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BiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI:DR. OGR. UYESi TURGUT ATAY (I. DANISMAN)
IKINCi DANISMAN: PROF.DR. ILKER KEPENEKCI

Entomopatojen nematodlar (EPN) zararli boceklerin biyolojik miicadelesinde 6nemli bir yere
sahiptir. 2016-2018 yillar1 arasinda yiiriitiilen bu ¢alisma ile Tokat ilinin yogun olarak yonca
tarim1 yapilan 15 kdy (Ulas, Tashgiftlik, Songiit, Biiyiikbaglar, Ugrak, Tahtoba, Dayilihaci,
Cordiik, Kizilkdy, Bakisli, Ballidere, Coregibiiyiilk, Gaziosmanpasa, Glinevi, Akyamag) ve 2
beldesinde (Giiryildiz, Emirseyit) entomopatojen nematod varligi ve elde edilen entomopatojen
nematodlarin Gonioctena fornicata ile Hypera postica erginlerine karsi etkinligi arastirilmistir.
Bu amagla 58 toprak 6rnegi alinmis ve tuzak bdcek yontemiyle 10 EPN izolati elde edilmistir.
Yapilan morfolojik ve molekiiler teshis sonucunda bunlardan 8’i Steinernema carpocapsae, birisi
S. feltia ve birisi de Heterorhabditis bacteriophora olarak belirlenmistir. Bunlar icerisinden
secilen 2 izolat (Heterorhabditis bacteriophora Tokat-Songut, Steinernema carpocapsae Tokat-
Ulas) ve iilkemizde daha once tespit edilmis 3 EPN tiiriine ait izolatlar [Steinernema carpocapsae
(Karadeniz izolat1), Steinernema feltiae (izolat 09-31), Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-
43)] kullanilarak Gonioctena fornicata ve Hypera postica erginlerine karst 500, 1000 ve 2000 1Js
ml™* dozlarinda doz-6liim denemeleri yiiriitiilmiistiir. Ayrica laboratuvarda etkili bulunan S.
carpocapsae Tokat-Ulas izolati ile Gonioctena fornicata’nin son dénem larvasina karsi sera-
saksi etkinlik ¢caligmasi ylirtitilmiistiir.

Laboratuvar (in vitro) ¢aligmalar1 sonucunda H. postica’ya kars1 H. bacteriophora (izolat 09-43)
ve H. bacteriophora Tokat-Songut izolatlar1 hari¢ diger tiim izolatlar G. fornicata ve H. postica
erginleri iizerinde 2.000 IJs/ml dozunda ve 112. saat sonunda % 90 ve iizerinde bir etki
gOstermistir. S. carpocapsae Tokat-Ulas izolati ile yiiriitiilen sera ¢alismasinda ise %94 oraninda
etki gozlemlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore G. fornicata erginlerinin kullanilan EPN izolatlarinin tamamina, H.
postica erginlerinin ise Steinernema carpocapsae (Karadeniz izolati), S. feltiae (izolat 09-31) ve
S. carpocapsae Tokat-Ulas izolatlarina karsi hassas oldugu ortaya konulmustur. Etkinligin tam
olarak ortaya konulmasi i¢in i¢in daha detayli sera ve tarla ¢aligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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ABSTRACT
MASTER THESIS

INVESTIGATION ON USING POSSIBILITES OF SOME
ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES AGAINST ALFALFA WEEVIL,
HYPERA POSTICA (GYLLENHAL) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE),
AND LUCERNE BEETLE, GONIOCTENA FORNICATA (BRUGGEMANN)
(COLEOPTERA: CHRYSOMELIDAE)

AYSEGUL CAGLAYAN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

SUPERVISOR: DR. OGR. UYESIi TURGUT ATAY (I. DANISMAN)
CO-SUPERVISOR: PROF. DR. ILKER KEPENEKCI

Entomopathogenetic nematodes (EPNs) have more important role in biological control of the
important insect pests. In this study conducted between 2016-2018, it was investigated the
presence of entomopathogenic nematodes in the 15 villages (Ulas, Taslgiftlik, Songiit,
Biiyiikbaglar, Ugrak, Tahtoba, Dayilihaci, Cordiik, Kizilkoy, Bakisli, Ballidere, Coregibiiyiik,
Gaziosmanpasa, Giinevi, Akyamag) and 2 town (Giiryildiz, Emirseyit) of Tokat province where
alfalfa was cultivated intensively and the effect of the obtained entomopathogenic nematodes
against Gonioctena fornicata and Hypera postica adults. For this purpose, 58 soil samples were
taken and obtained 10 entomopathogenic nematod isolates. As a result of the morphological
and molecular diagnosis, 8 of them were defined as Steinernema carpocapsae, others as
Steinernema feltiae and Heterorhabditis bacteriophora.

Dose-mortality trials were carried out with 2 isolates (Heterorhabditis bacteriophora Tokat-
Songut, Steinernema carpocapsae Tokat-Ulas) selected from these and 3 isolates [Steinernema
carpocapsae (Black sea isolate), Steinernema feltiae (izolat 09-31), Heterorhabditis
bacteriophora (izolat 09-43)], previously identified in our country, using doses of 500, 1000 and
2000 1Js ml™ against adults of Gonioctena fornicata ile Hypera postica in the laboratory. In
addition, greenhouse-pot efficacy study was carried out with Steinernema carpocapsae Tokat-
Ulas isolate, found effective in the laboratory, against last instar larvae of G. fornicata.

Laboratory studies showed that all isolates had an effect 90% and more at 2,000 1Js/ml and at
the end of 112 hours [except, H. postica H. bacteriophora (izolat 09-43) and H. bacteriophora
Tokat-Songut isolates aginst H. postica]. In greenhouse-pot efficacy study carried out with S.
carpocapsae Tokat-Ulas isolate, 94% effect was observed.

According to the results, G. fornicata adults were susceptible to all isolates used in the study and
H. postica adults were susceptible to isolates; Steinernema carpocapsae (Black sea isolate), S.
feltiae (isolate 09-31) and S. carpocapsae Tokat-Ulas. With these isolates, more detailed studies
should be conducted in greenhouse and field conditions.
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ONSOZ

Diinya’da entomopatojen nematodlarin (EPN) yonca hortumlu bocegi [Hypera postica
(Gyllenhal) (Coleoptera: Curculionidae)] ve yonca yaprak bocegi [ Gonioctena fornicata
(Briiggeman) (Coleoptera: Chrysomelidae)]’ne kars1 birka¢ calisma mevcut olmasina
karsin {ilkemizde bu zararlilara karst EPN uygulamasina yonelik herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Diinya’da ve iilkemizde EPN’lerin elde edilmesine yonelik yapilan
birgok faunistik ¢alisma mevcut olmakla birlikte yonca yetistirilen alanlarda yiirtitiilmiis

detayl bir calismaya rastlanmamuistir.

Yapilan bu c¢alismanin amacini; Tokat merkeze bagli yonca yetistirilen alanlardan
EPN’lerin izole edilmesi ve 6nemli yonca zararlilar1 arasina yer alan H. postica ve G.
fornicata’ya karsi ilk olarak iilkemizde daha onceki ¢alismalarda elde edilen 3 EPN
tiirtine ait izolatlar [Steinernema carpocapsae (Karadeniz izolati), S. feltiae (izolat 09-
31) (Aydin izolat1) ve Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43) (Aydin izolat1)] (1)
ile bu ¢alismada elde edilen EPN’lerin (I1) etkinliklerinin laboratuvar galismalart (in
vitro) (A) ve sera-saksi uygulamalari (in vivo) (B) ile ortaya konulmasi olusturmaktadir.
Yiiksek lisans tezimin secilmesinden son asamasina kadar bilgi, fikir ve tecriibeleriyle
daima yol gosterici olan danisman hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Turgut ATAY ve Prof. Dr.
Ilker KEPENEKCI’ye tesekkiir ederim.

Bu tez galismalar1 kapsaminda Tokat ilinden izole edilen EPN’lerin molekiiler diizeyde
tiir teshislerini gergeklestiren ve laboratuvarlarinda verdikleri uygulamali egitimle bana
biiyiik katki saglayan Prof. Dr. Selguk HAZIR ve Ogr. Gor. Harun CIMEN (Aydin
Adnan Menderses Universitesi, Aydim) (AAMU)’e tesekkiir ederim. Verilerin istatistiki
analizlerinde katkilarindan dolayr Dr. Mustafa ALKAN’a (Zirai Miicadele Merkez
Aragtirma Enstitiisti Miidiirliigii, Ankara) tesekkiir ederim.

Calismalarimda tecriibe ve fikirleriyle her zaman destek olan boliim arkadaslarim Zir.

Yiik. Miih. Emine BAYSAL, Zir. Miih. Kadriye ATES ve Zir. Miih. Biisra DEMIR’e

tesekkiir ederim. Calismalarimi yiiriittiiglim stiregte manevi destegini, yardimlarini
esirgemeyen aileme, esime ve arkadaslarima tesekkiir ederim.

AYSEGUL CAGLAYAN

Mart 2019
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1. GIRIS

Hayvan yemi olarak yetistirilen yem bitkileri; su ve topragi muhafaza eden, ekim
nobetinde kendinden sonra gelen iiriinlerin veriminin artmasini saglayan ozellikleri
tagiyan, hayvanlara yedirilmek tizere hasat edilerek kurutulan veya silaji yapilan ve
dogrudan hayvanlarin beslendigi bitkilerdir. Yem bitkilerinin sadece yem olma
Ozellikleri disinda bir¢ok faydalar1 vardir. Toprak ve su erozyonu gibi topragin yerinde
tutulmasini etkileyen kuvvetleri 6nleme de basarili bir rol oynarlar. Topragin derin
kisimlarinda fosfor gibi ¢6ziinmez halde bulunan bazi besin elementlerinin ¢éziinmesini
saglayarak topragin list tabakalarina tasirlar ve kendinden sonra gelecek fiiriinler i¢in,
toprag1 hazir hale getirirler. Boylece topragin verimliligini arttirarak kendinden sonra
yetistirilen {iriinlerin verimliliginin fazla miktarda olmasina ve kaliteli, lezzetli iiriin
yetistirilmesine imkan saglarlar. Yem bitkileri ekildikleri topraklar1 sadece verimli hale
getirmekle kalmazlar, bol miktarda birakmis olduklar1 kdk ve toprak listli aksamlari ile
topragin organik madde miktarim1 arttirarak toprak yapisim diizeltirler. Topragin
organik madde yoniiyle zenginlesmesi sonucu oOzellikle yagist az olan bdlgelerde
topragin su tutma ve besin maddeleri kapasitesini arttirirlar. Yem bitkileri arasinda
ozellikle yonca, fig, liggiil, korunga vb. baklagiller familyasinda yer alan yem bitkileri
koklerinde bulunan rhizobium bakterileri sayesinde, havada serbest halde bulunan azotu

topraga baglayarak dogal bir giibre olusumuna olanak saglarlar (Anonim, 2007).

Besin kaynaklarimizdan hayvansal iiriinlerin var olabilmesi i¢in 6nemli bir yere sahip
olan yem bitkileri tarimina, gelismis tarim iilkeleri de ¢ok 6nem vermektedir. Tarla
tariminin yapildigr alanlar igerisinde yem bitkileri tiretim alanlart Almanya’nin %37,
Hollanda’nin %31, Italya’nin %30 ve ABD’nin %23 olarak verilmistir (Avcioglu ve
ark., 2009). Ulkemizde ise durum bu verilerin oldukca altinda kalmis ve tarla tarimi
yapilan alanlar icerisinde yem bitkileri toplam ekim alan1 yaklasik %9 oranla kalmistir

(Anonim, 2018).

Tiirkiye’de son yillarda tarim sektoriiniin iilke ekonomisine sagladigi katki nispi olarak
azaldig1 goriilmektedir. Tarimsal {iretimin iginde %35°lik bir paya sahip olan hayvansal
tretimdeki bu katkinin diislisii daha fazladir (Sengiil ve ark., 2003). Bu sorunlarin

temelinde yem bitkileri yetistiriciliginin yetersiz olmasi gelmektedir. Bu nedenle



hayvanciliginin gelismesi i¢in yem bitkileri 6zellikle vitaminler bakimindan ¢ok zengin

olan yonca iiretiminin artirilmasi gerekmektedir (Anonim, 2012).

Bir¢ok 0zelligi agisindan degerli olan yem bitkileri igerisinde iilkemizin hemen her
yerinde yetistirilen yonca 6nemli bir degere sahiptir. Nitekim bu bilgiyi 2018 TUIK
verileri de dogrular niteliktedir (Cizelge 1.1.). 2018 yili TUIK verilerine gore toplam
ekim alam1 19 992 600 dekar olan yem bitkilerinin 6 351 052 dekarmi yonca
olusturmaktadir (Anonim, 2019a).

Cizelge 1.1. 2018 TUIK e gore Tiirkiye’de yem bitkileri {iretim verileri (Anonim,

2019a)
Uriin Ekilen alan (dekar)
Arpa (yesil ot) 255517
Bezelye (yemlik) 104 377
Bugday (yesil ot) 196 798
Fig 3869 465
Italyan cimi 103 410
Korunga 1817 338
Misir 4726 428
Miirdiimiik (yesil ot) 127 907
Tritikale(yesilot) 135 397
Yem Salgami 56 914
Yonca 6 351 052
Yulaf (yesil ot) 2142 574

Yonca bitkisi yem bitkilerinin kraligesi olarak adlandirilir ve genis bir adaptasyon
kabiliyetine sahiptir (Tekeli ve Ates, 2011). Ulkemizin ve diinyanin hemen hemen her

yerinde yetistigi bilinen yonca ¢ok farkli iklim ve toprak kosullarina adaptasyon saglar
(Anonim, 1999).

Ulkemiz yoncanin gen merkezidir ve bilinen kayith bilgiler 3300 y1l énce Tiirkiye’de
yoncanin bir yem bitkisi olarak kullanildigint yoniindedir (Hanson ve ark., 1988).
Yonca (Medicago sativa L.) bitkisi yiiksek degerde, bol yem veren ve iilkemizde de
iiretim alam1 ¢ok yogun olan bir yem bitkisidir. Ulkemizde yoncanin sulu tarimi
yapilmakta ve kuru ot, silaj, pelet, suni mera karisimlarinda da kullanilmaktadir
(Karakurt ve Firincioglu, 2003).



Baklagil ve bugdaygil yem bitkilerinden bir vejetasyon donemi boyunca birden ¢ok
bicim yapilabilir. Buna ragmen higbir yem bitkisi yoncadan elde edilen bi¢im sayisina
erisemez. Yoncada bi¢gim sayisinin yiliksek olmasi verimi de ayni oranda
yiikseltmektedir. Sulama ve bakim islerinin iyi yapildig1 ve vejetasyon siiresinin uzun
oldugu bolgelerde verimi 2500 kg/da kuru ot iken ortalama olarak verimi 1000 kg/da
kuru ottur (Tosun, 1974; Avcioglu ve ark., 2009).

Yonca bitkisi bir¢ok {istiin 6zelligi; yiiksek verimi, diinyada ve iilkemizde hemen her
yerde yetistirilmesi, yiiksek besin degeri, vb. gibi 6zelliklerinden otiirii iilkemizde ve
Tokat ilinde en ¢ok tercih edilen yem bitkilerinden olup yillara gore ekilis alanlar1 ve

tiretim miktarlar Cizelge 1.2.., 1.3. ve 1.4.’de verilmistir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye 2013-2018 yillar1 aras1 yonca (yesil ot) ekilen alan ve iiretim
miktarlart (Anonim, 2019b)

2013 2014 2015 2016 2017 2018

Ekilen Alan
(da)

Uretim (ton) 12616 178 | 13432968 | 13949958 | 15714381 | 17561190 | 17 544 946

6286419 | 6923055 | 6620459 | 6501107 | 6594319 6 351 052

Cizelge 1.3. 2013-2018 yillar1 aras1 Tokat ili yonca (yesil ot) ekilen alan ve iiretim
miktarlari (Anonim, 2019c)

2013 2014 2015 2016 2017 2018
114 934 131 196 123 413 141 323 155 065 155095

Ekilen Alan
(da)

Uretim (ton) 248 873 206 577 261 585 359 996 398 148 402 604

Cizelge 1.4. 2013-2018 yillar1 arasinda Tokat merkez yonca (yesil ot) ekilen alan ve
tiretim miktarlari (Anonim, 2019¢)

2013 2014 2015 2016 2017 2018
Ek"(eé‘a')“'a” 34 000 38 382 34500 49 500 54 500 53 500
Uretim (ton) | 170 000 128438 | 172500 | 247500 | 272500 | 267500

Tarim alanlarinin ¢esitli sekillerde daralmasi ve tahrip edilmesi sonucu, diger tarim
tirlinlerinde oldugu gibi yoncada da birim alandan en yiiksek verimin alinmasi

zorunluluk haline gelmistir. Yoncada verimin diismesinin en biiylik etkenler zararl ve



hastaliklardir. Bu yiizden, her yil kiiglimsenmeyecek miktarlarda iiriin kaybr meydana
gelmekte ve bu etmenler yonca verimini 6énemli derecede olumsuz etkilemektedir

(Yildirim ve ark., 1996).

Her gecen yil yonca ekilen alan ve iiretim miktar1 artis gdsterse de bitki koruma
etmenleri nedeniyle yonca da biiyiilk ekonomik kayiplar meydana gelmektedir. Yonca
da ekonomik kayiplarin meydana gelmesine neden olan etmenlere bakildiginda ise iki

zararl tlir 6n plana ¢ikmaktadir.

Yonca zararlilar igerisinde 6nemli iki tiir olarak ortaya ¢ikan yonca hortumlu bocegi,
[Hypera postica (Gyllenhal) (Coleoptera: Curculionidae)] ve yonca yaprak bocegi
[Gonioctena fornicata (Briiggeman) (Coleoptera: Chrysomelidae)] iilkemiz yonca
yetistirilen hemen hemen tiim alanlarma yayilmis ve miicadele yapilmadig1 takdirde
onemli 6l¢iide iirlin kayiplarina neden olan tiirler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Lodos

ve ark., 1978; Coskuncu ve Genger, 2006; Cam ve Atay 2006; Ozmen, 2009).

Yoncanin neredeyse tiim vejetatif aksami ile beslenen ve biiyiik Olclide verim
kayiplarina neden olan G. fornicata hakkinda yeterince literatiir bilgisi yoktur. Neden
oldugu kalite ve kantite kayiplarina ragmen heniiz bir miicadele yOntemi ortaya
konulmamistir. Yonca yaprak boceginin iilkemizde bulunusu ve zarariyla ilgili ilk
kayitlar Alkan (1946)’a ait calismasiyla ortaya konulmustur. Giinlimiize kadar bocek
hakkinda cok fazla bilgiye ulagamasak da iilkemizde bazi g¢alismalarin yapildigi

bilinmektedir.

Yonca alanlarinin ¢ok genis bir biyogesitlilige sahip olmasi (Summers, 1998), habitat
yonetiminde biyolojik miicadelenin basarisinda artiglara neden olmasi, predator
boceklere korunak ve besin saglayarak etkinliklerinin artmasi vs. nedenlerden son
yillarda tarim alanlart icerisinde siklikla ekilmeye baslanmistir (Efil ve ark., 2010). Bu
nedenle belirtilen bu zararlhlara karsi ¢evre dostu ve uygun miicadele yontemlerinin
gelistirilmesi iiretime saglayacagi katkinin yaninda dogal dengenin de korunmasina
olanak verecektir. Yonca dogrudan hayvan beslenmesinde kullanildigi i¢in zararli
tiirlere kars1 miicadele de dogal yontemlere ve biyolojik miicadeleye dnem verilmelidir

(Ghavami ve Ozgiir, 1999).



Yapilan bu ¢alisma ile toprak 6rneklerinden elde edilen entomopatojen nematod (EPN)
izolatlarinin G. fornicata ve H. postica erginleri iizerindeki etkinligi ortaya konulmaya

calisiimustir.

1.1. Yonca Yaprak Bocegi [Gonioctena fornicata (Briiggeman) (Coleoptera:
Chrysomelidae)]

Gonioctena fornicata’nin iilkemizde bulunusu ve zarar ile ilgili ilk kayit Alkan
(1946)’a aittir. Ilerleyen zamanlarda birgok arastirmaci G. formicata mn iilkemizdeki
yayilistyla ilgili bilgiler vermistir. Bodenheimer (1958)’de Yonca yaprak boceginin
Orta Anadolu’da yonca bitkisinde zararli oldugunu, Medvedev (1970)’de bu tiiriin
Adana’da var oldugunu, Kismali (1973)’de Izmir ve cevresi, Kasap (1988)’de ise
Ankara, Aksaray, Konya, Nevsehir ve Yozgat’ta Medicago sativa, Vicia sativa ve
Trifolium sp. bitkilerinde beslendigini belirtmislerdir.

Bu tiir Diinya’da ise 6zellikle Avrupa’da yayilis gostermis olup 6zellikle; Arnavutluk,
Bosna Hersek, Bulgaristan, Yunanistan, italya, Girit, Romanya, Tiirkiye, Ukrayna, vb.

tilkeler ve gevrelerinde varligi tespit edilmistir (Anonim, 2019d).

1.1.1. Tanim

Gonioctena fornicata’nin erginlerinde viicut oval, hafif yuvarlagimsidir (Sekil 1.1.).
Bilesik gozler siyah disa dogru ¢ikintili, antenleri 11 segmentli ve {izeri killarla kaplidir.
Pronotum ve elitra kirmizi veya sarimsi kirmizi; pronotum iizerinde 2 adet siyah nokta
bulunur. Elitra {izeri sira halinde noktali, her bir elitron’da 6ndeki kiigiik, digerleri ise
daha biiylik ti¢ adet, her iki elitron’un birlesme ¢izgisinin ortasinda bir adet siyah nokta
bulunur. Disiler erkeklere gore daha tombuldur ve 6.0-6.5 mm uzunlugundadir.
Erkekler digilere gore daha uzunca ve narin yapili 5.5-6.0 mm uzunlugunda ve daha

koyu renklidir (Yildirim ve ark., 1996).

Yumurtalar1 ilk 6nce sarimsi beyaz, kirli sar1 veya sarimsi yesil renkte iken zamanla
koyulasir. Yumurtalarin acilmasi arazi kosullarina goére 7-14 gilin arasi siirmektedir

(Yildirim ve ark., 1996).



Larvalart kampodeirorm sekilde, hafif kivrik, bas ve prothorax kahverengimsi siyah,
abdomen 10 segmentli ve yesil renklidir. Prothorax 8. ve 9. segmentlerinde bulunan
birer adet levhasinda ve diger thorax ve abdomen segmentlerinde bulunan gesitli
sayilarda scleritlerinden uzun kil veya kil demetleri ¢ikmaktadir (Yildirim ve ark.,

1996).

Pupalar1 serbest pupa seklinde olup uzuvlart viicuda yapisik haldedir. Bacaklar ve

antenler viicudun alt kisminda katlanmis ve gizlenmistir (Yildirim ve ark., 1996).

Sekil 1.1. Gonioctena fornicata (yonca yaprak bocegi) a-ergin, b-yumurta, c-larva, d-
pupa ve yeni ¢ikis yapan ergin



1.1.2. Biyolojisi ve zarari

Yildirim ve ark. (1996), Erzurum ilinde yaptiklar1 calismada ise Yonca yaprak
bdceginin ekim alanlarinda kist ergin halde topragin 10-25 cm derininde gecirdigini
(Sekil 1.2.) ve Nisan baglarinda yonca 10 cm boya ulastiginda kigslama yerlerinden ¢ikip
yoncaya gectiklerini bildirmektedirler. Coskuncu ve Genger (2006), ilk erginlerin Bursa
ilinde Mart sonu, Nisan basinda tespit edildigini, zararlinin Temmuz sonuna kadar
yonca bahgelerinde goriilmeye devam ettigini ve yilda bir dol verdigi bilgisini
belirtmislerdir. Tokat ilinde ¢aligma esnasinda yapilan gozlemlerde ise kiglamig erginler
Nisanin ilk haftasindan itibaren goriilmeye baslamis, ikinci haftada ise cifleserek
yumurta biraktiklart belirlenmistir. Bir hafta-10 giin sonra ¢ikan 1.donem larvalar

bitkide beslenmeye baglamistir.

Sekil 1.2. Gonioctena fornicata a-yazlamaya c¢ekilmis ergini, b-zarari



Lustun ve Panu (1968), G. fornicata‘nin Romanya ic¢in onemli bir yonca zararlisi
oldugunu, yilda bir dol verdigini ve kist ergin donemde toprakta gecirdigini, Mart sonu-
Nisan baglarinda topraktan ¢ikip Temmuza kadar yapraklarda beslendiklerini

bildirmislerdir.

Larvalar ¢igek ve yaprak tomurcuklarinda, geng filizlerde ve saplarin ug¢ kisimlarinda
goriiliir. Beslenme sonucu yonca yapraklar1 delik degisik bir hal almaktadir (Sekil 1.2.).
Zamanla beslenme sonucu zarar goren bitki sararir ve solar daha sonralar1 yapraklarin
tamamen kuruduklar1 gozlemlenir. Popiilasyon ¢ok yogun goriildiigiinde bitkide sadece
gelismemis ve kurumaya yiiz tutmus sap kismu kalir. Erginlerin yaptig1 zarar yaza
oranla ilkbahar ortalarinda {ist seviyede oldugu bilinmektedir. Beslenip olgun hale gelen
larvalar topraga inerek Kkokon igerisinde Once prepupa daha sonra pupa olurlar.
(Yildirim ve ark., 1996). Cam ve Atay (2006), Tokat ili yonca bitkileri iizerinde bu

tiiriin ergin ve larvalarinin yogun olarak beslendigini gozlemlemislerdir.

Bronskikh (1987), Ukrayna’nin kuzeyinde, Moldovya ve Kafkasya’da G. fornicata’nin
ergin ve larvalarinin yoncanin yaprak, ¢icek ve yaprak tomurcuklarini, geng filizlerini
ve saplarinin ug¢ kisimlari ile beslendigini bildirmisler. Orta ve Giiney-Dogu Avrupa'da
yoncanin en onemli zararlilarindan biri oldugu, larva ve erginlerinin bitkinin yaprak,
stirgiin ve yaprak tomurcuklari ile beslendigi, Mayis aymda %601 asan yesil kiitle
kayiplarina ve %100 oraninda tohum kayiplarina neden oldugu bildirilmistir (Grigorov,

1976).

1.2. Yonca Hortumlu Bocegi [Hypera postica (Gyllenhal) (Coleoptera:

Curculionidae)]

Lodos (1977), Lodos ve ark. (1978) bu zararlinin {ilkemizde tiim bolgelerde yaygin

oldugunu bildirmistir.

1.2.1. Tanim

Hypera postica erginlerinde viicut grimsi duman renkli, ayaklari, antenleri ve hortumu
siyah; uzunca 4.5-5.5 mm boyunda ve 3.0-4.0 mm genisligindedir (Sekil 1.3.). Disi
bireyler erkeklere gore daha kiigiiktiir. Bag uzayarak petek gozlerden baslayip hortum



seklini almistir. Antenleri dirsekli anten olup u¢ kisimlar1 topuzdur. Pronotumda agik
giimiistimsii-gri renkli {i¢ ¢izgi mevcuttur ve kanatlar1 {izerinde ince seritler bulunur.
Kozadan yeni ¢ikan erginler agik sarimsi beyaz renkli ve yumusak bir yapidayken, kisa
zamanda renklenerek sertlesirler. Yash bocekler pullarmin bir kismini kaybettikleri icin

geng bireylere gore daha agik renkli goriiniirler (Anonim, 2008; Tuatay, 1952).

Yumurtalarinin rengi ilk birakildiklarinda parlak, saydam, limon sarisidir. Sonralara
dogru acgik portakal, agilmalarina yakin koyulasarak gri duman rengini alirlar. Oval
bi¢imde olan yumurtanin boyu 0.4-0.6 mm’dir (Anonim, 2008; Tuatay, 1952).

v ™~

Sekil 1.3. Hypera postica (yonca hortumlu bocegi) a-ergin, b- kokon, pupa, c-larva, d-
yumurta

Larvalar yumurtadan ilk c¢iktiklarinda baslart koyu siyah, viicutlar1 ise fildisi

rengindedir. Viicutlarinda ufak sigilimsi kabarciklar olan larvalarin bacaklar1 yoktur. Kil

kiimeleri; sirtta iki, yanlarda birer sira halindedir. Larvalarda ikinci donemde viicut

rengi agik sari-yesilimsi ve bas rengi daha agik bir siyahtir. Birinci ve ikinci donem



larvalar birbirine ¢ok benzerler. Uciincii dénem larvalarda ise viicut rengi saridan ¢ok
yesil, dordiincii donem de ise renk canli yesil halini alir ve yoncanin rengine gore daha
acik tondadir. Uciincii ve dérdiincii dénem larvalarinda sirt ortasinda viicut boyunca
uzanan beyaz bir ¢izgi mevcuttur. Viicudun yan taraflarinda da ince birer ¢izgi bulunur.
Olgun larvalarda viicut uzunlugu 7.0-10.0 mm’yi bulur (Anonim, 2008; Tuatay, 1952).

Olgun larvalarin viicutlar1 sisman, biikiilmis, kafa gogiise dogru yonelmistir. Olgun
larvalarin viicutlar1 kirli sar1 renk alir. Thorax segmentlerinde bulunan agik ¢izgiler
kaybolur. Bu olgun larvalar koza orerek pupa olurlar. Pupalar kokon i¢inde 5.0-6.0 mm
uzunlugunda ve serbest pupa bigimindedirler. Kozalar yumurta seklinde; beyazimsi-gri,
nadiren agik saridir. Yeni olusan pupanin rengi agik sari yesilimsi iken daha sonralari

zeytin yesili, kursuni gri, esmerimsi bir renk alir (Anonim, 2008; Tuatay, 1952).

1.2.2. Biyolojisi ve zarari

Bocekler bitki dokiintiileri altinda, tarla kenarlarinda, catlak ve yariklar igerisinde kisi
ergin halde gecirirler. Kislamis erginler Mart aymin ikinci yarisindan itibaren yonca
arazilerinde goriilmeye baglarlar. Bir siire bitkilerin yaprak ve siirgiinleriyle beslenen
kislamis erginler, ciftlesmeye baslarlar. Hava sicaklifinin 10-12°C’ye ylikselmesiyle
birlikte yumurtlamaya basladiklari tespit edilmistir. Disiler de 12.5-25°C hava sicakligi
yumurta birakabilmeleri i¢in en uygun sicaklik oldugu bilinmektedir. Bitki fenolojisine
bagl olarak, baslangicta kuru sap, taze govde, govde ile yaprak sapmin birlestigi yer,
stirgiin uglar1 ve yaprak sapina hortumu ile actig1 delikler icerisine birakirlar. Bir oyuga
koyulan yumurta sayisi 1-45 adet arasindadir. Bocekler ilk yumurtlama giinlerinde
ortalama yumurtalarinin 1/3’iinii yumurtlarlar. Yumurtalarin1 yonca saplarinda agtiklari
delikler icerisine koyan disiler, oyugun iizerini kirli ve jelatinimsi bir madde ile orterler.
Bir disi ortalama olarak 1100 adet yumurta birakabilmektedir. Larvalarin yumurtadan

¢ikma siireleri bir, ti¢ hafta arasi degismektedir.

Yumurtadan yeni ¢ikan larvalar bir siire oyuklar igerisinde kalirlar ve bu oyuklarda
beslenirler. Gida bulmak igin oyuklar icerisinden ¢ikan larvalar ¢ok ¢eviktir ve
beslenmelerini devam ettirmek i¢in yaprak ve tepe tomurcuklarina gegerler. Cok yogun
zarar oldugu senelerde diger siirglinlerde de bulunurlar. Geng larvalar siirgiin

uclarindaki yapraklar1 delikler acarak yerler. Siirgiin gelistikce bu deliklerde biiyiir.
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Ikinci dénem larvalar1 biraz daha biiyiimiis yapraklarla ilk dénem larvalarinda oldugu
gibi delikler agarak beslenirler. Son iki donem larvalari bitki {lizerinde serbestge
dolasarak yapraklarin i¢ kisimlarindan baglayarak damarlara paralel olacak sekilde
yapraklar1 yerler. Beslenmeler sonucu Yyapraklar delik desik olmaktadir, tepe
strgiinlerinin tamamen yenildigi durumlar goriildiigii gibi, ¢ok yogun olduklari
senelerde bitkinin sadece sap kismmin kaldigi goézlemlenmistir. Olgun larvalar
beslenme faaliyetlerini durdururlar. Son donem larvalar toprak yiizeyinde, bitki
artiklari, bitki yaprak ve dallari, yabanci otlar {izerinde bir kokon orerek pupa olurlar.
Tarlada bocegin ilk kokonlarinin goriilmesi Mayis ay1 ortalarina ve genellikle de ilk
bi¢im baslarina rastlamaktadir. Pupa siiresi 7-14 giin arasinda degisiklik gostermektedir.
Pupadan c¢ikan yeni erginler beslenmeye baslarlar ve yaz sicaklarinin basladigi déneme
kadar beslenme faaliyetlerini devam ettirirler. Yaz sicaklarinin baglamasiyla birlikte,
erginler topraga gecerek burada yaz uykusuna girerler. Sonbaharda havalarin
serinlemesiyle birlikte yazlamadan c¢ikan erginler tekrar hareketlenerek, tarlalarda
goriilmeye baslar. Havalarin sogumasiyla birlikte bu erginler kislamak i¢in topraga
inerler. Bu sekilde yasamini devam ettiren bocegin yilda bir nesil verdigi bilinmektedir
(Anonim, 2008; Tuatay, 1952). Tokat ilinde calisma esnasinda yapilan gézlemlerde ise

kislamis erginler Martin ilk haftasi ile Nisanin 3.haftas1 arasinda goriilmiistiir.

En 6nemli zarari, yoncanin yapraklarini yemelerinden kaynaklanir (Sekil 1.4.). En
biiyiik zarar1 bocegin larvalar1 yapmaktadir. Erginler ise yapragin orta damari hari¢ yan
damarlari, siirgiin uglar1 ve yaprak ayasii yemektedirler. ilk iki donem larvalar1 yaprak
koltuklar1 ve siirglin uglariyla beslenmektedirler. Tomurcuk ve siirglin uglariyla
beslenmelerinden kaynakli bitki gelisimi yavaglamaktadir. Larvalarin son iki donemleri
ise yapraklar1 digtan kemirerek yedikleri i¢in sadece yapragin orta ve yan damarlari
kalmaktadir. Larva zarar1 bitkilerde iist kisimdan baglayarak asagi kisimlara dogru
devam etmektedir. Ozellikle cok yogun zarar olan senelerde larvalar yonca yapraklarini
tamamen yiyerek, yoncalarin yapraksiz kalmasi sonucu bitkinin ¢iplak bir hal almasina
neden olurlar. Larvalarin yogunlugunun ¢ok oldugu zamanlarda zarar géren yapraklar
kurumaktadir ve yonca tarlasi boz giimiisi bir gériiniim alir. Bocekler asil zarari birinci
bicime kadar olan kisimda yapmaktadirlar. ilk mahsiil tamamen mahvolur ve ikinci
mahsiiliin gelisiminde duraklama olmasina neden olurlar. Ozellikle sulama imkanimin
kisitlt oldugu ve bicimin az yapildig1 yerlerde zararlinin verdigi kayiplar biiyiik 6nem

tasimaktadir (Anonim, 2008; Tuatay, 1952).
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Montana (ABD)’da, yapilan c¢alismada bu tiriin hi¢cbir miicadele yOntemi
uygulanmadig: alanlarda %15-47 oraninda iiriin kaybina neden oldugu bildirilmistir
(Hastings ve Pepper, 1953). Transkafkasya’da (Rusya), H. postica’nin genellikle
yoncanin ilk mahsuliiniin tamamin1 yok ettigi (Rekach, 1933), Azerbaycan’da, yoncada
onemli zararlara neden oldugu (Rodionov, 1927), Orta Asya’da (Kirgizistan dahil
olmak iizere), ilk bi¢imde %65’e kadar verim kaybina neden oldugu bilinmektedir
(Yakhontov, 1937). Bu zararlinin ayrica Fas’da baklada zarar yapan Broad Bean Mottle

Bromovirus’e vektorliik yaptigi belirlenmistir (Fortass ve Diallo, 1993).

Sekil 1.4. Hypera postica zarar1

1.2.3. Miicadelesi

Bu tiirin miicadelesinde; kuvvetli ve sik yonca yetistirmek, bicimden Once sulama,
erken bi¢im ve bicilen yoncalarin hemen tarladan alinmas1 gibi kiiltiirel 6nlemlerin yani
sira kimyasal miicadele de tavsiye edilen yontemlerindendir (Anonim, 2015). Yonca
hortumlu boceginin birgok dogal diismani vardir. Bunlar; yumurta, larva, prepupa ve

ergin parazitoitleri ile predatorleri ve entomopatojen funguslardir.
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Larva parazitoitleri;

Bathyplectes sp. nr. coripa Ths. (Hym.: Ichneumonidae)

Itoplectis maculator Fab. (Hym.: Ichneumonidae)
Necremnus leucarthros Necs. (Hym.: Eulophidae)
Tetrastichus sp. (Hym.: Eulophidae)

En etkili parazitoidi Bathyplectes sp. nr. coripa Ths. dir (Kahraman, 2017).

Fungal etmenler igerisinden Beauveria sp.'nin Tiirkiye’de ergin ve ¢ok sayida larva

dliimiine sebep oldugu bilinmektedir (Ozmen, 2009; Atay ve ark., 2015a).

ABD’de yonca hortumlu bocegi (H. postica) orta derecede dayanikli, Weevilchek ve
Team yonca cesitleri gelistirilmistir (A¢ikgoz, 2001). Elde edilen dayanikli gesitlerin
govde, yaprak ve cigeklerde bulunan trichomlardan disariya verilen aldehit, alkan ve

esterlerin bocegin larvalarinin yakalanmasina ve 6liimiine neden oldugu belirlenmistir

(Smith, 1989).

1.3. Mikrobiyal Miicadele ve Entomopatojenler

Modern tarimda giiniimiizde pestisit kullanim1 kaginilmaz bir hal almistir. Diinyada ve
iilkemizde her gecen giin dahada artmaktadir. Nitekim TUIK (2016) verilerinde bir
onceki yila gore pestisit kullanimi %28,2 artis gostererek 50 054 tona yiikselmistir
(Anonim, 2019e). Pestisitler kullanilirken triiniin hastalik, zararli ve yabanci otlara
kars1 korunmasi bunlarla birlikte de pestisitlerin insan ve ¢evreye olumsuz etkileri

birlikte degerlendirilmelidir (Tiryaki ve ark., 2010).

Tarimsal zararlilarla savasimda yogun olarak kullanilan kimyasal ilaglarin ¢evreye,
insana ve hedef dis1 organizmalara olan olumsuz etkileri giiniimiizde daha iyi
anlagilmaktadir. Pestisitlerin insan ve hayvan saghgmi tehdit etmesi, gida
maddelerindeki ila¢ kalintilari, gevre kirliligi ve yiiksek ilag fiyatlar1 vs. sebeplerden
otiiri kimyasal miicadeleye alternatif ¢cevre dostu ve daha ucuz miicadele yontemlerine
gecilmesi zorunlu hale gelmistir. Bu yontem arasinda en {imit verici, en ¢evre dostu, en

ucuz ve en siirdiiriilebilir olan biyolojik miicadeledir (Uygun ve ark., 2010).
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En basit haliyle biyolojik miicadele “bitkisel iiretimde ekonomik kayiplara yol agan
zararli organizmalarla miicadelede dogada bulunan faydali organizmalarin kullanilmas1”
olarak tarif edilebilir (Birisik ve ark., 2018). Dogada bulunan bakteriler, funguslar,
bocekler, viriisler, akarlar, nematodlar, baliklar, kuslar, salyangozlar, memeliler,
protozoalar, vb. canli gruplarinin neredeyse hepsinde dogal diisman niteliginde tiirler
bulunmaktadir. Dogal dengenin korunmasi agisindan bu dogal diisman niteligindeki
canli gruplarin tiimii biyolojik miicadelede 6zellikle de dogal biyolojik miicadelede
vazgegilmez bir dneme sahiptirler. insanlarm eski dénemlerde yilanlarin kemirgenlerle,
kuslarin boceklerle beslendigini gézlemlemeleri, Cinlilerin turunggil bahgelerinde avci
karincalar1 kullanmalari, Eski Misirlilarin kedileri farelere karsi kullanmak {izere
evcillestirdikleri, biyolojik miicadelenin temelini olusturan gézlem ve uygulamalardir.
Ancak insanoglu zararl tiirlerin oldugu kadar dogada yararl tiirlerinde bulundugunu ve
bunlarin zararli tiirleri baski altina aldiklarimi ¢ok sonradan kesfetmislerdir (Uygun ve

ark., 2010).

Biyolojik miicadele calismalarina énem verilmesinin asil nedeni, yalnizca kimyasal
miicadelenin olumsuz etkilerinden kurtulmak degil, dogada zararlilar1 %99 oraninda
baskilayan yarali makro ve mikroorganizmalardan yararlanilmak istenmesidir (Uygun

ve ark., 2010).

Dogada canli popiilasyonlart denge durumundadir. Bu durumun olusmasinda etkili olan
biyotik faktorler g¢esitli organizma gruplarini kapsamaktadir. Bu organizma gruplari
icerisinde yer alan mikroorganizmalar bu denge durumunun olusmasinda biiyilik bir
paya sahiptir. Dogada bocek popiilasyonlar iizerinde bircok mikroorganizma bask1
unsuru olarak bulunmaktadir. Bu unsurlarin zararlilarin miicadelesinde kullanilmasi

zararlilara kars1 mikrobiyal miicadelenin temel fikrini olusturmustur.

Dogada hastalikli boceklerden elde edilen mikroorganizmalar bulunmaktadir. Orijini
viriis, bakteri, fungus, nematod, protozoa olan mikroorganizmalar bdceklerin
hastalanmas1 ve Olmelerine neden olmaktadirlar. Bu mikroorganizmalar biyolojik
miicadele icerisindeki materyallerden biri olan entomopatojenler olarak adlandirilirlar.
Mikrobiyal miicadele kapsaminda etmen olarak kullanilan veya kullanilmasi yoniinde

caligmalar yiiriitiilen mikroorganizmalar (bakteriler, funguslar, viriisler ve protozoanlar)
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ve mikroorganizma olmamakla birlikte bu kapsamda ele alinan entomopatojen
nematodlar biyolojik miicadele yontemleri arasinda yer alir (Kilinger ve ark., 2010).
Dogada yer alan entomopatojenler bocek popiilasyonlarinin dengelenmesinde biiyiik rol
oynarlar. Zararli tiirlerin dogal diismanlarimin korunmasi, ekosistemdeki biyolojik
cesitliligin slirdiirtilmesi, besinler {izerinde kalinti birakmamasi, hedeflenmis diger
organizmalar ve insanlar acisindan giivenli olmasi1 gibi bir¢ok avantaja sahip olan

entomopatjenler mikrobiyal miicadelede biiyiik avantajlar saglarlar.

Mikrobiyal miicadele uygulamalar1 igerisinde entomopatojenler nematod (EPN)’lar
yiiksek oranda viriilant olup, konukgusunu hizla oldiirebilirler, bu o6zellikleri son
zamanlarda tizerinde en fazla durulan gruplardan biri olmalarinin nedenidir (Anonim,
2019f). Boceklerde parazit olarak yasayan ve genellikle boceklerin 6liimiine yol agan
bir¢ok nematod tiirii bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalar giiniimiizde 30’u askin nematod
familyasina ait tiirtin boceklerle iligki i¢inde oldugu belirtilmistir (Poinar, 1979,1990;
Kaya ve Stock, 1997). Bu nematod tiirleri bocekleri ergin veya ergin Oncesinde
oldiirerek, kisirlagtirarak veya dogurganligini azaltarak, davraniglarini degistirip gerekli
yasam fonksiyonlarini azaltarak, gelisimini yavaslatarak etkili olmaktadirlar (Webster,

1972).

Konukgularin1 aktif olarak arayip bulabilmeleri, genis bir konukc¢u araligina sahip
olmalari, kimyasallar gibi kullanimlar1 i¢in onay alinmasina birgok iilkede gerek
olmamasi, yasaklanan insektisitlerin yasaklandigi veya kisitl oldugu yerlerde rahatlikla
kullanilmalari, Diinya’nin bir¢ok yerinde topraktan ve bdceklerden kolaylikla elde
edilebilmeleri, konukgularimi g¢ok kisa siirede oOldiirebilmeleri (24-48 saat), yapay
ortamda (in vitro ve in vivo olarak) kolaylikla iiretilebilmeleri, nematodlar bocekler igin
Oldiirticii olsalar bile insan, bitki ve hayvanlar i¢in zararsiz olmalari, boceklerde direng
olusumu goriilmemesi vb. gibi pek ¢ok 6zelligi bulunmasi bu canlilarin kimyasal
miicadele i¢in alternatif olmalarin1 saglamakta ve biyolojik miicadele de dnemlerini

arttirmaktadir (Gaugler ve Kaya, 1990, Anonim, 2019f).

EPN’ler giliniimilizde ticari olarak tiretilmektedir ve bircok tarim arazisinde zararh
boceklere karst kullanilmaktadirlar (Stock, 2005). EPN’ler Steinernematidae ve
Heterorhabditidae familyalarina ait olup toprak icerisinde yasamlarini siirdiiren zorunlu

bocek patojenleridir. Antartika kitasi hari¢ Diinya’nin neredeyse her bolgesinde izole
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edilebilmektedirler (Adams ve ark., 2006). Zararlilarla mikrobiyal miicadelede en sik
kullanilan gruplardandir (Glazer ve Lewis, 2000; Liu ve ark., 2000).

Diinya’da Steinernematidae familyasinda Neosteinernema ve Steinernema olmak iizere
2 farkli cins, Heterorhabditidae familyasinda da Heterorhabditis cinsi bulunmaktadir.
Neosteinernema cinsine ait 1, Steinernema cinsine ait 64, Heterorhabditis cinsine ait 21
olmak tiizere toplam 86 EPN tiirii tespit edilmistir (Kepenekci, 2014). Steinernema
cinsine ait nematodlar Xenorhabdus bakterilerisiyle, Heterorhabditis cinsine ait
nematodlar ise Photorhabdus bakterileriyle mutualistik iliski igerisindedirler (Hazir ve
ark., 2003a). Bu bakteriler sayesinde septisemiye neden olarak konaklarini 48 saat
icerisinde Oldiirme yetenegine sahiptirler (Forst ve Nealson, 1996; Burnell ve Stock,
2000).

Steinernematid ve Heterorhabditidlere hassas bocek sayisi neredeyse sinirsizdir. Cesitli
arastiricilar tarafindan bu nematodlarin biyolojik aktiviteleri laboratuvar ve tarla
denemeleri yapilarak belirlenmis ve bir liste hazirlanmistir. Bu listeye gore etkinligi en
yiiksek olan tiiriin S.carpocapsae oldugu goriilmektedir. Bu nematod 11 bocek takimina
baglhi 75 familyadan 250’ye yakin bocek tilriinii parazitlemektedir. Bu nematodun
laboratuarda {iretilen hazir preparatlar1 DD-136 ticari adi altinda kullanilmaktadir
(Wouts, 1991). Ulkemizde de tespit edilen EPN'lerin yine iilkemizde kiiltiir bitkilerinde
onemli zararlara neden olabilen zararlilar iizerindeki etkinlikleri Kepenekci (2012)

tarafindan liste olarak verilmistir.

Her EPN tiirti her konukgu bocegi ayni etkinlikle enfekte edememektedir. Bazi nematod
tiirleri olduk¢a genis bir konukcu dagilimina sahipken, baz: tiirler sadece tek bir bocek
takimini enfekte edebilmektedir (Hazir ve ark., 2003a). Bu durumda yapilacak biyolojik
miicadele caligmalarinda en 6nemli unsur hedef konukguya karsi en etkili nematod
tiiriinii tespit etmektir. Bu yiizden alan ¢alismalarina ge¢gmeden 6nce hedef zararliya

kars1 infektivitesi en fazla olan nematod tiiriiniin belirlenmesi gerekmektedir.

EPN’lerin gelisimi ii¢ ana evreden olusmaktadir. Bunlar yumurta, juvenil (J1, J2, J3, J4)
ve ergin evreleridir (Kaya ve Gaugler, 1993). Toprakta bulunan ve konag arayip bulan
evre J3 [Enfektif larva (EL)] evresidir. J3 evresi, bir yil ya da daha fazla toprakta
canliligini siirdiirebilmektedir (Koppenhofer, 2000). Enfektif larva bulduklari bocegin
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dogal acikliklarindan hemosdliine girerler. Tasidiklart Xenorhabdus ve Photorhabdus
bakterilerini konukgunun hemosolii igerisine birakirlar. Bu mutualistik bakteriler
hemolenf sivisi igerisinde hizla bir sekilde ¢cogalmaya baslar ve bu esnada salgiladiklari
hiicredis1 enzimler ve toksinler ile konuk¢u bocegin 48 saat igerisinde septisemi
nedeniyle dlmesine neden olurlar (Gaugler ve Kaya, 1990). Mutualistik bakterilerin
salgiladigr bu enzimler bocek dokularmi parcalayarak nematodlarin beslenmesi ve
gelismeleri i¢in uygun ortam olustururlar. Entomopatojen nematodlar oda sicakliginda
5-7 giin igerisinde hayat devrini tamamlarlar. EPN’ler kadavra igerisindeki besin bitene
kadar, birka¢ jenerasyon meydana getirirler. Kadavra dokularini bitiren EPN’ler 1Js
(enfektif larva (EL)) evresinde gelisimini durdurup konukguyu terk ederler ve topraga

gecerek, yeni konukgu aramaya baslarlar (Hazir ve ark., 2003a).

Tarimda zararli bocek gruplarinin %90’lik kismmin en az bir biyolojik donemini
toprakta gecirdigi distiniilirse, EPN’lerin konukgu listesinin ne kadar fazla oldugunu
anlayabilmekteyiz (Klein, 1990). Toprakta entomopatojen nematodlar konukcularini
aktif olarak arayip bulma 6zelligine sahiptirler. Bunun yaninda toprakta kullanilan tarim
ilaglar1 hedef zararliya ulasilabilmek icin sik sik tekrarlandiklar i¢in yiliksek olarak
taban suyuna karigirlar. EPN’ler ile yapilan miicadelede %80-90’lara varan basari
saglanirken, toprak alti zararlilarina karsi pestisitlerin kullanilmasi ile bu %40’a
civarinda kalmaktadir (Ehlers ve Peters, 1998; Sulistyanto ve Ehlers, 1996). Bu
ozelliklerinin yaninda EPN’ler, in vivo veya in vitro olarak kolay ticari iiretim, uzun
donem etki, kolay uygulama, bir¢cok kimyasalla beraber uygulanabilme, ¢evre ve insan
saglig1 i¢in gilivenli olma ve patojenite, konuk¢u arama davranisi ve canli kalabilme
ozelligindeki farkliliklar gibi birgok {istiin 6zelliklere sahip olduklar1 diisiiniiliirse
mikrobiyal miicadele de ¢ok Onemli bir ajan konumunda olduklarin1 sdyleyebiliriz

(Canhilal, 2011).

Bu gibi 6zelliklerinden dolay1 entomopatojen nematodlar, 1930°1u yillardan beri bir¢ok
iilkede aragtiricilarin ilgisini ¢ekmis ve son 25 yil iginde, gittikce yayginlagarak

biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmaya baglanmistir (Peters, 2010).

Ulkemizde EPN’ler ile ilgili ¢aligmalara ait kayitlar 24 yil éncesine dayanmaktadir.
Tiirkiye’de ilk EPN tiirii Steinernema cinsine ait olan S. feltiae olarak Ozer ve ark.

(1995) tarafindan Rize’de c¢ayir arazilerinden alinan toprak orneklerinde tespit edilmis;
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ilk Heterorhabditis cinsine ait EPN tiirii ise H. bacteriophora olarak Kepenekci ve ark.
(1999) tarafindan Aksaray Ekecik kislagindan toplanan Kimil (Aelia rostrata Boh.)
popiilasyonlarindan izole edilmistir. Diinyada yaygin olan ilk 3 EPN tiirii igerisinde olan
S. carpocapsae ise Kepenekci ve Oztiirk (2001) tarafindan, Alanya (Antalya)’da orman
alanlarindan alinan 6rneklerden elde edilmitir. Hazir ve ark. (2003b) 1999-2001 yillari
arasinda tiim Tiirkiye’yi kapsayacak sekilde bir arastirma yapmus; S. feltiae, S. afine, H.

bacteriophora ve diinya igin yeni tiir olan S. anatoliense’yi ortaya koymuslardir.

Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda bulunan EPN’lerin bazilarinin iilkemiz i¢in yeni
kayit niteliginde tiirler oldugu bildirilmektedir. Canhilal ve ark. (2014), Kahramanmaras
ve Adana illerinde ormanlik alan, tarla bitkileri ve sebze iiretim alanlari, cayir-mera,
bag-bahce habitatlarinda EPN’lerin tespiti ve yayginliklarini belirlemislerdir. Yaptiklari
calisma sonucunda Tiirkiye nematod faunasi i¢in yeni kayit niteliginde S. litorale ve H.
indica tiirlerini bildirmislerdir. Gokge ve ark. (2014), Tirkiye i¢in ilk kayit niteliginde
olan. S. kraussei’yi Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 2009-2012 yillar1 arasinda yaptiklar

arazi calismalar1 kapsaminda bulmuslardir.

EPN’lerin bulunma oranlan ile ilgili yapilan c¢alismalarda; Diinya’da Boag ve ark.
(1992) iskogya’da %2.2, Ehlers ve ark. (1991) italya’da %35, Choo ve ark. (1995)
Kore’de %4.6, Miduturi ve ark. (1997) Belgika’da %8.47, Stock ve ark. (1999) ABD’de
%26.3, Griffin ve ark. (2000) Endonezya’ %11.7, Rosa ve ark. (2000) Portekiz’de
%3.9, Nguyen ve ark. (2004) Etiyopya’da %6.3, Lorio ve ark. (2005) Kosta Riko’da
%20.5, Stock ve Gress (2006) Arizona’da (ABD) %23.3, Morton ve Garcia-del-Pino
(2009), ispanya’da % 5.2-%20 oranlarin1 vermislerdir. Diinya’da EPN’lerin yiiksek elde
edilme oranlarinin oldugu sonuglar; Hominick ve Briscoe (1990) Ingiltere’de %48.6 ve
Mracek ve ark. (1999) Cek Cumhuriyeti’'nde %53.8 ile yiiriitiilmiis olan caligmalarda

mevcuttur.

Ulkemizde ise; Hazir ve ark. (2003a) %2 ve %4.72, Aydin (2007) Aydin’da %12.1,
Gokee (2010) Trabzon’da %8.3, Bulun (2011) Canakkale’de %9.6, Giines ve Gozel
(2011) Marmara Bélgesi’nde %6.1, Erbas (2012) Trabzon’da %9.09, Ari (2014) Izmir
Tire’de %0.48, Giirel (2015) Diizce’de %8.4, Giirsoy (2017) Kaz Dagi’nda %3.3, Giilcii
(2018) Bat1 Karadeniz (Diizce, Bolu, Karabiik ve Zonguldak)’de %6 ve Kepenekci ve
ark. (2018a) Tokat'ta %3.6 elde edilme oranlar1 bildirilmistir. Ulkemizdeki kiiltiir
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bitkilerinde 6nemli zararlara neden olabilen bocek tiirlerinde yine Tiirkiye’de tespit

edilen EPN’lerin etkinlikleri, Kepenekci (2012) tarafindan liste olarak verilmistir.

Son yillarda ekonomik éneme sahip zararli gruplar tizerinde EPN’lerin etkileriyle ilgili
calismalar hiz kazanmistir (Kepenekcei ve ark., 2002; Gokge ve ark., 2003; Kepenekci,
2004; Kepenekci ve ark., 2004; Kepenekci ve Halici., 2004; Kepenekei ve Susurluk.,
2006a, b; Kogak, ve ark., 2007; Evlice ve ark., 2007, Kepenekci ve ark., 2007,
Kepenekci ve Evlice., 2009).

Cok yillik bir bitki olan yonca ortalama 5 yillik 6miire sahiptir. Bu sayede ¢cok degisik
organizmalar bu alanlara yerlesebilmekte ve kendileri i¢in bir yasam alam
olusturabilmektedir. Sik yapilan hasat ve zaman zaman gerceklestirilen pestisit
uygulamalari ile olusan bu ekosistemin olumsuz etkilemesine ragmen, yonca alanlari
tarla bitkileri arasinda flora ve fauna acisindan gegici bir denge saglar. Bu sayede yonca
tarim1 ayn1 zamanda civarindaki ekosistemlerdeki dogal dengeye de katkida bulunur

(Summers, 1998).

Kimyasal miicadele de dayaniklilik problemleri ve kimyasal miicadelenin olumsuz
etkileri goz oOniline alindiginda biyolojik miicadelenin gerekliligi daha ¢ok ortaya
cikmaktadir. Bu baglamda yapilan bu calismayla, Tokat merkeze bagli yonca
yetistirilen alanlardan EPN’lerin izole edilmesi ve onemli yonca zararlilar1 arasina yer
alan H. postica ve G. fornicata’ya karsi ilk olarak {ilkemizde daha 6nceki ¢alismalarda
elde edilen 3 EPN tiiriine ait izolatlar [Steinernema carpocapsae (Karadeniz izolat1), S.
feltiae (izolat 09-31) (Aydin izolat) ve Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43)
(Aydin izolat1)] () ile bu c¢aligmada elde edilen EPN’lerin (II) etkinliklerinin
laboratuvar c¢alismalar1 (in vitro) (A) ve sera-saksi uygulamalari (in vivo) (B) ile ortaya
konulmaya calisilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda bu iki zararlinin EPN’lar ile
mikrobiyal miicadelesine yonelik temel veriler elde edilerek literatiire kazandirilmistir.

Diinya’da EPN’lerin bir¢ok zararli grubuna karsi etkinligi laboratuvar ve tarla/bahge
calismalari ile ortaya konulmus olmasina karsin yonca hortumlu bocegi ve yonca yaprak
bocegi ile ilgili EPN’lerin kullanildig1 ¢alismalar ¢ok simirlidir (Kim ve ark., 2007; Shah
ve Azmi, 2006; Falahi ve ark., 2011; Roodaki ve ark., 2011). Ulkemizde ise herhangi

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ulkemizde ve Diinya’da G. fornicata ve H. postica’nin zarari, biyolojisi ve miicadelesi
hakkinda bazi calismalar mevcuttur. Bu iki tiirlin entomopatojen nematodlarla
miicadelesine yonelik ¢alismalar ise yok denecek kadar azdir. Ulkemizde bu iki zararl
hakkindaki ¢alismalar (EPN konusu disindaki) ile diger zararhilara (6zellikle
tilkemizdeki kiiltir bitkilerinde 6nemli zararlara neden olabilen bdcek tiirlerine) yonelik

gergeklestirilen EPN etkinlik calismalar1 asagida siralanmustir.

2.1. Gonioctena fornicata’min Biyolojisi, Yayilisi, Miicadelesi ve Zararhya Karsi

Biyolojik Miicadele ile Tlgili Yapilan Baz1 Cahsmalar

Kovanci (1982) Ankara’da, Yildirim ve ark. (1996) Erzurum ve Erzincan’da, Coskuncu
ve Genger (2006) Bursa’da, Cam ve Atay (2006) Tokat’da Gonioctena fornicata’nin

biyolojisi ve zarar1 hakkinda detayl bilgiler vermislerdir.

Burgio ve ark. (1992), Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis’nin ticari preparatinin
G. fornicata’ nin larva ve erginlerine kars1 etkinligini aragtirmislardir. Ergin ve larvalar,
5ml/lt dozunda uygulama yapilmis yapraklarla beslenmis, larvalarin 2 giin iginde
tamaminin 6ldiigiini, erginlerin 5. giin de %44.7’sinin 7. ve 10. giinlerde ise sirasiyla

%52 ve %72 oraninda oldiikleri belirtilmistir.

Tamer ve ark. (1997), Ankara ve Konya illerinde korunga ve yoncada goriilen faydali
ve zararlilarin iizerine yapmis olduklari ¢alismada G. fornicata ve H.postica’nin da

yogun olarak bulundugundan bahsetmislerdir.

Baris ve ark. (2015), Zonguldak ve Bartin ilindeki yonca alanlarinin zararh ile bulasik
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica zararlinin her iki ilde de Nisan-Temmuz aylari
arasinda gortldigiinden ve Agustos aymda ise yoncalarda zararliya ve zararina

rastlanmadi@ini belirlemislerdir.

Maji¢ ve ark. (2013), laboratuvar ortaminda Heterorhabditis bacteriophora’nin
Gonioctena  fornicata’nin  erginleri lizerine meydana getirdigi  enfeksiyonu

degerlendirmek i¢in yiiriittiikleri ¢alismada, 22°C ve 30°C’ de 2 farkli konsantrasyonu
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(1000 IJs ve 2000 1Js) test etmislerdir. 3 glin sonunda H. bacteriophora’nin 1000 1Js

dozunda % 100 6liime neden oldugu ortaya konmustur.

Efe ve Ozgdkgce (2014), Gonioctena fornicata’nin 25+1°C sabit sicaklik, %60+5 orantils
nem ve 16:8 saat aydinlik periyodu kosullarinda yasam c¢izelgesini olusturmuslardir.
Yaptiklari bu ¢alisma sonucunda G. fornicata’nin kalitsal iireme yetenegi, ortalama dol
siiresi, net lireme giicii, toplam iireme orani, yumurta, larva, pupa ve toplam gelisme
siireleri ile preovipozisyon, ovipozisyon, postovipozisyon, dol siiresi ve dmiir uzunlugu

hakkinda bilgiler vermislerdir.

Kaya ve Bagpmar (2016), Hatay ili yonca alanlarinda yararli ve zararl bocek tiirlerini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 14 familyaya ait 53 zararli bocek tiirii ile 7
familyaya ait 30 yararli bocek tiiriinii tespit etmislerdir. Gonioctena fornicata’ya en

yogun olarak bulunan tiirler i¢erisinde yer vermislerdir.

Atay (2018), Tokat ilinde Yonca yaprak bocegi, Gonioctena fornicata (Briiggemann,
1873) (Coleoptera: Chrysomelidae)’nin tachinid parazitoitlerini ve etkinliklerini
belirlemek amaciyla iki yil siireyle yaptigi caligmada tespit ettii parazitoitlerden
Meigenia mutabilis (Fallén, 1810)’in yillar itibariyle %3.61 ve %3.69, Macquartia
tenebricosa (Meigen, 1824)’nin ise %1.07 ve %0.5 oranlarinda parazitleme
gerceklestirdigini belirtmistir. Arastirict ayrica M. tenebricosa’nin G. fornicata’nin

parazitoiti oldugunu ilk defa bu calismayla ortaya koymustur.

2.2. Hypera postica’nin Biyolojisi, Yayilisi, Miicadelesi ve Zararhya Kars:1 Biyolojik
Miicadele ile Tlgili Yapilan Bazi Calismalar

Harcourt ve ark. (1974), Entomophthora phytonomi Arthur entomopathojen fungusunun
Ontario’da 1973 yilinda Hypera postica iizerinde onemli ol¢lida salgin yaptigini,
belirlenen plot alanlarda larva ve kokonlarda sirasiyla %65-90 ve %42-53 oranlarinda

Oliimlere neden oldugunu bildirmislerdir.

Okumura ve ark. (1987), Japonya'da Hypera postica (Gyll.) (Curculionidae:
Coleoptera)'nin 5 dogal diismanini belirlemislerdir. Tespit edilen bu dogal diismanlarin,

birisinin predator (Polistes chinensis antennalis), bir digerinin entomopatojen fungus

21



(Beauveria bassiana) kalan igiliniin ise parazitoid (Agrothereutes grapholithae,

Itoplectis alternans spectabilis ve tanimlanamayan tiir) oldugunu bildirmislerdir.

Kim ve ark. (2007), Kore’ye ait 4 entomopatojen nematod irkinin (Steinernema
carpocapsae GSN1, S. glaseri Dongrae, Heterorhabditis bacteriophora Hamyang ve
Heterorhabditis sp. Gyeongsan) Hypera postica’nin son donem larvalari {izerindeki
etkinliklerini laboratuar sarlarinda arastirmislardir. Calisma sonucunda S. glaseri
Dongrae ve Heterorhabditis sp. Gyeongsan irklarinin digerlerine gore ¢ok daha fazla
etki gostererek, 40 ve 80 IJs/petri dozlarmin 3 giin igerisinde %77.5-100 oraninda

6liime neden oldugunu bildirmislerdir.

Er ve Mart (2009), Kahramanmaras ilinde zararli bécek popiilasyonlarinda ve topraktaki
entomopatojen funguslarin varligini tespi etmek i¢in bir g¢aligma yiiriitmislerdir.
Yapilan izolasyonlarda yaprakbitlerinde (Rhopalosiphum padi L. ve Sitobion avenae F.)
Pandora Humber (Entomophthoraceae), Hypera postica (Gyll.) (Curculionidae:
Coleoptera) larvalarinda Zoophthora Batko (Entomophthoraceae) ve H. postica
erginlerinde hastaliga neden olan etmenin Beauveria Vuillemin (Hyphomycetes)
cinsine; toprak oOrneklerinde bulunan funguslarin Beauveria, Paecilomyces ve

Metarhizium cinsine ait oldugunu tespit etmislerdir.

Ozmen (2009), Yonca Hortumlubdcegi’ne karsi degisik donemlerde yapilan
ilaglamalarin, yoncada zararli, dogal diisman ve verim tizerine etkilerini belirlemek
maksadiyla yaptigi ¢alismada Malathion etkili maddeli insektisitin yonca hortumlu
bocegi, afit ve dogal diisman popiilasyonlarinda 6nemli derecede azalmaya sebep

oldugunu belirtilmistir.

Shah ve ark. (2011), Heterorhabditis indica, Steinernema carpocapsae ve Steinernema
thermophillum’un Hypera postica’ya karsi patojenizitesini test ettikleri calismada
laboratuvar sartlarinda S. thermophillum’un LC 50 degerlerini 24., 48., 72. ve 96.
saatlerde sirasiyla 108.88, 18.31, 4.96 ve 3.49 IJs olarak, H. indica’nin LC 50
degerlerini ise 24, 48 ve 72 saatlerinde sirasiyla 45.00, 30.41 ve 18.59 IJs olarak
belirlemisledir. Arazi sartlarindaki denemelerde H. indica ve S. carpocapsae’yil milyar
IJs/akre dozunda topraga uygulamis ve sirasiyla %72.10 ve %49.66 oranlarinda etki

gozlemlemislerdir.
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Atay ve ark. (2015a), Tokat ilinde yonca alanlarinda yaygin olarak goriilen H. postica
ve G. fornicata’nin kislamis erginlerinin Beauveria sp. ile dogal bulasikligini ortaya
koymak amaciyla yiiriittiikleri ¢alismada, Beauveria sp. enfeksiyonunun neden oldugu
Olim oranlarim sirasiyla %23.25 ve %36.45, mycosis gelisim oranini ise %68.29 ve

%25.8 olarak belirlemislerdir.

Yiicel ve ark. (2015), yaptiklar1 calismada Yonca Hortumlu Bocegi’nden elde ettikleri
Beauvaria bassiana’ya ait 4 izolat1 (Hp-3, Hp-4, Hp-5, Hp-7) laboratuar sartlarinda
1x10 conidial/ml dozunda yine aym bdcegin larvalarina karsi denemisler ve 7. giiniin

sonunda etkinliklerini sirastyla %98, %95, %92 ve %90 olarak belirlemislerdir.

Goziiagik ve Kolarov (2016), Igdir ilinde Yonca Hortumlu Bdcegi’nin larva
parazitoitlerini ve parazitlenme oranlarmi belirlemek amaciyla yaptiklart ¢alismada,
Hymenoptera takimi Ichneumonidae familyasina ait Bathyplectes curculionis (Thomson
1887) ve Mesochorus arenarius (Haliday 1839) tiirlerini belirlemislerdir. Parazitlenme
oranlarinin ise sirasiyla 2014 yilinda %6.7-21.9, 2015 yilinda ise %8.9-17 olarak
bildirmislerdir.

Goziiagik ve Ire¢ (2016), Hypera postica’nin Igdir ilinde biyoloji ve zararmi ortaya

koymuslardir.

Baysal ve ark. (2018), Tokat ilinde yonca arazilerinden toplanan Hypera postica ve
Gonioctena fornicata’dan izole ettikleri 4 adet Beauveria bassiana izolati (GN-23, GN-
4, HP-30 ve HP-6) ile Hypera postica larvalarina kars1 4 farkli dozda (1x10°, 1x10°,
1x10" ve 1x10° konidia/ml) yiiriittiikleri etkinlik ¢alismasinda kullanilan tiim izolatlara

kars1 H. postica larvalarinin hassas olduklarini belirlemislerdir.
2.3. Entomopatojen Nematodlar Hakkinda Bazi1 Calismalar

Scroeder ve ark. (1994), yaptiklar1 calismada Onemli bir yonca zararlisi olan
Otiorhynchus ligustici (L.) (Coleoptera: Curculionidae)’ye karsi entomopatojen
nematodlerin etkinligini belirlemek amaciyla 3 dogal [Heterorhabditis bacteriophora
Poinar (Oswego), S. carpocapsae (Weiser) (NYO001) ve Steinernema sp. (NYO008-
2Estrain)] ve 4 ticari irk1 [H. bacteriophora (NC), S. feltiae (N-356), S. riobravus (355)
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ve S. glaseri (326 strain)] denemislerdir. Laboratuvar sarlarinda topraga uygulanan 200
IJs dozundaki uygulamanin H. bacteriophora Oswego ki disindaki irklarda %50’den
daha az etki gosterdigini belirtmislerdir. Sera ¢alismalarinda ise H. bacteriophora
Oswego irkinin topraga uygulanan 30.000 IJs dozunda 14. Giinde %90 oraninda oliime
neden oldugunu, yine topraga uygulanan 4.500 IJs dozun ise zararlinin kokte meydana

getirdigi zararin 6nemli lgiide azaldigini ortaya koymuslardir.

Susurluk ve Okten (2000), EPN’lerin i¢ mekanda kullanim olanaklarina 1sik tutmasi
amaciyla yapmis olduklar1 ¢alismada Heterorhabditis marelata, H. bacteriophora,
Steinemema feltiae tiirlerini Blattella germanica L. iizerine uygulamis ve etkinlikleri

sirastyla S. feltiae, H. marelata ve H. bacteriophora olarak bulmuslardir.

Kepenekci ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada ti¢c EPN tiirline ait dort irkin
[Steinernema carpocapsae (Anamur 1rki), S. feltiae (Tur-S3 irki) ve Heterorhabditis
bacteriophora (Tur-H1 ve Tur-H2 wklar1) (Rhabditida: Steinernematidae,
Heterorhabditidae)] kestane meyve kurdu [Curculio elephas (Coleoptera:
Curculionidae)] larvalarina karsi etkinligi, ii¢ sicaklik (10, 15 ve 25°C) ve ii¢
konsantrasyonda (0, 100, 500 ve 1000) arastirilmistir. Arastirma sonucunda H.
bacteriophora Tur-H2 irkinin, test edilen tiim sicakliklarda en 6ldiiriicii nematod oldugu

ortaya konmustur.

Kepenekci ve Susurluk (2006b), Tiirkiye’de daha once tespit edilen EPN’lerden
Steinernema feltiae'ya ait iki irkin All type ve S3) akdeniz meyve sinegi ve kiraz sinegi
[Ceratitis capitata (Wiedmann) ve (Rhagoletis cerasi L.) (Diptera: Tephritidae)]
pupalar iizerindeki etkisini laboratuvar kosullarinda {i¢ farkli konsantrasyonda [25, 50
ve 100 enfektif larva (1J)/0.2 ml steril su] ve 3 farkl sicaklikta (10, 15 ve 25°C) ortaya
koymuslardir. Arastirma sonuglarina gore en yiiksek etki, 25°C ve 100 1J/0.2 ml
konsantrasyonunda elde edilmistir. Bu sonuglara gore, R. cerasi i¢in All type’de %16.6
ve S3'de %23.3; C. capitata i¢in All type’de %33.3 ve S3'de %40 6liim kaydedilmistir.
Bu sonuglar 1s18inda arastirmacilar, séz konusu olan EPN'lerin kiraz sinegi ve akdeniz
meyve sinegine karsi uygulanacak entegre miicadele caligmalarinda kullanilmasinin

faydali olacagini bildirmislerdir.
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Evlice ve ark. (2007), elma i¢ kurdu [Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae)]'nun
son donem larvalarina karsi iilkemizde daha oOnce tespit edilen EPN’lerden
Heterorhabditis bacteriophora (Tur-H1) ve H.bacteriophora (Tur-H2)’nin etkinligini
laboratuvar kosullarinda test etmislerdir. Calisma sonucunda, uygulamadan 96. saat
sonra elma i¢ kurdu larva 6liim oranlar1 H. bacteriophora (Tur-H1)’da 15°C’de 25, 50
ve 100 1)°deki etkiler sirasiyla %5, %10, %10; 25°C’de sirastyla %72.2, %92.5, %94.4
olarak; H.bacteriophora (Tur-H2)’da ise 15°C’de sirastyla %5, %12.5, %20; 25°C’de
ise yine sirastyla %91.7, %100 ve %100 olarak tespit edilmistir.

Yilmaz ve ark. (2010), caligmada dort yerel entomopatojenik nematod izolatinin
(Steinernema carpocapsae B122, S. feltiae B1, Heterorhabditis bacteriphora M3 ve H.
megidis P69) laboratuar kosullarinda 3 farkli sicaklikta (15, 23 ve 28°C) Avrupa mayis
bocegi (Melolontha melolontha L.) larvalarina karsi etkinligi belirlenmislerdir.
Sicakliklardaki en yiiksek oliim oranlari 15 °C’de S. feltiae (% 75.7) ve 28°C’de H.
bacteriophora M3 (%64.6) ve 23°C’de H. bacteriophora M3 (%91.2) olarak tespit

edilmistir.

Bulun (2011), ¢alismasinda Canakkale ili ve ilgelerindeki elma bahgelerinde yaptigi
sorveyler ile entomopatojen nematod faunasini belirlemis ve elde ettigi izolatlari
laboratuvarda elma i¢ kurdu (Cydia pomonella (Lep.: Tortricidae)) larvalarina
denemistir. Laboratuvarda yapilan calismalar sonucunda sicaklik arttirildiginda,
kullanilan her iki tiiriin (Steinernema feltiae ve Heterorhabditis bacteriophora ) elma ig

kurdu larvalarindaki 6liim oranini arttirdigi belirlemistir.

Kepenekci ve ark. (2013a), yaptiklar1 ¢alismada Tiirkiye’de daha once tespit edilen
EPN’lardan Steinernema feltiae (Tur-S3), S. feltiae (All type), Heterorhabditis
bacteriophora (Tur-H1) ve H.bacteriophora (Tur-H2)’nin Yponomeuta mallinellus Zell.
ve Y. padella L. (Lepidoptera: Yponomeutidae) larvalari iizerindeki etkisini laboratuvar
kosullarinda arastirmiglardir. Y. mallinellus ve Y. padella larvalarinda en yiiksek etkiyi
H. bacteriophora (Tur-H2) (%63.82 ve %88.8) tiiriiniin gostermis oldugunu

belirlemisledir.

Kepenekci ve ark. (2013Db), laboratuvar kosullarinda (in vivo) bir 6n ¢alisma niteliginde

yiriittiikleri ¢alismada, Leptinotarsa decemlineata (Col.: Chrysomelidae)’nin son
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donem larvalarima karsi iilkemizde tespit edilen iic entomopatojen nematod
(Steinernema feltiae, S. carpocapsae ve Heterorhabditis bacteriophora) tiiriiniin
etkinligini ortaya koymuslardir. Calismada 25°C sicaklikta iki farkli EPN
konsantrasyonu (1.000 ve 2.000 IJs/bocek) larvalar iizerinde denenmistir. Calismanin
sonucunda, en yiksek etkiyi 2.000 Is konsantrasyonunda H. bacteriophora
(97.63+£6.99) gostermis, bunu S. feltiae (86.05+11.72) izlemis ve en disik etki S.

carpocapsae (53,34+1,34)'da goriilmiistiir.

Ari (2014), Izmir Tire ilgesi ve buraya bagl bolgelerde entomopatojen nematodlarin
cesitliligini ve dagilimini belirlemek amaciyla 620 adet toprak 6rnegi almis, ii¢ tane
ornekten EPN (Steinernema feltiae) izole etmistir. Elde edilen izolatlardan
gerceklestirdigi konuk¢u dagilim ¢alismasi sonucunda Tenebrio molitor ve Spodoptera
cilium larvalarina karst nematodlarin %100 enfektivite gosterirken Curculio elephas
(%20-30) ve Polyphylla fullo (%10) larvalarina etkilerinin fazla olmadigini

belirlemistir.

Atay ve Kepenekci (2015), ti¢ yerli EPN tiiriiniin (Steinernema feltiae, S. carpocapsae
ve Heterorhabditis bacteriophora) Tokat’da 6nemli bir yonca zararlist olan
Holotrichapion pullum (Gyllenhal) (Coleoptera, Apionidae)‘a kars1 etkinligini
laboratuvar kosullarinda ortaya koymuslardir. EPN solisyonlarin1 3 konsantrasyon
(500, 1000, 5000 s ml ™) ve 2 sicaklik (15 ve 20°C)‘de uygulamuslardir. Yaptiklari
calisma sonucunda S. carpocapsae tiiriiniin tim konsantrasyonlarda en yiiksek 6liim
oranlarina (% 80.43, 83.43, 82.15) sahip oldugunu ve sicaklik artisina bagl olarak 6liim

oranlarinin da arttigin1 belirlemislerdir.

Giirel (2015), Diizce ili findik bahgelerinde yaptiklari calismada, alinan 333 toprak
orneginden 28 adet EPN izolat1 (22’si Heterorhabditis bacteriophora, 3’1 Steinernema
feltiae, 2’si S. carpocapsae, 1 izolatin ise S. affine ) elde etmislerdir. Elde ettikleri EPN
tiirlerini 3 sicaklik (10, 15, 25°C) ve bir uygulama dozunda (250 1J/larva) Findik Kurdu
[Curculio nucum (Col.: Curculionidae)] larvalarina karst uygulamislar ve 25°C’de H.
bacteriophora’nin findik kurdu larvalarinda meydana getirdigi %90.9 6liim orani ile

diger nematodlara gore daha etkili oldugu tespit etmislerdir.
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Yurt ve ark. (2015), Canakkale ili lahana yetistirilen alanlardan topladiklar1 Pieris
brassicae (Linnaeus) [Lahana Kelebegi (Lep.: Pieridae)] larvalarina Steinernema affine,
S. carpocapsae, S. feltiae ve Heterorhabtidis bacteriophora tiirlerini uygulamis ve
Sicakligin artmasi ile P. brassicae larvalarindaki oliim oranlarinda artis oldugu
gozlenmistir. Calisma sonucunda P. brassicae larvalarindaki en yiiksek Olim orani

(%84.33) 25°C°de S. feltiae (izolat 97-Bursa) izolat1 uygulamasinda tespit etmistir.

Akin ve ark. (2017), Steinernema carpocapsae'nin 5 Tirkiye izolatinin (Tokat-
Bakisli60, Tokat-Ulas, Tokat-Baglar, Tokat-Yamac ve Tokat-Bakisli05) Galleria
mellonella L. Lepidoptera: Pyralidae) ve Tenebrio molitor L. (Coleoptera:
Tenebrionidae) 'ye karsi laboratuvar kosullarinda etkilerini degerlendirmislerdir. Tek
doz taramasi (1000 s ml™) seklinde yapilan ¢alismada 40. Saatin sonunda biitiin
izolatlar (S. carpocapsae Tokat-Yamac hari¢) G. mellonella larvalar tizerinde %90'dan
fazla etkiye, Tokat-Baglar izolatinin T. molitor larvalarinda %71’e ulasan etki oldugu
goriilmiistiir. 64. saatin sonunda, biitiin izolatlar (S. carpocapsae Tokat-Yamac harig)

her iki bocek tlizerinde yaklasik%100 etki gostermistir.

Atay ve ark. (2017), Yonca bitkisinde Onemli bir zararli olan bezelye afidi
[Acyrthosiphon pisum (Harris) (Hemiptera: Aphididae)]’ne kars1 Tiirkiye orjinli g
entomopatojen nematod (EPNs) tiirii olan Steinernema feltiae, S. carpocapsae ve
Heterorhabditis bacteriophora’y: laboratuvar sartlarinda 2 farkli dozda [50 ve 100 1Js
0.2 ml™ bocek] test etmislerdir. 36. saatin sonunda dozlara bagli olarak S.
carpocapsae’de %96 ve %88, S. feltiae’de %83 ve %91 ve H. bacteriophora’da ise

%51 ve %56 oranlarinda 6liimlere neden oldugunu belirlemislerdir.

Giirsoy (2017), Balikesir ve Canakkale sinirlar1 igerisinde yer alan Kaz Daginda
entomopatojen nematod faunasini belirlemek ve dagilim haritasini olusturmak amaciyla
almis oldugu toplam 212 toprak 6rneginden 7 EPN izolat1 tespit etmis ve EPN elde

etme oranini %3.3 olarak saptamistir.

Giileg ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢alismada Patates Bocegi [Leptinotarsa decemlineata
(Say) (Coleoptera: Chrysomelidae)]’ne karsi Steinernema feltiae (izolat 09-31) ve
Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43) ile yiiriitiikleri caligma sonucunda topraga

yapilan EPN uygulamalarinda en yiiksek olim oranmi S. feltiae (izolat 09-31)
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(%65.23+4.45 ve %77.3342.59)'da elde etmislerdir. Kadavra uygulamalarinda en
yiiksek Oliim orani ise H. bacteriophora (izolat 09-43)’da %37.40+8.88 olarak tespit
edilmigtir.  Yesil aksam uygulamalarinda ise bu oranin %30'u gegmedigini

bildirmislerdir.

Kepenekci ve ark. (2018a), Tokat ilinde EPN’lerin tespiti amaciyla 2015 ve 2017 yillar
arasinda yaptiklar sérveylerde degisik alanlardan almis olduklar1 138 toprak érneginden
bes pozitif ornek (%3.6) elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu ornekler igerisinden
Steinernema carpocapsae (TOKO05, GOP81 ve GOP72)’ya ait 3 izolat ve
Heterorhabditis bacteriophora (TOK44 ve TOK20)’ya ait iki izolat olmak iizere toplam
5 EPN izolat1 elde etmislerdir. Bu EPN’lerin Tokat ili i¢in ilk kayit niteliginde oldugunu

bildirmektedirler.

Kepenekci ve ark., (2018b), L. decemlineata’ya kars1 Balikesir ve Canakkale illeri’nden
elde edilen EPN izolatlarinin (Steinernema feltiae-Balikesir izolat1 ve Heterorhabditis
bacteriophora-Canakkale izolati) etkinliklerini laboratuvar (in vitro) ve sera-saksi (in
vivo) kosullarinda arastirmislardir. Calisma sonucunda; en yiiksek etkiyi (%100) H.
bacteriophora (Canakkale izolat1) gostermis ve S. feltiae (Balikesir izolat1) %86.67-100
oraninda etkili oldugu belirlenmistir. Ayn1 aragtirmada s6z konusu izolatlar sera-saksi
denemeleri kapsamina alimmuistir. Sera-saksi denemeleri sonucunda toprak yiizeyi
uygulamalarinda etki %46.25 bulunmasina karsin toprak igine kadavra uygulamalarinda

daha yiiksek (%50.25) bir 6liim oran1 ortaya konmustur.

Kepenekci ve ark., (2018c), Tokat ili’nde elde edilen EPN izolatlarinin (S. caprocapsae
GOP72 ve S. caprocapsae GOP81) L. decemlineata’ya karsi etkinliklerini
aragtirmiglardir. Calisma sonucunda, kadavra uygulanmasinda her iki izolattada
%60°dan fazla, doz olim denemelerinde S. caprocapsae GOP81 tim dozlarinda
%100’e varan oliimler, tek doz filitre kagidi denemelerinde en yiiksek 6liim orani S.
caprocapsae GOP72 izolatinda, doz 6liim toprak denemesinde ise 10. giin sonundaki
sayimlarda S. caprocapsae GOPS81 izolatinda doza bagli olarak 6liim oranlarinin artig
gosterdigini belirlemislerdir. Elde edilen veriler sonucunda Tokat ilinden izole edilen S.
caprocapsae GOP72 ve S. caprocapsae GOP81 izolatlarinin L. decemlineata’y: basarili

bir sekilde baskiladigini laboratuvar ¢aligmalar ile ortaya koymuslardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini iilkemizde daha 6nce tespit edilmis entomopatojen nematod
kiiltiirleri [Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii,
Nematoloji ve Entomoloji Laboratuvarlari'nda mevcut Steinernema feltiae (izolat 09-
31), S. carpocapsae (Karadeniz izolat1) ve Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43)
kiiltiirleri], Tokat il merkezine bagli 15 koy (Ulas, Tasliciftlik, Songiit, Biiyiikbaglar,
Ugrak, Tahtoba, Dayilihaci, Cordik, Kizilkdy, Bakish, Ballidere, Coregibiiyiik,
Gaziosmanpasa, Giinevi, Akyamag) ve 2 beldeye (Giiryildiz, Emirseyit) ait yonca ekilis
alanlarindan alinan toprak ornekleri, bu alanlardan elde edilen EPN tiirleri/izolatlari,
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) larvalari, Tenebrio molitor (L.)
(Coleoptera: Tenebrionidae) larvalari, yonca ekilis alanlarindan toplanan Yyonca
hortumlu bocegi [Hypera postica (Gyllenhal) (Coleoptera: Curculionidae)] ve yonca
yaprak bocegi [Gonioctena fornicata (Briiggeman) (Coleoptera: Chrysomelidae)]

popiilasyonlar1 olusturmustur.

Calismalarda kullanilan tilkesel EPN tiirleri, H. bacteriophora (izolat 09-43) Aydin'da
seftali bahgelerinden, S. feltiae (izolat 09-31) Aydin'da sebze bahgelerinden ve S.
carpocapsae (Karadeniz izolati) ise Rize’de gayir arazilerinden alinan drneklerde tespit

edilmistir.
Calismada kullanilan laboratuvar kiiltiiri EPN tiirleri, Prof. Dr. Selcuk Hazir (Aydin

Adnan Menderses Universitesi, Aydm) (AAMU)’den temin edilmis ve

laboratuvarimizda kiiltiire alinarak bakim ve kitle tiretimi yapilmustir.
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3.2. Yontem

3.2.1.Arazi cahismalari

Toprak orneklemesi

Tokat ilinin belirlenen kdy ve beldelerindeki yonca ekili alanlardan EPN elde etmek
amaciyla 2016 yilimin Haziran-Ekim aylar1 arasinda toprak Orneklemesi yapilmistir
(Cizelge 3.1.) (Sekil 3.1.). Toprak 6rneklemesi yonca alanlarinin biiyiikligiine bagh
olarak alani en iyi temsil edecek sekilde yapilmasina dikkat edilmistir. Alanin
biiyiikliigiine gore 5-10 metre mesafe olacak sekilde 10-15 6rnek alinmustir. Ornekler
istteki tabaka hafif temizlendikten sonra 5-30 cm derinlikten alinmistir. Belirlenen
alanlardan alinan toprak Ornekleri karigtirilarak 1kg olacak sekilde polietilen torbalar
icerisine konulmustur. Torbalar, toprak 1sis1, GPS koordinatlari, bolgenin adi, alanin
genisligi, alim tarihi yazilarak etiketlenmis ve buz kutularina yerlestirilerek laboratuvara
getirilmistir (Bulun, 2011). Ornekleme yapilacak alanlar belirlenirken aralarinda belirli
bir mesafe bulunmasina ve Tokat ili ¢alisma bolgesini temsil edecek dagilimda

olmasina dikkat edilmistir (Sevim, 2010).
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Sekil 3.1. Tokat ilinde EPN’lerin tespiti amaciyla 6rneklemelerin yapildigi alanlar
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Cizelge 3.1. Tokat ilinde EPN’lerin tespiti amaciyla yapilan ¢alisma kapsamina giren
alanlara ait bilgiler (koordinatlar ve rakim)

Ornekleme yapilan yer Kuzey Dogu Rakim (m)
Ulag 40°19'37" 36°26'31" 566
Ulag 40°19'37" 36°25'16" 560
Ulag 40°19'33" 36°25'45" 570
Giiryildiz 40°20'07 " 36°22'11" 575
Giiryildiz 40°19'57" 36°22'16" 545
Giiryildiz 40°19'56 " 36 °21'31" 567
Giiryildiz 40°20'03 " 36°23°02" 561
Emirseyit 40°20'13 " 36°23'59 " 554
Emirseyit 40°20'13 " 36°25'20" 560
Emirseyit 40°20'32" 36°24'32" 551
Songiit 40°18'58 " 36°24°02" 550
Songiit 40°18'53 " 36°23'39 " 554
Songiit 40°20'52" 36°28°06 " 587
Tagligiftlik 40°19'48 " 36°27'29" 572
Tagligiftlik 40°19'49 " 36°28'18 " 592
Tagligiftlik 40°20'15" 36°30°03 " 576
Biiyiikbaglar 40°17'30" 36°21'46 " 580
Biiyiikbaglar 40°17°03 " 36°21'41" 616
Biiyiikbaglar 40°17'15" 36°21'36" 590
Biiyiikbaglar 40°17'41" 36°21'31" 559
Biiyiikbaglar 40°17'38" 36°21°'28 " 564
Ugrak 40°12'32" 36°29°01" 1119
Ugrak 40°11'52" 36°29'07" 1163
Ugrak 40°12'11"°" 36°28'48 " 1135
Ugrak 40°11'58" 36°28'03 " 1100
Tahtoba 40°11'55" 36 °27'36" 1113
Tahtoba 40°12°06 " 36 °27'37" 1112
Tahtoba 40°12'29" 36 °27'45" 1112
Tahtoba 40°12'48 " 36 °27'56" 1096
Dayilihaci 40 °12'48 " 36 °30'54" 1054
Dayilihaci 40 ° 1249 " 36°31'01" 1029
Dayilihaci 40°12'24" 36°31'08" 1101
Dayilihaci 40°12'16 " 36°31'06" 1098
Dayilihaci 40°12'39 " 36°30'02" 1131
Cordiik 40°14'01" 36 °33°06" 821
Cordiik 40°14'16 " 36°33°03 " 808
Cordiik 40°14'18 " 36°32'35" 844
Kizilkdy 40°22'50 " 36°40°'37" 642
Kizilkdy 40°22'14" 36°39°'50 " 624
Kizilkdy 40°22'29" 36°40°42 " 621
Bakish 40°20'36 " 36°37°'43 " 607
Bakish 40°20'26 " 36°37°'38 " 638
Bakish 40°20'20 " 36 °37°'17" 625
Ballidere 40°21'03 " 36°38°04" 612
Ballidere 40 °21'35" 36°39'18 " 615
Ballidere 40°21'28" 36°38°'46 " 598
Coregibiiyiik 40°23'38 " 36°42°15 " 634
Coregibiiyiik 40°23'35" 36°42°45 " 649
Coregibiiyiik 40°23'02" 36°42°48 " 642
Gaziosmanpasa 40°21'43" 36°41'11 " 648
Gaziosmanpasa 40°21'56" 36°41'18 " 632
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Cizelge 3.1. (Devami) Tokat ilinde EPN’lerin tespiti amaciyla yapilan ¢alisma
kapsamina giren alanlara ait bilgiler (koordinatlar ve rakim)

Gaziosmanpasa 40°21'54 " 36°41'03 " 651
Giinevi 40°21'58" 36°34'22" 861
Giinevi 40°22'21" 36 °35'12" 911
Giinevi 40°21'42" 36°34'09 " 840
Akyamag 40°20'58 " 36°29'38 " 591
Akyamag 40°20'54" 36°28'24" 581
Akyamag 40°20'52" 36°28°'06 " 587

3.2.2. Teshis calismalari

Elde edilen nematod kiiltiirlerinin (olas1t EPN’lere ait kiiltiirlerin) tiir teshisi molekiiler
yontemler kullanilarak Prof. Dr. Selcuk HAZIR ve Ogr. Gor. Harun CIMEN (AAMU)

tarafindan yapilmistir.

EPN’larin molekiiler yontemle teshis calismalari

Niikleik asit amplifikasyonu i¢in DNA, enfektif larva donemine ait nematodlardan DNA
izolasyon kiti (Thermo Scientific) ile kullanici talimatlar1 izlenerek elde edilmistir. Elde
edilen DNA ornekleri PCR (Polymerase Chain Reaction) islemi yapilana kadar -
20°C’de muhafaza edilmislerdir.

Elde edilen nematod izolatlarinin teshisinde, tiim diinyada yaygin olarak kullanilan ve
rDNA gen bolgesinin bir kismi olan ITS (internal transcribed spacer) gen bdlgesi tercih

edilmistir.

Izole edilen DNA orneklerine asagida belirtilen basamaklari igeren PCR ydntemi

uygulanmigtir.

1. DNA orneklerinin konsantrasyonlari, spektrofotometrik Ol¢timlerle PCR islemine
uygun hale getirilmistir (20 pl’lik hacimde 100ng /pl konsantrasyonda).

2. Her bir 6rnek i¢in 0.2 mI’lik 6zel PCR tiipleri kullanilmistir.

3. PCR yapilacak DNA 6rnegi i¢in 0.2 ml’lik bos eppendorf tiipiine;

37,3 ul steril dH,0

5 ul 10X buffer

4 ul MgCl;
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1 ul ANTP

0,2 pl Primer- 18S: 5-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3 (forward)

0,2 ul Primer- 28S: 5-TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3 (reverse) (Vrain, ve ark.,
1992)

4. PCR icin gerekli bilesenlerin eklendigi bu tiiplerin her birine elde edilen DNA
orneklerinden 2 pl ilave edilmistir.

5. Hazirlanan tiipler thermal cycler (Biorad) cihazina yerlestirilerek ITS bolgesine 6zgl
kullanilan primerlere uygun bir PCR dongiistine tabi tutulmuslardir. Bu PCR dongiisii;
denatiirasyon i¢in 94°C’de 7 dk, 35 déngii olmak iizere 94°C’de 1 dk, 50°C’de 1 dk ve
72°C’de 1 dk, amplifikasyon sonrasi uzama icin 72°C’de 7 dk olmak iizere
hazirlanmistir (Nguyen, 2007).

6. PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen amplifikasyon iiriinleri, %1°lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutularak incelenmistir.

Agaroz jel diizeneginin hazirlanmasi: %1°lik Agaroz jel hazirlamak igin;

0.50 gr Agaroz (Amresco)

50 ml 1X TAE (40 mM Tris-acetate with 1 mM EDTA, pH 8.0) kullanilmustir.

Agaroz 1X TAE igerisinde eritilip sogutulduktan sonra kaliba aktarilarak 20 dk donmasi
beklenmistir. Bu siire zarfinda PCR iiriinleri buz icerisinde bekletilmistir. Hazirlanan jel

icerisinde 1X TAE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir.

Jel, 6rnekleri yiiklemek i¢in hazir hale geldiginde;

1 pl tracking dye (mavi renkli yiikleme boyasi)

2 ul RedSafe (Intron Biotechnology)

3 ul PCR iirtinii

bu 6rneklerin yani sira bir de DNA ladder hazirlanmistir. Bunun igin;

1 wl tracking dye

2 pl RedSafe

3 ul DNA ladder (farkli uzunluktaki DNA fragmanlarindan olusan kullanima hazir
referanslar) ilave edilmistir. Ornekler ve DNA ladder pipet ile kanstirilarak jele
yiiklenmis ve elektroforez tankinin kapagi kapatilarak 80 voltta 30 dk calistirilmistir.

Daha sonra jel UV goriintiileme sistemine yerlestirilerek goriintiilenmistir.
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Elde edilen PCR iiriinleri, sekans analizine gonderilmeden 6nce DNA piirifikasyon kiti
(Macherey-Nagel) kullanilarak temizlenmis ve sekans analizi i¢in Medsantek firmasina

gonderilmistir.

Sekans sonuglar1 Bioedit (Hall, 1999) ve MEGA 6.0 (Tamura ve ark., 2013) yazilimlari
kullanilarak diizeltilmistir ve sonuglar National Center for Biotechnology Information

(NCBI)’1n gen bankasina girilerek analiz edilmistir.

Elde edilen EPN’lerin molekiiler olarak tanimlanmasi Prof.Dr. Selcuk HAZIR ( AAMU,
Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimi, Aydin) tarafindan yapilmistir. Survey
calismalar1 sonucunda yonca arazilerinden alinan 58 toprak 6rneginden 2 EPN cinsine
(Steinernema ve Heterorhabditis) ait 3 tiir (Steinernema carpocapsae, S. feltiae ve
Heterorhabditis bacteriophora) toplamda 10 izolat elde edilmistir. Yapilan molekiiler

degerlendirmeler sonucunda bulunan EPN’ler Cizelge 3.2.’da verilmistir.

Cizelge 3.2. Tokat ili yonca ekilis alanlarindan elde edilen EPN’ler

Toprak ornegi | Kuzey Dogu Rakim (m) | izolat isimleri

alinan koy

Ulas 40°19'33" | 36°25'45" 570 S. carpocapsae Tokat-Ulas
Biiyiikbaglar 40°17'03 " | 36°21'41" 616 S. carpocapsae Tokat-Baglar
Bakislh 40°20'36 " | 36°37'43" 607 S. carpocapsae Tokat-Bakisli05
Bakisgh 40°20'20" | 36°37'17" 625 S. carpocapsae Tokat-Bakisli60
Akyamag 40°20'52" | 36°28'06 " 587 S. carpocapsae Tokat-Yamac
Songiit 40°20'52 " | 36°28'06" 587 H. bacteriophora Tokat-Songut
Ballidere 40°21'03 " | 36°38'04" 612 S. carpocapsae Tokat-Balli
Emirseyit 40°20'32" | 36°24'32" 551 S. feltiae Tokat-Emir

Cordiik 40°14'01 " | 36°33'06" 821 S. carpocapsae Tokat-Corduk61
Cordik 40°14'16 " | 36°33°03 " 808 S. carpocapsae Tokat-Corduk02
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3.2.3. Laboratuvar calismalari

Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) kiiltiiriiniin Giretimi

Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) tuzak bocek olarak kullanilan en yaygin
organizmadir (Bedding ve Akhurst, 1975). Galleria mellonella (Lepidoptera:
Pyralidae)’ nin son dénem larvalari topraktan entomopatojen nematod izole edilmesinde
ve laboratuvarda entomopatojen nematod kiiltiiri yapmak i¢in kullanilmistir.
Entomopatojen nematodlarin kitlesel iiretiminde ve topraktan EPN izolesi ig¢in
kullanilan G. mellonella’nin iiretimi 25+2°C sicaklik ve %65+5 nispi nem kosullarinda
bulunan karanlik bir iklim odasinda gergeklestirilmistir (Sekil 3.2.). Hazirlanan G.
mellonella besini 1 It. kapasiteli cam kavanozlarin {igte birini dolduracak sekilde
kavanozlarin i¢ine konulmustur. Kavanozlarin {ist kismina erginlerin yumurta birakmasi
icin kurutma kagidi pargasi yerlestirilmis (Er, 2013) ve kavanozlarin iizerlerine tarih

atilmastir.

Galleria mellonella’nin in vitro {iretimi igin besin igerigi Cizelge 3.3.’de verilmistir. G.
mellonella kiiltiirlerinde yumurta agilimlarindan sonra larvalar segilebilir hale geldikten
itibaren ortalama olarak 5 giinde bir kiiltiir caligmalar siirdiiriilmiistiir. Yeni olusan
bireyler boyutlarina gore ayrilarak ayr1 kavanozlara alinmig ve gelisimleri saglanmigtir.
Gelisimlerinin son evresine gelen larvalar ayr1 kaplara alinarak pupa olmalar1 saglanmis
ve kiiltlir ergin, pupa, larva evreleri, yuamurta olmak {izere ayr kiiltiirlerde saklanmistir.
Pupa donemini tamamlayan G. mellonella kiiltiirlerinden yeniden ergin ¢ikislar tespit
edilmis ve iizerlerine tarih atilmigtir. Bu sekilde yeni ¢ikan erginlerden de yumurtalar

alinarak kiiltiirlin saglikli ve devamli olmasi saglanmaktadir.

Cizelge 3.3. Galleria mellonella iiretimi i¢in besinin igerigi

Malzemeler Miktarlar
Bugday kepegi 200 g

Soya unu 200 g

Siit tozu 100 g
Misir unu 150 g
Gliserol 200 g
Maya 50¢g
Stizme bal 609
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Sekil 3.2. Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinin yetistirilmesi ve
tiretimi

Tenebrio molitor (L.) (Coleoptera: Tenebrionidae) kiiltiiriiniin tiretimi

Calismalarda, EPN’lerin elde edilmesinde tuzak bocek olarak ve EPN Kkiiltiirlerinin
olusturulmasinda son yillarda kullanilmaya baslanan Tenebrio molitor (Col.:

Tenebrionidae) larvalarina da yer verilmistir.

Bu amagla T. molitor, laboratuvar ortaminda (25+2°C ve %60-70 nisbi nem),
25%16x11cm boyutlarindaki saklama kaplarinda tiretilerek kiiltiir olusturulmustur (Sekil

3.3.). %2 oraninda un ve bugday kepegi karigimi ile hazirlanan yem {iretim kabinin tigte
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ikisini dolduracak sekilde yerlestirilerek kabin iist kismi havalandirma igin tiil ile
kapatilmigtir. Kabin birka¢ noktasina erginlerin yumurta birakmast i¢in yumurta
kartonlar1 birakilmis, su ihtiyaglarinin karsilanmasi i¢in su emdirilmis pamuk ortamda

siirekli bulundurulmustur.

Sekil 3.3. Tenebrio molitor (L.) (Coleoptera: Tenebrionidae) larvalarinin tiretimi

Topraktan tuzak bocek yontemiyle entomopatojen nematod elde edilmesi

Calisma kapsamina giren Tokat ili yonca ekili alanlardan 2016 yili Haziran-Temmuz
doneminde alinan toprak Ornekleri laboratuvara getirilmistir. Toprak ornekleri
icerisindeki tas, biiylik pargalar ve yabancit maddeler temizlendikten sonra karistirilarak
500 ml hacimli plastik kaplar i¢erisine konulmustur. Her toprak 6rnegi ayni isleme tabi
tutulurken eldivenler degistirilmis ve kaplar, kullanilan alet, ekipmanlar bulasiklik
riskine kars1 dezenfekte edilmistir. Son donem G. mellonella larvalarindan 10 adet 10
cm capli plastik tel kafeslere konularak toprak oOrnekleri igerisine yerlestirilmistir
(Bedding ve Akhurst, 1975; Griffin ve ark., 2000). Tel kafeslerin dis kisimlarina ve
toprak igerisine gelecek sekilde 10 adet T. molitor larvasit konulmus ve plastik kaplarin
agiz1 kapatilarak larvalarin topragin alt kisminda kalmalarini saglamak igin ters
cevrilmiglerdir. Plastik kaplarin ilizerine etiket yapistirilarak toprak orneginin alindigi

yer, drnek sayisi ve tarih yazilmis ve bu sayede orneklerin karigtirllmasi engellenmistir
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(Sekil 3.4.). Ters gevrilen plastik kaplar EPNlerin 1siktan etkilenmemeleri ve nemli
kalabilmeleri ig¢in plastik siyah polietilen torbalara sarilmistir. EPN’lerin bocekleri
enfekte etme sicakhigi genellikle 22-25°C°dir (Stock ve ark., 1999). Bu nedenle
hazirlanan toprak oOrneklerinin sicakliklar1 sabit kalabilmesi i¢in inkiibatore
yerlestirilmistir. Inkiibatérde bulunan topraklar her ii¢ giinde bir kontrol edilmis, toprak
igerisinde Olii bulunan, tuzak bocekler G. mellonella ve T. molitor larvalar
cikartilmistir. Bu islem dokuz giin boyunca tekrarlanmis ve ornekler icerisindeki ol
bocek larvalart igerisinde olast EPN’lere ait enfektif larvalar (IJ) (EL)’mn elde edilmesi

amaciyla "White tuzak" yontemi (White, 1927) kullanilmistir (Koppenhéfer, 2000).

1

Sekil 3.4. Survey ¢alismalar1 kapsaminda alinan toprak 6rneklerinden EPN’lerin elde
edilmesi
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Orneklerden elde edilen olast EPN’ler yiizey sterilizasyonu ve &lii nematodlarin
ayrilmast igin bir beher igerisine alinmis ve iizerlerine steril distile su eklenmistir.
Beherlerde bir siire bekletilen nematodlarin beher dibine ¢dkmesi saglanmistir. Ustte
bulunan su uzaklagtirilarak ayni behere yeniden steril distile su ilave edilmis ve aym
uygulama 3 kez tekrarlanmistir. Beherin dibinde kalan nematodlar tetrapak kaplar
icerisine almarak 3 farkli sicaklikda; 10-15°C’deki inkiibatorlerde ve +4°C’de
buzdolabinda saklanmistir (Kaya ve Stock, 1997; Koppenhofer ve Kaya, 1999). Elde
edilen nematodlarin EPN olup olmadiklarini teyit etmek i¢in saglikli G. mellonella
larvalar tlizerinde tekrar enfektivite testi (Koch’s postulation) uygulanmistir (Kaya ve
Stock, 1997). Boylece toprakta bulunan entomopatojen olmayan Rhabditid nematodlar

(saprofitik nematodlar) ile karigmalarinin 6nlenmesi saglanmistir.

Calismalar sonucunda yonca ekilis alanlarindan alinan 58 adet toprak 6rneginden EPN

olma ihtimali yiiksek olan 10 adet nematod kiiltiirii elde edilmistir.

EPN'lerin bakimi ve stirekli iretilmesi

EPN’lerin iiretim ve bakim calismalar1 Tokat Gaziosmanpasa Universitesi (TOGU),
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boéliimi, Nematoloji ve Entomooji Laboratuvarlari'nda
yiiriitiilmiistiir. Bu amagla G. mellonella’nin son dénem larvalari kullanilmistir. Uretim
i¢in kullamlacak larvalarin kokon drmelerini engellemek amaciyla, larvalar 55°C deki
suya atilip 15-20sn. bekletilmis sonrasinda 30sn. ¢esme suyu altinda yikanarak
hareketsiz duruma gelmeleri saglanmistir (Woodring ve Kaya, 1988). Herhangi bir
bulasikligin olusmamasi i¢in otoklavda steril edilmis olan 10cm ¢apindaki cam petriler
icerisine steril edilmis kurutma kagitlar1 yerlestirilmistir. 2. ve 3. donem enfektif
larvalar (EL) bulunan her bir EPN konsantrasyonundan damlalik yardimiyla nematodlar
cekilmistir ve kurutma kagitlarint nemlendirecek sekilde petrilerin igerisine
birakilmistir. Bu islem o6zellikle EPN’lerin canli, hareketli ve viriilans bireylerinin
konukguya girmeleri i¢in yapilir. EPN enfektif larvalar1 bulunan petri igerisine G.
mellonella larvalar1 birakilmis ve petrilerin agiz1 kapatilarak {izerlerine nematodun tiiri
ve tarih atilarak etiketlenmistir. Etiketlenmis olan petriler 20-25°C’deki inkiibator
icerisine konulmustur. Inkiibatdr icerisinde bulunan larvalarin o6liimleri 2. giinden

itibaren kontrol edilmis ve 10 giin boyunca kontroller devam ettirilmistir.
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Enfekte edilmis olan G. mellonella larvalar (kadavralar)’ndan EPN’lere ait enfektif
larvalari elde etmek icin "White tuzak" metodu (White, 1927) kullanilmistir. Bu metod
icin otoklavda steril edilmis 10cm ¢apli biiylik petrilerin igerisine 6¢cm ¢apli kii¢lik petri
yerlestirilmis ve kiiglik petrilerin iizerlerinde otoklavda steril edilmis kurutma kagidi
konulmugtur. Kurutma kagitlarinin iizerine enfekteli G. mellonella larvalart yildiz
seklinde (arka kisimlar1 petri kenarina, bas kisimlart petri ortasina gelecek sekilde)

yerlestirilmis ve kurutma kagitlari tizerleri 1-2 damla saf su ile 1slatilmistir (Sekil 3.5.).

Kadavralardan yeni nesil EPN ¢ikislar1 meydana gelmeye basladiginda toplanan
EPN’ler beherlere alinmis ve Oliilerin ayrilmasi, yiizey sterilizasyonu i¢in steril distile
suyla yikama islemi yapilmistir. Sonrasinda beher dibinde kalan EPN’ler tetrapak
kutular igerisine alnarak 10-15°C’deki inkiibatdre yan vyerlestirilerek muhafaza
edilmistir. Nematodlarin bulundugu tetrapak kutularin kapaklar1 belirli periyotlarda
acilarak kutu hafif karistirilmis ve boylelikle EPN’lerin havasizliktan 6lmelerini
engellenmistir. Aktivitelerinin kaybolmasinin engellenmesi i¢in s6z konusu EPN’ler 1-2
ayda bir yeni G. mellonella larvalaria verilmis ve kiiltiirler yenilenmistir. Bu sayede

patojenisitelerinin diismemesi saglanmis ve kiiltiirler yenilenmistir.
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Sekil 3.5. Entomopatojen nematodlarin siirekli {iretilmesi ve bakimi. a-*’White tuzak*’
metodu, b- Galleria mellonella larvalarinda EPN {iretimi

Entomopatojen nematodlarin kitle iiretiminin yapilmasi

Laboratuvar ¢alismalari (in vitro) ve sera-saksi uygulamalari (in vivo)’nda kullanilmak

icin EPN’lerin yogun popiilasyonlarina ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle EPN’ler
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laboratuvarda kitle iiretimine alinmustir. /n vivo yéntemi kullanilarak EPN’lerin enfektif
larvalar1 kullanilarak yogun popiilasyonlar elde edilmistir. Bu islem icin normalde
kullanilan G. mellonella’nin son dénem larvalarinin adeti 30’a ¢ikarilmis ve daha biiyiik
capli petriler (15cm) kullanilmistir. EPN’ler tarafindan enfekte edilmis olan G.
mellonella larvalarindan White tuzak yontemiyle daha yiiksek diizeyde EPN’lere ait
enfektif larvalar elde edilmistir. Bu amagla, 15¢cm ¢apli petrilerin igerisine 10cm ¢aplt
petriler konularak iizerlerine steril kurutma kagitlar yerlestirilmis ve en listede EPN’ler
tarafindan enfekte edilmis 30 adet G. mellonella larvas: dizilmistir. Uzerine tarih ve
nematod kodu yazildiktan sonra laboratuvar ortamina (23-24°C) birakilan petrilerden
EPN cikiglar1 takip edilmistir. Cikislarin baslamasiyla toplanan yeni nesil nematodlar
denemelerde kullanilmak {izere (7-15 giin) uygun sicakliklarda (10-15°C’deki

inkiibatorlerde) depolanmustir.

Tokat iline ait EPN’lerin Galleria mellonella ve Tenebrio molitor larvalarina karsi

virulenslik calismalari

Calisma kapsaminda yonca arazilerinden elde edilen EPN’ler arasindan denemelerde
kullanilmak iizere en etkili izolat1 tespit etmek amaciyla viriilanshik calismlar:

yapilmistir.

Viriilanslik caligmalari molekiiler olarak EPN oldugu saptanan 10 izolat, laboratuvar
kosullarinda 10 adet G. mellonella ve T. molitor larvalarina tek doz (100 IJs bécek™ )
olacak sekilde denenmistir. Denemeler 3 tekerriirlii olarak ve iki farkli bocek larvasi

olacak sekilde kurulmustur.

carpocapsae) ve Tokat-Songut (H. bacteriophora) olduguna karar verilmistir.

Gonioctena fornicata ve Hypera postica popiilasyonlarinin elde edilmesi

Calismada kullanilan Hypera postica’min teshisi Prof. Dr. Levent GULTEKIN
(Erzurum Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii) tarafindan ve
Gonioctena fornicata’nin teshisi birinci danisman tarafindan yapilmigtir. Denemelerde

kullanilacak olan bdceklere ait popiilasyonlar dogadan toplanmistir. Bu amagla 2017
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yili Nisan ve Haziran aylarinda araziye ¢ikilarak yonca tariminin yogun yapildigi

alanlardan elde edilmistir.

Gonioctena fornicata ve Hypera postica erginlerine EPN’lerin etkinlik denemeleri

Ulkemizde daha énceki calimalarda tespit edilmis 3 EPN tiirii/izolat1 [H. bacteriophora
(izolat 09-43), S. feltiae (izolat 09-31) ve S. carpocapsae (Karadeniz izolati1)] ile bu
calismada elde edilen Tokat iline ait EPN’lerden etkinlik ¢alismalarinda yiiksek etkiye
sahip olan 2 EPN tiirii/izolati, S. carpocapsae (Tokat-Ulas) ve H. bacteriophora (Tokat-
Songut) calismalarda kullanilmistir.

Calismada kullanilan EPN tiirlerini ¢ogaltmak i¢in White tuzak yontemi kullanilmstir.
Elde edilen nematodlar bir beher i¢ine alinarak solusyondaki ortalama nematod sayilari
hesaplanmistir. Hesaplama islemi yapilirken nematod sayim kabi kullanilmistir. Beher
icerisinde bulunan EPN Kkiiltiirii hafifce karistirilarak nematodlarin su igerisinde esit
olarak dagilmasi saglanmigtir. Daha sonra nematodlu siispansiyondan mikropipet
yardimiyla 100pul gekilerek sayim kabi i¢cinde nematodlar sayilmistir. Bu islem {i¢ kez
tekrarlanarak s6z konusu siispansiyon igerisinde bulunan ortalama nematod sayisi
hesaplanmistir. Bu amagla yogun nmatod sayisina sahip siispansiyonlara steril su ilave
ederek; diisiik yogunluktaki siispansiyonlar1 beher i¢inde bekletip nematodlarin dibe
¢okmesi ve ylizeydeki nematodsuz suyun cekilmesiyle istenilen yoguluklar elde
edilmistir. Her bir izolat i¢in 500, 1000 ve 2000 enfektif [100, 200, 400 WJs (enfektif

larva, EL) bocek™ ] larva yogunluktaki siispansiyonlar hazirlanmstir.

Denemelerde 10 cm (78.5 cm?) caplt steril petriler kullanilmistir. Her petri kabinin
tabanina steril kurutma kagidi yerlestirilmis ve hazirlanmis olan 500 (6.36 1Js Cm'z),
1000 (12.73 1Js cm®), 2000 (27.47 1Js cm™) enfektif larvali konsantrasyonlarindan 1ml
cekilerek kurutma kagidi Tlizerine verilmistir. Kontrol uygulamalarinda EPN
siispansiyonu yerine Iml distile su verilmistir. Petri kaplar1 igerisine boceklerin
beslenebilmesi i¢in ortalama S5cm uzunlugunda yonca yapraklari besin olarak
konulmustur. Her bir bocege karsi (yonca yaprak bocegi veya yonca hortumlu bocegi)
yapilan uygulamalar igin 5’er adet ergin kullanilmistir. Denemeler laboratuvar
ortaminda (23-24°C), 4 tekerriirlii ve 2 tekrarl olarak kurulmustur (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. a- Denemenin genel goriiniimii b- Labaratuvar EPN uygulamasi

Laboratuvar kosullarinda EPN uygulamas: yapilmis olan denemelerin sayimlart her 8
saatte bir yapilmis ve 6li bocekler hazirlanan "White tuzak" igerisine yerlestirilmistir.
Sayimi yapilan her bir deneme petrisi ve kontroldeki Olii, canli birey sayilari
kaydedilmigtir. Denemeler siiresince nematodlarin ihtiyact olan nem kontrolii yapilmas,
boceklerin ihtiyact olan giinlik bakim islemleri devam ettirilmistir. Denemelerde

olii/canli bocek sayimlari 8 saatte bir yapilmistir. Oliim oranlar ilk bocek Sliimiiniin
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oldugu saat itibariyle hesaplanmaya baslanmig 120. saatte sonlandirilmistir. Ancak bazi
uygulamalarda 120. saatten Once tim bdcekler oldiigiinden sayimlar daha erken

sonlandirilmistir.

Denemelerin sonunda "White tuzak" yontemi kullanilarak o6lii boceklerden EPN

cikislar1 gézlemlenmistir.

3.2.4. Sera-saksi etkinlik ¢calismalar:

Gonioctena fornicata ve Hypera postica’ya karsi laboratuvar sartlarinda en etkili
bulunan EPN izolati1 (S. carpocapsae Tokat-Ulas) ile sera-saksi ¢aligmasi
yuritiilmiistir. Calismalarda G. fornicata’nin son donem larvalart kullanilmigtir.
Calismalar kontrollii kosullardaki TOGU’ye ait arastirma serasinda yapilmis ve
denemeler boyunca sera i¢i sicaklik ve nem degerleri HOBO (sicaklik ve nem
kaydedici) kullanilarak kaydedilmistir. Sicaklik 23.°C+2.312 (19.15-27.14°C); nem
%357.144+6.33 (%34.32-69.64) olarak hesaplanmustir.

Toprak uygulamalari

Denemede kullanilacak olan toprak karisiminin sterilizasyon islemi denemenin saglikli
kurulup, yiiriitiilebilmesi i¢in 120°C’de 1 giin bekletilerek yapilmistir. Calismada
kullanilan toprak karigimi 2 Ol¢li toprak, 1 Ol¢ii kum ve organik maddeden
olugmaktadir. S6z konusu olan toprak karigimi saksilarin (11.75x10.50x8.5) 10cm’ine
gelecek sekilde doldurulmustur (620-634+5.06g toprak). Denemelerde G. fornicata

larvalar1 kullanilmistir.

Araziden toplanan G. fornicata larvalarinin sera kosullarina uyum saglayabilmeleri ve
beslenmeleri amaciyla saksilarda yonca bitkileri yetistirilmistir. Sasirtma islemi yapilan
yonca bitkileri TOGU uygulama arazisinde bulunan yonca arazilerinden alinmis ve kok
kisimlar1 yikanarak arazi topragindan arindirilmistir. Saksilara sasirtilan yonca
bitkilerinin ortama uyum saglamalar1 beklenmis ve yeni siirgiinler vermeye bagladiktan
sonra, bitkiler tizerine 5’er adet olacak sekilde G. fornicata larvalar1 suni olarak

bulastirilmistir. Deneme siirecinde dogal diisman vb. girisini ve G. fornicata larvalarinin
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ortamdan uzaklagsmasini engellemek amaciyla bitkiler tiil kafeslere konulmustur (Sekil

3.7).

Sekil 3.7. Sera-saks1 denemeleri

Toprak yiizeyine EPN uygulamasi 25 IJs cm™ olacak sekilde yapilmistir. Uygulanacak
EPN sayisi toprak yiizeyi hesaplanarak bulunmus ve 1963 IIs saksi™ seklinde
uygulanmistir. Topraklarin nem oran1 %10 olacak sekilde distile su ilave edilerek
ayarlanmgtir. Uygulamalardan sonra yonca yapragi {izerinde bulunan G. fornicata son
donem larvalariin topraga inmeleri beklenmistir. Denemeler 4 tekerriirlii ve 2 tekrarh
olarak kurulmustur. Kontrol grubu saksilara sadece EPN igermeyen steril distile su

verilmistir (Kepenekci ve ark., 2018b).

Son donem larvalarin topraga pupa olmak i¢in gegmesinden itibaren 7 glin beklenmistir.
7. giin sonunda saksilarda bulunan topraklar bosaltilmis ve uygun sikliga sahip elekle
elenerek (boceklerin gecemiyecegi) 6lii ve canl larva sayilari kaydedilmistir. Olii

larvalar gerektiginde EPN ¢ikis1 gozlemlenebilmesi i¢in "White tuzak" sistemine
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alinmis, olast EPN cikislar takip edilmistir. Olii larvalardan EPN ¢ikmamas1 halinde
kadavralar parcalanmig ve 6liim nedenlerinin EPN’den kaynakli olup olmadig: tespit

edilerek karar verilmistir (Kepenekci ve ark., 2018b).

3.2.5. istatiksel analiz

Tek-doz ve doz 6liim testlerinde alinan sonuglar % oOliim degerlerine g¢evrilmis daha
sonra arcsin transformasyonuna tabi tutulmustur. Elde edilen veriler ile varyans analizi
yapilmis ve buna ek olarak muameleler arasindaki farkliliklar Tukey ¢oklu karsilastirma
testiyle analiz edilmistir. Tim istatistiksel analizler MINITAB Release 16 paket
programi yardimiyla yiiriitilmistiir. Doz-6liim deneme sonuglart Polo-PC probit paket
programi yardimiyla analiz edilerek, LT3, LTso Ve LTgy degerleri ile giiven araliklari

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Calismanin sonucunda, 58 oOrnekten 10 ornek pozitif (EPN ile bulasik) olarak
bulunmustur (%17.24). Heterorhabditis bacteriophora (Tokat-Songut)’ya ait bir izolat,
Steinernema feltiae (Tokat-Emir)’ya ait bir izolat ve Steinernema caprocapsae (Tokat-
Ulas, Tokat-Baglar, Tokat-Bakisli05, Tokat-Bakisli60, Tokat-Yamac, Tokat-Balli,
Tokat-Corduk61, Tokat-Corduk02)’ya ait 8 izolat olmak iizere EPN tiirleri molekiiler
verilere gore tanimlanmis ve sekans analizleri yapilmistir (Sekil 4.1. ve Cizelge 4.1.,4.2.
ve 4.3.). Calisma sonucu saptanan tiirlerin sistematikteki yerleri ve sinonimleri Gaugler
ve Kaya (1990)’ya gore verilmistir. Tespit edilen EPN tiirlerine ait bu izolatlar ¢alisma

kapsamina giren Tokat ili yonca yetistirilen alanlarda tespit edilmistir.

Sekil 4.1. Heterorhabditis bacteriophora (Tokat-Songut)’ya ait bir izolat, ve
Steinernema feltiae (Tokat-Emir)’ya ait bir izolat ve S. caprocapsae
(Tokat-Ulas, Tokat-Baglar, Tokat-Bakisli05, Tokat-Bakisli60, Tokat-
Yamac, Tokat-Balli, Tokat-Corduk61, Tokat-Corduk02)’ya ait 8 olmak
tizere toplam 10 izolatin ITS gen bdlgelerine ait PCR iiriinlerinin jel
elektroforez goriintiisti

Tespit edilen 2 tiir H. bacteriophora ve S. carpocapsae yine Tokat ilinde yiiriitiilen
EPN’lerin tespitine doniik paralel ¢alismalarda da bulunmustur (Kepenekci ve ark.,
2018a). Bu tez ¢alismasinda ortaya konan S feltiae Tokat ili EPN faunasi agisindan yeni
kayit niteligindedir.
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4.1. EPN’larin Molekiiler Yontemle Teshis Calismalar:

4.1.1. Calismada tespit edilen EPN’lerin sekans analiz sonuclari

Steinernema caprocapsae Tokat-Ulas, S. caprocapsae Tokat-Baglar, S. caprocapsae
Tokat-Bakisli05, S. caprocapsae Tokat-Bakisli60, S. caprocapsae Tokat-Yamac, S.
caprocapsae Tokat-Balli, S. caprocapsae Tokat-Corduk6l, S. caprocapsae Tokat-
Corduk02 izolatlar1

ACCGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGTTGTTTCGAGAAAAGCGGAGATTGC
GATGTTGAACGTTTTCGGACGGTCTTTGTTGCGAGAACCGCGTTAATCGAAT
CGGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCG
GAAGGATCATTATTGAGCTAATATTTTCCTTTTTAATCAAGTTTTCGCTGTTC
GTTTCTAAGCTTTAACTTGATCTCTAACGGCTTTGAAAGGTTTCTACAGATG
TTTGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGCTGATGAACATTGTACATTGTTA
TCTAAGCGTTTCGATGTTTCTAGAATGCTTAGTGATGAGAATTAAAGAGGTC
TGCTGACTCGCCATTCTTTGATTGCTAACAAAAACGTTTTGTTTCGATAATTG
TGTCACTCGTTGATGCATTTTTTAATTATCAAGTCTTATCGGTGGATCACTCG
GTTCGTAGGTCGATGAAAAACGGGGCAAAAACCGTTATTTGGCGTGAATTG
CAGACATATTGAGCGCTAAATTTTGAACGCAAATGGCACTAACAGGTTTTTA
TCTGTTAGTATGTTCAATTGAGGGTCTTTTGACTAGAATCTGGCAATCGGCT
GTGATTGCTTTTTCGGTAAGCTACTTTGCTTTTGTGAAGTACCTTTTCGGTAT
GGCTATTTGATTGTCTAATGGATGTCTGGCTAGCTGTTTCTTTGCTAGACGTC
TGCAATCATTTGGCATTGCGTAGTGTTTGATTAATGGTTTAGCGCGTTTCTTG
CTAACTGACTTTTACACAAGCAAGTGTAATACGTTTCTTAAAGTCAGCTCAT
TAATCAATGTGGTTTTCTGACTTGATTTGTCGGTCAATTGTGCTATGCTCTGC
TAATCTTTTCGAACTAGACCTCAATTTGAGCAAGATTACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAGTAAGCGGAGGAAAAGAAACTACTAGGAT

Cizelge 4.1. Steinernema caprocapsae Tokat-Ulas, S. caprocapsae Tokat-Baglar, S.
caprocapsae Tokat-Bakisli05, S. caprocapsae Tokat-Bakisli60, S.
caprocapsae Tokat-Yamac, S. caprocapsae Tokat-Balli, S. caprocapsae
Tokat-Corduk61, S. caprocapsae Tokat-Corduk02 izolatlarinin sekans
analiz sonuglar1

Izolatlar Gen Bankas1 | Eslesen Baz Sayis1 | Benzerlik
Kodu Orani (%)

Tokat-Ulas, Tokat- S. carpocapsae | GQ421607.1 9771979 %99

Baglar, Tokat- (izolat Az-20)

Bakish05, Tokat- S. carpocapsae | GQ421606.1 976/979 %99

Bakisli60, Tokat- (izolat Bcn14)

Yamac, Tokat-Balli, | S. carpocapsae | GQ421604.1 974/979 %99

Tokat-Cordukél, (izolat Breton)

Tokat-Corduk02
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Heterorhabditis bacteriophora Tokat-Songut izolati

TTGAACCGGGTAAAAGTCGTAACAAGGTGTCTGTAGGTGAACCTGCAGATG
GATCATCGCCGAAACCTTATGGGTAATGCTTTGATCACGAGAGATCGGTAC
CAATGGAATCAGGCTTGTTCTTGATTTCAATCGGTTTCTCACCCCATCTAAG
CTCATGGAGAGGTGTCTAGTCCCAATTGGAGTCGCTTTGAGTGACGGCTATG
AAAATTGGGTATGTTCCCCGTGAGGGTCGAGCATGGACTTTATGAACAGTG
CTGGAGCTGTCGCCTCACCAAAAAATCATCGATAACTGGTGGCTATGTGTG
ACATTAGTCACATAGGTATCTGCTGATGCAGAGAGCCTTAATGAGTTGTTCG
TGTCATCTGACCTACAACCGCCAGTATCGGTAAATCAACCCAATTAACTTGT
TTCTTGTGTCGTGTTAATACATACTGGCAAAGTGTATTAGCTTTAGCGATGG
ATCGGTTGATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCAAGCTGCGTTATTTACCA
CGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAGTTTTGAACGCACAGCGCCGTTGG
GTTTTCCCTTCGGCACGTCTGGCTCAGGGTTGTTTAATAAGCGAAAGTGTTG
AAAGTTCATTAAACGAGAGTTCGGTGATACTGACAACACTACGTCGAGCGG
TGTACTGTTGAAAGTACCCCGTTCAAGTATCTTTATGGGGCAACATGTCTTC
TATATGGAGACATGAAAGATATTAAGAGTATATACCTGTGGATGCCCACGT
ATGAAATATGACGTGTCGTATACACGGCTAGGAGGTATGTCTCAGATGAAT
TTGTTTATGCAACCTGAGCTCAGTCGTGATTACCCGCCGAACTTAAGCATAT
CATTCAGCGGAGGAAAAGAAACTAT

Cizelge 4.2. Heterorhabditis bacteriophora Tokat-Songut izolatinin sekans analiz
sonugclari

Izolat Gen Bankas1 Kodu Eslesen Baz | Benzerlik Orani
Sayisi (%)

H. bacteriophora | HQ225906.1 899/900 %99
(izolat N-Arg)

H. bacteriophora | HQ225847.1 898/900 %99

Tokat-Songut (izolat N-GPS23)

H. bacteriophora | HQ225896.1 897/900 %99
(izolat N-GPS15)

Steinernema feltiae Tokat-Emir izolat1

CGCCCGTCGCTGCCCGGGACTGAGTTGTTTCGAGAAAAGCGGAGACTGCTG
CTCTGAGCGTTTTCGGACGATCGTTGCGGCGAGAACCGCGTTAATCGAAAC
GGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGG
AAGGATCATTATTGAGCTTATCCATTTACTTGGATTCAAATGAATCGAGCTG
AATTTTCGCTGTTCGTTTCAAAGCGTTGTATTCTCTCAACTAACGGCTATGA
ATGGTTTCTATAGGTGTCTGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGGTGATGG
ACATTTTGGTGGCTCCTTAGTCGGGTCACTAGAATTAAAGAAGTCTGTTATG
ACTCGCCGTTCTTAAAAAACTTCAATTAACGTTTGATCAATTTGACTGCACC
AGCCGTAGGTGTACTTAAAGATTTATCAAGTCTTGTCGGTGGATCACTCGGT
TCGTAGTTCGATGAAAAACGGGGCAAAAACCGTTATTTGGCGTGAATTGCA
GACATATTGAACGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACTATCAGGTTTATAT
CTGTTAGTATGTTTGGTTGAGGGTCGATTAATTCGTAACCTGCAGTCTGCTG
TGACTGTTTTTTCGATTAGTTATTTGGTTTTTT-
ATCGAGTACCTTTTTGGAATGTGAATTTGATTGTCTAATTCGTTTCCTAATCG
AAACGAGCTATTTTTTATTTCTGTGCAATGTATTTTTGGTGTTTCGGCGTTTT
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TCTTGCCGACTGATTGGTACAAACTTAACAGTTCGTATATTTTTCAGAATTTT
TCAGAGGCCCTTACAATACATCACTTGACACAACACGTATCGTTTGTCGAGG
AATTGCGCAAGAAAGAAACTTTTCGTTTTACGACCTCAACTCAAGCAAGATT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAGTAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACTAGG
ATTT

Cizelge 4.3. Steinernema feltiae Tokat-Emir izolatlarinin sekans analiz sonuglari

izolat Gen Bankasi | Eslesen Baz Sayis1 | Benzerlik Orant
Kodu (%)
S. feltiae (izolat WG- | MK294325.1 971/972 %99
02)
Tokat-Emir S. feltiae (izolat WG- | MK294320.1 971/972 %99
01)
S. feltiae (izolat T92) | AY230185.1 970/972 %99

4.1.2. Cahismada tespit edilen tiirlerin sistematikteki yerleri ve sinonimleri

Alem: Animalia
Sube: Nematoda
Sinif: Adenophorea
Takim: Rhabditida
Alttakim: Rhabditina
Ustfamilya: Strongyloidoidea
Familya: Steinernematidae Chitwood ve Chitwood
Cins: Steinernema Travassos
Tiir: S. carpocapsae (Weiser) Wouts, Mracek, Gerdin ve Bedding
syn: Neoaplectana carpocapsae Weiser
Neoaplectana feltiae sensu Stanuszek, nec Filipjev
Neoaplectana feltiae pieridarum Stanuszek
Neoaplectana pieridarum Stanuszek
Neoaplectana feltiae pieridarum (Stanuszek) Wouts, Mracek, Gerdin ve
Bedding
Steinernema pieridarum (Stanuszek) Wouts, Mracek, Gerdin ve Bedding
Neoaplectana carpocapsae pieridarum Stanuszek
Neoaplectana dutkyi Turco, Thames and Hopkins
Steinernema dutkyi (Turco, Thames and Hopkins) Wouts, Mracek, Gerdin ve
Bedding

Tiir: Steinernema feltiae (Filipjev) Wouts, Mracek, Gerdin ve Bedding
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syn: Neoaplectana feltiae Filipjev
Neoaplectana bibionis Bovien
Steinernema bibionis (Bovien) Wouts, Mracek, Gerdin ve Bedding
Neoaplectana leucaniae Hoy
Steinernema leucaniae (Hoy) Wouts, Mracek, Gerdin ve Bedding
Familya: Familya: Heterorhabditidae
Cins: Heterorhabditis Poinar
Tiir: H. bacteriophora Poinar
syn. Chromonema heliothidis Khan, Brooks ve Hirschmann
H. heliothidis (Khan, Brooks ve Hirschman)

H. argentinensis Stock

4. 2. Laboratuvar Etkinlik Calismalari

Ulkemizde daha once tespit edilmis 3 EPN tiirine ait izolatlar [Steinernema
carpocapsae (Karadeniz izolati), Steinernema feltiae (izolat 09-31), Heterorhabditis
bacteriophora (izolat 09-43)] ile bu ¢alismada Tokat ilinde tespit edilen EPN
[Heterorhabditis bacteriophora Tokat-Songut, Steinernema carpocapsae Tokat-
Ulas)’ler, 100, 200, 400 WJs (enfektif larva, EL) bocek™ dozlarinda [500, 1000, 2000 1Js
petri’] G. fornicata ve H. postica erginlerine karsi doz-6lim c¢alismasi olarak

yiirtitiilmiisgtir.

4.2.1. Entomopatojen nematod izolatlarimin Gonioctena fornicata erginleri iizerine

doz-6liim ¢alismalar:

Steinernema carpocapsae (Karadeniz izolati) izolatt 500 IJs/ml dozunda 32. saatten
itibaren kontrole gore onemli derecede etki gostermeye baslamis, bu etki 2000 1Js/ml
dozunda %60’a ulasmistir (F:21.67, DF: 3.31, P<0.05). 40. saatte 2000 1Js/ml dozunda
%92 (F:23.21, DF: 3.31, P<0.05) olarak belirlenen 6lim orami 48. satte %100’¢e
cikmustir (F:69.24, DF: 3.31, P<0.05). 64.saatten itibaren 500 ve 1000 IJs/ml dozlarinda
%90’1in {izerinde goriilen etki (F:103.29, DF: 3.31, P<0.05), 80. saatten itibaren
neredeyse %100’e ulasmistir (F:131.75, DF: 3.31, P<0.05) (Cizelge 4.4.)
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Steinernema feltiae (izolat 09-31), 48. saatte 1000 ve 2000 1Js/ml dozlarinda %50’ nin
tizerinde etki gostermistir (F:19.01, DF: 3.30, P<0.05). Bu oran 64. saatte 2000 1Js/ml
dozunda %90’nin tlizerine ¢ikmustir (F:30.51, DF: 3.30, P<0.05). 112.satten itibaren ise
tim dozlar %90°n1n iizerinde bir 6liime neden olmuslardir (F:68.59, DF: 3.30, P<0.05)
(Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.4. Gonioctena fornicata’ya karsi Steinernema carpocapsae (Karadeniz
izolat1)’nin 3 farkli dozu (500, 1000 ve 2000 1Js ml™ veya 100, 200, 400
1Js bocek™) *nun etkilerinin karsilastiriimast

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js ml* 1000 EL 2000 EL Kontrol

32 26,56+2,42b" 50,26+4,67ab 60,48+0,89a 0,00+0,00c
40 55,28+6,46b 68,67+3,74ab 92,11+3,80a 0,00+0,00c
48 85,00+4,29b 88,56+3,09b 100,00+0,00a 0,00+0,00¢
56 85,00+4,29b 91,98+3,46ab 100,00+0,00a 0,00+0,00¢
64 90,25+2,58b 96,00+2,82ab 100,00+0,00a 0,00+0,00¢
72 93.41+2,83b 97,01+2,00ab 100,00+0,00a 0,00+0,00c
80 97,96+2,56a 97,01+2,00a 100,00+0,00a 0,00+0,00b
88 97,96+2,56a 97,014+2,00a 100,00+0,00a 0,00+0,00b
96 97,95+2,56a 99,66+0,94a 100,00+0,00a 0,00+0,00b
104 97,95+2,56a 99,66:+0,94a 100,00+0,00a 0,00+0,00b
112 97,95+2,56a 99,66:+0,94a 100,00+0,00a 0,00+0,00b
120 99.27+2.03a 99,66+0,94a 100,0040,00a 0,00+0,00b

! Ayni satir1 takip eden farkl kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)

*Standart Hatanin Ortalamasi

Cizelge 4.5. Gonioctena fornicata’ya karsi Steinernema feltiae (izolat 09-31)’nin 3
farkl1 dozu (500, 1000 ve 2000 1Js ml™ veya 100, 200, 400 IJs bocek™)
‘nun etkilerinin karsilastirilmasi

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js ml* 1000 EL 2000 EL Kontrol

32 14,98ﬂ:1,07a1 15,38+2,46a 33,70+3,20a 0,00+0,00b
40 30,42+2,80a 31,35+3,74a 46,72+3,76a 0,00+0,00b
48 35,82+3,56a 53,28+4,63a 60,24+1,38a 0,00+0,00b
56 45,42+1,95a 60,99+3,78a 76,08+4,69a 0,00+0,00b
64 51,43+1,49b 76,72+6,01ab 91,98+3,46a 0,00+0,00¢c
72 57,72+2,32b 83,14+4,99ab 94,7242,13a 0,00+0,00c
80 57,72+2,32b 83,14+4,99ab 94,72+2,13a 0,00+0,00c
88 57,72+2,32b 83,14+4,99ab 94,72+2,13a 0,00+0,00c
96 77,90+2,52a 85,17+4,65a 94,72+2,13a 0,00+0,00b
104 82,70+1,48a 88,56+3,09a 94,72+2,13a 0,00+0,00b
112 91,46+2,86a 94,72+2,13a 94,72+2,13a 0,00+0,00b
120 91,46+2,86a 97,01+£2,00a 97,01£2,00a 0,00+0,00b

! Ayni satiri takip eden farkl kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)
*Standart Hatanin Ortalamasi
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Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43) uygulamasinda 6liimler 48. saaten itibaren
goriilmeye baslamis ancak en yiiksek etki orani 2000 1Js/ml dozunda %16 olarak
kaydedilmistir (F:3.71, DF: 3.24, P<0.05). Bu etki 72. saatte ayni dozda %50’ye
ulasmistir (F:6.00, DF: 3.24, P<0.05). 112. saate gelindiginde 500 ve 1000 1Js/ml
dozlarinda %60’ iizerinde goriilen 6liim orani 2000 Is/ml dozunda %93 olarak
bulunmustur (F:22.64, DF: 3.24, P<0.05) (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. Gonioctena fornicata’ya kars1 Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-
43)nin 3 farkli dozu (500, 1000 ve 2000 1Js ml™ veya 100, 200, 400 IJs
b(')cek'l) ‘nun etkilerinin karsilagtiriimasi

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js ml* 1000 EL 2000 EL Kontrol
48 0,86ﬂ:1,5021b1 7,04+3,19ab 16,36+4,36a 0,00+0,00b
56 0,86+1,50ab 13,72+3,85ab 16,36+4,36a 0,00+0,00b
64 0,86+1,50ab 19,18+5,94a 25,59+3,18a 0,00+0,00b
72 12,59+4,70ab 35,45+6,06a 50,00+9,36a 0,00+0,00b
80 26,42+4,59a 46,65+2,94a 72,04+7,52a 0,00+0,00b
88 30,42+6,11a 46,65+2,94a 78,12+5,57a 0,00+0,00b
96 52,41+1,23a 46,65+2,94a 81,08+5,27a 0,00+0,00b
104 60,38+0,78a 57,70+6,07a 93,30+5,63a 0,00+0,00b
112 64,67+1,11a 68,68+7,51a 93,30+5,63a 0,00+0,00b
120 64,67+1,11b 68,68+7,51b 97,63+1,99a 0,00+0,00¢

! Ayni satir1 takip eden farkl kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)
*Standart Hatanin Ortalamasi

Heterorhabditis bacteriophora Tokat-Songut izolati 40. satte 2000 1Js/ml dozunda
%58’lik bir etki gostermistir (F:20.62, DF: 3.31, P<0.05). 48. saatteki etkinlik 1000 ve
2000 IJs/ml dozlarinda hemen hemen %80 olarak tespit edilmistir (F:19.97, DF: 3.31,
P<0.05). 112. saate gelindiginde ise 500 IJs/ml dozunun neden oldugu 6liim oran1 %90
olurken 1000 ve 2000 [Js/ml dozlarinda bu oran hemen hemen %100 olarak

bulunmustur (F:91.73, DF: 3.31, P<0.05) (Cizelge 4.7.).
Steinernema carpocapsae Tokat-Ulas izolati 1000 ve 2000 1Js/ml dozlarinda 24. saatten

itibaren etkili olmaya baslamistir (F:10.30, DF: 3.29, P<0.05). 32. saatte tiim dozlarin
sebep oldugu etki %50’nin iizerine ¢ikmuistir (F:43.90, DF: 3.29, P<0.05). 64. saat
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itibariyle ise tiim dozlar test boceklerinin neredeyse tamamini 6ldiirmistiir (F:231.34,

DF: 3.29, P<0.05) (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.7. Gonioctena fornicata’ya karsi Heterorhabditis bacteriophora (izolat
Tokat-Songut)’nin 3 farkli dozu (500, 1000 ve 2000 IJs ml™ veya 100,
200, 400 IJs bocek™) *nun etkilerinin karsilastiriimasi

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js ml* 1000 EL 2000 EL Kontrol
32 5,28+2,13ab* 8,16+2,00ab 16,86+4,99a 0,00::0,00b
40 34,18+2,15a 33,94+3,67a 58,25+1,52a 0,00::0,00b
48 47.24+1,76a 78,39+9,03a 80,62+3,45a 0,00+0,00b
56 52,76+1,76a 82,96+5,47a 86,91+3,90a 0,00+0,00b
64 63,41%1,53b 85,00+5,15ab 94,8443 57a 0,000,00¢
72 68,89+3,27b 94,72+2,13a 96,00+2,82a 0,000,00¢
80 71,19+2,87b 94,7242,13a 96,00+2,82a 0,00+0,00¢
88 73,66+2,83b 98,66+1,60a 97,01+2,00a 0,00+0,00¢
96 75,84+2.33b 98,66+1,60a 97,01+2,00a 0,000,00¢
104 82,76+3,17b 98,66+1,60a 97,0122,00ab 0,000,00¢
112 90,56+4,37a 99,66+0,94a 99,66+0,94a 0,00+0,00b
120 90,56+4,37b 99,66+0,94ab 100,00+0,00a 0,00+0,00¢

! Ayni satirt takip eden farkh kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)

*Standart Hatanin Ortalamasi

Cizelge 4.8. Gonioctena fornicata’ya kars1 Steinernema carpocapsae (izolat Tokat-
Ulas)’nin 3 farkli dozu (500, 1000 ve 2000 1Js ml™ veya 100, 200, 400 IJs
b(')cek'l) ‘nun etkilerinin karsilagtirilmasi

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js ml™ 1000 EL 2000 EL Kontrol
24 0,00::0,00b* 9,74+2,58ab 28,5744 36a 0,00+0,00b
32 57,01+0,87b 66,06+2,79ab 88,5643,09a 0,00-0,00¢
40 85,80+1,25a 84,62+2,46a 97,0142,00a 0,00+0,00b
48 94,7242,23a 97,01+2,00a 100,00+0,00a 0,00+0,00b
56 97,63+1,99a 97,01+2,00a 100,00+0,00a 0,00+0,00b
64 99,40+1,25a 98,66+1,60a 100,00+0,00a 0,00+0,00b
72 99,40+1,25a 98,66+1,60a 100,00+0,00a 0,00+0,00b
80 99,40+1,25a 98,66+1,60a 100,00+0,00a 0,00+0,00b

! Ayni satiri takip eden farkh kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)
*Standart Hatanin Ortalamasi
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4.2.2. Entomopatojen nematod izolatlarimin Hypera postica erginleri iizerine doz-

oliim calismalar:

Steinernema carpocapsae (Karadeniz izolat) izolat1 1000 ve 2000 IJs/ml dozlarinda 16.
saatten itibaren etkili olmaya baslamis (F:7.70, DF: 3.29, P<0.05), 48. saatte 500 1Js/ml
dozunda %53 ulasan etki degeri diger iki dozda %80’in iizerine ¢ikmistir (F:20.15, DF:
3.29, P<0.05). 88. saatte 500 IJs/ml dozunun etki orant %90 olarak belirlenirken diger
dozlarda hemen hemen %100’liikk bir 6lim oranma ulasilmistir (F:61.92, DF: 3.29,
P<0.05) (Cizelge 4.9.).

Steinernema feltiae (izolat 09-31) izolatinin tiim dozlarinda 32. saatten itibaren
kontrolden farkli olarak degisik oranlarda oliimler goriilmeye baslanmistir (F:7.32, DF:
3.29, P<0.05). 500 LJs/ml dozu 96. saatten itibaren ancak test boceklerinin yarisini
oldiirebilmis bu zaman dilimindeki diger iki dozun etkinligi ise sirasiyla %55 ve 80
olarak bulunmustur (F:29.65, DF: 3.29, P<0.05). 120. saate gelindiginde ise 500 ve
1000 [Js/ml dozlarinda %66 olan etki degerleri 2000 IJs/ml dozunda %89 olarak
belirlenmistir (F:27.80, DF: 3.29, P<0.05) (Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.9. Hypera postica’ya kars1 Steinernema carpocapsae (Karadeniz izolati)’nin 3
farkl1 dozu (500, 1000 ve 2000 IJs ml™ veya 100, 200, 400 IJs bocek™)
‘nun etkilerinin karsilastirilmasi

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js ml™ 1000 EL 2000 EL Kontrol
16 O,OOiO,OOb1 8,16+2,00a 14,76+2,83a 0,00+0,00b
24 0,00+0,00b 17,42+2,79a 24,77+£2,69a 0,00+0,00b
32 1,34+1,60b 31,11+3,27a 54,31+2,48a 0,00+0,00b
40 11,27+4,53b 57,77+1,56a 72,18+0,98a 0,00+0,00¢c
48 53,03+5,06a 82,96+5,47a 85,44+3,26a 0,00+0,00b
56 71,19+2,87a 88,89+5,73a 93,14+2,13a 0,00+0,00b
64 78,59+4,04a 90,56+5,23a 93,14+2,13a 0,00+0,00b
72 90,42+4,03a 98,66+1,60a 96,11+2,13a 0,00+0,00b
80 90,42+4,03a 98,66+1,60a 96,11+2,13a 0,00+0,00b
88 90,42+4,03a 98,66+1,60a 98,26+1,78a 0,00+0,00b
96 91,98+3,46a 98,66+1,60a 98,26+1,78a 0,00+0,00b
104 91,98+3,46a 98,66+1,60a 98,26+1,78a 0,00+0,00b
112 91,98+3,46a 98,66+1,60a 98,26+1,78a 0,00+0,00b
120 93,41+2,83a 98,66+1,60a 98,26+1,78a 0,00+0,00b

! Ayn1 satir1 takip eden farkl kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)
*Standart Hatanin Ortalamasi
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Cizelge 4.10. Hypera postica’ya karsi Steinernema feltiae (izolat 09-31)’nin 3 farkli
dozu (500, 1000 ve 2000 IJs ml™ veya 100, 200, 400 IJs bécek™) *nun
etkilerinin karsilastirilmasi

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js ml* 1000 EL 2000 EL Kontrol
32 6,33+5,45ab" 26,56+2.42a 25.27+0,41a 0,00+0,00b
40 9,44+5,23ab 31,35+2,86a 30,95+0,49a 0,000,00b
48 18,97+6,10ab 39,28+1,34a 52,30+4,33a 0,000,00b
56 23,71+5,07a 44,4842 13a 63,9243,08a 0,00+0,00b
64 23,71+5,07b 47,24+1,76ab 66,66+2,73a 0,00+0,00b
72 33,9443.67a 50,00+1,34a 66,66+2,73a 0,000,00b
80 41,99+2,00a 50,00+1,34a 66,66+2,73a 0,000,00b
88 47,75+4,65a 50,001,34a 69,58+2,80a 0,00+0,00b
96 53,28+4,63a 55,28+0,76a 80,24+1,81a 0,00+0,00b
104 66,0613,67a 63,66+3,08a 85,2442 83a 0,000,00b
112 66,0643,67a 66,06+2,79a 89,6143,50a 0,000,00b
120 66,06+3,67a 66,06+2,79a 89,61+3,50a 0,00+0,00b

! Ayni satir1 takip eden farkh kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)
*Standart Hatanin Ortalamasi

Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43) izolatinin H. postica erginlerine karsi
etkisi oldukca diisiik bulunmustur. 72. saatte baslayan etki 2000 1Js/ml dozunda %9
olarak bulunmus (F:4.71, DF: 3.27, P<0.05), 120. saate gelindiginde ise diisiikk dozdan
yiiksek doza dogru sirastyla %11, %22 ve %25 oranlarda 6liimler goriilmistiir (F:8.41,
DF: 3.27, P<0.05) (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Hypera postica’ya kars1 Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43) nin
3 farkl dozu (500, 1000 ve 2000 IJs ml™ veya 100, 200, 400 IJs bocek™)
‘nun etkilerinin karsilastirilmasi

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js ml* 1000 EL 2000 EL Kontrol
72 0,00+0,00b" 6,86+2,13ab 9,04+4,03a 0,00+0,00ab
80 0,00+0,00b 6,86+2,13ab 16,36+4,36a 0,00+0,00b
88 2,99+2,00ab 6,86+2,13ab 16,36+4,36a 0,00+0,00b
96 2,99+2,00ab 6,86+2,13ab 22,45+3,00a 0,00-0,00b
104 8,02+3,46ab 10,58+1,78ab 22,45+3,00a 0,00-0,00b
112 8,02+3,46ab 17,30+1,48a 22,45+3,00a 0,00+0,00b
120 11,4443,09a 22,58+0,25a 25,59+3,18a 0,00+0,00b

! Ayni satir1 takip eden farkli kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)
*Standart Hatanin Ortalamasi
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Heterorhabditis bacteriophora Tokat-Songut izolati H. bacteriophora (izolat 09-43)
izolatryla benzer bir etki gostererek 56. saatte baslayan etki 2000 1Js/ml dozunda %8’de
kalmis (F:3.47, DF: 3.28, P<0.05), 120. saate gelindiginde ise diisiik dozdan yiiksek
doza dogru sirastyla %13, %17 ve %36 oranlarda oliimler kaydedilmistir (F:9.28, DF:
3.28, P<0.05) (Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. Hypera postica’ya kars1 Heterorhabditis bacteriophora ( izolat Tokat-
Songut)’nin 3 farkli dozu (500, 1000 ve 2000 IJs ml™? veya 100, 200,
400 s bé')cek'l) ‘nun etkilerinin karsilagtirilmasi

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js mlI* 1000 EL 2000 EL Kontrol
56 0,34+0,94ab* 0,44+1,07ab 8,54+2.86a 0,000,00b
64 0,73+2,03ab 1,74+1,78ab 12,59+2,35a 0,00+0,00b
72 2,04+2,56ab 1,74+1,78ab 12,59+2,35a 0,00+0,00b
80 4,01+2,82ab 6,86+2,13ab 19,76+1,81a 0,00+0,00b
88 4,01+2,82ab 10,58+1,78a 19,76+1,81a 0,00+0,00b
96 4,01+2,82ab 12,59+2,35a 19,76+1,81a 0,00+0,00b
104 6,59+2,83bc 17,30+1,48ab 30,69+0,99a 0,000,00¢
112 7,89+3,80bc 17,30+1,48ab 33,64+0,92a 0,00+:0,00¢
120 13,09+4,77a 17,30+1,48a 36,65+0,76a 0,00+0,00b

! Ayn1 satir1 takip eden farkl kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)
*Standart Hatanin Ortalamasi

Steinernema carpocapsae Tokat-Ulas izolatinin H. postica erginleri iizerindeki etkisi
16. saatten itibaren goriilmeye baslamis (F:2.62, DF: 3.30, P<0.05) ve 32. saatte 2000
IJs/ml dozunda %52’ye ulasmustir (F:4.49, DF: 3.30, P<0.05). 56. saaten itibaren tim
dozlar %80’in iizerinde bir Oliime neden olurken 96. saate gelindiginde 500 IJs/ml
dozunda %93 diger iki dozda ise %100’liik bir 6liim meydana gelmistir (F: 97.34DF:
3.30, P<0.05) (Cizelge 4.13.).

Yapilan laboratuvar ¢aligsmalar1 (in vitro) sonucunda kullanilan izolatlar igerisinden S.
carpocapsae Tokat-Ulas, G. fornicata erginlerinde 64. saatte neredeyse tiim dozlarda
%100 ve H. postica erginlerinde ise 80. saatte 1000 ve 2000 IJs ml™ dozlarinda %100
oliime neden oldugu icin sera-saksi g¢aligmalart (in vivo) kapsamina alinmasi uygun

gorilmiistiir.
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Cizelge 4.13. Hypera postica’ya karsi Steinernema carpocapsae (izolat Tokat-Ulas)’nin
3 farkli dozu (500, 1000 ve 2000 1Js ml™ veya 100, 200, 400 IJs bocek™)
‘nun etkilerinin karsilastiriimasi

% Oliim+SHO*

Saat 500 1Js ml™ 1000 EL 2000 EL Kontrol
16 0,34+0,94ab* 1,34+1,60ab 8,02+3,46a 0,000,00b
24 4,01+2,82ab 10,79+7,41ab 19,58+3,06a 0,00+0,00b
32 16,86+10,20ab  26,10+5,17ab 52,76+8,15a 0,00+0,00b
40 36,84+6,76a 33,44+5,54a 76,29+4.21a 0,000,00b
48 60,994+9,90a 76,29+421a 88,71+3,45a 0,00+0,00b
56 83,35+7,20a 88,56%3,09a 93,41+2,83a 0,000,00b
64 85,36+6,88a 91,84+2,00a 93,41+2,83a 0,00+0,00b
72 85,3646,88a 97,0142,00a 97,0142,00a 0,000,00b
80 90,56+5,23a 98,66+1,60a 98,66+1,60a 0,000,00b
88 92,26+6,05a 98,66+1,60a 98,66+1,60a 0,00+0,00b
96 93,67+5,45a 100,00:£0,00a 100,00::0,00a 0,000,00b
104 94,9543 ,91a 100,00+0,00a 100,00::0,00a 0,00+0,00b
112 94,95+3.91a 100,00+£0,00a 100,00::0,00a 0,000,00b
120 94,95+3,91a 100,00+0,00a 100,00:0,00a 0,00+0,00b

! Ayn1 satir1 takip eden farkl kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir (Tukey test, P<0,05)
*Standart Hatanin Ortalamasi

4.3. Doz-Oliim Cahsmasinda Kullanilan izolatlarin Gonioctena fornicata ve Hypera

postica Erginlerine Karsi Zaman-Oliim Calismasi

Oliim iizerine zamanin etkisini belirlemek amaciyla 1000 IJs ml™ dozunda LT3, LTso
ve LTg degerleri hesaplanmistir. Degerler incelendiginde Goniloctena fornicata’ya
kars1 uygulanan izolatlardan incelenen tim LT degerleri agisindan en hizli Gliime
Steinernema carpocapsae (izolat Tokat-Ulas) izolatinin neden oldugu gorilmiistiir
(LTs0: 26.030, LTsp: 31.833, LTgo: 52.060). Bu izolati Steinernema carpocapsae
(Karadeniz izolat1) izolati takip etmistir (LTsp: 29.854, LTsg: 37.621, LTgy: 67.688). En
gec etki ise Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43) izolatinda gortilmiustiir (L T3o:
58.684, LTso: 78.331, LTgo: 158.650) (Cizelge 4.14.).

Hypera postica’ya karsi uygulanan izolatlardan ise LT3 Ve LTgo degerleri agisindan en
hizli 6liime benzer sekilde Steinernema carpocapsae (izolat Tokat-Ulas) izolati neden
olmus (LTs0: 29.840, LTgo: 67.729), bu izolat1 Steinernema carpocapsae (Karadeniz
izolat1) takip etmistir (LT30: 25.916, LTgo: 75.909). LTso degerleri agisindan ise en en

hizli etkiye Steinernema carpocapsae (Karadeniz izolat1) neden olmus (LTso: 35.407) ve
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bunu Steinernema carpocapsae (izolat Tokat-Ulas) izolati takip etmistir (LTso: 37.858).

En ge¢ etki ise tim LT degerlerinde Heterorhabditis bacteriophora (izolat 09-43)
izolatinda goriilmiistiir (LTsp: 121.745, LTs0: 159.954, LTgo: 311.667) (Cizelge 4.15.).

Cizelge 4.14. Gonloctena fornicata’ya karsi doz-6liim ¢alismasinda kullanilan
izolatlarin 1000 1Js mI™* dozunda LTs30, LTs0 Ve LTgo degerleri

LT5 LTs LTg
1zolat Egim (Giiven (Giiven (Giiven Heterojenite
Limitleri) Limitleri) Limitleri)
Steinernema carpocapsae 29.584 37.621 67.688
(Karadeniz izolatr) S02420.376  05789.32.900)  (33.943-41.041)  (61.707-75.841) 1.39
S. feltiae 40.000 53.853 111.391
(izolat 09-31) 4.060+0.318 25 517.43952)  (49.528-58.083)  (100.005-128.141) 112
Heterorhabditis
. 58.684 78.331 158.650
bacteriophora 418120383 (51 365.64.913)  (71.189-86.845)  (133.011-210.174) 1.96
(izolat 09-43)
H. bacteriophora (izolat 37.263 46.006 77.002
Tokat-Songut) 372980424 33500.40478)  (42.547-49.264)  (71.236-84.735) 121
S. carpocapsae (izolat 5.09940.502 26.030 31.833 52.060 091

Tokat-Ulas)

(23.358-28.372)

(29.295-34.212)

(48.186-57.158)

Cizelge 4.15. Hypera postica’ya karsi doz-6liim c¢alismasinda kullanilan izolatlarin
1000 1Js mI™* dozunda LT3, LTs Ve LTgq degerleri

[y P LTs LT
I1zolat Egim (Giiven (Giiven (Giiven Heterojenite
Limitleri) Limitleri) Limitleri)
Steinernema
25.916 35.407 75.909
(K;ri;i?faﬁsﬁfat ) 3869+0283  (35380-20.113)  (31.790-38.848)  (68.501-86.031) 114
1Z 1Z: 1
S. feltiae 45.810 76.074 262.756
(izolat 09-31) 238120249 (39570.51478)  (68.288-85.999)  (202.900-384.894) 0.77
Heterorhabditis
. 121.745 159.954 311.667
k(’acotle;'%ghzg 4240809 109912.147.749)  (135.437-222.873)  (223.473- 624.159) 043
H. bacteriophora 108.901 143.823 283.818
(izolat Tokat-Songut) 410683 (99 625.124.271)  (125.686-182.167)  (213.812-481.143) 0.87
S. carpocapsae 507320376 29.840 37.858 67.729 0.95

(izolat Tokat-Ulas)

(26.880-32.501)

(34.967-40.629)

(62.496-74.601)

4. 4, Sera Etkinlik Calismalari

Calisma kapsaminda elde edilen ve laboratuvarda etkili bulunan S. carpocapsae Tokat-

Ulas izolat1 ile G. fornicata’nin son donem larvalarina karsi sera sartlarinda toprak
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uygulamas: seklinde, 25 IJs cm™ dozunda etkinlik ¢alismas: yiiriitillmiistir. 7. giiniin
sonunda %94 oraninda 6nemli derecede bir etkinlik tespit edilmistir (F:30.55, DF: 1.15,
P<0.05) (Cizelge 4.16.).

Cizelge 4.16. Steinernema carpocapsae Tokat-Ulas izolatinin Gonioctena fornicata’nin
son donem larvalarina karsi sera sartlarinda 2513s/cm? dozunda 7. giin
sonunda etkisi

izolat % Oliim+SHO*
S. carpocapsae Tokat-Ulas 94,84+3,57a
Kontrol 19,38+3,45b

! Ayni satirt takip eden farkh kiigiik harfler arasinda istatistiki olarak fark vardir
(Tukey test, P<0,05)
*Standart Hatanin Ortalamasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismada ortaya konan 2 tiir H. bacteriophora ve S. carpocapsae yine Tokat ilinde
yiriitilen EPN’lerin tespitine yonelik olarak aymi donemlerde yiiriitiilen paralel
calismalarda da bulunmustur (Kepenekci ve ark., 2018a). Bu tez c¢aligmasinda tespit
edilen S feltiae Tokat ili EPN faunasi agisindan yeni kayit niteligindedir. Caligma
kapsaminda G. fornicata ve H. postica erginlerine kars1 yapilan uygulamalar {ilkemizde

ilk caligma niteligindedir.

Calisma’da tespit edilen izolatlara ait tiirlerden S. carpocapsae iilkemizde ilk defa
Kepenekcei ve Oztiirk (2001) tarafindan, H. bacteriophora ise Kepenekci ve ark., (1999)
tarafindan bulunmustur. Diger bir tiir olan S .feltiae ise Ozer ve ark., (1995) tarafindan
Rize’den alinan toprak &rneklerinde de tespit edilmistir. Ulkemizde daha sonra yapilan
nematolojik survey c¢alismalar sonucu bu tiirlere ait ¢ok sayida izolat ortaya
konulmustur. Bu calismada da 10 farkli izolat belirlenmistir [S. carpocapsae’ya ait 8
izolat (Tokat-Ulas, Tokat-Baglar, Tokat-Bakisli05, Tokat-bakisli60, Tokat-Yamac,
Tokat-Balli, Tokat-Corduk61, Tokat-Corduk02), S. feltiae’ye ait 1 izolat (Tokat-Emir)
ve H. bacteriophora’ya ait 1 izolat (Tokat-Songut)].

Diinya’da en yaygin tiirler S. feltiae ve H. bacteriophora olarak bulunurken (Hominick
ve ark., 1996), calismamizda bu durum farklilik géstermis ve S. carpocapsae tiiriine ait

izolatlardan daha fazla sayida elde edilmistir.

Alman toprak o6rnegi ile elde edilen EPN’lerin sayis1 kiyaslandiginda %17.24’liik bir
oranla 6nemli sayida EPN izolat1 elde edildigi ortaya ¢ikmaktadir. EPN’lerin bulunma
oranlari ile ilgili yapilan diger ¢aligmalarda; Diinya’da Boag ve ark. (1992) Iskogya’da
%2.2, Ehlers ve ark. (1991) Italya’da %35, Choo ve ark. (1995) Kore’de %4.6, Miduturi
ve ark. (1997) Belgika’da %8.47, Stock ve ark. (1999) ABD’de %26.3, Griffin ve ark.
(2000) Endonezya’ %11.7, Rosa ve ark. (2000) Portekiz’de %3.9, Nguyen ve ark.
(2004) Etiyopya’da %6.3, Lorio ve ark. (2005) Kosta Riko’da %20.5, Stock ve Gress
(2006) Arizona’da (ABD) %23.3, Morton ve Garcia-del-Pino (2009), Ispanya’da %5.2-
%20 oranlarin1 vermiglerdir. Diinya’da EPN’lerin yiiksek elde edilme oranlarimin

oldugu sonuglar; Hominick ve Briscoe (1990) Ingiltere’de %48.6 ve Mracek ve ark.
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(1999) Cek Cumhuriyeti’'nde %53.8 ile yiiriitiilmiis olan ¢aligmalarda mevcuttur.
Ulkemizde ise; Hazir ve ark. (2003a) %2 ve %4.72, Aydin (2007) Aydin’da %12.1,
Gokge (2010) Trabzon’da %38.3, Bulun (2011) Canakkale’de %9.6, Giines ve Gozel
(2011) Marmara Bélgesi’nde %6.1, Erbas (2012) Trabzon’da %9.09, Ari (2014) Izmir
Tire’de %0.48, Giirel (2015) Diizce’de %8.4, Giirsoy (2017) Kaz Dagi’nda %3.3, Giilcii
(2018) Bat1 Karadeniz (Diizce, Bolu, Karabiik ve Zonguldak)’de %6 ve Kepenekci ve
ark. (2018a) Tokat’ta %3.6 elde edilme oranlarmi bildirmektedirler. Calismamizda
Tokat yonca alanlarindan elde edilen EPN orani1 (pozitif 6rnek) tilkemizde tespit edilen
izolat oranlarindan daha yiiksek oldugu goziikkmektedir (%17.24). Bunun nedenlerinin
yoncanin genellikle 5 yillik bir émre sahip olmasindan dolay1 toprak islemenin az
yapilmasi, dogal bocek faunasinin yogun olarak bulunmasi, pestisit kullanimimin hig

olmamasi veya ¢ok az kullanilmasi gibi nedenlerden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Tokat ilinde yiiriitilen EPN’lerin ortaya konulmasina iliskin ¢alismada bulunma orani
%3.6 olarak bildirilmektedir (Kepenekci ve ark., 2018a). Bu tez calismasinda bulunma
orant %17.24°diir. Kepenekci ve ark. (2018c) tarafindan yiiriitilen caligmada
Heterorhabditis bacteriophora (TOK44, TOK20)’ya ait iki izolat ve Steinernema
carpocapsae (TOKO05, GOP81, GOP72)’ya ait 3 izolat olmak iizere toplam 2 EPN
tiirline ait 5 izolat ortaya konmustur. S6z konusu ¢alismaya paralel yiiriitiilen bu tez
calsmasin Heterorhabditis bacteriophora (Tokat-Songut)’ya ait bir izolat, Steinernema
feltiae (Tokat-Emir)’ya ait bir izolat ve Steinernema caprocapsae (Tokat-Ulas, Tokat-
Baglar, Tokat-Bakisli05, Tokat-Bakisli60, Tokat-Yamac, Tokat-Balli, Tokat-Corduk61,
Tokat-Corduk02)’ya ait 8 izolat tespit edilmistir. Tokat ilinde tespit edilen Steinernema
feltiae (Tokat-Emir) Tokat igin ilk kayit niteligindedir. Bu iki ¢alisma disinda Tokat

ilide EPNlerin tespitine doniik baska bir ¢alismaya rastlanmamuistir.

Yiriitiilen bu tez kapsamindaki laboratuvar (in vitro) ¢alismalarinda; tiim izolatlarin G.
fornicata erginleri iizerinde onemli diizeyde etki meydana getirdigi belirlenmesine
ragmen H. bacteriophora (izolat 09-43) ve H. bacteriophora Tokat-Songut izolatlarinin
en yiiksek doz (2.000 1Js/ml) uygulamalarinin 120. saat sonunda H. postica erginlerinde
neden oldugu 6liim oranlarmin %26 ve %37 oldugu kaydedilmistir. S6z konusu olan bu
durumun disinda tiim izolatlar her iki test boceginde de 2.000 IJs/ml dozunda ve 120.

saat sonunda %90 ve lizerinde bir etki gostermistir.
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Diinya’da EPN’lerin H. postica ve G. fornicata miicadelesinde bilinen birkag ¢alisma
mevcuttur. Maji¢ ve ark. (2013), iki farkli sicaklikta (22°C ve 30°C) H.
bacteriophora’yr G. fornicata’nin erginlerine karst1 1000 IJs ve 2000 IJs
konsantrasyonlarda test etmisler ve 1000 1Js/ml dozunun 3. giinde %100 oraninda
o6liime neden oldugunu belirtmislerdir. Bu etki yaptigimiz ¢aligmadaki H. bacteriophora
Tokat-Songut izolatinin etkisiyle benzerlik gostermektedir. Kim ve ark. (2007), H.
postica’nin son donem larvalarina karsi S. carpocapsae GSN1, S. glaseri Dongrae, H.
bacteriophora Hamyang ve Heterorhabditis sp. Gyeongsan izolatlarini test etmisler ve
S. glaseri Dongrae ve Heterorhabditis sp. Gyeongsan’in %77.5-100 oraninda 6liime
neden oldugunu bildirmislerdir. Shah ve ark. (2011), H. postica erginlerine karsi arazide
yaptiklar1 ¢alismada H. indica ve S. carpocapsae’yr 1 milyar IJs/akre dozunda topraga
uygulamiglar H. indica %72.10 ve S. carpocapsa %49.66 oranlarinda etki
gdzlemlemislerdir. Falahi ve ark. (2011), iran’da yaptiklar1 calismada Kohgiluye ve
Boyer Ahmed eyaletlerinden toprak drnekleri almig ve bu 6rneklerden S. carpocapsae
izolatin1 elde etmislerdir. Elde edilen EPN izolati H. postica erginlerine karsi
laboratuvar ortaminda 250, 500, 1000, 2000 IJs /ml? dozlarinda denemislerdir. 24
saatlik sayimlar sonucunda en yiiksek etkiyi 72. saatte 2000 IJs /ml™ dozunda %97
olarak belirlemislerdir. Ayn1 donemde Roodaki ve ark. (2011), Kohgiluye ve Boyer
Ahmed eyaletlerinden aldiklar1 toprak 6rneklerinde S. feltiae izolatin1 elde etmisler ve
H. postica erginlerine kars1 150, 250, 500, 1000, IJs /ml? dozlarinda 25 + 2°C'lik
sicaklik araliginda virtilanslik ¢alismasi yapmislardir. Calisma sonucunda en yiiksek

etkiyi %90 olarak saptamislardir.

Ulkemizde EPN’larm G. fornicata ve H. postica miicadelesinde kullanimina ydnelik
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Calismada kullanilan izolatlarin, Steinernema
feltiae (izolat 09-31), S. carpocapsae (Karadeniz izolati) ve H. bacteriophora (izolat 09-
43) ilkemizde O6nemli zararlara neden olabilen bocek tiirlerine karsit yapilmis olan
etkinlik ¢caligmalarinin sonuglari incelendiginde elde edilen sonuclarla bazi benzerlik ve
farkliliklar1 géze carpmaktadir. Orman zararlist olan Dendroctonus micans (Kugelann),
(Coleoptera: Scolytidae) kars1 yiiriitilen bir calismada, 25°C wve 1000 IJs
konsantrasyonunda, S. feltiae (izolat 09-31), i¢in %98.04 ve H. bacteriophora (izolat
09-43) igin %94.04 etki ortaya konulmustur. Fakat, ayn1 ¢alismada S. carpocapsae
(Karadeniz izolati)'nin etkisi %401 gegmemis ve bu EPN etkisiz bulunmustur

(Kepenekci ve Atay, 2014). Yaptigimiz ¢alismada ise hem S. carpocapsae (Karadeniz
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izolat1) hemde S. carpocapsae Tokat-Ulas izolati her iki zararliya karst %100’e varan
oranlarda oliimlere neden olmustur. S. carpocapsae (Karadeniz izolat)’nin etkinligini
gosteren bir calisma Atay ve ark. (2015b) tarafindan yapilmis olup, arastiricilar
Acanthoscelides obtectus (Say.) (Coleoptera: Bruchidae)’a kars1 S. feltiae (Aydin
izolat1), S. carpocapsae (Karadeniz izolat1) ve H. bacteriophora (Aydin izolati)
izolatlarinin farkli sicakliklarda etkinliklerini ortaya koymuslardir. Calisma sonucunda
S. carpocapsae (Karadeniz izolati)'nin %89 oran ile diger izolatlara gore daha etkili
oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Kepenekci ve ark. (2018d) S. carpocapsae
(Karadeniz izolat1)'nin Xylosandrus germanus (Blandford) (Coleoptera: Curculionidae)
erginlerinde 1000 1Js/ml dozunda %99 oraninda etki gosterdigini belirtmislerdir. Tiilek
ve ark. (2015) EPN’larin Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrichidae)
tizerindeki etkinligini belirlemek amaciyla yaptiklar1 calismada, en yiiksek Oliime
%54’lik bir oranla S. carpocapsae (Karadeniz izolat1)’nin neden oldugunu
bildirmiglerdir. S. feltiae (izolat 09-31) ve H. bacteriophora (izolat 09-43)’nin ise
sirastyla %28 ve %12’ lik bir etkiye sebep olduklarmi belirtmiglerdir. Atay ve
Kepenekci (2015), Steinernema feltiae, S. carpocapsae ve Heterorhabditis
bacteriophora’nin Tokat’da 6nemli bir yonca zararlisi olan Holotrichapion pullum
(Gyllenhal) (Coleoptera, Apionidae)‘a kars:1 etkinligini laboratuvar kosullarinda ortaya
koymuslardir. EPN soliisyonlarimi 3 farkli konsantrasyon (500, 1000, 5000 IJs ml *) ve
2 farkhi sicaklik (15, 20° C)‘de uygulamuslardir. Calisma sonucunda 20°C’de S.
carpocapsae (Karadeniz izolat1) 'nin tiim konsantrasyonlarda en yiiksek 6liim oranlarina
(%80, %83, %82) sahip oldugunu ve bunu S. feltiae (izolat 09-31) (%30, %41, %35) ve
H. bacteriophora (zolat 09-43) (%24, %27, %30) izolatlarmin takip ettigini
belirtmislerdir. Kepenekci ve ark. (2016), Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chrysomalidae)'nin son donem larvalarina karsi gerceklestirdikleri ¢caligmada, S. feltiae
(izolat 09-31) icin %94 ve H. bacteriophora (izolat 09-43) icin %83 etki ortaya
koymuslardir. Diger bir ¢alismada, Phthorimaea operculella (Zeller) (Lepidoptera:
Gelechiidae)’ya kars1 gerceklestirilmis, 25°C ve 1000 IJs konsantrasyonunda, S.
carpocapsae (Karadeniz izolati)’nin %96 ve H. bacteriophora (izolat 09-43)’nin %80
oraninda 6liime neden oldugu belirlenmistir. Fakat, ayni ¢aligmada S. feltiae (izolat 09-
31)'nin etkisi %401 gegmemis ve bu EPN etkisiz bulunmustur (Kepenekci ve ark.,
2013c).
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Bu tez ¢alismasiyla paralel yiiriitiilen baska bir ¢alismada; Tokat ili’den elde edilen bazi
EPN (S. caprocapsae GOP72 ve S. caprocapsae GOP81)’lerin iilkemiz ag¢isindan
onemli bir zarar1 olan patates bocegi [Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chrysomelidae)]’ne karsi etkinligi Kepenekci ve ark., (2018c) tarafindan galisilmistir.
Calismada s6z konusu olan EPN izolatlarmin L. decemlineata’ya karsi etkinlikleri
kadavra denemesi, doz-6liim denemeleri (filtre kagidi ve toprakta) ve tek doz (filtre
kagid1 ve toprakta) denemeleri ile belirlenmistir. Farkli sicakliklar, konsanstrasyonlar ve
zaman araliklar ile kurulan denemeler sonucunda L. decemlineata ile miicadelede en
uygun sicaklik, yogunluk ve zaman araligi belirlenmeye calisiimistir. Caligma
sonucunda, kadavra uygulanmasinda her iki izolattada %60°‘dan fazla, doz Olim
denemelerinde S. caprocapsae GOP81 tiim dozlarinda %100’e varan 6limler, tek doz
filitre kagidi denemelerinde en yiiksek 6liim orani S. caprocapsae GOP72 izolatinda,
doz 6lim toprak denemesinde ise 10. giin sonundaki sayimlarda S. caprocapsae GOP81
izolatinda doza bagl olarak 6liim oranlariin artis gdsterdigini belirlemislerdir. Elde
edilen veriler sonucunda Tokat ilinden izole edilen S. caprocapsae GOP72 ve S.
caprocapsae GOP81 izolatlarmin L. decemlineata’y:r basarili bir sekilde baskiladigini
laboratuvar galismalari ile ortaya koymuslardir. Yiiriitiilen bu tez ¢alismasinda da Tokat
ilinne ait EPN’lerden S. carpocapsae Tokat-Ulas izolati sera-saksi galigsmalari (in vivo)

sonucu yiiksek etki gostermisitir (%94.84+3.57).

Yapilan bu ¢alisma, iilkemizde yonca alanlarindaki entomopatojen nematodlarin tespiti
ve EPN’lerin H. postica ve G. fornicata lizerine etkinligine yonelik ilk g¢alisma
niteligindedir. Elde edilen sonuglara gore iki dnemli yonca zararlisinin kullanilan EPN
izolatlarinin hemen hemen hepsine kars1 hassas oldugu ortaya konulmustur. Etkinligin
tam olarak ortaya belirlenebilmesi i¢in tarla ¢alismalarina ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica
calisma kapsaminda elde edilen EPN izolatlarindan yola c¢ikilarak 6rnekleme yapilan
yonca alanlarmin EPN yoniinden zengin oldugu tespit edilmistir. Ilerki zamanlarda
iilkemizin degisik bolgelerindeki yonca alanlarinda yapilacak EPN tespit caligmalariyla

yeni ve etkili EPN izolatlarinin bulunmasi kuvvetle muhtemeldir.
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