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Entomopatojen nematodlar (EPN), tarim zararlilar1 ile miicadelede biyolojik miicadele
kapsaminda yayginlikla kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Heterorhabditis
bacteriophora HBH Hibrit Irkinin 6zel bir diizenek araciligiyla konukgu arama 6zellikleri
yiiksek olan bireylerinin elde edilmesi amaglanmis ve elde edilen bireylerin, ata kiiltiir
(ebeveynleri) ile arasindaki bazi biyolojik 6zellik farkliliklart incelenmistir. Calismada
oncelikle diizenegin en alt kismina Galleria mellonella son donem larvalar plastik bir
kafes igerisinde olacak sekilde yerlestirilmis ve sonrasinda diizenek silis kumu ile
tamamiyla kapatilmistir. Devaminda 1000 infektif Juvenil (1J) diizenegin en {ist
kismindan uygulanmis ve diizenek 25°C’de tutulmustur. Enfekte islemi gerceklestikten
sonra G. mellonella larvalar1t White Trap diizenegine alinmis, 1J ¢ikislar1 beklenmistir.
Elde edilen 1J’ler i¢inde ayni islem 5. dol elde edilene kadar gergeklestirilmistir. 5. dol
sonunda elde edilen bireylerin biyolojik 6zellikleri, ata kiiltiir ile karsilastirilmistir. Sonug
olarak, seleksiyon sonucu elde edilen bireylerin (HBH Plus) G. mellonella ve Tenebrio
molitor larvalar izerindeki etkinlikleri incelendiginde sirasiyla bu degerler %100 ve %90
olarak belirlenmistir. Ayn1 degerler ata kiiltiir i¢in sirasiyla %80 ve %63.33 olarak
belirlenmistir. IJ ve hermafrodit uzunluklar1 incelendiginde HBH Plus i¢in bu degerler
sirastyla 583.75 p ve 3864.17 p olarak belirlenmistir. Ayn1 degerler ata kiiltlir i¢in
strastyla 540.30 p ve 3711.25 p olarak belirlenmistir. Ureme giicleri incelendiginde HBH
Plus i¢in ortalama deger 123.825 1J/G. mellonella larvasi olarak goriiliirken ayni deger
ata kiltir i¢in 109.116 1J/G. mellonella larvasi olarak belirlenmistir. Bu tez ¢alismasi
sonucunda HBH Hibrit irk1 bireylerinin konuk¢u arama davranisi yiiksek bireylerinin elde
edilmesi sonucunda biyolojik 6zellikler agisindan 6nemli farkliliklar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojen nematod, Heterorhabditis bacteriophora HBH
Hibrit 1irk1, Hermafrodit uzunlugu, Ureme giicii
2024, xv + 51 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

OBTAINING INDIVIDUALS OF THE ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE
Heterorhabditis bacteriophora HBH HYBRID STRAIN WITH HIGH HOST SEARCH
BEHAVIOR AND INVESTIGATING SOME OF THEIR BIOLOGICAL
DIFFERENCES

Alperen Kaan BUTUNER

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. ismail Alper SUSURLUK

Entomopathogenic nematodes (EPN) are widely used in biological control against
agricultural pests. This thesis aims to obtain individuals of the Heterorhabditis
bacteriophora HBH Hybrid Strain with high host-searching abilities through a specific
apparatus and to examine the biological differences between these individuals and the
parental culture. Initially, Galleria mellonella 6th stage larvae were placed in a plastic
cage at the bottom of the apparatus, which was then completely filled with silica sand.
Subsequently, 1000 1Js were applied from the top of the apparatus, which was maintained
at 25°C. After the infection process, G. mellonella larvae were transferred to a White Trap
for 1J emergence. This process was repeated until the 5th generation 1Js were obtained.
The biological characteristics of the 5th generation individuals were then compared with
the parental culture. As a result, the effectiveness of the selected individuals (HBH Plus)
on G. mellonella and T. molitor larvae was found to be 100% and 90%, respectively. The
same values for the parental culture were determined to be 80% and 63.33%, respectively.
The lengths of 1Js and hermaphrodites were measured as 583.75 um and 3864.17 um,
respectively for HBH Plus, compared to 540.30 um and 3711.25 um, respectively for the
parental culture. The reproductive capacity was an average of 123,825 1Js per G.
mellonella larva for HBH Plus, compared to 109,116 IJs per G. mellonella larva for the
parental culture. This thesis concluded that significant biological differences were
obtained by selecting individuals from the HBH Hybrid Strain with high host-seeking
behavior.

Key words: Entomopathogenic nematodes, Heterorhabditis bacteriophora HBH Hybrid
Strain, Hermaphrodite Length, Reproductive capacity
2024, xv + 51 pages.
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1. GIRIS

Tarim alanlarinda 6ncelikli amag, {iretim yapilan alandan maksimum miktarda verim
almak ve iirlin kaybin1 minimum miktarda tutmaktir. Tarimsal {liretim yapilan alanlarda
iiriin kaybina bir¢ok faktér neden olmaktadir (Matson vd., 1997; Tilman vd., 2002;
Chavas, 2008). Bunlar basit bir sekilde biyotik ve abiyotik faktorler olarak
siiflandirilabilmektedir. Biyotik faktorler, bitkilerde verim kaybina neden olan canli
etmenler (bdcek, bakteri, viriis vb.) olarak ifade edilebilir. Abiyotik faktorler ise
bitkilerde verim kaybina neden olan cansiz etmenler (iklim, bitki besin elementleri vb.)

olarak ifade edilebilir (Johnston ve Mellor, 1961; Tilman vd., 2002; Sharma vd., 2014).

Tarim alanlarinda goriilen verim kayiplarimin kaynagi incelediginde ise verim
kayiplarinin en ¢ok bitki zararlilar1 ve hastaliklarinin neden oldugu belirlenmistir. Bu oran
yaklasik olarak %80 olarak ifade edilmektedir (Oerke ve Dehne, 2004; Savary vd., 2012;
Beckerman vd., 2023). Bitki zararlilar1 ve hastaliklar1 ile miicadelede uzun yillar boyunca
kimyasal miicadele kapsaminda pestisitler yayginlikla kullanilmigtir. Ancak yapilan
calismalar ile pestisitlerin, insanlar, hayvanlar ve diger hedef dis1 canlilar iizerinde toksik
bir etki olusturdugu ortaya ¢ikmistir (Costa, 2008; Hernandez vd., 2013; Knipe vd.,
2017). Bununla birlikte pestisitlerin uzun yillar boyunca toprakta ¢éziinmeden kalabilme
durumu ve toprak alti sularina karigmasi sebebiyle ve son olarak 2006-2008 yillar
arasinda yapilan farkli ¢alismalarda, Everest Dag1 eteklerinden alinan kar 6rneklerinde
1980’11 yillarda yayginlikla kullanilmakta olan bir pestisitin kalintilar1 ile karsilagiimasz,
tarim alanlarinda pestisit kullaniminda bir kisitlamaya gidilmesine neden olmustur (Li

vd., 2006; Wang vd., 2007; Wang vd., 2008; Hillocks, 2012; Syafrudin vd., 2021).

Pestisit kullaniminin kisitlanmasi ile bitki zararlilar1 ve hastaliklarinin miicadelesinde
kimyasal miicadele yerine diger miicadele yontemlerini 6n plana ¢ikarmistir (Konradsen

vd., 2003; Gunnell vd., 2017).



Bunlar, Kiiltiirel Miicadele, Mekanik (Fiziksel) Miicadele, Biyolojik Miicadele,
Biyoteknik Miicadele ve Entegre Miicadele olarak ifade edilmektedir. Bunlardan ise son

yillarda Kimyasal Miicadele yerine yayginlikla kullanilan Biyolojik Miicadeledir
(Whitten ve Foster, 1975; Brader, 1979; Tang ve Cheke, 2008; Ghosh vd., 2023).

Biyolojik miicadele, bitki hastalik ve zararlilariyla miicadelede kullanilan bir yontemdir.
Bu yontem basitge, zararl organizmalarin dogal diismanlari, parazitoitler, predatorler ve
hastalik etmenleri gibi biyolojik ajanlar kullanilarak zararli popiilasyonlar1 etkisiz hale
getirme veya kontrol altinda tutma prensibine dayanir (Cook, 1988; Sharma vd., 2013;
Wyckhuys vd., 2013; Ghosh vd., 2023). Biyolojik miicadele, dogal diismanlarin
kullanim1 temeline dayanir. Zararli organizmalarin dogal diismanlari, onlar1 avlayarak
veya parazitleyerek zararli popiilasyonunu diisiiriir ve boylece bitki sagligin1 korur. Bu
yontemde, sadece zararli organizmalar hedef alinir ve diger yararli veya hedef disi
organizmalarin etkilenmesi Onlenir. Boylelikle, ekosistemde biyolojik cesitlilik korunur
ve dengelenir (Geiger vd., 2010; Wyckhuys vd., 2013; van Lenteren vd., 2018). Biyolojik
miicadele yontemleri, uzun siireli etkilere sahiptir ve stirekli bir miicadele stratejisi olarak
kullanilabilmektedir. Dogal diismanlarin popiilasyonu, zararli organizmalarin baskin
oldugu donemlerde artar ve zararlilarin popiilasyonunu kontrol altinda tutar (Thamsborg
vd., 1999; Carroll, 2011; Sentis vd., 2022). Bu yontem, zararli organizmalarin direng
gelistirmesine karsi etkin bir sekilde caligmaktadir. Biyolojik miicadele, ¢evre dostu ve
stirdiiriilebilir bir miicadele stratejisi olup kimyasal miicadele yontemlerine gore daha az
cevresel risk tagimaktadir. Dogal diismanlarin kullanimi, ¢evre ve insan sagligina zarar
vermeden zararli organizmalarin kontroliinii saglamaktadir. Bu yontem, entegre tarim
yonetimi iginde dnemli bir yer tutmaktadir ve tarimsal tiretimin stirdiiriilebilirligine katk1
saglamaktadir (Scholler vd., 1997; Geiger vd., 2010; Torres ve Bueno, 2018; van
Lenteren vd., 2018).



Biyolojik miicadele kapsaminda bitki zararlilar1 ve hastaliklarint kontrol altinda tutmak
icin kullanilan canlilara biyolojik miicadele ajanlar1 da denmektedir. Biyolojik miicadele
ajanlar1 olarak, nematodlar, parazitoidler, predatorler, parazitler ve mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Bu ajanlardan, biyolojik miicadele kapsaminda en yaygin olarak
kullanilanlardan biri Entomopatojen Nematodlardir (EPN) (Hokkanen ve Pimentel, 1984;
Pearson ve Callaway, 2003; De Clercq vd., 2011; Subedi vd., 2020).

EPN’ler 17. yiizyildan itibaren taninmaya baslanmistir. Bu donemde, nematodlarla ilgili
temel arastirmalar ve kesifler gergeklestirilmistir. 1830'larda, bilim insanlari
nematodlarin  varligint tanimis ve bu mikroskobik organizmalar1 incelemeye
baslamislardir. O dénemde, EPN'lerin zararli bocekler iizerindeki etkisi hakkinda bilgiler
elde edilmeye baglanmistir. Buna ragmen 1990 yillara kadar ticari anlamda ve etkin bir
sekilde kullanimi1 ve kitle iiretimi anlamindan etkili bir ¢alisma goriilmemistir (Ehlers,

1996; Ehlers, 2001; Shapiro-llan ve Gaugler, 2002; Sajnaga ve Kazimierczak, 2020).

EPN’ler toprak icerisinde konukg¢u arayan obligat endoparazitik organizmalardir.
Yasamlarini devam ettirebilmek igin konukg¢u bir bocege ihtiyag duymaktadirlar.
EPN’lerin viicut yapilari, ince, segmentsiz, silindirik ve ipliksi bir yapiya sahiptir.
Boyutlar genellikle 0.5 ila 2.5 mm arasinda degisir, bu da onlar1 ¢iplak gozle goriilmesini
zorlagtiran mikroskobik organizmalar yapmaktadir (Ehlers, 2001; Lacey vd., 2001,
Campbell vd., 2003; Susurluk ve Ehlers, 2008).

Nematodlarin, bocekleri parazitleme yetenegine sahip 23 familyasi varken bunlardan
sadece 7 familya biyolojik miicadele amaciyla kullanilabilecek potansiyele sahiptir.
Ticari olarak bitki zararlilar1 ile miicadelede kullanilabilen yalnizca 2 familya ya ait
tiyeler vardir. Bu familyalar Heterorhabditidae ve Steinernematidae olarak
isimlendirilmistir (Grewal vd., 1993; Kaya ve Gaugler, 1993; Ehlers, 2001; Susurluk,
2008; Susurluk ve Ulu, 2015).



EPN’ler taksonomik acgidan incelendiginde Secernentea sinifi, Rhabditia takimu,
Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarina ait tiirlerden olustuklar
goriilmektedir. Bu endoparazitik canlilarin yasam ¢emberleri, Yumurta, Juvenil 1, Juvenil
2, Juvenil 3 (Infektif Juvenil), Juvenil 4, Ergin seklinde ifade edilebilir (Boemare vd.,
1996; Griffin, 1996; Noguez vd., 2012; Vashisth vd., 2013). Bu organizmalar yasam
dongiilerini yalnizca konukgu lizerinde tamamlayabilmektedirler yani yasamlarin1 devam
ettirebilmeleri i¢in konukgu bir bocege ihtiya¢ duymaktadirlar (Qiu ve Bedding, 2000;
Ciche vd., 2006; Ulu ve Susurluk, 2014; Dede vd., 2022; Susurluk ve Biitiiner, 2024).

Ancak Heterorhabditidae familyasina ait bireylerin yalnizca ilk d6lii sonunda olusan ergin
bireyleri hermafrodit bireylerden olusmaktadir. Bu durum Steinernematidae familyasina
ait ergin tyelerde ise erkek ve disi (amfimiktik) seklinde goriilmektedir. EPN’lerin
Juvenil 3 donemi olarak veya infektif juvenil (IJ) olarak bilinen déneminde konukgulari

enfekte edebilme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir

Konuk¢uyu enfekte edebilme yetenegine sahip tek donem olan IJ doneminde EPN’ler
konukgularin dogal agikliklarindan (agiz, stigma, aniis vb.) veya varsa viicutlarindaki
yaralardan konukguya giris yaparlar ve konuk¢u doku icerisinde beslenirler ve iireme
faaliyetlerini gergeklestirirler. Bunun sonucunda konukgu organizma yaklasik olarak 36-
48 saat igerisinde kan zehirlenmesi (septisemi) gecirerek Olmektedir (Griffin, 1996;
Susurluk ve Ehlers, 2008; Ulu ve Susurluk, 2014; Biitiiner ve Susurluk, 2023a) (Sekil
1.1).



Konulegn organizmanin &liimi, devaminda TIlerin geligimi

<

[ EPN’lerin konukgu organizma icerisinde Uremesi J

Sekil 1.1. Entomopatojen nematodlarin yasam ¢emberi (Biitliner ve Susurluk, 2024)

Konuk¢unun 6lmesine neden olan Heterorhabditidae familyasi i¢in, Heterorhabditidae
familyasi ile simbiyotik iligki i¢erisinde olan gram negatif bir bakteri olan Photorhabdus
spp. Steinernematidae familyas: i¢in, Steinernematidae familyasi ile simbiyotik iligki
igerisinde olan gram negatif bir bakteri olan Xenorhabdus spp. neden olmaktadir (Forst
vd., 1997; Ehlers vd., 2000; Ehlers vd., 2005; Ulu ve Susurluk, 2014).

Steinernematidae tiirleri konukgu organizmayi simbiyotik iliski icerisinde olduklari
bakteri olmaksizin o6ldiirebilmesine ragmen konukcu igerisinde cogalamamaktadir.
Heterorhabditidae familyasina ait tiirler ise simbiyotik iligki icerisinde olduklar1 gram
negatif bakteriler olmaksizin konukgular1 6ldiirme yeteneginde degillerdir. Xenorhabdus
spp. Steinernematidae familyasina ait bireylerin viicutlar igerisinde 6zel bir kese
icerisinde bulunurken, Photorhabdus spp. Heterorhabditidae familyasina ait bireylerin
sindirim sistemi igerisinde dagilmis sekildedir (Peters, 1996; Gerritsen ve Smits, 1997,
Lewis vd., 2006; Susurluk, 2008; Biitiiner ve Susurluk, 2023a).



Entomopatojen nematodlarin iiretimi iki sekilde gergeklestirilmektedir. Bunlar, in vivo ve
in vitro olarak 2’ye ayrilmaktadir. In vitro tiretim kati ve sivi ortamda tiretim seklinde
ikiye ayrilmaktadir. In vitro tiretim genellikle ticari olarak kitle tiretim amaciyla daha ¢ok

tercih edilmektedir (Ehlers, 2001; Johnigk vd., 2002; Ali vd., 2008; Sharma vd., 2011).

In vivo iiretim canli bir organizma iizerinde tiretim anlamina gelmektedir (Johnigk vd.,
2002; Chen ve Glazer, 2005; Lacey ve Georgis, 2012). Bu yontemde EPN’ler bir petri
icerisinde bulunan konukg¢u bdcek iizerine uygulanir. Enfeksiyon gergeklestikten 3 giin
sonra konuk¢u bocek White Trap (White, 1927) iizerine alinmaktadir. White Trap
diizenegine alinan konukcudan IJ’lerin ¢ikisi beklenir bu siire 7-14 giinii bulabilir.
Cikislarin hizinin belirlenmesinde ¢evresel faktorlerin 6nemli bir rolii bulunmaktadir.
Cikislar olduktan sonra White Trap iizerinden alinan 1J’ler 4-6 °C’ de saklanmaktadir
(Grewal, 2000; Ehlers, 2001; Susurluk, 2008; Lacey ve Georgis, 2012).

Bu tez ¢alismasinda Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii,
Nematoloji Laboratuvarinda, iiretilmis olan Tiirkiye iklim kosullarina uyum saglamis
Heterorhabditis bacteriophora tiiriiniin tstiin bir hibrit ki olan HBH kullanilmustir.
HBH hibrit 1rk1 in vivo ortamda iiretilmistir. Uretilen bu bireylerin tasarlanmis olan bir
diizenek iizerinde seleksiyon ile konuk¢u arama davranisi yiiksek bireylerinin elde

edilmesi ve bunlarin bazi biyolojik farkliliklarinin arastirilmasi amaglanmaistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Grewal vd. (1994), tarafindan gergeklestirilen ¢alismada H. bacteriophora, H. megidis,
Steinernema anomali, S. glaseri, Steinernema carpocapsae, Steinernema scapterisci ve
Steinernema feltiae tiirlerinin konuk¢u arama davraniglarini incelemislerdir. Bu
calismada kum ile kapl agar ve piiriizsiiz agar kullanilmistir. Kum ile kapli agar tizerinde
H. bacteriophora, H. megidis, S. anomali, S. glaseri gibi tiirlerin esit mesafeler kat
ettikleri goriilmiistiir. Buna karsin S. carpocapsae ve S. scapterisci gibi tiirlerin piiriizsiiz

agar iizerinde ve kum ile kapl agar lizerinde daha kisa mesafe kat ettikleri goriilmektedir.

Ramos-Rodriguez vd. (2006), tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada S. carpocapsae, S.
glaseri ve S. riobrave gibi farkli tiirlerin, enfekte olmus ve enfekte olmamis konukgulara
olan yonelimleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, enfekte olmus larvalara
kars1 en diisiik ¢ekim S. carpocapsae tiiriinde gézlemlenmistir. En yiiksek ¢ekim ise S.
glaseri tiirinde tespit edilmistir. Bu bulgular, konuk¢u enfeksiyon durumunun enfeksiyon
davranigimi etkileyen faktorlerin, konukgu ¢ekiciligini takip eden konukgu-enfeksiyon

stirecinin ilerleyen asamalarinda etkili oldugunu gostermektedir.

Lewis vd. (1995), tarafindan gerceklestirilmis olan caligmada, arastirmacilar, aglik
durumundaki IJ'lerin (infektif juvenil) konukgu arama siire¢lerindeki metabolizma
hizlari, avlanma stratejileri ve enerji depolamasi arasindaki iliskinin etkilerini
incelemistir. Bu baglamda, {i¢ farkli entomopatojen nematod tiirliniin metabolik hizlari,
enerji depolama kapasiteleri ve enfeksiyon yetenekleri su ortaminda incelenmistir. S.
carpocapsae, konukgu hiicresine tuzak kurma stratejisi gelistirirken, H. bacteriophora ve
S. glaseri konuk¢u arama egiliminde olan tiirlerdir. S. carpocapsae, diger iki tiire kiyasla
daha diisiik metabolik hizlara sahipken, H. bacteriophora en yiiksek metabolik hizlara
sahip olanidir. S. glaseri ise metabolik hiz bakimindan diger iki nematod tiiriiniin arasinda

en yuksek seviyede bulunanidir.

Lewis vd. (1992), tarafindan gergeklestirilmis olan ¢alismada S. glaseri, konuk¢u

organizmalar1 bulmak i¢in dolasict bir strateji kullanirken, S. carpocapsae konukg¢u



organizmalari pusuya disiirmektedir. Yapilan ¢alisma 1s1ginda S. glaseri gibi
konukgularin1 gezerek arayan entomopatojen nematod tiirlerinin pusucu tiirlerden daha
fazla kimyasal isaretlerde bulunduklarini belirlenmislerdir. Bu tiirler ayrica konukg¢u
tercihleri agisindan da incelendi. Entopatojen nematodlar, Popillia japonica veya
Spodoptera exiqua'nin digkisi, dis iskeleti veya besini ile temas ettikten sonra vermis
oldugu tepkiler incelendi. S. glaseri, secilmis konukgu tarafindan belirtilen test
iceriklerine tepki gosterdigi belirlendi. Buna karsin S. carpocapsae’nin test igeriklerine

herhangi bir tepki ya da yonelim gostermedigi belirlenmistir.

Grewal vd. (1993), tarafindan gergeklestirilen ¢alismada konukgularin kalintilariyla
iliskilendirilmis deneysel ve dogal konukgular {izerine yapilan arastirmada, ¢esitli EPN
tiirlerinin farkli uyaricilara nasil tepki verdigi incelenmistir. EPN'ler, konukg¢u arayisini
agresif davranis, viicut hareketleri gibi deneysel parametrelerdeki degisikliklerle
gostermistir.  S. glaseri, Spodoptera exigua (Lepidoptera) ve Popillia japonica
(Coleoptera) gibi dogal konukgularla birlikte Acheata domesticus (Orthoptera) ve
Blatella germanica (Blattodea) gibi deneysel konukgularin artiklariyla etkilesime girerek
davranigsal tepkiler sergilemistir. Vivo scapterisci deneyinde kullanilan farkli bocek
tiirlerinin viicut artiklarina herhangi bir reaksiyon gostermedigi gozlemlenmistir. Ancak
S. carpocapsae, sadece B. germanica viicut artiklarina karsi tepki vermistir.
Hamambocegi artiklarinda bulunan amonyak, EPN'ler iizerinde inhibitor bir etki yaparak,

sadece S. scapterisci disindaki diger nematod tiirlerinin kagma tepkisine neden olmustur.

Choo vd. (1989), yapilan ¢alismada Heterorhabditis heliothidis ve S. feltiae tiirlerinin
bitki kokleri varliginda konuk¢u arama ve bulma yetenekleri incelendi. Bitki kokleri
olarak misir, domates ve kadife ¢igegi kokleri kullanildi. 7 glinliik bir siire boyunca, H.
heliothidis'nin misir, domates veya kadife ¢igegi bitkilerinin kurutulmus kok agirliklart
1.6 gramdan daha az oldugunda konak bulma yetenegi etkilenmedi. Benzer sekilde, S.
feltiae'nin kurutulmus kok agirliklart 3.6 gramdan daha az oldugunda konak bulma
yetenegi bozulmadi. H. heliothidis igin 1.5 gramdan fazla olan kokler ile kontrol gruplari
arasinda anlaml farklar gézlemlenmesine ragmen, bu EPN tiirii, koklerin varliginda S.

feltiae'ye gore daha fazla hareket kabiliyetine ve dolayisiyla daha yiiksek konak bulma



yetenegine sahipti. Bu durum, konak oliimlerinin daha kisa bir siire i¢inde, daha ytiksek

oranlarla ve daha az nematodla gergeklestigi anlamina gelir.

Stevens vd. (2023), tarafindan gergeklestirilmis olan ¢alismada, EPN’ler genellikle
gruplar halinde bulunma egilimindedir. Ancak bu davranislarinin nedenini ve nasil bir rol
oynadigini tam olarak anlasilmayan yonler bulunmaktadir. Bu endoparazitik
organizmalarin neden gruplar halinde toplandigini anlamak igin 6zellikle S. glaseri tiirti
incelenmistir. Hem kendi tiirleri arasinda (S. glaseri) hem de farkli tiirlerle (S.
carpocapsae ve S. feltiae) bir arada bulunduklart durumda nasil hareket ettikleri
degerlendirilmistir. Bunun i¢in 6zel bir diizenek (olfaktometre) kullanilarak hareketler
izlenmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gore, S. glaseri besin (konukgu) izleri olsun
ya da olmasin genellikle bir arada bulunma egilimindedir. Olfaktometrenin uclarinda
bulunan diger S. glaseri tiirleri 6zellikle daha 6nce konukgu temasinda bulunmussa, diger
S. glaseri bireyleri bu gruplara katilmak igin hareket etmeye egilim gosterilmistir.
Uglarda farkl: tiirlerde EPN’lerin varliginda ise, S. glaseri tiirleri genellikle daha 6nce
konukcu temasi yasanmis S. feltiae tiirlerinin bulundugu gruplara katilmayi tercih ettikleri
goriilmistiir. Ancak S. carpocapsae tiirli bireylerinin bulundugu gruplara konukcu ile
temas yasamasina bakilmazsizin yonelim gostermedikleri goriilmiistiir. Bulgular, bu
davraniglarin konukgulara etkili bir sekilde saldirmak i¢in daha iyi is birligi yapmalarina
yardimci olabilecegi ve bocekleri enfekte eden diger tiirlerle rekabeti diizenleyebilecegi

diistiniilmektedir.

Lewis vd. (1997), yaptiklar1 ¢alismada, S. carpocapsae 1J davranislarinin yasla birlikte
degistigini belirlemislerdir. Enfeksiyon sonucunda konuk¢udan ¢iktiktan hemen sonra, S.
carpocapsae 1J’leri daha ¢ok pusucu bir davranis sergilerler. Bu davranis, konuk¢u bulma
(pusuya diisiirme) basarisini artirir. Konukgudan ¢ikistan iki ila dort hafta sonra hareket
kabiliyetleri artar ve pusucu Ozelliklerinde bir azalma goriilmiistiir. Pusuya diisiirme
basar1 oraninin yagla birlikte azaldigini, ancak S. carpocapsae 1J’lerde goriilen daha ¢ok
hareketli durumun konukgular1 enfekte etme anlaminda basari oraninda bir artis

olmadigini belirlemiglerdir.



Lee vd. (2016), tarafindan yapilan ¢alismada I1J'lerin konukgu arama davraniglarinin,
yetistirme sicakligina bagli olarak nasil degisebilecegini incelemislerdir. Yapilan
arastirma sonuglarma gore, IJ’lerin kokulara yonelim davranislarinin yetistirme
sicakligina gore son derece degisken oldugunu gostermektedir. Daha diisiik sicakliklarda
yetistirilen [J'ler i¢in ¢ekici olan koku tiirleri, daha yiiksek sicakliklarda yetistirilenler igin
itici hale gelebilmektedir. Bu degisiklikler, glinler veya haftalar icinde yavas¢ca meydana
gelir ve geri dondiiriilebilir olduklar1 belirlenmistir. Ayrica, baz1 EPN tiirleri, 1J yasina
bagli olarak da benzer kokulara yonelim davranislarinda degisiklikler goriilebilmektedir.
Bunun yani sira, EPN'lerin konuk¢u arama stratejileri de sicakliga bagli olarak
degisebilmektedir. Daha diisiik sicakliklarda yetistirilen 1J'ler, daha aktif bir sekilde
konak arama davranisi sergilerken, daha yiiksek sicakliklarda yetistirilenler daha pasif

davranislar sergileyebilirler.

Dede vd. (2022), tarafindan yapilan ¢caligmada H. bacteriophora 1J’lerinin farkli sicaklik
degerlerin Loxostege sticticalis L. larvalar tizerinde olusturdugu etkinlik belirlenmistir.
Elde edilen veriler sonucunda H. bacteriophora 1J’lerinin denemede kullanilan diistik
sicaklik degerlerinde etkinlik oraninda bir azalma meydana gelmistir. En ¢ok 6liim orani
1J’1lerin uygulandigi doz da gz 6niinde bulunduruldugunda 30 °C’ de meydana gelmistir.
Susurluk (2008), gergeklestirdigi ¢alismada, farkli EPN tiirlerinin G.mellonella
larvalarinin varlig1 ve yoklugunda yonelimleri farkli sicakliklarda degerlendirildi. Sonug
olarak farkli sicaklik ve konuk¢unun varlig farkli EPN tiirlerinin yonelimini etkiledigi

belirlendi.

Susurluk vd. (2003), yaptiklar1 ¢aligmada iki farkli H. bacteriophora izolatimi G.
mellonella larvalarma yonelimini 25 °C' de farkli siirelerde degerlendirmislerdir. Elde
edilen sonuclara gore aymi tiir olmasina ragmen farkli izolatlarda yonelimin farklilik
gosterebilecegini belirtmislerdir. Benzer bir sekilde, Susurluk ve ark. (2009), tarafindan
yapilan c¢aligmada farkli EPN izolatlarinin Dorcadion pseudopreissi (Coleoptera:
Cerambycidae) larvasi iizerinde yonelimleri ve etkinlikleri degerlendirilmistir. Tiir ve

izolatlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar elde edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Laboratuvar ortaminda Galleria mellonella Larvalarimin Uretimi

Bu ¢alisma kapsaminda, Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) test bocegi
kullanilmistir. Bu bocek, yaygin olarak balmumu giivesi veya petek giivesi olarak
bilinmektedir. Bu bocegin son dénem larvalart (6. Donem), EPN’lere karsi duyarlilik
acisindan en uygun konukeu tiirlerden biri olarak belirlenmistir ve bu tez ¢calismasinda bu

larvalarin degerlendirilmesi yapilmistir (Kung vd., 1991; Glazer, 1997).

Sekil 3.1. Inkiibator icerisinde 28-30 °C’de stabil kosullarda iiretilen G. mellonella
kiltiirleri (Biitiiner ve Susurluk, 2024)

11



Bu denemede, bocekler 28-30 °C sicaklikta sabitlenmis inkiibatorlerde cam kavanozlar
igerisinde yetistirilmektedir (Sekil 3.1). Cam kavanozlar sik gézenekli tellerle (1.5-2 mm)
kaplanmis ve kelepce ile sikistirilmistir, boylece larvalarin  disariya kagisi
engellenmektedir (Sekil 3.2). Petek giivesi yumurtalari ve larva besini cam kavanozlara
eklenir. Larva besini olarak siit tozu, gliserin, kepek, misir unu, soya unu, maya ve bal

karisimi kullanilmistir (Eischen ve Dietz, 1990; Metwally vd., 2012).

Besin igerigi ayrintilar1 tabloda sunulmustur (Cizelge 3.1). Yumurtalarin agilmasiyla
baslayan siireg, 4 haftanin sonunda 6. dénem larva evresine erismektedir. Bu son donem
larvalar, yemden ayiklanarak EPN'lerin ¢ogalma ve aktivitelerinin arastirilmasinda
kullanilmigtir. Sirdirilebilirlik amaciyla belirli sayida larva alinarak pupa evresine
gecirilmis; boylece ergin bireyler elde edilmis ve yumurta birakmalar1 saglanmistir.
Yumurtalar, 6nceden hazirlanan kagitlar birakilir ve elde edilen yumurtalar yeni bir besi

ortaminda toplanir.

Sekil 3.2. Besin ortamini igerisindeki G. mellonella’ larin goriiniimii
(Biitliner ve Susurluk, 2024)
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3.1.1. Galleria mellonella Larvalarinin Besininin Hazirlanisi

Ik olarak, karistirma kabinda soya unu, musir unu, siit tozu ve kepek bir araya
getirilmistir. Gliserin ve bal, 6nceden 1sitilmis bir tencerede hot-plate (180 °C)
kullanilarak kaynatilmistir. Bu sirada, maya da eklenerek tamamen c¢oziilene kadar
kanstirllmistir. Daha sonra, diger bilesenler yavasga tencereye ilave edilmistir.
Malzemelerin eklenmesi esnasinda dikkatlice karigtirilarak homojen bir karigim elde

edilmistir. En son asamada, hazirlanan yem sogumasi i¢in birakilmistir.

Cizelge 3.1. G. mellonella Besini Bilesenleri

Kepek %20
Muisir Unu %15
Bal %20
Siit Tozu %10
Soya Unu %10
Gliserin %20
Maya %5

3.2. Laboratuvar Ortaminda Tenebrio molitor Larvalarinin Uretimi

Caligsma kapsaminda, yalnizca seleksiyon sonucu elde edilecek olan bireylerin ve HBH
Hibrit Irkinin etkinliklerinin belirlenmesi asamasinda kullanilacak olan Tenebrio molitor
L. (Coleoptera: Tenebrionidae) veya un kurdu olarak da bilinen bu bocek 26 + 2 oC
sicaklikta ve 16-8 (Aydinlik-Karanlik) fotoperiyotta yetistirilmis (Biitiiner vd., 2024) ve
larvalar bugday kepegi ile beslenmistir. T. molitor larvalarinin 15. déonemi (Morales-

Ramos vd., 2015) etkinlik amaci ile kullanilmstir.
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3.3. Heterorhabditis bacteriophora Hibrit Irki (HBH)

Bu arastirma kapsaminda, Bursa Uludag Universitesi, Bitki Koruma Boliimii Nematoloji
laboratuvarinda yetistirilen ve lilke kosullarina uyum saglamis iistiin bir hibrit irk olan
Heterorhabditis bacteriophora HBH (TPMK Patent No: TR 2013 06141 B)
kullanilmistir. Heterorhabditis bacteriophora hibrit irki, laboratuvar kosullarinda in vivo
tiretim adimlarina bagl olarak gelistirilmistir (Kaya ve Stock, 1997). HBH wrkinin 1J
bireyleri, G. mellonella {izerinde yetistirilip 4-6 °C' deki sogutucuda saklanmistir (Sekil
3.3). Kiiltiirlerin bulagsmasini engellemek ve saprofit mikroorganizma tiremesini 6nlemek
icin Ringer soliisyonu kullanilarak depolanmistir (Ringers, 1882) (Cizelge 3.2) (Sekil
3.4). Ek olarak bu ¢alismada kullanilan HBH Hibrit Irki, HBH Stok (Ata Kiiltiir) olarak
isimlendirilirken, seleksiyon sonucu elde edilen bireyler ise HBH Plus olarak

isimlendirilmistir.

Cizelge 3.2. Ringer Soliisyon icerigi

Kimyasal Maddeler Miktar (g)
NaCl 9.00
Saf Su 1000
KCI 0.42
CaClx2H20 0.37
NaHCOs 0.20
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Sekil 3.3. Stok HBH Kkiiltiirlerinin genel goriiniimii (Biitiiner ve Susurluk, 2024)

Sekil 3.4. Seleksiyon sonucu elde edilen HBH kiiltiirlerinin stoklanmas1 (Biitiiner ve
Susurluk, 2024)
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Entomopatojen nematodlarin etkinligi {izerine yapilan aragtirmalarda genellikle larvalar
tizerine uygulanacak 1J sayisi biiyiik bir dnem tasir. Bu sebeple, flasklar i¢inde bulunan
1J miktar1 belirlenmis ve sonrasinda dozaj hesaplamalar1 yapilmistir. Dozaj hesaplamalari
icin, 20 pl sivi mikropipet kullanilarak alinmig ve sayim kabina aktarilmistir. Ardindan,
Ringer soliisyonu eklenerek nazik¢e ¢alkalanmis ve 1J'lerin sayim kabinda homojen bir
sekilde dagilmasi saglanmistir. Daha sonra alinan 6rnek, stereo mikroskop altinda
sayilmistir. Bu adim bes kez tekrarlanmistir. 20 pl icinde ortalama 1J sayis1 hesaplanmig

ve flask tizerine not edilmistir.

3.4. In vivo Ortamda HBH Uretimi

Enfeksiyon islemi, toplamda 24 kuyucuga sahip olan plateler igerisinde
gerceklestirilmistir. Her bir kuyucugun derinligi 2 cm, ¢ap1 ise 1.5 cm'dir. Her bir
kuyucuga ortalama olarak 1 larva eklenmis ve lizerleri steril Ringer soliisyonu ile %10
oraninda nemlendirilmis olan steril kum ile doldurulmustur. Ardindan, yaklasik olarak 30
1J/larva dozunda 1J inokiilasyonu yapmak i¢in larvalar eklenmis ve kuyucuklar kum ile
ortiilmistir. Devaminda IJ topraga uygulanmis ve Parafilm kullanilarak platelerin
kapaklar1 kapatilmistir (Sekil 3.5). Plateler, 4 giin boyunca 25°C'de inkiibe edilmistir. 4
giin sonra, enfekte olan larvalar steril Ringer soliisyonu ile yitkanmis ve ardindan White
trap tizerine yerlestirilmistir. White Trap diizenegi i¢in ¢aplar1 6 cm ve 9 cm olan Petri
kaplar1 tercih edilmistir. 9 cm capl Petri kaplarina, icine 6 cm ¢apinda bir Petri kapagi
yerlestirilmis ve sti filtre kagidi ile kapatilmistir. Devaminda petri igerisine 20 ml steril
Ringer soliisyonu eklenerek kapatilmistir (Sekil 3.6). 10 giin sonra, enfekte larvalardan
yeni nesil 1J'lerin biriktigi steril Ringer soliisyonu, pastor pipeti yardimiyla 200 ml'lik
flasklara aktarilmistir. Bu nesil, ¢alismada kullanilmak iizere 4-6°C'de buzdolabinda

saklanmustir.
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Sekil 3.5. Plate icerisinde HBH inokiilasyonu (Biitiiner ve Susurluk, 2024)

Sekil 3.6. White Trap lizerine alinmis olan son donem G. mellonella larvalar1 (Biitiiner
ve Susurluk, 2024)
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3.5. Deneme Diizenegi

Boceklerin veya EPN’lerin farkli uyaricilara yonelimlerini gozlemlemek amaciyla
olfaktometre diizenekleri yayginlikla kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismalar ile farkli
olfaktometre diizeneklerinin 6zellikle farkli deneklerin kokulara yonelimini incelemek
amaciyla kullaniminin oldukga tutarli sonuclar verdigini ortaya koymustur (Turling vd.,
2012). Denemelerde kullanilmak amaciyla silindir seklinde 6zel olarak tasarlanmis olan
diizenegin uzunlugu 10 cm olarak, ¢ap1 ise 3 cm olarak belirlenmistir. Uzunlugu 10 cm
olarak belirlenen bu diizenek birbirine ge¢meli sekilde 5 boliimden olugmaktadir. Her
bolmenin yiiksekligi 2 cm’dir. Her boliim igerisinde bulunan bilesenlerin birbirine
karismamasi amaciyla boliimler arasina tiill bez yerlestirilmistir. Diizenegin en alt
kisminda ise larvanin diizenek igerisinde dolasmamasi1 amaciyla yerlestirildigi 1,5 cm

kenar uzunluguna sahip olan bir plastik kiip seklinde kafes bulunmaktadir (Sekil 3.7).

Genel Goriiniim

R

I,S5cm ¢

>
2 cm |
2 em i
2 cm ’:.: R | o092

G 1,5 cm

Q

2 cm 5
2 cm

Sekil 3.7. Deney diizeneginin simiile seklinde genel yapis1 (Biitiiner ve Susurluk, 2024)
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Galleria mellonella son déonem larvasinin da bulundugu plastik kafes igerisine %10 saf
su ile nemlendirilmis olan silis kumu doldurulmus ve kafes kapatilmistir. Bu kafes
diizenegin en alt kismina yerlestirilip diizenek icerisi de tiimiiyle %10 saf su ile
nemlendirilmis olan silis kumu kullanilarak doldurulmustur. Devaminda diizenegin en tist
kismmdan mikropipet kullanilarak 1000+30 1J uygulanmis ve diizenegin kapagi
kapatilmistir. Sonrasinda diizenek 25 °C sicaklikta sabitlenmis inkiibatorlere alinmis.

Boylece inokiilasyon islemi baslatilmistir (Sekil 3.8)

Sekil 3.8. Icerisine steril kum yerlestirilmis sekliyle deneye hazir hale getirilmis diizenek
(Biitiiner ve Susurluk, 2024)
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Inokiilasyon islemi basladiktan yaklasik 2-3 giin sonunda diizenegin alt kismindan G.
mellonella larvasinin enfekte olma durumu incelenip (Sekil 3.9), enfeksiyon
gerceklestikten sonra larva diizenek icerisinden alinip White trap diizenegine yerlestirilip
yeni 1J ¢ikislari i¢in 10-14 giin beklenmistir. Devaminda diizenekte her bélme icerisinde
bulunan kumlar, tiiller yardimu ile birbirine karistirllmadan dikkat edilerek agilmistir. Her
bolmeden elde edilen silis kumu ayr1 ayn elekler iizerinde yikanmis ve EPN’lerin
dagilimlar belirlenmistir. 1J ¢ikislar1 sonucunda hasat edilen yeni 1J’ler flasklara alinip,
tekrardan ayni islemler gergeklestirilip yeni 1J’lerin ¢ikist beklenmistir (Sekil 3.10). Bu
islemler 5 doliin elde edilmesi ile sonlandirilmis olup bu islem 3 tekerriir seklinde

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.9. Diizenek igerisinde enfekte olmus olan G. mellonella son dénem larvasi
goriintlisii (Biitliner ve Susurluk, 2024)
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Sekil 3.10. Diizenek icerisinde enfekte olmus olan G. mellonella son donem larvalarinin
ayr1 bir sekilde White Trap diizenegine alinmasi (Biitiiner ve Susurluk, 2024)

3.5.1. Silis Kumu

Silis kumu, dogada bol miktarda bulunan ve endiistriyel birgok alanda kullanilan bir
mineral olan silisyum dioksitin graniiler formudur. Bu mineral, ¢esitli jeolojik olusumlar
icinde, sahil kumsallarinda ve ¢ollerde yaygin olarak bulunur. Silis kumu, hem dogal
yapist hem de oOzellikleri nedeniyle cam, seramik, beton gibi endiistriyel {iriinlerin
tiretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Yaygin olarak akvaryum kumu olarak da
kullanilmaktadir (Terzi vd., 2016; Akoguz vd., 2018). Bu tez ¢alismasinda 0.5 mm

capinda Beyaz Silis Kumu kullanilmigtir.
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3.6. Seleksiyon Sonucunda Elde Edilen Bireylerin Biyolojik Farkhilhiklarinin
Belirlenmesi

5 Dol sonunda elde edilen 1J’ler tez ¢alismasinin 2. asamasinda;

e Etkinlik

e [J uzunlugu

e Hermafrodit bireylerin uzunlugu

e Yumurta ¢ap1

e Ureme giicii hesaplamasinda
kullanilmak {izere flasklara alinmistir. 6 °C sabit kosullarda saklanmistir. Flasklarin
tizerine etiketler kullanilarak 20 pl soliisyon igerisinde ortalama kag adet 1J bulundugu

belirtilmistir.

3.6.1. Etkinlik Denemesi

Seleksiyon sonucunda elde edilen bireylerin etkinliginin belirlenmesi i¢in G. mellonella
son donem larvalari ve T. molitor 15-16. donem larvalari kullanilmistir. 24°1i doku kiiltiir
platelerinin igerisi %10 nemli steril silis kumu ile dolduruldu. Devaminda son dénem G.
mellonella ve T. molitor larvalari ayri platelere yerlestirildi. Her kuyucukta bulunan bir
larva {izerine mikropipet yardimi ile 20 1J dozunda soliisyon uygulanmis ve plateler
kapatilarak parafilm ile bantlanmistir. 24 kuyucuklu doku kiiltiir kabinda bulunan larvalar
25 °C’de 3 giin boyunca inkiibe edildi. Kontrol amaci ile stok kiiltiir olan ata kiiltiirler
kullanildi. Ayn siire¢ kontrol grubu icinde gerceklestirildi. Bu ¢alisma, 3 tekerriir olarak
gerceklestirildi. Her bir tekerriirde ise 10 adet G. mellonella ve T. molitor larvalari

kullanildi. Kontrol grubu olarak ise stok kiiltiir yani ata kiiltiir belirlenmistir.
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3.6.2. 1J Uzunlugunun Belirlenmesi

Tasarlanmig diizenek {izerinde 5 d6l sonunda elde edilen konukgu arama davranisi yiiksek
[J’ler Leica DM500® binokiiler mikroskop kullanilarak incelenmistir (Sekil 3.11).
Devaminda mikroskopa entegre sekilde calisan Leica DFC295® renkli dijital kamera
kullanilarak, mikroskoptaki goriintii anlik olarak bilgisayara aktarilmistir. Leica
Application Suite Version 3.6® (LAS V3.6®) programi kullanilarak bilgisayara aktarilan
goriinti bu program iizerinde islenmistir ve IJ’lerin uzunlugu mikron cinsinden
belirlenmistir. Bu ¢alisma 3 tekerriir seklinde gerceklestirilmis, her tekerriirde ise 20
Ol¢iim degeri kullanilmistir. Kontrol grubu olarak ise stok kiiltlir yani ata kiiltiir

belirlenmistir.

Sekil 3.11. Infektif Juvenil (IJ) anlik gériintiisii (Biitiiner ve Susurluk, 2024)
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3.6.3. Hermafrodit Bireylerin ve Yumurta Caplar1 Uzunlugunun Belirlenmesi

24 Kuyucuklu doku kiiltiir kaplart igerisine yerlestirilmis olan 6. donem G. mellonella
larvalarinin tizerleri %10 nemli steril kum ile ortiilmiistiir. Devaminda konukg¢u arama
davranig1 yiiksek bireylerden elde edilen 1J’ler, her G. mellonella larvasi basina 100 1J
dozunda uygulanmistir. Enfekte olmus olan G. mellonella larvalari, White Trap tizerine
alinmustir. Bu igslemden 2 giin sonrasinda larvalar White Trap diizeneginden alinip disekte
edilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen Hermafrodit bireyler (Sekil 3.12) ve
yumurtalari (Sekil 3.13) Leica DM500® binokiiler mikroskop altinda incelenmistir (Sekil
3.14). Anlik olarak mikroskoptan alinan goriintiiler Leica DFC295® renkli dijital kamera
yardimi ile bilgisayara aktarilmistir. Elde edilen gorintiler iizerindeki hermafrodit
bireylerin viicut uzunluklari ve yumurta ¢aplart Leica Application Suite Version 3.6®
(LAS V3.6®) programi kullanilarak anlik olarak analiz edilmistir (Sekil 3.15). Bu
calisma 3 tekerriir seklinde gergeklestirilmis, her tekerriirde ise 20 Olgiim degeri

kullanilmistir. Kontrol grubu olarak ise ata kiiltiir belirlenmistir.
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200 pm
A

Sekil 3.12. Elde edilen hermafrodit bireyin anlik goriintiisii (Biitiiner ve Susurluk,
2024)

200 pm

Sekil 3.13. Elde edilen hermafrodit bireyin ve viicudundan dagilan yumurtalarin anlik
goriintlisii (Biitliner ve Susurluk, 2024)

25



Sekil 3.14. Hermafrodit bireyin anlik goriintiisii (Biitiiner ve Susurluk, 2024)

Sekil 3.15. Hermafrodit bireylerin yumurtalarinin anlik goriintiisii (Biitiiner ve Susurluk,
2024)
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3.6.4. Ureme Giiclerinin Belirlenmesi

Calismanin bu asamas1 genel olarak asagidaki sekilde gergeklestirilmistir. Oncelikle 5 dol
sonunda elde edilen 1J’ler her biri 300+20 mg ortalama agirliga ve yaklagik olarak 2 cm
uzunluga sahip olan G. mellonella son dénem larvalari tizerine 100 IJ dozunda uygulandi.
Inokiilasyon sonucunda enfekte olan larvalar White trap diizeneklerine alindi. White Trap
diizenegine alindiktan 10-14 giin sonrasinda ortaya ¢ikan 1J miktari, bu 6zelliklere sahip
larvalardan elde edilen toplam IJsayisi olarak belirlendi (Sekil 3.16). Bu ¢alisma 3
tekerriir seklinde gergeklestirilmis, her tekerriirde ise 10 G. mellonella larvasi

kullanilmistir. Kontrol grubu olarak ise ata kiiltiir belirlenmistir.

Sekil 3.16. 1J’lerin mikroskopta goriintiisii (Biitiiner ve Susurluk, 2023)
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3.7. istatistiksel Analiz

Entomopatojen nematod H. bacteriophora HBH Hibrit Irkinin konukgu arama davranisi
yiiksek bireylerinin elde edilmesinde ve bunlarin bazi biyolojik farkliliklarinin
istatistiksel olarak anlamli farkliliklarini belirlemesi amaciyla Tukey T-test yontemi
kullanilmistir. Calismada gerceklestirilen tiim analizler JMP Pro 16.0.0® ve Minitab
21.4.1® analiz programi araciligiyla yapilmistir. Ek olarak ¢alismada kullanilan sekil ve
grafikler Adobe Illustrator® ve Golden Software® algoritmalar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Konuk¢u Arama Davranisi Yiiksek Olan Bireylerin Elde Edilmesi

Elde edilen verilere gore, 1. doliin elde edilmesi i¢in diizenegin en iist kismindan salinan
[J’ler larvanin enfekte olmasi sonrasinda bolmelere gore bulunma miktarlar1 ortalama
olarak elek yontemi ile belirlenmistir. 10-8 cm araliginda en yogun 1J popiilasyonu
goriilmistiir. Bu deger 273,67 1J olarak belirlenmistir. Bu durum 8-6 cm araliginda
115,67 1J olarak belirlenmigstir. 6-4 cm araliginda belirlenen 1J sayis1 71,33 diir. 4-2 cm
araliginda 36 1J belirlenmistir. En az 1J dagiliminin ise larvanin da igerisinde bulundugu

kafesin oldugu bolmede (2-0 cm) 18 1J olarak goriilmiistiir (Sekil 4.1).

I. Jenerasyon

273,67 1 (%53,17)
115,67 I (%22,47)
71,33 1J (%13,86)

36 1 (%6,99) |

18 17 (%3,5)

Sekil 4.1. 1. dol i¢in elek yontemi ile elde edilen IJ’lerin diizenek igerisinde ortalama
yayilimi. “%” degerler diizenek igerisinde elde edilen 1J’lerin yiizdesel olarak dagiliminm
gostermektedir
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Elde edilen verilere gore, 2. doliin elde edilmesi i¢in diizenegin en iistiinden salinan 1J’ler,
larva enfekte olduktan sonra diizenek igerisinde dagilimi belirlenmistir. 10-8 cm
araliginda 1J yogunlugunun 1. Jenerasyona benzer bir sekilde en fazla oldugu
goriilmustiir. IJ miktar1 ortalama olarak 243,67 1J olarak belirlenmistir. Bu durum 8-6 cm
araliginda 134,33 1J olarak belirlenmistir. 6-4 cm araliginda belirlenen 1J sayis1 80 diir.
4-2 cm arahiginda 36,67 1J belirlenmistir. Bu degerler 2-0 cm igin 20,33 1J olarak
belirlenmistir (Sekil 4.2).

II. Jenerasyon

243,67 11 (%47,31) 10-8 cm
13433 10 (42608)] 8.6 cm
80 1J (%15,53) T 6-4 cm
36,67 11 (%7,11) | = |‘42 om
20,33 1J (%3,95) = 2-0cm

Sekil 4.2. 2. dol i¢in elek yontemi ile elde edilen 1J’lerin diizenek igerisinde ortalama
yayilimi. “%” degerler diizenek igerisinde elde edilen 1J’lerin yiizdesel olarak dagilimin
gostermektedir
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3. doliin elde edilmesi i¢in diizenegin en istiinden salinan 1J’ler, larva enfekte olduktan
sonra diizenek igerisinde dagilimi belirlenmistir. 10-8 cm araliginda 1J yogunlugunun
ortalama olarak 118,33 1J seklinde belirlenmistir. Bu durum 8-6 cm araliginda 165 1J
olarak belirlenmistir. 6-4 cm araliginda belirlenen 1J sayis1 212,67 dir. 4-2 cm araliginda
50,67 1J belirlenmistir. Bu degerler 2-0 cm i¢in 33 1J olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).

III. Jenerasyon

1000 1J
¢
¢

118,33 1J (%20,41) - 10-8 cm

165 1J (%28.,46)

212,67 1J (%36,68)

s067L(6874) | [ 4
33 17 (%5,92) &‘ 2-0 cm

Sekil 4.3. 3. dol i¢in elek yontemi ile elde edilen 1J’lerin diizenek igerisinde ortalama
yayilimi. “%” degerler diizenek i¢erisinde elde edilen 1J’lerin yiizdesel olarak dagilimini
gostermektedir
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4. doliin elde edilmesi i¢in diizenegin en istiinden salinan 1J’ler, larva enfekte olduktan
sonra diizenek igerisinde dagilimi incelendiginde 10-8 cm araliginda IJ yogunlugunun
ortalama olarak 72,33 1J seklinde belirlenmistir. Bu degerler 8-6 cm araliginda ortalama
113,67 1J olarak belirlenmistir. 6-4 cm araliginda belirlenen 1J sayist 163,67 dir. 4-2 cm
araliginda ortalama olarak 130 1J belirlenmistir. Bu degerler 2-0 cm i¢in 61 1J olarak

belirlenmistir (Sekil 4.4).

IV. Jenerasyon

10001~

72,33 IJ (%13,37)

113,67 1J (%21,02)

163,67 1J (%30,27)

130 17 (%24,04) |

61 1J (%11,28)

Sekil 4.4. 4. dol i¢in elek yontemi ile elde edilen 1J’lerin diizenek igerisinde ortalama
yayilimi. “%” degerler diizenek i¢erisinde elde edilen 1J’lerin yiizdesel olarak dagilimini
gostermektedir
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Son olarak 5. déliin elde edilemesi i¢in diizenegin en iistiinden salinan 1J’ler, larva enfekte
olduktan sonra diizenek igerisinde dagilimi incelendiginde 10-8 cm aralifinda 1J
yogunlugunun ortalama olarak 35,33 1J seklinde belirlenmistir. Bu degerler 8-6 cm
araliginda ortalama 65,33 1J olarak belirlenmistir. 6-4 cm aralifinda belirlenen 1J sayisi
76 dir. 4-2 cm aralifinda ortalama olarak 133,33 1J belirlenmistir. En yiiksek 1J dagilimi
ise 2-0 cm i¢in ortalama olarak 216 1J olarak belirlenmistir (Sekil 4.5). Genel olarak tiim

sonuglar toplu bir sekilde Sekil 4.6.” da belirtilmistir.

V. Jenerasyon

35,33 1J (%6,71)

65,33 1J (%12,42)

76 17 (%14,44)

133,33 17 (%25,35)

216 1J (%41,06)

Sekil 4.5. 5. dol i¢in elek yontemi ile elde edilen 1J’lerin diizenek igerisinde ortalama
yayilimi. “%” degerler diizenek i¢erisinde elde edilen 1J’lerin yiizdesel olarak dagilimini
gostermektedir

33



1. Jenerasyon (Dol) 2. Jenerasyon (Dol)

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
10-8em 25438 SESSSE AR SEDL A DS AR S A S SIS A DS L R A A A e A |
8-6cm BGem AR RaEa
64cm 6d4em ooooooso
42cem TUig 42em 2]
2-0em 339 20em 59

3. Jenerasyon (Do) 4. Jenerasyon (Dol)

1} 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
108 em TEEEEIIEOETE] 10-8 em DEETOTOED
S6em FrRI IR Ran] 86cm TIITIIIIIITI
[ I T A A A A s | 6-4cm ZTLILITI LI n T n T
42em TEETTT] 42em FETTRTRTTTRONTAN
2-0cm oo 20em oo

5. Jenerasyon (Dél)

0 10 20 30 40 50 60
10-8cm oo

B6em T

64 oem I

L R R |

2-0 em OB O R ]

Sekil 4.6. Farkli doller i¢in 1J’lerin diizenek igerisinde ortalama yayilimi. Sayisal degerler
diizenek icerisinde elde edilen 1J’lerin yiizdesel olarak dagilimini gostermektedir
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4.2. Konuk¢u Arama Davranis1 Yiiksek Olan Bireylerin Biyolojik Farkhiliklarinin

Degerlendirilmesi

4.2.1. Etkinligin Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler sonucunda, 3. giinde 24 kuyucuklu doku kiiltiir kabindaki G.

mellonella 6liim oranlar1 belirlenmistir. Seleksiyon sonucu elde edilen (HBH Plus)

uygulanan larvalarda 6liim oranlarina bakildiginda bu oranin %100 oldugu belirlenmistir.

Kontrol olarak, Stok (Ata) Kiiltiiriin uygulandigi G. mellonella 6liim orani ise %80 olarak

belirlenmistir. Bu degerler arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik elde edilmistir

(F=12; df=1, 4; p=0,0257). T. molitor iizerinde olusturdugu 6liim oranlari incelendiginde

bu oranin HBH Plus i¢in %90 oldugu goriiliirken, kontrol grubu olarak degerlendirilen,

Ata Kiiltiir icin bu oranin %63,33 oldugu goriilmistiir (Sekil 4.7). Bu degerler arasinda
istatiksel olarak anlamli bir farklilik elde edilmistir (F=16; df=1, 4; p=0,0161).

Stok (Ata Kiiltiir) ile Seleksiyon Senucu Elde Edilen (HBH Plus) Bireylerin Etkinlerinin
G. mellonella ve T. molitor Uzerinde Belirlenmesi

100

Sl B

Oliim Oram

b

== HBH Stok (Ata Kiiltiir)
&= HBH Plus

Sekil 4.7. Stok (Ata Kiiltiir) ile seleksiyon sonucu elde edilen (HBH Plus) bireylerin G.

mellonella ve T. molitor tlizerindeki etkinlikleri
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4.2.2. 1J Uzunluklarinin Degerlendirilmesi

Leica Application Suite Version 3.6® (LAS V3.6®) programi kullanilarak 1J viicut
uzunluklarin1 belirlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda 1J viicut uzunluklarina
bakildiginda HBH Plus i¢in bireylerin viicut uzunluklari ortalama olarak 583.75 p olarak
belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan, Ata Kiiltiir 1J viicut uzunluklar1 ortalamasi ise
540.30 p olarak belirlenmistir (Sekil 4.8) degerler arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark elde edilmistir (F=290.29; df=1, 118; p<0.0001).

HBH Stok (Ata Kiiltiir)

HBH Plus

o

0 200 400 600
Infektif Juvenil (1J) Viicut Uzunlugu (p)

Sekil 4.8. Stok (Ata Kiiltiir) ile seleksiyon sonucu elde edilen (HBH Plus) bireylerin viicut
uzunluklarinin karsilastirilmasi
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4.2.3. Hermafrodit Bireylerin ve Yumurta Caplarinin Uzunlugunun
Degerlendirilmesi

Leica Application Suite Version 3.6® (LAS V3.6®) programi kullanilarak Hermafrodit
bireylerin viicut uzunluklar1 ve yumurta ¢aplarinin uzunlugu belirlenmistir. Elde edilen
veriler sonucunda Hermafrodit bireylerin viicut uzunluklarina bakildiginda HBH Plus
i¢in bireylerin viicut uzunluklar1 ortalama olarak 3864.17 p olarak belirlenmistir. Kontrol
olarak kullanilan, Ata Kiltiir Hermafrodit bireylerin viicut uzunluklari ortalamasi ise
3711.25 p olarak belirlenmistir (Sekil 4.9). Elde edilen bu degerler arasinda istatistiksel
olarak anlamh farkliliklar elde edilmistir (F=18.46; df=1, 118; p<0.0001). Yumurta
caplar incelendiginde HBH Plus bireylerinden elde edilen yumurta ¢aplarini ortalamasi
48.38 p olarak belirlenmistir. Bu durum HBH ata kiiltiirii icin 48.08 p olarak elde
edilmistir. Yumurta caplart arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar elde

edilememistir (F=0.50; df=1, 118; p=0.4807).

4000 b ;
E=a Hermafrodit Uzunulugu
3000

2000

1000

Sekil 4.9. Stok (Ata Kiiltiir) ile seleksiyon sonucu elde edilen (HBH Plus) Hermafrodit
bireylerin viicut uzunluklariin karsilastirilmasi
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4.2.4. Ureme Giiclerinin Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler sonucunda, 3. giinde 24 kuyucuklu doku kiiltiir kabinda HBH Plus ve
Ata Kiiltiir ile enfekte olan G. mellonella larvalar1 White Trap diizenegine alinmistir. 10-
14 giin sonunda 1J ¢ikislar1 degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde HBH
Plus uygulanan larvalardan elde edilen ortalama IJ adeti 123.825 olarak belirlenmistir.
Kontrol olarak, Ata kiiltiiriin uygulandigi G. mellonella larvalarindan elde edilen ortalama
1J adeti 109.116 olarak belirlenmistir (Sekil 4.10). Bu degerler arasinda istatiksel olarak
anlaml bir farklilik elde edilmistir (F=28.42; df=1, 58; p<0.0001).

M Ureme Giicii

HBH Plus

HBH Stok (Ata Kiiltiir)

0 50000 100000

Sekil 4.10. Stok (Ata Kiiltiir) ile seleksiyon sonucu elde edilen (HBH Plus) Hermafrodit
bireylerin viicut uzunluklariin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, H. bacteriophora HBH hibrit irkinin hazirlanmis olan 6zel diizenek
kullanilarak seleksiyon yontemi ile konuk¢u arama davraniglari yiiksek bireylerinin ve
biyolojik O6zelliklerindeki farkliliklarin arastirilmast amaglanmistir. EPN’ler, tarim
zararlilar ile miicadelede biyolojik miicadele amaciyla kullanilan ¢ok etkinlik bir
biyolojik ajan olarak bilinmektedir. Bu ¢aligma, bu EPN’lerin seleksiyon sonucu daha
etkin bireylerin eldesinin agamalar1 anlamak ve elde edilen bireyler {izerinde fizyoloji
olarak ata bireylere gore farkliliklarin anlasilmasi ve belirlenmesi agisindan 6nemli bir
adim olmustur. Elde edilen sonuglar, EPN'lerin konuk¢u arama davranislarinin yiiksek
oldugu seleksiyon sonucu elde edilmis olan bireylerinin (HBH Plus) ile Ata kiiltiir (HBH)

arasindaki biyolojik 6zelliklerin farklilik gésterdigi sonucuna ulagilmistir.

Yapilan ¢alismanin sonuglarinda, HBH Plus ile Ata kiiltiir arasindaki etkinlik ve biyolojik
ozellikler degerlendirildiginde, HBH Plus’in G. mellonella ve T. molitor iizerinde
olusturdugu etkinlik oraninin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer bir sekilde, 1J
uzunlugu ve hermafrodit uzunlugu incelendiginde HBH Plus’in bireylerinin HBH ye
gdre daha uzun oldugu belirlenmistir. Ureme giiciinde de benzer bir sonug goriilmiistiir.
Yumurta ¢apinda ise HBH Plus ve HBH arasinda herhangi istatistiksel anlamli bir
farklilik goriilmemistir. Benzer bir sekilde Biitiiner ve Susurluk, (2023b), yapilan
calismada farkli EPN izolatlar1 farkli sicakliklarda 7, 14 ve 21 giin tutulmustur.
Sonrasinda ise biyolojik ozellikler degerlendirilmistir. Sonug olarak ise kontrol grubu
dahil farkli sicakliklarda belirtilen gilinler boyunca muhafaza edilen bireylerin
hermafrodit uzunlugu ve tireme giicii gibi bir¢ok biyolojik 6zelliklerinde farklilik
goriliirken, yumurta caplarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilememistir.

Bu yoniiyle bu ¢alismanin bulgulariyla tutarlilik géstermektedir.
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Ozellikle ¢alismanin ilk asamas1 olan konukg¢u arama davranislari yiiksek olan bireylerin
elde edilmesi kisminda, 1J’lerin bir kisminin diizenegin en alt kismina yerlestirilmis olan
konukgularini bulup enfekte edebildiklerini, bir kisminin ise diizenegin farkli bolmelerin
de kaldiklar1 goriilmiistiir. Bu noktada diizenegin farkli bélmelerinde kalan bireylerin
konukcuyu enfekte eden bireylere gore konukgu arama davranislarimin daha diisiik
olabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalar ise bu ifadeyi destekler
niteliktedir. Ornegin Shapiro-llan vd. (2014) tarafindan gerceklestirilen calismada,
[J’lerin konukg¢u arama davraniglart sirasinda hareketlerinin nasil oldugunu
degerlendirmislerdir. Yapilan ¢alismada, 1J’lerin ortamda konukgu varliginda birbirini
belirli periyotlarda takip ettigi ancak bu durumun siirekliliginin olmadigin1 ancak ortamda
konukg¢u olmadiginda toplu halde bulunmalarinin daha fazla goriildiigii ve bu durumunun
EPN tiirii bazinda da degisiklik gosterebilecegini ifade etmislerdir. Yapilan ¢aligmanin
sonuglari ile bu ¢aligmanin sonuglar1 6zellikle farkli konukgu varliginda farkli bolmelerde

toplanmasi ile benzerlik gostermektedir.

Benzer bir sekilde Erdogan vd. (2021) tarafindan gergeklestirilen g¢alismada 3
Steinernema tiirliniin tiirler aras1 ve tiir igerisindeki iz takip mekanizmalarinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Calismada bir bireyin konukg¢u kiitikulast ile temasi
saglanmis sonrasinda diger bireylerin bu bireyi takip edip etmedigi incelenmistir. Yapilan
calisma sonucunda tiirler arasinda konukgu kiitikulasina temas etmis olan 1J’nin diger
[J’ler tarafindan takip edildigi belirlenmistir. Tiirler arasinda ise herhangi net bir sonug

elde edilmemistir.
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Baiocchi vd. (2017) EPN’lerin enfekte olmus konukgulara yonelimleri ile ilgili bir
calisma gerceklestirmislerdir. Yapilan ¢alismada EPN'lerin savunmasiz ve enfekte olmus
konaklar arasinda ayrim yapabildigini ve konak cekiciliginin zamanla tiir 6zgii bir sekilde
degistigini belirlenmislerdir. Potansiyel bir konuk¢uda enfeksiyon durumu hakkinda bilgi
tagiyan ugucu kimyasal sinyalleri tanimlamak i¢in kati1 faz mikroekstraksiyonu ve gaz
kromatografisi/mass spektrometrisi kullanmislardir. Enfekte olmus konukgularin
kokular1 incelendiginde 3-Hidroksi-2-butanon (AMC) ve 3-Metil-2-buten-1-ol (prenol)
gibi birlesikler elde edilmistir. Bu birlesiklerin ise ayn1 sekilde 1J’ler {izerinde itici bir
etkiye neden oldugu belirlenmistir. Bu yoniiyle ¢alisma su anki ¢alisgmada 1J’lerin farkli
bolmelere dagilmasinin sebebinin enfekte olan konuk¢udan uzaklagma sebebiyle
oldugunu agiklama potansiyeline sahiptir. Bu yoniiyle onceki calismada elde edilen

sonuglar ile bu ¢calismanin sonuglari tutarlilik gostermektedir.

Calismanin ikinci agsamasi olan seleksiyon sonucu elde edilen bireylerde goriilen
biyolojik farkliliklar ile ilgili sonuglar incelendiginde, bugiine kadar yapilan ¢aligmalar
genellikle EPN’lerin farkli sicaklik ve nem gibi kosullarda tutularak sonrasinda
etkinlikleri ve biyolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi iizerine yapilan ¢aligmalardan
olusmaktadir. Ornegin, Fitters vd. (2001), H. megidis tiiriine ait spesifik bir izolati, ii¢
haftaya kadar farkli sicakliklarda muhafaza etmistir. Sonrasinda, 1J'leri Otiorhynchus
sulcatus (Coleoptera: Curculionidae) larvalari tizerine inokiile ederek farkli sicakliklarin
[J'lerin etkinlikleri iizerinde herhangi bir farklilik olusturup olusturamayacagi lizerine bir
calisma gergeklestirmislerdir. Sonug¢ olarak yiliksek sicakliklarin 1J'lerin etkinlikleri
tizerinde bir etkisi oldugu gozlemlenmistir. Biitiiner ve Susurluk, (2023) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada H. bacteriophora HBH hibrit irk1 35, 25 ve 15 °C’de 21, 14 ve
7 gin boyunca tutulmus. Belirtilen gilinler sonunda, biyolojik 6zellikleri
degerlendirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda farkli sicakliklarda belirtilen giinler
boyunca muhafaza edilen bireylerin hermafrodit uzunlugu ve tireme giicli gibi bir¢cok
biyolojik o6zelliklerinde farklilik goriiliirken, yumurta g¢aplarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilememistir. Bu yoniliyle c¢alismada farkli sicakliklar
kullanilmasimna ragmen bireylerin yumurta c¢aplarin bir degisiklik olmamasi ile bu

calismanin sonuglar1 ortiismektedir.
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Genellikle 6nceki yapilan ¢alismalar yalnizca konukgu arama davranisi yiiksek bireylerin
elde edilmesi ile sinirlandirilmistir. Bu yoniiyle 6zellikle seleksiyon sonucunu davranisi
yiiksek olan bireylerin elde edilmesi ilgili ¢alismalar hali hazirda mevcut olup, seleksiyon
sonucunda elde edilen bireylerin Ata izolatlar ile olan biyolojik ve morfolojik farkliliklar
degerlendirilmemistir. Biyolojik 6zellikler ile ilgili yapilan ¢alismalar ise farkli gevre
kosullarinin 1J’ler {izerine etkileri sonucunda goriilen biyolojik degisiklikler tizerine
yogunlasmistir. Bu yoniiyle bu ¢alisma konukcu davranisi yiiksek bireylerin 6zellikle 1J
uzunlugu, hermafrodit uzunlugu, iireme giicii gibi 6zelliklerin yani sira etkinliklerinin Ata
irktan farkli oldugunu belirlemistir. Sonug olarak bu ¢alisma farkli iki ¢aligmay1 orta
noktada bulusturmayr amaglamistir. Ozellikle ileride yapilacak olan calismalar igin

referans olabilecegi diisiiniilmektedir.
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