlestirilmesiyle olusturulmustur. Biiyilik petrinin igerisine kiigiik petri kapaginin
ylizecegi sekilde distile su eklenmistir. Kiiciik petri kapagmin igerisine
nemlendirilmis kurutma kagidi konulmustur. Enfekte olan larvalar bu kurutma
kagidi {izerine pens yardimiyla aktarilmistir (Sekil 3.2). White-trap’lere
aktarilmasindan 8-10 giin sonra kadavralardan ¢ikmaya baslayan yeni nesil 1J
nematodlar kiigiik petri kapagmi terk ederek biiyiik petri igerisindeki suya
gecmistir. Her giin ¢ikis yapan yeni nesil infektif juveniller toplanarak
ylizeylerindeki olasi partikiilleri uzaklastirmak i¢in cam beher igerisinde 3 kez
distile suyla yikanmistir (Kaya ve Stock, 1997). Toplanip yikanan yeni nesil
nematodlar Tetrapak kutular igerisinde sivi slispansiyonlar halinde kutulanmistir
(Gulcu ve Hazir, 2012). Uretilen bu yeni nesil nematodlar en fazla 2 hafta
icerisinde deneylerde kullanilmistir (Karagoz vd., 2009).

Sekil 3.2. Enfekte kadavralarin konuldugu White-trap sistemi
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3.3. Deneylerde kullanilacak insektisitlerin hazirlanmasi

Bu calismada igerisindeki aktif madde Cypermethrin (25ml/1001t) olan LANCE
(Agrikem), aktif maddesi Spinosad (30ml/100It) olan LACER (Dow
AgroSciences) ve aktif maddesi Diflubenzuron (30ml/dekar) olan KORMILIN
(Koruma) ticari insektisitler kullanilmigtir. Burada kullanilan insektisitlerin etkili
maddeleri 3 farkli gruptan secilmistir. Ilaclar1 hazirlamak icin 3 ayr1 erlen igerisine
100 ml distile su konulmus ve iizerlerine onerilen miktarlar géz oniinde tutularak
Cypermethrin i¢in 0,025 pl, Spinosad i¢in 0,030 pl, Diflubenzuron i¢in 0,075 pl
oranlarinda eklenip iyice ¢alkalanmustir.

3.4. Kimyasal insektisitlere maruz kalan infektif juvenillerin canhlk ve
infektivite oranlarmin belirlenmesi

Insektisitleri hazirlamak igin 3 ayr1 250 ml’lik beher igerisine 150 ml distile su
konulmus ve iizerlerine ticari firmalar tarafindan 6nerilen miktarlar gz Oniinde
tutularak Cypermethrin (25ml/100It), Spinosad (30mI/100 Lt) ve Diflubenzuron
(30ml/da) eklenmistir. Kontrol grubu olarak hazirlanan beher igerisine sadece 150
ml distile su konulmustur. Her behere yaklasik 2000 adet 1J 1 ml distile su ile
eklenmistir. Nematodlar ile kimyasallarin etkilesime girmeleri icin hazirlanan
siispansiyonlar iyice karigtirllmistir. Daha sonra hazirlanan bu karigimlar 3 esit
parcaya bolinerek 175ml‘lik doku kiiltiir kaplarma 50’ser ml olacak sekilde
dagitilmistir (Sekil 3.3). Bu doku kiiltiir kaplar1 oda sicakliginda (23-24 °C) ve
karanlik bir ortamda 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Yirmi dort saat sonunda her
biri farkli insektisitle muamele edilmis kaplardaki nematodlarmn 6lii ve canh
durumlar1 mikroskop altinda kontrol edilmistir. Bu amacla her nematod saklama
kabr igerisinden 1 ml 6rnek cekilerek cam petri igerisinde konulmus ve rastgele
100 nematod sayilarak canli-6lii oranlar1 belirlenmistir (Koppenhdfer ve Kaya,
1998). Farkli kimyasallara maruz kalan nematodlarin infektivisitinde herhangi bir
degisiklik olup olmadigini belirlemek i¢in deney diizenekleri hazirlanmistir. Bu
amagla 24 gozenekli doku kiiltiir kabinin her bir gozenegine 0.5 g steril kum ve
farkli insektisitle 24 saat siiresince muamale edilmis kaplardaki nematodlardan
501J/60ul eklenmistir. Daha sonra her gézenege bir adet son donem G. mellonella
larvas1 konulmustur. Kapaklar1 kapatilan doku kiiltiir kaplar oda sicakliginda ve
karanlik bir ortamda 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda larvalarin
enfekte olup olmadigi yapilan kontroller sonucunda belirlenmistir. Her kimyasal
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grup i¢cin 1 doku kiiltlir kab1 yani 24 larva kullanilmis ve deneyler farkli
zamanlarda 2 kez tekrar edilmistir.

Sekil 3.3. Doku kiiltiir kabi (175 ml)

3.5. Canl ve 6lii larvalar icerisine giren nematod ve her bir kadavrada
olusan yeni nesil infektif juvenil sayillarinin belirlenmesi

Bu ¢aligmada 24 gozenekli doku kiiltiir kaplarinin (Corning, Corning, NY, USA)
her bir gozenegine 0.5 g steril kum konmustur. Ardindan her gézenege 60 pl
distile su igerisinde 50 adet S. carpocapsae tiirline ait infektif juveniller
eklenmistir. Daha sonra birinci gruptaki kiiltiir kaplarinin her bir gdzenegine bir
adet alinan son dénem canli G. mellonella larvasi eklenmistir. Ikinci grupta yer
alan kiiltiir kaplarina ise -20°C’de bir saat bekletilmis, ardindan 20 dk oda
sicakliginda muhafaza edilerek dokular1 ¢oziindiiriilmiis G. mellonella larvalar
konmustur. Her deney grubu igin toplam 48 larva kullanilmistir.

Hazirlanan kaplar 3 giin (72 saat) boyunca oda sicakliginda (23-24°C) ve karanlik
ortamda bekletilmistir. Bu siire sonunda her gruptan 24 adet kadavra rastgele
secilerek alinmig ve 10cm’lik cam petriler icerisinde bir miktar pepsin soliisyonu
ile pargalandiktan sonra mikroskop altinda sayilmistir (Mauleon vd, 1993). Doku
kiiltiir kaplarinda geriye kalan kadavralar ¢ikis yapacak olan yeni nesil nematod
sayilarint belirlemek amaciyla her biri ayr1 ayr tartildiktan sonra White-trap



23

sistemine alimmisgtir (Kaya ve Stock, 1997). Yeni nesil nematodlar kadavralardan
cikis yapana kadar White-trap’ler oda sicakliginda bekletilmigtir.  Enfekte
kadavralardan ¢ikan yeni nesil infektif juvenil evre nematodlar toplanmis ve
cikislar bitince toplam sayilar1 mikroskop altinda sayilarak belirlenmistir. Deney
farkli zamanlarda 2 kez tekrarlanmustir.

3.6. Dokularinda insektisit bulunan boceklerin entomopatojen
nematodlar iizerindeki etkileri

3.6.1. Deney Diizeneginin Hazirlanmasi

Hazirlanan insektisitler 3 farkli el spreyi (300 ml) diizenegine eklenmistir. Kontrol
grubu olarak hazirlanan el spreyi diizenegine ise sadece 100 ml distile su
eklenmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Hazirlanan insektisit diizenekleri

Aydin’in Efeler ilgesine bagli Ser¢ekdy mahallesindeki agaglardan toplanan dut
yapraklart (herhangi bir ilag uygulamasi yapilmadigindan emin olunan agaglar
secilmistir) bocek toplama kafesleri igerisine her dalda 4 adet yaprak olacak
sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.5). Yapraklarin uzun siire canli kalabilmesi igin
kesimler dalli yapilmistir. Her insektisit grubu i¢in 3 tekerriirlii olacak sekilde
kontrol dahil toplam 12 adet kap kullanilmistir. Her kabin igerisindeki yapraklarin
her iki yiizeyine olacak sekilde igerisinde farkli insektisitler bulunan sivi
stispansiyondan 7 kere piiskiirtme yapilmistir (yaklagik 5Sml) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Dut yapraklarina insektisit uygulanmasi.

Spreyleme yapildiktan sonra uygulanan ilaglarin bitki dokusuna gegmesi igin 2
saat beklenmis ve sonrasinda her kafese 30 adet saghikli H. cunea larvasi
eklenmistir. Hazirlanan diizenekler oda sicakliginda (23-24°C) 24 saat boyunca
bekletilerek konulan larvalarin insektisitli bitki dokulartyla beslenmeleri
saglanmustir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Larvalarin kaplara eklenmesi
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Yirmi dort saat sonunda her biri farkli insektisitle muamale edilmis
diizeneklerdeki larvalarin beslenme ve 6lii canli durumlart kontrol edilmistir (Sekil
3.8).

)

Sekil 3.8. 24 saat sonrasinda larvalarm ve bitkilerin durumu

Her uygulama grubuna ait larvalar dikkatlice alinarak daha 6nceden hazirlanmig
olan 24 gozenekli doku kiiltiir kaplarma (Corning, Corning, NY, USA)
aktarilmistir.  Bu 24 goézenekli doku kiiltiir kaplarinin her bir gézenegine 0.5 g
steril kum ve ardindan her gézenege 60 mikrolitre distile su igerisinde 50 1J evre
nematod eklenmistir (Sekil 3.9; 3.10) (Giingor vd., 2006).
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Sekil 3.10. Her bir gdzenege nematodlarin verilmesi

Farkli uygulamalarin yapildigi kaplardan alinan canli veya 6lil iyi durumda olan
H. cunea her bir gozenege eklenmistir (Sekil 3.11). Aym1 zamanda canli ve -
20°C’de bir saat siireyele dondurularak oOldiiriilen ve oda sicakliginda 20 dk
tutularak donmug dokularinin ¢6ziilmesi saglanan Hyphantria cunea larvalarindan
olusan 2 farkli kontrol grubu hazirlanmstir.
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Sekil 3.11. 24 gozenekli doku kiiltiir kaplar

Larvalarin kagiglarimi engellemek i¢in doku kiiltlir kaplariin {izerleri parafilmle
kaplanmistir. Nem kaybini 6nlemek icin plastik posetler igerisine alinan kaplar 72
saat oda sicakliginda (23-24°C) ve karanlik ortamda bekletilmistir.

3.6.2. Kadavra basina igeri giren nematod sayisinin belirlenmesi

Her doku kiiltiir kabindan 6lii olan 12 tane larva rastgele secilerek alinmis ve
10cm’lik cam petriler igerisinde pargalanmustir (Sekil 3.12). Bocek dokularinin
parcalanmasini ve bdylece nematodlarin daha kolay sayilabilmesini saglamak i¢in
larvalar pepsin soliisyonu igerisinde pargalanmistir (Mauleon vd., 1993). Pepsin
solisyonu 8gr pepsin, 23gr NaCl, 20ml HCIl, 940ml distile su karisimiyla
hazirlanmigtir (Kaya ve Stock, 1997).

Sekil 3.12. .Kadavralarin par¢alanmasi

Pepsin soliisyonu icerisinde parc¢alanan kadavralar ¢alkalamali inkiibatorde 55 rpm
ve 37°C'de 2,5-3 saat inkiibe edilmistir. Bocek dokularinin erimesinin ardindan
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nematodlar stereo mikroskop (Leica Zoom 2000) yardimiyla 40x biiylitmede
sayillmigtir. Boylece her larva igerisine giren nematod Sayist belirlenmistir (Sekil
3.13) (Gulcu, 2010).

Sekil 3.13. Pepsin soliisyonunda parcgalanan larvalardaki nematodlarin sayimi

3.6.3. Ureyen yeni nesil nematodlarin kadavradan cikis siirelerinin ve
kadavra basina iireyen nematod sayillarimin belirlenmesi

Kadavralardan ¢ikis yapacak olan yeni nesil nematod sayilarim1i ve bu
nematodlarin kadavralardan disariya ¢ikis zamanlarini belirlemek amaciyla doku
kiiltiir kaplarinda geriye kalan tim kadavralar tek tek White-trap sistemine
almmistir (Kaya ve Stock, 1997).. Enfekte kadavralar her giin kontrol edilmis ve
disariya ¢ikislarin bagladigi tarihler kaydedilmistir. Her kadavradan digari ¢ikan
yeni nesil nematodlar ¢ikiglar bitinceye kadar toplanmis ve mikroskop altinda

sayilmstir.

Tiim deney farkli zamanlarda 4 kez tekrarlanmigtir.
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3.7. istatistiksel Analizler

Deneylerden elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmis ve gruplar arasindaki farkliliklar Tukey testi ile yapilmistir
(SPSS, 2004). Kimyasal maddelere maruz kalan infektif juvenillerin canlilik
oranin belirlenmesinde verilere arsin transformasyonu yapildiktan sonra GLM testi

uygulanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal maddelere maruz kalan infektif juvenillerin canhlk ve
infektivite oranlari

Ug farkli insektisite 24 saat boyunca maruz birakilan nematodlarda goriilen
canlilik ve Oliim oranlarina bakildiginda cypermetrin maddesine maruz kalan
infektif juvellerin canlilik oraninin %83, kontrol dahil diger tiim gruplardaki
canlilik oraninin ise %93-97 arasinda oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel
analizler sonucunda cypermethrin ile dger gruplar arasinda istatistiksel fark oldugu
belirlenmistir (F= 10,684; P<0.05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Insektisitlere dogrudan maruz birakilmis infektif juvenil evre nematodlarin
canlilik orant.

Kimyasal insektisitlere maruz kalan infektif juvenillerin G. mellonella larvalar
iizerindeki infektivite oranlarina bakildiginda cypermethrin, spinosad,
diflubenzuron ve kontrol grubunda ortaya ¢ikan larva 6liim oranlart sirasiyla 91,6,
75, 83,3 ve 95,8 olarak belirlenmistir. Yapilan istatistiki analizler sonucunda
sadece spinosad grubu ile kontrol grubu arasinda 6nemli fark oldugu belirlenmistir
(F=3,786; df:3,23; P<0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Farkli insektisite maruz kalan nematodlarin meydana getirdigi larva oliim
oranlar1 (%)

4.2. Canl ve 6lii larvalar icerisine giren nematod ve her bir kadavrada
olusan yeni nesil infektif juvenil sayilar

Deneyler sonucunda canli ve dondurularak oldiiriilmiis larvalara giris yapan
ortalama nematod sayilarinin sirasiyla 34 ve 32 1J/kadavra oldugu tespit edilmistir.
Yapilan istatistiksel analiz sonucunda iki grup arasinda larva bagina igeriye giren
nematod sayilari bakimindan 6nemli bir farkin olmadigi belirlenmistir (t= 0.773;
df=46; P=0.47). Kadavralarda meydana gelen yeni nesil 1J sayisi ortalama 1,69
nematod/mg; dondurularak o&ldiiriildiikten sonra enfekte edilen kadavralarda
meydana gelen yeni nesil 1J sayis1 ise ortalama 1,97 nematod/mg olarak tespit
edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler canli ve dondurularak oldiiriilmiis
larvalarda iireyen nematod sayilar1 arasinda onemli bir farkin olmadigim
gostermistir. (t=20.567; df=47; P=0.07).
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4.3. Dokularinda insektisit bulunan boceklerin entomopatojen
nematodlar iizerindeki etkileri

4.3.1. Kadavra basina iceri giren nematod sayisi

Larva basina igeriye giren infektif juvenil nematod sayilarina baktigimizda
Cypermetrin, Spinosad ve canli larvalarmm bulundugu kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak bir fark olmadigi belirlenmistir. Bu her {i¢ grupta da larva
basmma 15’den fazla nematodun giris yaptig1 saptanmustir. Diflubenzuron ile
dondurulmus larvalarin kullanildigi kontrol grubunda ise igeri giren nematod
sayilar sirasiyla 10 ve 9 infektif juvenil olarak belirlenmistir. Yapilan istatistiki
analizler Cypermetrin, Spinosad ve canli larvalarin bulundugu kontrol grubu ile
Diflubenzuron uygulanmis ve dondurulmus larvalarin kullanildigi kontrol grubu
arasinda 6nemli fark oldugunu gostermistir (F= 14.157; df= 4, 508; P<0.0001)
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. 1Kadavra basina iceri giren nematod sayisi
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4.3.2. Ureyen yeni nesil nematodlarin kadavradan ¢ikis siireleri

Kadavralar igerisinde lireyen yeni nesil nematodlarin ¢ikis siirelerine baktigimizda
tim gruplarda ortalama c¢ikis siirelerinin 11 giin oldugu belirlenmistir. Yapilan
istatiki analizler Cypermethrin, Spinosad, Diflubenzuron uygulanmis gruplar ile
canli ve dondurulus larvalarin bulundugu kontrol gruplar1 arasinda énemli bir fark
olmadigim gostermistir (F= 0.635; df= 4, 453; P=0.637) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Larva igerisinde iireyen yeni nesil nematodlarin kadavradan ¢ikis siireleri
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4.3.3. Kadavra basina iireyen yeni nesil nematod sayilari

Nematodlar tarafindan enfekte edilen her bir kadavra basina iireyen ortalama yeni
nesil infektif juvenil nematod sayilarina bakildiginda Cypermethrin uygulanan
grupta yer alan kadavralardan 14.199, Spinosad uygulananlardan 18.091 ve
Diflubenzuron uygulananlardan ise 14.373 nematod meydana geldigi
belirlenmigtir. Canli larvalarin kullanildigi kontrol grubundaki yeni nesil nematod
sayist 15.266 iken dondurularak oldiiriildiikten sonra kullanilan larvalarin
bulundugu kontrol grubunda ise larva bagina ortalama 8.553 nematod tredigi
saptanmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda tiim gruplar arasinda sadece
Spinosad ile dondurulmus larvalarin bulundugu kontrol grubu arasinda énemli bir
fark oldugu saptanmugtir (F= 3.331; df= 4, 487; P<0.05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kadavra bagina {ireyen yeni nesil nematod sayilari
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5. TARTISMA VE SONUC

Steinernematidae  ve Heterorhabditidae familyalarina ait entomopatojen
nematodlar zararli bdceklerin kontroliinde biyolojik miicadele ajani olarak
kullanilmaktadir (Kaya and Gaugler, 1993; Hazir vd., 2003). Bu nematodlarin en
onemli avantajlart genis bir konuk¢u dagilimina sahip olmalari, dogal
habitatlarinin boceklerle ayni olmasi, konukgularini toprak igerisinde aktif olarak
araylp bulabilmeleri, uygun biyotik ve abiyotik kosullarda kendilerini
yenileyebiliyor (cogalabiliyor) olmalari, ¢cevre ve insan sagligina karst herhangi bir
risk olusturmamalari, bir¢cok iilkede kullanimlari i¢in ruhsat almaya gerek
olmamasi, infektif juvenil evre olarak adlandirilan dayanikli bir larval déneme
sahip olmalari, kitle tiretimlerinin miimkiin olmas1 ve ticari olarak {iretilebiliyor
olmalari1, kimyasal insektisitlere direngli boceklere karsi basarili olabilmeleri ve
giibre, pestisit gibi cesitli tarimsal ilaglarla birlikte uygulanabiliyor olmalaridir
(Gaugler ve Kaya, 1990; Giilcii vd., 2017).

Entomopatojen nematodlarla pestisitler arasindaki etkilesimleri arastiran bircok
caligma yapilmistir (Nishimatsu ve Jackson, 1998; Rovesti vd., 1988; Zhang vd.,
1994; Koppenhofer vd., 2002; Alumai ve Grewal, 2003). Bu calismalardan
bazilar1 nematodlarin pestisitlerden negatif olarak etkilendigini rapor ederken, bazi
yaymlar ise negatif bir etkilesimin olmadigini hatta bazi inesktisitlerle birlikte
kullanildiklarinda sinerjistik etkilesimin ortaya ¢iktigini bildirmislerdir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen veriler
bir¢ok insektisitin aktif maddesi olan cypermethrin, spinosad ve diflubenzuron’un
entomopatojen nematod S. carpacapsae IJ’lerinin canlilig1 tizerinde farkli etkiler
yaptigini gostermistir. Cypermethrin maddesine 24 saat siiresince maruz kalan
1J’lerin canliliginda %17°lik bir azalma oldugu tespit edilmistir. Oysa spinosad ve
diflubenzoron ile interaksiyona giren IJ’lerin canliligindaki azalma kontrol
grubuyla ayni1 (%5 civarinda) bulunmustur. Bu durum kullanilan kimyasalin yapisi
ile nematodun canlilig1 arasinda baglant1 oldugunu gostermektedir. Benzer olarak,
Ulu vd. (2016) iilkemizde yaygin olarak kullanilan 4 farkli pestisiti (Glyphosate,
Chlorpyrifos-etil, Captan, Fosetyl-al), S. feltiae TUR-S3 IJ’leri lizerinde test
etmislerdir. Calisma sonucunda; Fosetyl-al ve Glyphosate’in nematodlarin
canlilig1 lizerinde olumsuz etki yaptigini bildirmislerdir.
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Bu konuda yapilan daha 6nceki ¢calismalarda S. carpocapsae ve S. feltiae 1J’lerinin
75 farkli ticari pestisitin gogunu tolere edebildigi bildirilmistir. Sadece fungisitler
icin dodin ve herbisitler i¢in alachlor ve paraquat 1J’leri ciddi sekilde etkilemistir
(Rovesti ve Desed, 1990). Buna benzer olarak, fungisitlerden fentin-asetat, dodin
ve carbendazirn, herbisit grubundan alachlor ve parakuat, insektisitlerden
parathion, phorate, terbufos, fonofos, izofenfos + phoxim, aldicarb, carbofuran ve
methomyl, akarisitlerden flubenzimin ve nematisitlerden metham sodium ve
fenamifos’un H. bacteriophora 1J’leri iizerinde toksik etki yaptigi rapor edilmistir
(Rovesti vd., 1988). Nematod-pestisit etkilesiminde sadece kimyasalin yapist degil
ayn1 zamanda test edilen dozu ve 1J’lerin kimyasalla kars1 karsiya kalma siiresi de
onemli bulunmustur. Zhang vd. 1994 yilinda entomopatojen nematod S.
carpocapsae iizerinde, 14 organofosfat (OP), 7 karbamat, 4 sentetik piretroid,
cartap ve imidakloprid’in toksik etkisini incelemislerdir. Bu amagcla kurulan deney
diizeneklerinde farkli insektisit ¢ozeltilerinde (1, 10, 100pg/ml) bekletilen 1J’lerin
canli-6lii oranlarmm belirlemislerdir. infektif juveniller iizerinde en fazla toksik
etkiyi cartap ve iki organofosfat (profenofos ve pyraclofos) gostermistir.
Kirksekiz saat sonunda ve 100ug/ml konsantrasyonda cartap %83,4, profenofos
%57,1 ve pyraclofos ise %47,8 oraninda 6liim meydana getirmistir. Buna karsin
test edilen 7 adet organofosfat (diazinon, dichlorvos, fenthion, malathion,
trichlorfon, propetamphos ve prothiofos) 100pg/ml konsantrasyonda nematodlar
lizerinde zayif toksisite gostermistir. Calismada kullanilan diger kimyasallar
100pg/ml  konsantrasyonda bile [J'ler iizerinde herhangi bir negatif etki

olusturmamastir.

Bazi calismalarda ise nematodun maruz kaldigi kimyasal maddeler 1J’lerin
canliliginda herhangi bir olumsuz etki yapmazken nematodlarin infektivitesinde
azalmaya neden olmustur. Alumai ve Grewal 2003 yilinda, iki entomopatojen
nematod tiirii olan H. bacteriophora (HP88 susu) ve S. carpocapsae (All susu)’nin
¢im alanlarda kullanilmasi Onerilen pestisitlerle olan  etkilesimlerini
incelemislerdir. Caligma sonucunda S. carpocapsae tiiriine ait 1J’lerin canliliginin
kullanilan higbir pestisitten etkilenmedigi, ancak aliminyum tris ve trichlorfon
maddesinin  kullanilan tim dozlarda nematodlarin patojenitesini azalttig
belirlenmistir. Thiamethoxam ve trichlorfon maddelerinin H. bacteriophora 1J’leri
lizerinde canlilikta azalmaya neden oldugu, ayrica halofenozide, aluminum tris,
trichlorfon ve carbaryl maddelerinin de nematodlarin patojenitesini azalttig1 tespit
edilmigtir. Bunlarin aksine, Imidacloprid onerilen dozda (330-440 g/ha)
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kullanildiginda, H. bacteriophora’nin patojenitesini 6nemli &lgiide artirmustir.
Imidacloprid ile yapilan bir baska c¢alismada ise laboratuvar, sera ve alan
denemelerinde nematodlarla birlikte kullanilan imidacloprid’in giiclii bir sinerjistik
etki meydana getirdigi rapor edilmistir (Koppenhofer vd., 2002).

Bu tez calismasindan elde edilen veriler kullanilan her 3 insektisit aktif
maddesinin [J’lerin infektivitesi lizerinde herhangi bir olumsuz etki yapmadigini
gostermistir. Head vd.’nin 2000 yilinda yaptig1 ¢alismada, Giliney Amerika yaprak
galeri bocegi, Liriomyza huidobrensis'in larvalarina kars1 S. feltiae ve insektisitler
birlikte kombine edilerek kullanilmustir. Bizim yaptigimiz gibi 1J’ler 24 saat
stireyle 5 farkli insektisite (abamectin, deltamethrin, dimethoate, heptenophos ve
tricklorfon) maruz birakilmis ve ardindan bal mumu giivesi G. mellonella larvalari
tizerinde infektiviteleri yoniinden test edilmistir. Triklorfon ve dimetoat
insektisitlerinin, nematodlarin G. mellonella larvalarmi enfekte edebilme
kabiliyetleri lizerinde 6nemli bir azalmaya neden olmadiklar1 belirtilmistir. Ancak,
abamectin, deltamethrin ve heptenophos ile muamele edilen nematodlarin
infektivitesinde onemli derecede azalma meydana gelmistir. ikinci asamada,
iizerinde kurumus halde pestisit kalintisi bulunan ve hi¢ pestisit kalintist
bulunmayan yapraklarla beslenmis L. huidobrensis larvalarina karsi IJ’lerin

etkinligi test edilmis ve iki grup arasinda énemli bir ayrima rastlanmamustir.

Infektivite denemelerinde kullanilan konuk¢u bécegin tiirii olduk¢a Onemlidir.
Imidacloprid’in manas tiirlerinden (Coleoptera: Scarabeidae) Exomola orientalis
ve Popillia japonica tiirlerine kars1 nematodlarla sinerjistik etkilesimde oldugu,
ancak Rhizotrogus majalis ve Maladera castanea tiirlerine karsi uygulandiklarinda
etkide herhangi bir artis olmadig1 bildirilmistir (Koppenhdofer vd., 2002).

Yirmi dort saat siireyle 100pg/ml’lik insektisit soliisyonu iginde inkiibe edilen
I7’ler daha sonra son evreye yeni gegmis Spodoptera littoralis larvalari tizerinde
patojenite yoniinden denenmistir. Organofosfatlar (acephate, malathion ve
temephos hari¢), 1 carbamat (methomyl), 2 pyrethroid (permethrin ve
ethofenprox) ve cartap, I[J'lerin infektivitesini onemli derecede azaltmistir.
Bununla birlikte, insektisitler [J'lerin viicut yiizeyinden yikandiginda, sadece
cartap (10ug/ml) ve profenofos (100pg/ml)’un nematodlarin infektivitesi
tizerindeki yikici etkisi devam etmistir (Zhang vd. 1994).
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Entomopatojen nematodlar dogada sadece canli bocekleri enfekte edip onlar
konuk¢u olarak kullanmazlar. Olii boceklerin de icerisine girerek orada
iireyebilirler (Puza ve Mracek, 2010). Bu bdceklerin bir kisminin 6liim nedeni
muhtemelen maruz kaldiklar insektisitlerdir. Bu durumda kadavra igerisine giren
[J’ler gomlek degistirip sindirim sistemlerini aktif hale getirdikten sonra konukc¢u
dokulartyla beslenmeye baglayacaktir (Lewis ve Clarke, 2012). Bu durumda J4-
ergin-J1-J2 gibi konuk¢u viicudu disinda bulanmayan ve 1J’lere gére ¢ok daha
hassas olan evreler insektisit igeren bocek dokulariyla beslenecek ve onlara maruz
kalacaktir. Entomopatojen nematodlarin en 6nemli avantajlarindan birisi girdikleri
konuk¢u bdcek igerisinde ¢ogalabilmeleridir (Georgis vd., 2006). Son donem bir
G. mellonella larvasina (200-300mg) giren birkag 1J, ¢evre sartlarina baglh olarak
bir-iki hafta icerisinde yaklasik 80.000-120.000 yeni nesil nematodlart meydana
getirirler (Hazir vd., 2001; Bazman vd., 2008). Konukc¢u viicudunda besin
maddelerinin tiikenmesi sonucu konukg¢uyu terk eden bu yeni nesil 1J’ler toprak
icerisine dagilarak yeni ve uygun konukg¢u bocek aramaya baslarlar (Griffin vd.,
2015; Lewis vd., 2015). Bu nedenle EPN’lerin bir zararli bocegi 6ldiirmesi kadar
onun igerisinde lreyebiliyor olmasi da son derece 6nemlidir. Bugiine kadar
yapilan caligmalarda farkli kimyasal pestisitlere, farkli siirelerde ve dozlarda
maruz kalan IJ’lerin canlilik oranlarina ve infektivitelerine bakilmistir. Oysa
g06zOniine alinmast gereken onemli kriterlerden birisi de kimyasal madde iceren
konukeu bocek viicudunda nematodlarin iireyip iireyemedikleri olmalidir. i1k defa
bu tez calismasi kapsaminda dokularinda farkli insektisitler bulunan bocek
larvalar1 igerisinde beslenip-gelisen ve iireyen nematodlar gz Oniine alinmistir.
Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler farkli donem nematodlarin bocek
dokularmda bulunan insektisitlerden etkilenmedigini gdstermistir. Bunun olas1
nedeni bitkiyle beslenen bocek viicudunda kimyasallarin detoksifiye edilmesi
olabilir. Pestisitlerin metabolitik siiregleri ¢evresel kosullara (sicaklik, nem,
toprak, ph vb.), mikrobiyal topluluk ve bitki tiiriine veya pestisit karakterine
(hidrofiliklik, pKa, Kow vb.), biyolojik ve kimyasal reaksiyonlara baglidir. Baz
pestisitler yapisi bozulmadan toprakta tutunma o&zelligine sahipken bazilari
abiyotik olarak transformasyona ugrar. Bitki ve mikroorganizmalarda ise biyotik
siire¢ sonucu enzimatik transformasyon ile detoksifikasyon mekazimasi c¢aligtirilir
(Eerd vd., 2003). insektisitleri metabolitik transformasyona ugratan 3
biotransformasyon siireci vardir bunlar; oksidasyon, ester hidrolizi ve glutation
konjugasyonudur. Genellikle bu reaksiyonlardan sonra olusan iiriin daha az toksik
oldugu belirtilse de bazi durumlarda da insektisit toksisitesinde artis oldugu
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bilinmektedir. Ornegin, insektisitlerin geneli ester baglarindan olusmaktadir.
Karbamatlhlar, organikfosforlular, pyrethroidlerde ester gruplarmin hidrolize
ugramast sonucu belirtilen insektisitlerin toksisitesinde azalma gozlenmektedir.
Yine kalsiyuma bagl fosfotriesterazlar bircok organik fosforlu insektisiti hidrolize
etmektedir. Sitokrom P450 enzimi ile katalize olan c¢ok fonksiyonlu
monooksigenazlar  boceklerde insektisit metabolizmasinda 6nemli  rol
oynamaktadirlar. Bu enzimler sadece pestisitlerin toksisitesinin saptanmasi ile
iligkili degil ayn1 zamanda boceklerin bu metabolitlere direng olusturmasinda da
rol oynamaktadir (Whalon vd., 2008).

Bu c¢alisma sonucunda, EPN’lerin insektisitlerle birlikte kullanilabilecegi,
kimyasallarin 1J’lerin canlihg1 {izerinde kismen de olsa olumsuz etkiler
yapabilecegi ancak kadavra igerisinde gelisen nematodlar lizerinde 6nemli bir etki

yapmadiklar1 belirlenmistir.
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