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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TARIMDA KULLANILAN BAZI GUBRELERIN ENTOMOPATOJEN
NEMATODLAR UZERINE OLAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Yavuz Selim SAHIN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Entomopatojen nematodlar (EPN'ler), toprakta yasayan zararli bocekleri enfekte
edebilmesi, kitlesel bir sekilde firetilip formiile edilebilmesi, uzun siire etkinlik
gosterebilmesi ve hedef disi organizmalara karsi zararmin diisiik olmasi sebebiyle
biyolojik miicadelede Onemli bir yere sahiptirler. EPN'ler, yasam dongiisiiniin
%90'1ndan fazlasini zararli bocek icerisinde gegiren obligat endoparazitik canlilardir.
Toprak icerisinde, EPN'lerin yasamsal aktivitesini ve kaliciligin1 etkileyen bir¢ok faktor
vardir. Giibreleme, toprak isleme ve sulama gibi bazi tarimsal faaliyetler, toprak
icerisinde yasayan EPN'lerin aktivitelerini olumlu veya olumsuz bir sekilde
etkileyebilir. Ozellikle N, P ve K icerikli inorganik giibrelerin uzun siireli ve asiri
kullanimi, toprak tuzlulugu ve agmr metal birikimi gibi cesitli ¢cevresel problemlere
sebep olmaktadir. Topragin fiziksel ve kimyasal yapisin1 diizeltmek amaciyla
basvurulabilecek en iyi yontemlerden biri organik giibre ilavesidir. Toprakta ayni ortami
paylasan giibreler ile EPN'ler arasinda, olumlu veya olumsuz bir etkilesimin olma
ihtimali biyolojik miicadele agisindan 6nemlidir.

Bu tez ¢alismasinda, giibrelerin EPN'ler {izerindeki etkisini belirlemek amaciyla 2 ayr1
EPN tirti (Steinernema feltiae TUR-S3, Heterorhabditis bacteriophora HBH) ve 10
tane farkli giibre (URE, amonyum siilfat, amonyum nitrat, NPK, NP, diammonium
fosfat, mono amonyum fosfat, magnezyum siilfat heptahidrat, boraks dekahidrat ve %15
organik asit) kullanilmigtir. Giibrelerin araziye uygulandigi formu ve dekara Onerilen
doz miktar1 baz alinarak, her bir giibre i¢in en az iki farkli doz belirlenmistir. Genel
olarak, ¢aligmada kullanilan bazi inorganik giibreler (DAP, NP, NPK) EPN'lerin 6lim
oranimi artirirken, hiimik asit ve fulvik asit i¢eren sivi organik giibre EPN kaliciligini
desteklemistir. Ayrica S. feltiae (TUR-S3)'nin inorganik giibrelere karsi, H.
bacteriophora (HBH) tiiriine gore daha dayanikli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojen nematodlar, inorganik giibre, organik giibre
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME AGRICULTURAL FERTILIZERS
ON ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES
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Entomopathogenic nematodes (EPNSs) are used in biological control because they can
infect harmful insects living in the soil, can be mass produced and formulated, exhibit
long-term efficacy and are harmless to non-target organisms. EPNs are obligate
endoparasitic organisms that pass more than 90% of their life cycle in the insect pest.
Within the soil, there are many factors that affect the vital activity and permanence of
EPNs. Some agricultural activities such as fertilization, tillage and irrigation, can
positively or negatively affect the activities of EPNs inhabiting the soil. Especially long-
term and excessive use of the inorganic fertilizers originated from N, P and K lead to
various environmental problems such as soil salinity and heavy metal accumulation.
One of the best methods to improve the physical and chemical structure of soils is the
addition of organic fertilizers. The possibility of a positive or negative interaction
between fertilizers and EPNs that share the same environment is important for
biological control.

In this study, 2 different EPN strain (Steinernema feltiae TUR-S3, Heterorhabditis
bacteriophora HBH) and 10 different fertilizers were used to determine the effect of
fertilizers on EPNs. At least two different doses have been determined for each
fertilizer, based on the form in which the fertilizers are applied to the field and the
recommended amount per decare. In general, the organic fertilizer which contain humic
and fulvic acids supported EPN's persistance, while some inorganic fertilizers (DAP,
NP, NPK) used in the study increased the mortality rate of EPNs. It was also found that
TUR-S3 is more resistant to inorganic fertilizers than HBH.

Key words: Entomopathogenic nematodes, inorganic fertilizer, organic fertilizer
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1. GIRIS

Tarmmsal faaliyetlerde, verimi artirmak veya iiriin kaybin1 dnlemek amaciyla yogun bir
sekilde ilaglama ve gilibreleme yapilmaktadir. Bitkilerin ihtiya¢ duydugu besin
elementlerini karsilamak ve verimi artirmak i¢in kullanilan giibreleri, organik giibre
(dogal, igletme giibreleri) ve inorganik giibre (ticari giibreler) olarak ikiye ayirabiliriz
(Demirtas ve ark. 2005). Bitkilerin ihtiyag duydugu besin elementlerini igeren
giibrelerin yapraktan uygulama, yiizeye serpme, banda uygulama ve fertigasyon gibi
birbirinden farkli uygulama yontemleri vardir. Bitkiler yasamsal faaliyetlerini
stirdiirebilmek i¢in bazi besin elementlerine (C, H, O, N, P, K, S, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn,
Cu, B, Cl, Mo) mutlaka ihtiya¢ duyarlar. Diger besin elementlerine (Co, Al, Na, Si, Ni
ve V) ise sadece bazi bitkilerde ve bazi 6zel durumlarda ihtiya¢ duyulur. Genel olarak
yogunlugu 5 g/lcm® den fazla olan besin elementleri agmr metaller olarak
adlandirmaktadir ve bitkiler tarafindan gereginden fazla alindiginda toksik etki
gosterirler. Ekolojik bakimdan 6nemli baz1 agir metallerin (Cizelge 1.3.) bir kismu (Fe,
Mn, Zn, Cu, V, Mo, Co, Ni, Al) bitkiler ve hayvanlar i¢gin besin maddesi olabilmekte ve

normalden daha fazla alindiginda toksik etki yaratabilmektedir (Kahvecioglu ve ark.

2003).

Bitkilerin biiylimesi ve gelismesi i¢in yiiksek miktarda ihtiyag duydugu, ayrica ticari
giibrelerin igerigini olusturan N, P, K, S, Ca ve Mg gibi ¢ok miktarda alinan besin
elementlerine makro elementler denmektedir. Inorganik giibrelerin igerigini biiyiik
oranda azot (N), fosfor (P) ve potasyum (K) elementleri olusturmaktadir (Cizelge 1.4.).
Cok az ihtiya¢ duyulan ve bitki tarafindan az alinan Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, B, Cl gibi
maddelere ise mikro elementler (iz mineraller) (Cizelge 1.5.) denmektedir (Okcu ve ark.

2009).

Ekolojik bakimdan 6nemli bazi agir metallerin (Fe, Mn, Zn, Cu, V, Mo, Co, Ni, Cr, Pb,
Be, Cd, TI, Sh, Se, Sn, Ag, As, Hg, Al) bir kismi, bitkiler ve hayvanlar igin besin
maddesi olabilmekte ve normalden daha fazla alindiginda toksik etki
gosterebilmektedir. Bu agir metallerin toprakta birikmesi ve bitkiler tarafindan
gereginden fazla alinmasi 6nemli bir problemdir (Ok¢u ve ark. 2009). Giinlimiizde
yaygin olarak kullanilan inorganik giibrelerin topraklarda agir metal birikimine sebep

olabilecegi bilinmektedir (Sonmez ve ark. 2008).



Cizelge 1.1. Yaygin olarak kullanilan inorganik giibreler ve igerikleri

Besin Element Icerigi (%)
Giibre Cinsi Kisa Ad1 | Azot (N) | Fosfor (P) | Potasyum (K)
% % %
Ure 46
Diamonyum Fosfat DAP 18 46
Kompoze NPK 0-25 0-30 0-20
Amonyum Nitrat AN33 33
Amonyum Siilfat AS 21
Kalsiyum Amonyum Nitrat AN26 26
Triple Siiper fosfat TSP 40-50
Potasyum Siilfat PS 50
Normal Siiper fosfat NSP 18
Potasyum Nitrat PN 13 46
Kalsiyum Nitrat KN 15

Her ne kadar bitkiler iyonlarin aliminda segici olsa da inorganik giibreler kullanildikca
bitki biinyesine pasif yollarla gecebilen agir metaller normalden daha ¢ok birikip besin
zincirine dahil olur, bitkilerle beslenen insan ve hayvanlara toksik etki yaratabilir (Okgu
ve ark. 2009).



Cizelge 1.2. Elementlerinin bitkilere yarayigh formu

Bitkilerin mutlak ihtiya¢ duydugu besin Bitki besin elementlerinin bitkilere
elementlerinin kimyasal simgeleri yarayigh formu
H (Hidrojen) H>O
O (Oksijen) 02, H20
C (Karbon) CO2
N (Azot) NH4, NO3*
K (Potasyum) K*
P (Fosfor) HPO.%, H,PO4
Ca (Kalsiyum) Ca?*
Mg (Magnezyum) Mg?*
S (Kiikiirt) S04
Cl (Klor) CI
Fe (Demir) Fe?*, Fe®
B (Bor) BOs%, B4O7*
Mn (Mangan) Mn?*
Zn (Cinko) Zn?*
Cu (Bakir) Cu*, Cu*?
Mo (Molibden) MoO4>
Ni (Nikel) Ni?*

Gereginden fazla ve uzun siireli inorganik giibre kullanildiginda besin maddesi
dengesizligi, mikroorganizma etkinliginin bozulmasi, sera etkisi, su kaynaklarinda
Otrofikasyon olusumu ve nitrat birikimi, topraklarda tuzlanma ve agr metal birikimi

gibi ¢esitli cevresel problemler meydana gelmektedir (Sonmez ve ark. 2008).

Ozellikle N, P ve K elementlerini igeren inorganik giibreler yogun bir sekilde
kullanilmaktadwr. Fakat bitkiler, topraga uygulanan elementlerin tamamindan
faydalanamamaktadir. Diinya genelinde kullanilan azotun (N) ancak %50'den daha az
bir miktar1 bitkiler tarafindan alinabilmektedir. Geriye kalan N toprak tarafindan fikse
edilerek, yikanip su kaynaklarina karisarak veya gaz halinde atmosfere gegerek
kaybedilmekte ve azotun yaklasik %20'si su kaynaklarina karigmaktadir (Vitousek ve
ark. 1997, Galloway ve ark. 2004). Su kaynaklarinda N konsantrasyonu arttik¢a
otrifikasyon olusur, suda yasayan canlilarin gelismesi ve iiremesi olumsuz bir sekilde
etkilenir, insanlar saglik agisindan ve ekonomik bakimdan zarar goriir (Camargo ve
Alonso 2006). Benzer sekilde topraga uygulanan fosforun (P), %85-90 oraninda, biiyiik
bir kismu bitkiler tarafindan alinamaz hale gelir. Clinkii fosfor cogunlukla Fe, Al ve Ca

gibi bazi elementler ile etkilesime girerek adsorpsiyona ugrar vaya ¢okelir ya da su



kaynaklarma karisir. Su kaynaklarma karigan fosfor sucul c¢evreyi olumsuz
etkilemektedir (Omoregie ve ark. 2009, Malik ve ark. 2012). Omoregie ve
arkadaslarinin (2009) yaptig1 ¢alismada siiperfosfat (SPF) iceren giibreler, baliklardaki
solunga¢ solunumunu olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir. Ayrica Fosfor (P)
toprakta Fe, Al ve Ca gibi bazi elementleri fikse ederek bitkiler tarafindan alinmasini
engellemektedir (Malik ve ark. 2012). Sera gazlarinin artigi, kiiresel 1sinma ve asit
yagmurlarimin meydana gelmesi kimyasal giibrelerin tetikledigi diger c¢evresel

sorunlardandir (Vitousek ve ark. 1997, Flessa ve ark. 2002).

Topragin fiziksel ve kimyasal yapismi diizeltmek amaciyla basvurulabilecek en iyi
yontemlerden biri organik giibre ilavesidir (Alagéz ve ark. 2006). Organik giibreler
tamamen organik maddelerden olusur, ciftlik giibreleri (hayvan giibresi), kompost, kan
tozu, yesil giibreler, boynuz ve tirnak tozu gibi ¢esitleri vardir. En ¢cok kullanilan ¢iftlik
giibreleridir. Organik giibre cesitlerinde son yillarda artis goriilmektedir. Cesitli
mikroorganizmalari, yosun ekstraktlarini ve enzimleri iceren iirlinler, kompost,
leonardit, hiimik ve fulvik asit gibi g¢esitli organik materyaller ticari olarak
iiretilmektedir (Okur ve ark. 2007). Dogal yollar ile olusan humik asit ve fulvik asit
organik giibre olarak kullanilabilmektedir (Ciavatta ve Govi 1993). Hiimik asitler
topragin fiziksel ve kimyasal yapismi olumlu yonde etkiledigi ve bitki gelisimini
destekledigi bilinmektedir (Vaughan ve Linehan 1976). Hiimik asitler ayrismis organik
maddede, komiir yataklarinda ve toprakta bulunan, Ozellikle demir gibi metal
katyonlarla kleyt olusturma oOzelligine sahip polimerik fenolik bilesikler iceren
kompleks makro organik molekiillerdir. Humik asit, fulvik asit ve humin temel humik
madde fraksiyonlar1 olup ¢ogu topraklarda hiimik maddelerin yaklasik olarak %350
humin, %40 humik asit ve %10 fulvik asit olacak sekilde dagildigi tahmin edilmektedir.
Humik maddeler topragin biyolojik aktivitesini yiikseltmekte, toprak yapisini
gelistirmekte, topragin su tutma kapasitesini artirmaktadir (Russo ve Berlyn 1990).
Hiimik maddelerin (hiimik ve fulvik asit) en 6nemli 6zelliklerinden biri topraktaki pH't
ndtralize etmesidir. Toprak i¢erisinde pH notralize olunca, fikse edilmis ve bitki kokleri
tarafindan almamayan birgok mikro besin elementi almabilir hale gelmektedir. Ayrica
hiimik maddeler pestisitler ve herbisitler ile etkilesip kararli yapilar olusturarak onlar1
bitkiler ve yeralt1 sular1 i¢in zararsiz hale getirirler, agir metallerin bitkiler tarafindan

alinmasini engellerlerler (Gerzabek ve Ullah 1990, Helal ve ark. 2006). Humik asitler



metal iyonlarla kompleks olusturarak topragin  mikrobesin  maddelerince
zenginlesmesini saglamaktadir. Bu kompleks olusturma yetenegi kimyasal ve fiziksel
yapisindan kaynaklanmaktadir. Farkli bitkilerin kullanilmasiyla yapilan arastirmalarda,
humik maddelerin bitki besin maddelerinin alimini arttirdig1 belirlenmistir (Rauthan ve
Schnitzer 1981, Fanbenro ve Agbeoole 1993). Ayrica humik maddeler, 6zellikle kok
yapisini ve bliylime dinamiklerini degistiren bir bitki biiylime hizlandiricisi olarak kabul
edilmektedir (Jindo ve ark. 2012, Canellas ve Olivares 2014). Humik maddelerin,
c¢imlenme siirecinde tohum dokularindaki enzimatik aktiviteleri arttirmak kosuluyla
cesitli tlrlerin tohumlarinda ¢imlenmeyi tesvik ettigi, ¢imlenmenin oranini, kdk ve
slirglin biiylimesini arttirdigi bildirilmistir (Rauthan ve Schnitzer 1981, Bujalski ve
Nienow 1991).

Tarimda, zararli béceklere karsi kullanilan kimyasal ilaglarin bilingsiz ve asir1 tiiketimi
bircok ¢evresel problemlere sebep olmaktadir. Uriinlerde kimyasal kalinti, boceklerde
diren¢ kazanma ve insanlarda kanser riski bu problemlerden sadece birkag¢ tanesidir.
1970'lerin basindan itibaren kimyasal ilaglarin yerini alabilecek alternatif yontemlere
egilim artarak devam etmistir. Kimyasal ilaclarin yerini alabilecek en iyi alternatif
yontemlerden birisi de biyolojik miicadeledir. Ciinkii biyolojik miicadelede yapilan
uygulamalar hedef dig1 organizmalari, insan saghgini ve doganin sahip oldugu hassas
dengeyi tahrip etmemektedir. Zirai iriinlerde ekonomik kayba yol agan zararli
etmenlerin dogada kendiliginden var olan diismanlar1 (parazitoid, predator, patojen vb.)
tarafindan insan araciligi ile bask1 altina alinmasi olarak tanimlanan biyolojik miicadele
yonteminde ¢evreye ve insan sagligina zarar verilmez. Biyolojik miicadelede, ekonomik
kayba yol agan =zararli popiilasyonlarma karsi kullanilan organizmalara ajan
denilmektedir. Giiniimiizde etkin bir sekilde kullanmakta olan 6nemli ajanlardan birisi

de Entomopatojen nematodlar'dir (EPN’ler).

Genel olarak nematodlar; viiclit uzunlugu birkag mm civarinda olan, segmentsiz ve
silindirik bir yapiya sahip olan ipliksi canlilardir. Yasam alanlar1 oldukg¢a genistir.
(Collerde, soguk iklimlerin hakim oldugu bolgelerde, tatli veya tuzlu su kaynaklarinda
yagayabilen nematod tiirleri bulunmaktadir (Stock ve ark 2009). Nematodlarda sindirim,
bosaltim, lireme, sinir ve kas sistemleri vardir. Ancak gelismis bir solunum ve dolagim

sistemi bulunmamaktadir. Oksijen aligverisi viicut yiizeylerinden olusurken, dolasim



kasilma hareketleriyle veya yalancit tip viicut bosluklar1 vasitasiyla gerceklesir.
Nematodlar cogunlukla ayr1 eseylidir. Ergin disilerin ventralinde, viicudun orta kismina
yakin bolgede, vulva denen ciftlesme organi bulunur. Bir veya iki tane ovaryuma
sahiptirler. Erkek bireylerde ise spikiila denen ¢iflesme organi vardir, bir veya iki tane
testis bulunur. Nematodlar dogada serbest halde veya diger canlilar ile iligski kurarak
yasam siirerler. Bocek gibi diger canli organizmalar ile fakiiltatif veya zorunlu paraziter

bir iliski kurabilirler.

Gliniimiize kadar, boceklerle iliski kuran otuzdan fazla nematod familyas: tespit
edilmistir. Bu familyalardan sadece yedi tanesinin [Heterorhabditidae ve
Steinernematidae (Rhabditida); Mermithidae ve Tetradonematidae (Stichosomida);
Allantonematidae, Phaenopsitylenchidae ve Sphaerulariidae (Tylenchida)] zararlh
bocekleri etkisiz hale getirebilme potansiyeli vardir. Bocekler ile entomopatojen veya
entomoparazit bir iliski kurmaktadirlar. Bundan dolay1r biyolojik miicadelede
kullanilmaktadirlar. Fakat giiniimiizde sadece Steinernematidae ve Heterorhabditidae
familyalarmin formiilasyonu ve kitlesel tiretimi ticari olarak yapilabilmektedir (Stock

2005).

Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarina ait bireyler, yasam dongiilerinin
belirli donemlerinde zararli konuk¢uyu enfekte edebilme kabiliyetlerine sahiptirler.
Bundan dolay1 bu bireylere EPN denmektedir. Giiniimiizde biyolojik miicadele ajani
olarak kullanilan EPN'ler hedef dis1 organizmalara, insanlara ve gevreyev zararlari
duisiiktiir, kitlesel olarak in vivo ve in vitro yontemleriyle iiretilebilmektedir ve zararl
boceklere karsi yiiksek etkiye sahiptirler (Ehlers 2001). EPN'ler giiniimiizde, zararl
boceklerle miicadele etmek icin bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Meyve bahgelerinde,
sebzelerde, seralarda, silis bitkilerinde ve ¢im alanalarinda EPN uygulamasi
yapilmaktadir. Yaban mersini, elma, enginar ve mantar gibi bir¢ok bitkinin liretiminde
zararl boceklere karst EPN'ler cok etkili olabilmektedir (Stock 2005). Nematodlar genel
olarak yasam dongiilerini alt1 temel evrede (yumurta, juvenil ve ergin) tamamlar.
Juvenil evresi J1, J2, J3 ve J4 olmak iizere dort asamadan ge¢mektedir. Ugiincii juvenil
evresi olan J3 doneminin 6zel bir formu “infektif juvenil” (1J) olarak adlandirilir ve bazi
bocekleri enfekte edebilme kabiliyetine sahiptirler. Bu donemdeki EPN'lerde iireme,

beslenme ve gelisme goriilmez. EPN'ler bu donemde etkinliklerini kaybetmeden, toprak



icerisinde 8 ay gibi uzun bir siire kalabilme potansiyeline sahiptir (Susurluk 2008).
Ayrica Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyasina ait nematodlar sirastyla
Photorahabdus spp. ve Xenorhabdus spp. bakterileri ile simbiyotik bir iligski kurar.
Bakteriler 1J'lerin 6n bagwrsagima veya bagirsagin i¢indeki 6zel bir keseye yerlesir.
Bakteriler sadece 1J déoneminde tasmir (Bird ve Akhurst 1983, Boemare ve ark. 1996).
[J’lerin pusu kurma (ambusher), gezinerek arama (cruiser) ve yar1 gezici-pusucu
(intermediate) olmak iizere ili¢ tane farkli konuk¢u bulma stratejisi vardir. Cruiser
stratejisine sahip olan EPN'ler toprak icerisindeki zararli bocekleri aktif bir sekilde
arayabilirler (Lewis ve ark. 1992, Grewal ve ark. 1994) ve insektisitlerin etkili
olamadigi, 50 cm kadar derinlikteki bolgelere ulasabilme potansiyeline sahiptirler
(Susurluk 2008).

Konukcu bocek ile temas kuran 1J'ler bocegin viiciit bosluklarina agiz, solunum delikleri
ve aniis gibi dogal agikliklardan veya segmentler arasi ince zardan giris yaparlar.
Bocege giris yapan |J'ler, icerisinde muhafaza ettigi bakterileri serbest birakir. Serbest
kalan bakteriler bocegin viiciit dolasim sivisinda ¢ogalmaya bagslar. Boylece enfekte
olan zararli bocek, kan zehirlenmesinden dolay1 (septisemia) 36 - 48 saat i¢erisinde
O0lmektedir (Hazir ve ark. 2003). Bakteriler enzimatik salgilar ile bocek dokularini
yikima ugratir ve [J'lerin gelisebilmesi i¢in uygun bir ortam olusturmus olur (Susurluk
ve ark. 2001). [J'ler yikima ugramis ve uygun kivama gelmis olan bocek dokulariyla ve
ayni zamanda ortamda {ireyerek ¢ogalmis olan bakteriler ile beslenmeye baslayarak J4
evresine gegis yapar. Ergin evrede olusan disi ve erkek bireyler ¢iftleserek yumurta
iretir. Yumurtadan disar1 ¢ikan EPN'ler bazi durumlarda disinin igindeki viicut
dokulariyla beslenir. Bir siire sonra disinin viiclidunun i¢i tamamen yeni nesil EPN'ler
ile kaplanir. Bu olaya “Endotokia matricida” denmektedir (Ciche ve ark. 2008).
Ortamda yeterince besin varsa EPN'ler iiremeye ve sirasiyla yumurta, juvenil, ergin
evrelerine gecis yapmaya devam eder. Ortamdaki besin kaynag1 bitene kadar bu dongii
tekrarlanir. Dongii, konukg¢u bocegin biiyiikliigline ve besin igerigine bagl olarak
genelde 2-3 dolde tamamlanir. Ortamdaki besin kaynagi kisitli hale geldiginde
yumurtadan ¢ikan EPN'ler bakteriler ile is birligine yonelir ve J3 donemindeki infektif
juvenil formuna doniisiir. 1J°ye doniisen EPN'ler, konukcu bdcekten ¢ikis yapip toprakta

yeni konukc¢ular aramaya baglamaktadir (Hazir ve ark. 2003).



EPN'lerin ¢evreye zararsiz olmasi ve neredeyse kimyasal ilaglar kadar etkili sonuglar
vermesi biyolojik miicadele agisindan olduk¢a 6nemlidir (Boemare ve ark. 1996, Ehlers
1996). Heterorhabditis wve Steinernema (Rhabditida: Heterorhabditidae and
Steinernematidae) cinsine ait EPN'ler biyolojik miicadelede insektisitlerin yerine
kullanilmaktadir (Griffin ve ark. 1990, Hominick ve ark. 1996). Ayrica EPN'lerin
Oldiirebilecegi zararli bocek cesidi 250'den fazladir (Peters 1996). EPN'ler zararl
boceklere karsi toprak igerisinde uzun siire etkili olabilme potansiyeline sahiptir
(Susurluk ve Ehlers 2008). Ancak toprakta EPN'lerin yasamsal faaliyetlerini ve
kalicihgmi etkileyen bir¢ok faktdr vardir (Koppenhofer ve Fuzy 2006).

Toprak yapisinin EPN'ler iizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Koppenhofer ve Fuzy
2006). Toprak icerisinde yasam siiren EPN'ler giibreler ile etkilesim halindedir. Cesitli
giibreler EPN'lerin topraktaki kaliciligini etkileyebilir (Shapiro ve ark. 1996, Bednarek
ve Gaugler 1997). Kimyasal giibrelerin yogun ve uzun siire kullanilmasiyla gesitli
cevresel problemler meydana gelmistir (Camargo ve Alonso 2006, Omoregie ve ark.
2009, Malik ve ark. 2012).

Kimyasal giibrelerin EPN’ler iizerine olan etkisini belirlemek amaciyla yapilan
arastirmalar az sayida ve sadece azot (N) icerigine yonelik olup NPK ve URE giibreleri
ile siirlidir (Bednarek ve Gaugler 1997, Shapiro-Ilan ve ark. 1999). Azot igerikli birgok
giibrenin EPN’ler {izerine etkisi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Azotun ve diger
besin elementlerinin birbirinden farkli tiirevlerini igeren kimyasal giibrelerin, EPN’ler
iizerine nasil bir etki gosterecegini tespit etmek biyolojik miicadele agisindan olduk¢a

Onemlidir.

Kimyasal giibrelerin g¢evresel zararlar1 ortaya ciktikca organik giibrelere yonelim
artmaktadir. Dogal yollar ile olusan humik asit ve fulvik asit organik giibre olarak
kullanilabilmektedir (Ciavatta ve Govi 1993). Hiimik asitlerin EPN'lere karsi olumlu

veya olumsuz bir etki gosterdigini belirten herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda, tarrmda yogun olarak kullanilan bazi inorganik giibreler (URE,
amonyum siilfat, amonyum nitrat, NPK, NP, diamonyum fosfate, mono amonyum
fosfat, magnezyum siilfat heptahidrat, boraks dekahidrat, hiimik asit ve fulvik asit) ile

toprakta pH diizenleyici olan hiimik ve fulvik asitin EPN'ler lizerine olan direkt etkisini



belirlemek amaciyla arastirmalar yapilmistir. Arazide dekara kullanilan oran baz
alinarak diistik, orta ve yliksek olacak sekilde ii¢ farkli giibre dozu belirlenerek ve iki
farkli EPN tiirii (Steinernema feltiae TUR-S3, Heterorhabditis bacteriophora HBH)

iizerinde denemeler kurulmustur.

EPN'leri biyolojik miicadelede daha verimli bir sekilde kullanabilmek amaciyla,
kimyasal giibrelerin etkisi lizerine yapilan calismalar az sayida olup sadece NPK ve
URE ele alinmistir. Ayrica yapilan galismalar genelde giibrelerdeki azot (N) igerigine
yonelik olmustur. Biyolojik miicadelede EPN'leri daha etkili bir sekilde uygulayabilmek
icin giiniimiizde kullanimi yaygin olan farkli tiirevlerdeki organik ve inorganik
giibrelerin etkisi arastirilip yeni ¢alismalar yapilmalidir. Bu tez ¢alismasi ile bu agigin

kismen kapatilacagi diisiiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Topraktaki pH dengesinin bozulmasi, asir1 ve dengesiz inorganik giibre kullaniminin
sonucunda ortaya ¢ikan problemlerden biridir. "pH" dengesi bozulunca, fosfor (P) ve
kalsiyum (Ca) gibi baz1 besin elementleri bitkiler tarafindan alinamaz hale gelmektedir.
Boylece bitkilerde besin eksikligi goriilmekte ve ilave giibre uygulanmasi gerekli
olmaktadir (Bilen ve Sezen 1993, Bellitiirk 2011). Ayrica asir1 ve dengesiz bir sekilde
giibreleme yapilan arazilerde, toprak tuzlulugu ve agir metal birikimi olusabilmektedir
(S6nmez ve ark. 2008, Huang ve Jin 2008, Campos-Herrera ve ark. 2010). Nematodlar
toprak tuzluluguna maruz kaldiginda, EPN'lerin hareketleri kisitlanir, konukcularini
bulma ve tanima yetenekleri azalir (Nielsen 2011). Kimyasal giibrelerin ¢evreye verdigi
zarar, organik giibrelerin Onemini artirmaktadir. Organik gilibre uygulanmis olan
topraklarin yliksek organik madde igerigine sahip oldugu ve mikro fauna (microbial
biomass) sayis1 bakimindan kimyasal giibreleme yapilan topraklara gore daha zengin
oldugu bilinmektedir (Reganold 1988, Hasebe ve ark. 1985, Hassink ve ark. 1991,
Edmeades 2003). Shapiro (1996), Steinernema carpocapsae’nin balmumu giivesine
(Galleria mellonella Lep.: Pyralidac) kars1 gosterdigi viriilensligin nasil etkilenecegini
test etmek amaciyla taze inek giibresi, kompost giibresi ve iire kullanmistir. Laboratuvar
ortaminda iire ve taze inek giibresi virlilensi diigiirmiistiir. Saha ¢aligmasinda sadece
fermente olmamis taze inek gilibresi viriilensi olumsuz etkilemistir. Kompost giibre ise
hem laboratuvar ortamimda hem de saha ¢alismasinda viriilensi olumsuz bir sekilde

etkilememistir.

Seenivasan ve Senthilnathan (2018)'nin yaptigi ¢alismada: linyit komiiriinden dogal
olarak elde edilen hiimik asit, muz bitkisinde zarar yapan Meloidogyne incogntia tiiriine
kars1 kullanildi. Hiimik asitin biitiin dozlar1 (%0.04, 9%0.08, %0.2 ve %0.4)
Meloidogyne incogntia popiilasyonunu O6nemli derecede kisitlamistir. Popiilasyon
yogunlugu %53.5-56.7, kok enfeksiyonu 9%61.9-63.8, yumurta sayis1 %61.9-63.8
oraninda azalmistir. Ayrica hiimik asit, c¢alismada kullanilan biyolojik ajanlara
(Pseudomonas fluorescens ve Trichoderma viride) olumsuz bir etki gostermemistir.
Sonug olarak, hiimik asit uygulamasi bitki gelisimini desteklerken Meloidogyne
incogntia’nin popiilasyon gelisimini kisitlamaktadir. Jothi ve ark. (2009) %0.4-1.0

oranindaki hiimik asitin, M. incognita popiilasyonunu %93-100 oraninda kisitlayacagini
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belirtmistir. Benzer sekilde, Saravanapriya ve Subramanian (2007) hiimik asit
uygulamasinin, domatesteki M. incognita zararini azaltacagini belirtmektedir. Ayrica
humik asitler hayvanlar i¢in gerekli olan makro ve mikro besin maddelerini saglar ve

hayvanlarda antibakteriyel, antifungal 6zellige sahiptir.

Bednarek ve Gaugler (1997) inorganik ve organik giibrelerin EPN'ler iizerine olan
etkisini infektivite, lireme ve popiilasyon yogunlugu bakimindan arastirmistir. 1700,
3400 ve 5100 mg/litre olacak sekilde NPK giibresi {i¢ farkli dozda EPN'lere
uygulanmistir. 10-20 giin siiren laboratuvar calismalarinda yiliksek dozdaki inorganik
giibreler EPN iiremesini ve enfektivitesini kisitlamaktatdir. Fakat 1 giinliik siireci
kapsayan calismada NPK giibresinin enfektiviteyi artirdigr goriilmiistiir. Ayrica
Heterorhabditis bacteriophora tiiriine ait EPN'ler Steinernema feltiae ve Steinernema
anomali tiirlerine ait bireylere gore inorganik giibrelerin zararl etkisine karsi daha
duyarli oldugu belirlenmistir. Saha c¢alismasinda, organik giibre uygulamasi S.
feltiae'nin popiilasyon yogunlugunu artirmistir. NPK uygulamasi ise topraktaki organik
materyal varhigindan etkilenmeksizin EPN popiilasyonunu kisitlamistir. 1 giin gibi kisa
stireli biyolojik miicadele yapilmak istendiginde EPN'ler NPK giibresi ile birlikte
uygulanabilir. Fakat uzun donemi kapsayacak olan biyolojik miicadelede EPN'lerin
NPK giibresi ile birlikte uygulanmamasi gerektigi ve organik giibreler kullanildiginda

topraktaki EPN kalicilig1 artacagi bu ¢alismanin sonuglarindan ¢ikarilabilir.

Shapiro (1999) bazi giibrelerin, Steinernema carpocapsae’nin bozkurtlara (Agrotis
ipsilon) yonelik olan enfekte edebilme kabiliyetini nasil etkileyebilecegini aragtirmak
amaciyla ¢aligmalar yapmistir. Misir fidelerinin ekildigi araziye ii¢ farkli giibre (taze
inek giibresi, fermente olmus organik giibre ve URE) uygulanmustir. Toplam azot (N)
orani dekara 28 kg ve 56 kg olacak sekilde iki farkli doz kullanilmis ve tahrip olan misir
fidelerinin miktar1 baz almarak bozkurt zarari belirlenmistir. Kontrol parsellerine
Kiyasla EPN kullanilan arazilerin tiimiinde bozkurt zarar1 daha diisiik olmustur. Sadece
taze inek giibresi kullanilan arazide kontrole kiyasla bozkurt zarar1 azalmamustir. S.
carpocapsae'nin bozkurt zararlisina karsi olan enfekte edebilme kabiliyetini URE ve
fermente olmus organik giibre olumsuz bir sekilde etkilemedigi tespit edilmistir. Sadece
taze inek giibresi biyolojik miicadelede kullanilan EPN'lerin aktivitesini olumsuz yonde

etkilemektedir.
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Toprak isleme, sulama, giibreleme (organik giibre ve NPK) ve herbisit kullanma
(Trifluralin  EC) gibi tarimsal faaliyetlerin EPN'ler (Steinernema feltiae ve
Heterorhabditis bacteriophora) tizerine gosterdigi etkiyi arastirmak amaciyla Susurluk
(2008) iki yil siiren saha calismasi yapmustir. Ikinci yilda Heterorhabditis
bacteriophora, ¢alismada uygulanan tarimsal faaliyetlerin tiimiinden olumsuz yonde
etkilenirken Steinernema feltiae iki y1l boyunca olumsuz bir sekilde etkilenmemistir.

S. feltiae'nin kaliciligi H. bacteriophora'ya gére daha uzun stirmiistiir. S. feltiae ile H.
bacteriophora'nin kaliciligint olumsuz yonde etkileyen faktorlerden en Onemlileri

sirastyla herbisit uygulanmasi ve topragin islenmesi olmustur.

Giibreleme gibi tarimsal faaliyetlerin yapildig1 arazilerde, dogal alanlara gére daha ¢ok
agir metal birikimi oldugu bilinmektedir (Campos-Herrera ve ark. 20010). EPN'lerin
canlilik, infektivite ve hareket kabiliyeti gibi yasamsal faaliyetlerini metal iyonlarin
nasil etkileyebilecegini tespit etmek amaciyla Jaworska ve arkadasalar1 (1996) 96
saatlik siireyi kapsayan labaratuvar c¢alismasinda, Steinernema carpocapsae
(Rhabditida: Steinernematidae) tiiriine ait EPN'leri 16 tane iyona (Al, Cd, Co(ll),
Cr(I11), Cr(\VI), Cu(ll), Fe(lll), Li, Mg, Mn(I1), Mo(V1), Ni(ll), Pb(Il), Se(IV), V(V),
Zn) maruz birakmistir. Cu(Il), Pb(I) ve Zn haricindeki hi¢bir iyon S. carpocapsae'ye
kars1 Oldiiricii bir etki gostermemistir. Fakat uygulanan iyonlar, EPN'lerin petek
giivesine (Galleria mellonella) kars1 olan infektivitesini azaltmaktadir. EPN'ler bazi agir
metallere karsi dayanikli olsa bile infektivite bakimindan etkinligin azalabilecegi bu
calisma ile goriilmektedir. Ayrica Jaworska ve ark. (1997), metal iyonlarin
Heterorhahditis bacteriophora (Rhabditida: Heterorhabditidae) iizerine olan etkisini
arastrmak amaciyla 4 giinliik siireci kapsayan laboratuvar calismasi yapilmistir. Bu
calismada 16 tane iyon (Al, Cd, Co(ll), Cr(1ll), Cr(VI), Cu(ll), Fe(Ill), Li, Mg, Mn(1l),
Mo(VI), Ni(II), Pbl), Se(IV), V(V), Zn) kullanilmis ve Heterorhahditis
bacteriophora'nin enfektivite kabiliyeti ile canliligi gézlemlenmistir. Sadece Pb(II)
EPN'ler iizerinde oldiiriicti etki gostermistir. Ayrica Heterorhahditis bacteriophora'ya
kars1 Mn(II), Mg, Fe(Ill) ve Ni(ll) iyonlar1 hafif canlandirici etki gostermistir. Fakat bu
uygulamalar, EPN'lerin petek giivesi larvalarina (Galleria mellonella) kars1 gosterdigi

enfektiviteyi azaltmistir. Enfektiviteyi 6zellikle Ni(ll) ve Pb(ll) iyonlar1 azaltmaktadir.
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Asir1 ve dengesiz giibreleme, toprakta zararli toksik elementlerin birikmesine sebep
olmaktadir. Sun ve ark. (2016), toprakta biriken toksik elementlerin faydal
organizmalar (entomopatojen nematodlar) tiizerindeki olumsuz etkisini arastirmak
amaciyla ¢alisma yapmistir. Yapilan ¢alismada, agir metallerin EPN'ler (Steinernema
carpocapsae ve Heterorhabditis bacteriophora) ve bitki paraziti nematodlar (PPN-
Meloidogyne incognita) tizerindeki etkisi incelenmistir. Ayrica petek giivesi larvasina
(Galleria mellonella) kars1 H. bacteriophora'nin gosterdigi enfektivite azalmistir. 24
saat sliren aboratuvar caligmasinda 4.5 mg/L Cu, 50 mg/L Zn ve 7.5 mg/L Cr H.
bacteriophora ve M. incognita iizerine uygulanmig. Uygulama sonucunda M.
incognita'nin H. bacteriophora'ya gore agir metallere karst daha direngli oldugu tespit
edilmistir. Ayrica H. bacteriophora uygulanan araziye Cu, Zn veya Cr tuzlari ilave
edildiginde M. incognita zarar1 artmistir. Bu c¢alismaya gore agir metal birikimi olan
arazilerde biyolojik miicadele amaciyla EPN kullaniominin bagarisiz olma ihtimali

vardrr.

Toprak yapisi, toprak isleme ve giibreleme entomopatojenik nematodlarin (EPN)
yaygmligimi ve kalicihigini etkilemektedir. Giibrelerin EPN'ler iizerine gosterdigi etkiyi
tespit etmek amaciyla yapilan ¢alismalara bakildiginda, genel olarak organik
giibrelerinin zararsiz oldugu Ongoriilebilmektedir. Sadece taze hayvan giibresi EPN
etkinligini kisitlamaktadir. Bu olumsuz etkiye taze hayvan giibresinin barindirdigi
yiiksek orandaki azot (N) miktar1 sebep oldugu diistiniilmektedir (Shapiro ve ark. 1996,
Shapiro ve ark. 1999).

Kimyasal giibreler EPN'lerin aktivitesini direkt olarak kisitlayabilir veya agir metal
birikimine sebep olarak dolayli yoldan biyolojik miicadeleye engel olabilir (Campos-
Herrera ve ark. 2009). Ciinkii bazi agir metaller EPN'ler lizerinde Oldiiriicii etkiye
sahiptir (Jaworska ve ark. 1996, Jaworska ve ark. 1997, Sun ve ark. 2016).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Laboratuvar Ortaminda Galleria mellonella Larvalarinin Yetistirilmesi

Petek giivesi olarak bilinen Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)’nin
dordiincti donem larvalari, EPN'lerin topraktan izole edilmesinde ve in vivo tiretiminde
kullanilmaktadir. Petek giivesi larvalar1 EPN’lere karsi oldukc¢a hassastir ve
nematodlarin ¢ogalabilmesi i¢cin uygun biiylikliige sahip olup labaratuvar ortaminda
yetistirilmesi kolaydir (Bedding ve Akhurst 1975). G. mellonella larvasi yetistirmek
icin, gbzenek capr yaklasik 2 mm olan sik oriilii metal tel ile tizeri kapatilmigs cam
kavanozlar kullanilmistir. Kavanozun igerisine yerlestirilen yumurtalarindan ¢ikan G.
mellonella larvalarinin (Sekil 3.1.) beslenmesi igin bal, gliserin, kepek, misir unu, soya
unu, siit tozu ve maya karigimindan (Cizelge 3.2.) olusan bir besin ortami (Sekil 3.2)
hazirlanmistir. Cam kavanozlar inkiibator i¢erisinde 30-32 °C sicaklikta tutulmakta ve
yumurtalar yaklagik 4 hafta igerisinde son donem larva evresine (4. larva evresi)
ulagmaktadir (Sekil 3.3.). EPN iiretiminde kullanilmak {izere, dérdiincli donem larvalar
besin ortamindan ayiklanmaktadir (Sekil 3.4.). G. mellonella iiretiminin devamliligini
saglamak amaciyla besin ortaminda bir miktar dordiincii donem larva birakilarak

strastyla pupa ve ergin olup tekrardan yumurta birakmasima miisaade edilmistir.

Cizelge 2.1. Galleria mellonella i¢in hazirlanan besin ortammin igerigi

200 g bal
200 g gliserin
200 g kepek
150 g misir unu
100 g soya unu
100 g siit tozu
50 g maya
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Sekil 3.1. Kavanozun igerisine yerlestirilen yumurtalarindan ¢ikan Galleria mellonella
larvalar1

Sekil 3.2. Galleria mellonella i¢in hazirlanan besin ortaminin goriintiisii
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Sekil 3.3. Inkiibator icerisinde, Galleria mellonella’nin farkli dsnemlerini barmdiran
cam kavanozlar
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Sekil 3.4. Besin ortamindan ayiklanmis son donem Galleria mellonella larvalari

3.2. Cahsmada Kullanilan EPN Irklar ve In Vivo Uretim

Bu arastirmada iki farkli EPN tiirii kullanilmistir, Steinernema feltiae (TUR-S3) ve
Heterorhabditis bacteriophora (HBH). EPN’ler in vivo olarak iretilmistir. Son dénem
G. mellonella larvalar1 EPN'lere maruz birakilmaktadir ve bdylece enfeksiyon
gerceklesmektedir. Enfekte olan G. mellonella larvalari, Ringer soliisyonu (7,5 g NaCl,
0,35 g KCL, 0,21 g CaCl> x 2H20 ve 1 L saf su) ile 1slatilmis beyaz tuzaga alinarak
EPN cikisi beklenmektedir (Sekil 3.5.) (White 1927). Bu ¢alismada, enfekte edilmis G.
mellonella larvalarindan ¢ikis yapan 2-3 giinliik infektif juvenil’ler (1J) kullanilmustir.
Cikis yapan 1J’ler toplanarak, 10 pl’de yaklasik 30 tane 1J olacak sekilde bir Ringer
soliisyonu i¢inde, kiiltiir kaplarinda muhafaza edilmistir (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.5. Beyaz tuzak yontemiyle IJ ¢ikisinin beklenmesi

Sekil 3.6. Ringer-nematod karigimini igeren kiiltiir kaplari
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3.3. Cahsmada Kullanilan Giibre Cesitleri

Bu calismada URE (H.N-CO-NHa, toplam azot (N) oran1 %46), amonyum siilfat (AS,
formiilii (NH4)2SOa4, toplam azot (N) orani %21, toplam kiikiirt (S) orami %24),
amonyum nitrat (AN, formiili NH4NOs, toplam azot (N) orant %33), NPK (15-15-
15+20(S0O3)+Zn: Toplam azot (N) oran1 %15, toplam P20s oranmi1 %15, toplam K>O
oran1 %15, toplam SO3 oran1 %20, toplam Zn oran1 %1), NP (20-20-0+5.5(SO3)+Zn:
Toplam azot (N) oran1 %20, toplam P20s oran1 %20, toplam SOz oran1 %5.5, toplam Zn
oran1 %1), diamonyum fosfat (DAP, formiilii (NH4)2HPQa, toplam azot (N) orani1 %18,
toplam (sulu ¢o6zeltide) P2Os oran1 %46), mono amonyum fosfat (MAP, 12-61-0),
magnezyum siilfat heptahidrat (formiilii: MgSO4.7H20), boraks dekahidrat
(Na2B407.10H20), %15 sivi hiimik asit ve fulvik asit (BLACKJAK SC) giibreleri

kullanilmastir.

3.4. Giibre Soliisyonlarinin Hazirlanisi

Giibrelerin araziye uygulandigi formu ve genel olarak dekara dnerilen doz miktar1 baz
almarak, herbir giibre icin en az iki farkli doz belirlenmistir. Erimesi zor olan kati
haldeki kimyasal giibreler (NPK, NP, DAP, URE, AN, AS) (Sekil 3.7.) saf su icerisinde
kolayca eriyebilmesi ve homojen bir karisim elde edilebilmesi igin ezilerek kiigiik
parcaciklara ayrilmistir. Gilibre soliisyonu hazirlanmasinda 500 ml’lik beherler
kullanilmistir. 500 ml saf su igerisine asagida belirtilen dozlarda ilave edilen giibreler,

manyetik karistirict yardimiyla homojen olacak sekilde ¢oziindiirilmistiir (Sekil 3.8.).

Tiirkiye'de dekara oOnerilen azot (N) miktary, iirlin ve toprak ihtiyacina baglh olarak,
genellikle 3 ila 20 kg arasinda degismektedir (Demirtas ve Yilmaz 2003). P.Os ise 4 ila
18 kg arasinda degisen miktarlarda 6nerilmektedir. Bununla birlikte 6nerilen doz farkli
durumlarda daha yiiksek olabilir. Ornegin seralardaki domates yetistiriciliginde tavsiye
edilen N miktar1 53,7 kg/da, fosfor 23,4 kg/da ve potasyum 38,3 kg/da'dir (Demirtas ve
Yilmaz 2003). Genel olarak topraga uygulanan standart NPK doz miktarmnin bir litrede
1,7 grama karsilik geldigi hesaba katilarak (Bednarek ve Gaugler 1997) ve tarim
arazilerine uygulanan diisiik veya yiiksek miktarlardaki giibre oranlar1 dikkate almarak
yapilan bu ¢alismada NPK, NP, DAP, MAP, URE, AN ve AS giibreleri i¢in 1 g/L, 5
g/L ve 10 g/L olacak sekilde ii¢ farkli doz belirlenmistir. Dekara uygulanan doz miktari,
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azotlu giibrelere kiyasla daha diisiik olan magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOs.7H>0)
(Horuz ve korkmaz 2006, Deliboran ve ark. 2011) ve boraks dekahidrat
(Na2B407.10H20) (Giiliimser ve ark. 2005, Katar ve ark. 2014 ) i¢in 0,03 g/L, 1,5 g/L
ve 7,5 g/L olmak tiizere ii¢ ayr1 soliisyon hazirlanmistir. %15 oraninda hiimik ve fulvik
asit iceren sivi organik giibrenin (BLACKJAK SC) etiketinde tavsiye edilen doz
miktarlar1 dikkate almarak, litreye 2 ve 5 ml olacak sekilde iki ayri1 soliisyon

hazirlanmastir.

Sekil 3.7. Calismada kullanilan kati haldeki inorganik NPK, NP, DAP, URE, AN ve AS
giibreleri
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Sekil 3.8. 500 mI’lik beherlerdeki saf su igerisinde ¢ozlilmiis giibreler

3.5. Steinernema feltiae (TUR-S3) ve Heterorhabditis bacteriophora (HBH)

Irklarimin Giibre Soliiyonlarina Maruz Birakilmasi

Her bir giibre dozu i¢in bir tane 24’lii kiiltiir kabi kullanilmustir. Tlk olarak 24°lii kiiltiir
kaplarinin her bir hiicresine, igerisinde yaklasik olarak 30 tane canli 1J bulunduran 10 ul
Ringer-nematod karisimi eklenmistir. Daha sonra 24°li kiiltiir kaplarmin her bir
hiicresine, belirlenen 1 ml giibre soliisyonu ilave edilmistir. Kontrol amacli olarak
kullanilan 24’1 kiiltiir kabina, giibre soliisyonu yerine sadece 1 ml saf su eklenmistir.
Suyun buharlagmasi sonucu konsantrasyonun degismemesi i¢in, buharlagmay1

engellemek amaciyla, her bir hiicredeki karisimin yiizeyi kanola yagi ile kaplanmistir

(Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. Calismada kullanilan 1J'lerin 24’11 kiiltiir kaplarinda, belirli giibre dozlarina
maruz birakilmast

3.6. Periyodik inceleme

24’1 kiiltiir kaplarinin herbir hiicresindeki 1J’lerin 6liim oranlari, 10 giinliik siireci
kapsayan deneyde sirasiyla birinci, besinci ve onuncu giin sonunda belirlenmistir. Bu
calisma, uygulanan giibrelerin nematodlar {izerine olan direkt etkisini belirlemek

amaciyla ii¢ defa tekrar edilmistir.

3.7. istatistiksel Analizler

EPN’lerin 6liim oranlarindaki istatistiksel farkliliklar tek yonlii ANOVA (varyans
analizi) yontemiyle analiz edilmistir. Ortalamalar arasindaki farkin belirlenmesi icin

LSD (en 6nemsiz fark) testi kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsmada Kullamilan Inorganik Giibrelerin Heterorhabditis bacteriophora
(HBH) Uzerine Etkisi

10 giinliik siireci kapsayan ¢alismada, H. bacteriophora (HBH) ki ti¢ ayr1 dozdaki (1
g/L, 5 g/L ve 10 g/L) NPK, NP, DAP, URE, AN, AS ve MAP (mono amonyum fosfat)
giibrelerine maruz birakilmistir. Bu uygulamadan bir giin sonra, URE ve MAP harig
kullanilan diger tiim giibre dozlar1 1J'ler lizerinde onemli derecede oOldiiriicii etki
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.1.). Uygulamadan 5 giin sonra, MAP hari¢ diger tiim
giibre dozlar1 6nemli derecede Sldiiriicti etkiye sahip olmustur. Ayrica DAP ve NP'nin
IJ'ler iizerindeki Sldiiriicti etkisi diger soliisyonlara kiyasla daha yiiksek belirlenmistir
(Sekil 4.2.). Benzer sekilde, uygulamadan 10 giin sonra MAP hari¢ diger tiim giibre

dozlar1 6nemli derecede dldiiriicii etkiye sahip olmustur (Sekil 4.3.).

10 giinliik siireci kapsayan ¢alismada, H. bacteriophora (HBH) irki {i¢ ayr1 dozdaki (0,3
g/L, 1,5 g/L ve 7,5 g/L) magnezyum siilfat heptahidrat (Mg) ve boraks dekahidrat
(BOR) giibrelerine maruz birakilmistir. Bu uygulamadan bir giin sonra, 1J'ler tizerindeki
oldiirticii etkileri bakimindan, giibre dozlar1 arasinda kontrole kiyasla 6nemli bir
farklilik goriilmemistir. Uygulamadan 5 giin sonra, kontrole kiyasla 0,3 g/L dozundaki
Mg kaynakli giibrenin 1J'ler tizerindeki oldiiriicti etkisi daha yiiksek olurken, 1,5 g/L
dozunda daha diisiik olmustur. Benzer sekilde uygulamadan 10 giin sonra, kontrole
kiyasla en yiiksek IJ 6limi 0,3 g/L dozundaki Mg kaynakli giibre soliisyonunda
gerceklesmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.1. Uygulamadan 1 giin sonra, belirli dozlardaki (1 g/L, 5 g/LL ve 10 g/L) giibre
soliisyonlarmin H. bacteriophora (HBH) iizerine etkisi (F: 284.76, df: 21;44, P
<0.0001). Farkl1 harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkli oldugunu gostermektedir

5. GUN (Heterorhabditis bacteriophora HBH)
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Sekil 4.2. Uygulamadan 5 giin sonra, belirli dozlardaki (1 g/L, 5 g/L ve 10 g/L) giibre
soliisyonlarmin H. bacteriophora (HBH) iizerine etkisi (F: 161.32, df. 21;44, P
<0.0001). Farkl harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkli oldugunu gostermektedir
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10. GUN (Heterorhabditis bacteriophora HBH)
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Sekil 4.3. Uygulamadan 10 giin sonra, belirli dozlardaki (1 g/L, 5 g/L ve 10 g/L) giibre
soliisyonlarmin H. bacteriophora (HBH) iizerine etkisi (F: 137.56, df: 21;44, P
<0.0001). Farkl1 harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkli oldugunu gostermektedir
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Sekil 4.4. Uygulamadan 1, 5 ve 10 giin sonra, belirli dozlardaki (0,3 g/L, 1,5 g/L ve 7,5
g/L) glibre (BOR: Boraks dekahidrat, Mg: Magnezyum siilfat heptahidrat)
soliisyonlarinin H. bacteriophora (HBH) tizerine etkisi (F: 78.95, df: 20;42, P <0.0001).
Farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkli oldugunu gdstermektedir
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4.2. Cahsmada Kullanilan inorganik Giibrelerin Steinernema feltiae (TUR-S3)
Uzerine Etkisi

10 giinliik stireci kapsayan galismada, Steinernema feltiae (TUR-S3) ki {i¢ ayri
dozdaki (1 g/L, 5 g/L ve 10 g/L) NPK, NP, DAP, URE, AN, AS ve MAP (mono
amonyum fosfat) giibrelerine maruz birakilmistir. Bu uygulamadan bir giin sonra, NPK,
NP, DAP giibrelerinin tiim dozlar1 ve AN giibresinin 10 g/L dozu kontrole kiyasla 1J'ler
iizerinde 6nemli derecede Oldiiriicii etki gostermistir (Sekil 4.5.). Uygulamadan 5 giin
sonra, URE ve MAP giibrelerinin tiim dozlar1 ile 5 g/L dozundaki AN ve 10 g/L
dozundaki AS giibreleri hari¢ biitiin soliisyonlar kontrole kiyasla onemli derecede
oldiiriicii etki gostermistir (Sekil 4.6.). Uygulamadan 10 giin sonra sadece DAP, NP ve
NPK giibrelerinin tiim dozlar1 kontrole kiyasla dnemli derecede Sldiiriicii etkiye sahip

olmustur (Sekil 4.7.).

Ayrica Steinernema feltiae (TUR-S3) ii¢ ayr1 dozdaki (0,3 g/L, 1,5 g/L ve 7,5 g/L)
magnezyum siilfat heptahidrat (Mg) ve boraks dekahidrat (BOR) giibrelerine de maruz
brrakilmistr. Bu uygulamadan 1 giin sonra, iJ'ler iizerindeki oldiiriicii etkileri
bakimindan, giibre dozlar1 arasinda kontrole kiyasla 6nemli bir farklilik gérilmemistir.
Uygulamadan 5 giin sonra, kontrole kiyasla 0,3 g/L dozundaki Mg kaynakli giibrenin
IJ'ler iizerindeki oldiiriicti etkisi daha yliksek olurken, 1,5 g/L dozunda daha diisiik
olmustur. Uygulamadan 10 giin sonra, 1J'ler iizerindeki 6ldiiriicti etkileri bakimindan,

giibre dozlar1 arasinda kontrole kiyasla 6nemli bir farklilik goriilmemistir (Sekil 4.8.).
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1. GUN (Steinernema feltiae TURS3)
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Sekil 4.5. Uygulamadan 1 giin sonra, belirli dozlardaki (1 g/L, 5 g/LL ve 10 g/L) giibre
soliisyonlarmin S. feltiae (TUR-S3) iizerine etkisi (F: 524.14, df: 21;44, P <0.0001).
Farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkli oldugunu gostermektedir
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Sekil 4.6. Uygulamadan 5 giin sonra, belirli dozlardaki (1 g/L, 5 g/L ve 10 g/L) giibre
soliisyonlarinin S. feltiae (TUR-S3) iizerine etkisi (F: 290.28, df: 21;44, P <0.0001).
Farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkli oldugunu gostermektedir
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10. GUN (Stemernema feltiae TURS3)
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Sekil 4.7. Uygulamadan 10 giin sonra, belirli dozlardaki (1 g/L, 5 g/L ve 10 g/L) giibre
soliisyonlarmin S. feltiae (TUR-S3) iizerine etkisi (F: 450.48, df: 21;44, P <0.0001).
Farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkli oldugunu gostermektedir
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Sekil 4.8. Uygulamadan 1, 5 ve 10 giin sonra, belirli dozlardaki (0,3 g/L, 1,5 g/L ve 7,5
g/L) giibre (BOR: Boraks dekahidrat, Mg: Magnezyum siilfat heptahidrat)
soliisyonlarmnin S. feltiae (TUR-S3) iizerine etkisi (F: 58.57, df: 20;42, P <0.0001).
Farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkli oldugunu gdstermektedir
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4.3. Calismada Kullanmilan Organik Giibrenin Heterorhabditis bacteriophora (HBH)
Uzerine Etkisi

Uygulamadan 1 giin sonra kontrole kiyasla, %15 oraninda hiimik ve fulvik asit igeren
organik giibrenin (BLACKJAK SC) 2 mI/L ve 5 ml/L dozlar1 Heterorhabditis
bacteriophora (HBH) iizerinde o6nemli derecede oldiiriicii etki gdstermemistir.
Uygulamadan 5 giin sonra, en yiiksek 6liim oran1 kontrolde meydana gelmistir. Benzer
sekilde uygulamadan 10 giin sonraki §liim oran1 kontrolde daha yiiksek olmustur (Sekil

4.9).
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Sekil 4.9. Uygulamadan 1, 5 ve 10 giin sonra, belirli dozlardaki (H2: 2 ml/L, HS5: 5
ml/L) giibre (BLACKJAK SC) soliisyonlarinin H. bacteriophora (HBH) iizerine etkisi
(F: 28.57, df: 8/18, P <0.0001). Farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkli
oldugunu gostermektedir
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4.4. Calismada Kullanilan Organik Giibrenin Steinernema feltiae (TUR-S3)
Uzerine Etkisi

Uygulamadan 1 giin sonra kontrole kiyasla, %15 oraninda hiimik ve fulvik asit igeren
organik giibrenin (BLACKJAK SC) 2 ml/L ve 5 ml/L dozlar1 Steinernema feltiae
(TUR-S3) iizerinde 6nemli derecede oldiiriicii etki gostermemistir. Uygulamadan 5 giin
sonra, en yiiksek 6liim orani kontrolde meydana gelmistir. Benzer sekilde uygulamadan

10 giin sonraki 6liim oran1 kontrolde daha yiiksek olmustur (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Uygulamadan 1, 5 ve 10 giin sonra, belirli dozlardaki (H2: 2 ml/L, H5: 5
ml/L) giibre (BLACKJAK SC) soliisyonlarinin S. feltiae (TUR-S3) iizerine etkisi (F:
42.97, df. 8/18, P <0.0001). Farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalarin farkl
oldugunu goéstermektedir
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5. TARTISMA ve SONUC

Toprak igerisinde, EPN'lerin yasamsal aktivitesini ve kaliciligini etkileyen bir¢ok canli
ve cansiz faktorler bulunmaktadir (Koppenhofer ve Fuzy 2006). EPN'ler, topraktaki
varliklarm etkileyebilecek olan giibreler ile etkilesim halindedir (Shapiro ve ark. 1996,
Bednarek ve Gaugler 1997). inorganik giibrelerin asir1 kullanimi, toprak tuzlulugu, agir
metal birikimi, sera etkisi, su kaynaklarinda 6trofikasyon ve nitrat birikimi gibi gesitli
cevresel sorunlara yol agmaktadir (Sonmez ve ark. 2008, Huang ve Jin 2008). EPN'ler
toprak tuzluluguna maruz kaldiginda, hareketi kisitlanip konukgularini bulma ve tanima
yetenekleri azalabilmektedir (Nielsen 2011). Giibreleme gibi tarimsal faaliyetlerin
yapildig1 alanlarda dogal topraklara gore daha fazla agwr metal birikiminin oldugu
belirlenmistir (Campos-Herrera ve ark. 2010). Bazi agwr metaller EPN'lere karsi
dogrudan oldiriici bir etki gosterebilir veya EPN'lerin enfekte edebilme kabiliyetini
azaltabilir (Jaworska ve ark. 1996, Jaworska ve ark. 1997, Sun ve ark. 2016). inorganik
giibrelerin asir1 ve uzun siireli kullanimi nedeniyle, EPN'ler yukarida bahsedilen
olumsuz etkilere normalden daha fazla maruz kalmaktadir. Bu ¢alismada, baz1 inorganik
giibrelerin (NPK, NP, DAP, MAP, URE, AN ve AS) EPN'ler iizerindeki direkt etkisi
laboratuvar kosullarinda arastirilmistir. Bu arastirmada, Bednarek ve Gaugler (1997)'in
de  Dbelirttigi gibi inorganik giibrelerin EPN'ler {izerindeki etkisi bilesik
konsantrasyonuna ve nematod tiirlerine gére degisiklik gostermistir. Uygulamadan bir
giin sonra S. feltia (TUR-S3) tiiriine kars1 sadece 10 g/L AN ile DAP, NP ve NPK
giibrelerinin tiim dozlar1 6nemli derecede oldiriicii etki gostermistir (Sekil 4.5.). H.
bacteriophora (HBH) tiiriine kars1 ise URE ve MAP hari¢ biitiin giibre soliisyonlar1
onemli derecede oldiiriicii etkidedir (Sekil 4.1.). Uygulamadan 5 giin sonra, H.
bacteriophora (HBH) tiiriine kars1 sadece MAP giibresinin tiim dozlar1 6nemli derecede
oldiiriicii etki gdstermemistir (Sekil 4.2.). S. feltia (TUR-S3) tiiriine kars: ise URE ile
MAP soliisyonlarinin tiim dozlar1 ve 5 g/L. AN, 10 g/L AS soliisyonlar1 nemli derecede
oldiirtict etki gostermemistir (Sekil 4.6.). Uygulamadan 10 giin sonra, H. bacteriophora
(HBH) tiirtine kars1 sadece MAP giibresinin tiim dozlar1 6nemli derecede dldiiriicii etki
gostermezken (Sekil 4.3.), S. feltia (TUR-S3) tiiriine karsi URE, AN, AS ve MAP
giibrelerinin tiim dozlar1 6nemli derecede Oldiiriicii etki gostermemistir (Sekil 4.7.). Bu
sonuglardan S. feltia (TUR-S3) tiiriiniin inorganik giibrelere kars1 daha dayanikli oldugu
soylenebilir. Benzer sekilde, Bednarek ve Gaugler (1997) inorganik giibrelere kars1 S.
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feltiae'nin H. bacteriophora'dan daha dayanikli oldugunu belirtmistir. Ayrica bu
caligmada, boraks dekahidrat ve magnezyum siilfat giibreleri ii¢ ayr1 dozda (0,3 g/L, 1,5
g/L ve 7,5 g/L) kullanilmistir. Sadece 0,3 g/L magnezyum siilfat soliisyonu her iki EPN
tirt (S. feltia TUR-S3, H. bacteriophora HBH) i¢in, uygulamadan 5 giin sonra 6nemli
derecede oldiiriicti etki gostermistir. Uygulamadan 10 giin sonra, 0,3 g/L magnezyum
stilfat soliisyonu sadece H. bacteriophora (HBH) tiiriine kars1 nemli derecede oldiirticii
etki gostermistir. Bu deneyde S. feltia TUR-S3, H. bacteriophora (HBH) tiiriine gore
daha dayanikli oldugu gorilmektedir. Susurluk (2008), iki yillik saha caligmasi
sirasinda giibreleme (Organik materyal ve NPK), toprak isleme, sulama ve pliskiirtme
(Trifluralin EC) gibi tarimsal faaliyetlerin birlikte uygulandiginda ikinci y1l igerisinde
Heterorhabditis'in bu uygulamalardan olumsuz etkilendigini ancak Steinernema'nin
olumsuz etkilenmedigini belirtmektedir. Benzer sekilde Shapiro-llan ve ark. (1999)
URE giibresinin (280 kg/ha veya daha az miktarda azot) Steinernema carpocapsae
tiirlini, 10 giinliik siiregte, olumsuz bir sekilde etkilemedigini tespit etmistir. 10 giinlitk
stireci kapsayan bu arastrmada, DAP, NP ve NPK giibrelerinin tiim soliisyonlar1 uzun
vadede her iki EPN tiirii (S. feltia TUR-S3 ve H. bacteriophora HBH) tizerinde 6nemli
derecede oldiirticti etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Sadece 1 g/L dozundaki NPK
giibresinin Oldiirticii etkisi, 1 gilinliik siiregte, DAP ve NP giibrelerinin tiim dozlarina
gore daha azdir. Bednarek ve Gaugler (1997) NPK giibresinin, 1 giinliik siirecte EPN
enfektivitesini arttirdigini fakat 10-20 giinliik siirecte azalttigini tespit etmistir. Susurluk
(2008), yiiksek konsantrasyondaki NPK giibresine maruz kalindiginda Steinernema ve
Heterohabditis aktivitelerinin bozuldugunu belirtmektedir. Bu arastirmada, 1 giinliik
stiregte bile %20, %46 ve %15 oraninda P20s iceren inorganik giibrelerin (DAP, NP,
NPK) tiim dozlari, EPN'ler (S. feltia TUR-S3, H. Bacteriophora HBH) {izerinde son

derece oldiirticii bir etki gosterdigi tespit edilmistir.

Topragin fiziksel ve kimyasal yapisini diizeltmek amaciyla basvurulabilecek en iyi
yontemlerden biri organik giibre ilavesidir (Alagdz ve ark. 2006). Dogal yollar ile
olusan humik asit ve fulvik asit organik giibre olarak kullanilabilmekte (Ciavatta ve
Govi 1993) ve topragin fiziksel-kimyasal yapisini olumlu ydnde etkileyip, bitki
gelisimini desteklemektedir (Vaughan ve Linehan 1976). Hiimik asitler, agir metaller ile
selat baglar1 olusturarak toksisiteyi azaltmada etkili olurlar (Gerzabek ve Ullah 1990).
Ayrica hiimik maddelerin, topraktaki biyolojik aktiviteyi artirdigi ve toprak yapisini

32



tyilestirdigi soylenmektedir (Russo ve Berlyn 1990). Bu ¢alismada %15 oraninda hiimik
ve fulvik asit igeren organik giibrenin (BLACKJAK SC), iki farkli EPN tiirti (S. feltia
TUR-S3, H. bacteriophora HBH) fizerindeki etkisi incelenmistir. 10 giinliik deney
slirecini kapsayan bu ¢alismada, Uygulamanm 5. ve 10. giiniinde, her iki EPN tiirii i¢in
elde edilen 6liim oranlar1 kontrollere gore daha diisiik olmustur. Hiimik ve fulvik asit
uygulamasi, 1J'lerin kaliciligini olumlu yonde etkiledigi goriilmektedir. Benzer sekilde
Bednarek ve Gaugler (1997) organik giibrelerin Steinerema'nin  populasyon
yogunlugunu arttirdigini, inorganik giibrelerin (NPK) ise popiilasyon yogunlugunu
azalttigini belirtmistir. Hiimik ve fulvik asit uygulamasi EPN'lerin canliligin direkt

olarak artirmis olabilir.

Laboratuvar ortaminda yapilan bu c¢alisma, biyolojik miicadelede kullanilan ajanlar
iizerine organik ve inorganik giibrelerin etkisini belirlemek agisindan 6nemlidir. Ancak
hem laboratuvar ortaminda hem de arazi kosullarinda, konunun daha net bir sekilde
aydinlatilmas1 i¢in daha kapsamli, yeni calismalar yapilmalidir. EPN uygulanan
arazilerde basarili bir biyolojik miicadele yapabilmek i¢in kimyasal giibre kullanimima
dikkat edilmelidir. Ozellikle DAP, NP ve NPK giibreleri arazi kosullarinda EPN’lerin

aktivitelerini kisitlayabilir.
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