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Elif Ozge DUZENLI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Bitki Koruma Anabilim Dali
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Biyolojik miicadele igerisinde onemli bir yere sahip olan entomopatojen nematodlar
(EPN) iizerinde yapilan ¢alismalar ve ticari tiretimler, 1970’li yillardan giiniimiize kadar
onemli oranda yol almistir. Etki ettigi zararli yelpazesinin genis olmasi, toprak altinda
konukg¢usunu arama yetenegi, ¢evreye ve insan sagligina zararli olmamasi alternatif
yontemler arasinda yer almasina neden olmustur. EPN’ler uygun cevre sartlari
saglandiginda pestisitler kadar etkili olabilse de agik alan uygulamalarinda sicaklik,
oksijen miktar1 ve toprak nemi gibi abiyotik faktdrler yasamlarini etkilemektedir.
Sicaklik ve kuraklik nematodlarin yasamlarini etkileyen en Onemli c¢evresel
faktorlerdendir.

EPN’ler genel olarak in vivo ve in vitro olmak {izere iki ayr1 yontem ile iiretilmektedir.
Bu tez c¢alismasinda, in vivo veya in vitro iretim metodlariyla elde edilen
Heterorhabditis bacteriophora (HBH) 1rkina ait infektif juvenillerin (1J), dayanikliliga
olan toleranslarimni belirlemek amaciyla farkli sicaklik ve kuraklik degerlerine maruz
birakilmiglardir. In vivo ve in vitro tiretim metoduyla elde edilen 1J’lerin 2 saat boyunca
32, 34 ve 36°C’deki sicakliklara maruz birakilmasi sonucu elde edilen oliim oranlar
(vaklasik %?2) istatistiksel agidan ayni diizeyde oldugu tespit edilmistir. Maruz kalinan
sicaklik 37°C’nin {izerine ¢iktik¢a 6liim oranlart artmistir. Kurakliga karsi toleransi
belirlemek amaciyla 24 saatlik siire boyunca, on farkli konsantrasyonda (%10, 20, 30,
40, 50, 55, 57,5, 60, 70 ve 80) 1J’lere karst PEG 600 uygulanmistir. In vivo veya in vitro
iretim metoduyla elde edilen [J’ler %50 ve lizerindeki PEG 600 konsantrasyonuna
maruz kaldiginda, 6liim oranlari istatistiksel olarak artis gdstermeye baslamistir.

Anahtar Kelimeler: In vivo Uretim, In vitro Uretim, Entomopatojen Nematod,
Heterorhabditis bacteriophora

2021, vii + 75 sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION ON COMPARISON OF HEAT AND DROUGHT TOLERANCES
OF THE ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE Heterorhabditis bacteriophora HBH
HYBRID STRAIN AFTER IN VIVO AND IN VITRO PRODUCTIONS
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Studies and commercial productions on entomopathogenic nematodes (EPN), which
have an important place in biological control, have progressed significantly since the
1970s. The wide range of pests it affects, the ability to search for its host under the
ground, and the fact that it is not harmful to the environment and human health have
caused it to be among the alternative methods. Although EPNs can be as effective as
pesticides when suitable environmental conditions are provided, abiotic factors such as
temperature, oxygen content and soil moisture affect their lives in open field
applications. Temperature and drought are the most important environmental factors
affecting the survival of nematodes.

EPNs are generally produced by two different methods, in vivo and in vitro. In this
thesis, infective juveniles (1Js) of Heterorhabditis bacteriophora (HBH) strain obtained
by in vivo or in vitro production methods were exposed to different heat and drought
values in order to determine their tolerance. Mortality rates (about 2%) obtained by
exposing IJs obtained by in vivo and in vitro production method to temperatures of 32,
34 and 36°C for 2 hours were found to be at the same statistical level. Mortality rates
increased as the exposure temperature rose above 37°C. To determine drought
tolerance, PEG 600 was applied against 1Js at ten different concentrations (10, 20, 30,
40, 50, 55, 57.5, 60, 70 and 80) over a 24-hour period. When 1Js obtained by in vivo or
in vitro production method were exposed to PEG 600 concentration of 50% and above,
mortality rates started to increase statistically.

Key words: In vivo Production, In vitro Production, Entomopathogenic Nematode,
Heterorhabditis bacteriophora

2021, vii + 75 pages.
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1. GIRIS

Tarimsal {riinlerin verimini ve kalitesini arttirmak i¢in modern tarim teknikleri ile
tiretim araclar1 kullanilmaktadir (Tiryaki ve ark. 2010). Hastalik, zararli ve yabanci
otlarla olusan bu kayiplar1 6nlemek i¢in farkli canli gruplaria karsi miicadele yontem
ve teknikleri kullanilmistir. Fiziksel-mekanik miicadele, biyoteknik miicadele, kimyasal
miicadele, kiiltiirel Onlemler, biyolojik miicadele ve entegre miicadele giiniimiizde
kullanilan yontemler olarak siralanabilir (Uygun ve ark. 2015). Giiniimiizde hala
tarimda hastalik, zararli ve yabani otlar1 kontrol altina almak igin en fazla kullanilan
yontem kimyasal miicadeledir (Sarwar 2015). Bunun sebebi; diger yontemler ile
karsilastirildiginda daha yiiksek etkinlikte olmasi, uygulanabilirliginin kolay olmast,
hizl1 sonu¢ vermesi ve kolay temin edilmesinden kaynaklanmaktadir (Delen ve ark.
2015, Sarwar 2015). Fakat kimyasal bocek oldiiriiciiler hedef alinan zararlilar1 kontrol
altina alirken hedefte olmayan canlilart veya yararli bocekleri de olumsuz
etkileyebilmektedir. Bu kimyasallar zararlilar {izerinde direng olusturabilir, ikincil bir
zararlilinin ana zararli konumuna geg¢mesine neden olabilir. Kimyasal bdcek
oldiiriictilerin kullanimi1 insan saglig: iizerinde akut ve kronik etkilere neden olabilir ve
cevreye de bir¢cok sorunu beraberinde getirebilmektedir. Kimyasallarin yogun ve
bilingsiz bir sekilde kullanilmasi sonucunda gida maddelerinde ilag kalintilarina; toprak,
su ve hava da pestisitin kendisi ya da doniisiim hallerinin kalmasina neden olmaktadir

(Susurluk ve Okten 2000, Tiryaki ve ark. 2010).

Diinyada 1960’l1 yillara kadar tarim sektorii ¢evreyi koruyucu ve diizenleyici olarak
bilinmesine ragmen 1970’11 yillardan sonra bu sektér sorgulanmaya ve tartisilmaya
baslanmistir (Kaypak 2011). Siirdiiriilebilir tarimla uzun vadede dogal kaynaklarin
korunmasi ve gevreye zarar vermeyen tarimsal teknolojilerin kullanildig: bir alt yapinin
olusturulmasi saglanabilmektedir (Turhan 2005). Siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda
ek olarak biyolojik miicadele, entegre miicadele ve biyoteknoloji zararlilarla
miicadelede ayr1 bir Onem kazanmistir. Entegre zararli yonetimi (IPM) diger
yontemlerden daha fazla 6n plana ¢ikabilmektedir. IPM esiklerin belirlendigi bir izleme
programi olup kimyasallara yalnizca ihtiya¢ oldugunda yer verilir (Lewis ve ark. 1997).
Biyolojik miicadelenin ise c¢evreye ve insanlara karsi hicbir toksik etkisi

bulunmamaktadir. Bu nedenle biyolojik miicadele, IPM’nin temelini olusturanlar



arasinda yer alip en ¢ok tercih edilen miicadele yontemlerinden birini olusturmaktadir
(Gaugler ve ark. 1997, Susurluk ve Okten 2000, Armagan ve ark. 2010). De Bach
(1964) biyolojik miicadeleyi; avcilarin, parazitlerin ve patojenlerin eylemi olarak
tanimlamaktadir. Canli organizmalarin insan faktorii ile dogru bir sekilde kullanilmasi
sonucunda tarimda zararli olan popiilasyon yogunlugu baski altina alinarak daha diistik
seviyede tutulmaktadir. (Van den Bosch ve ark. 1982). Biyolojik miicadelede zararli
boceklere karsi kullanilan organizmalara ajan adi verilmektedir. Biyolojik ajanlar
igerisinde giiniimiizde etkili ve aktif bir bigimde kullanilan gruplardan bir tanesi de

Entomopatojen Nematodlar’dir (EPN) (Gaugler 2002).

Entomopatojen nematodlar; Nemata subesi, Secernentea sinifi, Rhabditida takiminin
Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarina bagli olup yasaminin %90’dan
fazlasin toprak altinda gegiren ve yasam dongiisiiniin devami i¢in konukgu bir bocege
ihtiya¢c duyan ve bu dongili esnasinda konukcu bdcegin olimiine neden olan obligat
endoparazit canlilardir (Klein 1990, Ehlers 1996). Bocek paraziti nematodlarin biyolojik
miicadelede kullanilmasinin fark edilmesi Popillia japonica (Coleoptera: Scarabaeidae)
larvasi iginde tespit etmeleriyle ortaya ¢ikmistir. Glaser ve Fox tarafindan, ilk EPN
Aplectana kraussei 1923 yilinda, ikinci EPN ise Neoaplectana glaseri 1929 yilinda
kesfedilmistir (Glaser ve Fox 1930).

Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarina ait bulunan nematodlar dogada
obligat bocek patojenidir. Diinya’da Antartika kitasi hari¢ ¢ogu yerden izole edilebildigi
bulunmustur (Adams ve ark. 2006). Heterorhabditidae ve Steinernematidae
familyalarina bagli olan nematodlar genis bir konukgu araligma sahiptir. Bu
nematodlarin agik alanlardaki uygulamasi igin in vivo ve in vitro yontemlerle kitlesel
olarak iiretilmeleri, sadece bocekler ilizerinde etkinlik gostermeleri, insan ve ¢evre
acisindan herhangi bir tehlike olusturmamalarindan burada yer alan nematodlar
gilivenilir biyolojik miicadele ajani olarak isimlendirilmelerine neden olmustur (Gaugler
ve Kaya 1990, Koppenhofer 2000). Heterorhabditidae ve Steinernematidae
familyalarina ait olan nematodlar genel olarak bir¢ok firma tarafindan ticari olarak

tiretilmekte ve mikrobial insektisit olarak kullanilabilmektedir (Koppenhdfer 2007).



Entomopatojen nematodlarla ilgili ¢alismalara iilkemizde de yer verilmis ve cesitli
alanlarindan pek ¢ok tiirii izole edilip toprak alti zararlilarma kars1 etkinlikleri
denenmistir. Ulkemizde tespiti yapilmis olan EPN’lerden biri ise Heterorhabditis
bacteriophora Poinar, 1976 (Rhabditida: Heterorhabditidae)’dir (Susurluk ve ark. 2001,
Kepenekei 2002, Hazir ve ark. 2003, Kepenekgi ve Susurluk 2003). H. bacteriophora;
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera ve Thysanoptera takimlarinda bulunan ve zarar yapan
bocek tiirlerine karsi obligat endoparazit olup biyolojik miicadelede kullanilan bir EPN

tiirtidiir (Ehlers 1996).

Entomopatojen nematod; simbiyotik bakteriler ile konukgu ve nematod tiiriiriine bagl
olarak konukc¢uklarini kisa siire igerisinde oldiiren nematodlari ifade etmektedir (Adams
ve ark. 2006). EPN yasam ¢emberinde yumurta, dort adet juvenil evre (J1, J2, J3, J4) ve
ergin evre olmak iizere li¢ farkli donem gec¢irmektedir. Nematodlar konukg¢unun
biiyiikliigiine ve kadavradaki besin miktarina bagli olarak liremeye devam edip 1-3
jenerasyon gecirebilmektedir. Kadavra igerisindeki besin miktar1 bittigi zaman ise
infektif juvenil (J3) evresinde kadavrayr terk ederek yeni bir konuk¢u aramaya

baslamaktadir (Adams ve Nguyen 2002, Hazir ve ark. 2003).

Infektif (Dauer) juvenil (DJ, 1J, J3) evresi Rhabdititid nematodlarin yasam ¢emberinde
onemli bir yeri temsil etmektedir. 1J evresi diger evrelerden farkli olarak besin azlig
gibi olumsuz ¢evre kosullarina karsi daha dayaniklidir (Endo ve Nickle 1994).
EPN’lerin konukgu disinda yasayabilen ii¢lincii donem juvenil evresi (J3) olarak bilinen
IJ evresi toprak igerisinde beslenmeden aylarca konukgularini arayabilirler (Glazer
2002). Yasamlarin toprak igerisinde gegirdikleri donemde agiz ve aniis bolgeleri kapali
olan 1J’ler besin alma ve iireme gergeklestirememektedir (Kaya ve Gaugler 1993).
Heterorhabditis bacteriophora tiiriine ait 1J’lerde ise uygun ortam sartlari saglandiginda

toprak igerisinde 22 ay kalic1 olabildigi tespit edilmistir (Susurluk ve Ehlers 2008).

Infektif juveniller, sindirim sistemlerinde 6zel bir kese icerisinde yer alan ve
Enterobacteriaceae familyasina ait gram-negatif (-) bakteriler ile simbiyotik iligki
igerisindedir. 1J’lerin i¢inde bulunan simbiyotik bakteriler konuk¢u bocegin 6liimiinde

ve EPN’lerin tiremesinde etkili olmaktadir. Heterorhabditis’e ait tiirler konukc¢u bdcegi



simbiyotik iliski i¢inde oldugu bakteriler olmadan 6ldiiremezken Steinernema’ya ait
tiirler simbiyotik bakteriler bulunmadan konukg¢u bocegi oldiirebilir fakat bocek i¢inde
iireyememektedirler. Simbiyont bakteriler dogada tek baslarina kalamadiklar1 i¢in bir
EPN tiirii ile eslesmektedirler. Steinernema tiirleri Xenorhabdus spp. bakterileriyle
Heterorhabditis tiirleri ise Photorhabdus spp. bakterileriyle simbiyotik iliski i¢inde
bulunmaktadir (Boemare ve ark. 1996). Iki bakteri cinsi olan Xenorhabdus ve
Photorhabdus’un iki farkli fenotipik formlar1 bulunmaktadir. Birincil faz nematodlardan
elde edilirken ikinci faz ise bakteri kiiltiirde oldugunda kendiliginden ortaya
cikmaktadir. ki asama arasinda morfolojik ve fizyolojik farkliliklarda bulunmaktadir.
Faz bir bakterileri; antibiyotik iiretebilir, baz1 boyalar1 absorbe edebilir ve kristal
proteinleri hiicre icerisine dahil edebilirler. Faz iki de ise antibiyotik iiretemez, boyalari

absorbe edemez ve hiicre icine dahil edemezler (Adams ve ark. 2006).
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Sekil 1.1. Entomopatojen nematodun gelisim evresi

Infektif juveniller toprakta uygun bir konuk¢u buldugu zaman bocegin dogal
acikliklarindan (agiz, aniis, stigma) ya da sadece Heterorhabditlerde goriilen kiitiikkula
yoluyla hemosdl (viicut boslugu) icerisine girip ortama simbiyont bakterilerini
birakmaktadirlar (Adams ve ark. 2006). Hemosol igerisinde bulunan 1J’ler agiz ve aniis
bolgelerinden simbiyont bakterileri konuk¢u bocegine aktarirlar. Konukg¢unun viicut

stvisinda (hemolimf) liremeye baslayan bakteriler toksin ve metabolitler iireterek 36-48



saat icinde konukgusunu kan zehirlenmesinden (septisemi) Oldiirmektedir (Kaya ve
Gaugler 1993, Susurluk 2008). EPN’ler konuk¢u icerisinde yiikksek gida
konsantrasyonlarda gelisip bulunduklar1 J3 evresinden J4 evresine, daha sonra ise ergin
evresine gecis yapabilirken diisiik gida konsatrasyonlarinda ise 1J evresinde kalip ergin
evreye gecemezler. Heterororhabditis tiirlerinin ilk dolde J4 evresinden sonra
hermafrodit evresi meydana gelip bu evre kendisini dolleyerek (automictic)
iireyebilmektedir. Hermafroditlerin uzunlugu ve birakilacak olan yumurta sayisi
ortamda bulunan gida miktar1 ile iligkilidir. Hermafroditlere ait yumurtalardan ¢ikan
nematodlar J1 evresinde olup disi ve erkek ayrimi 12 saat sonra yapilabilmektedir.
Ikinci ve daha sonra olusan déller de ise disi ve erkekler eseyli (amphimictic) {ireme
gerceklestirmektedir (Sekil 1.1). Hermafrodit evresinde besin azlifinda yumurtalarin
ebeveyn iginde agilip rahim i¢i dogum (endotokia matricida) meydana gelmesi
ebeveynin oliimiine neden olmaktadir. Steinernema tiirlerinde ise hermafrodit evresi
olmayip sadece amphimictic iireme gerceklesmektedir (Poinar 1979, Akhurst ve
Boemare 1990, Ehlers 2001).

Entomopatojen nematodlarin kitlesel olarak {iiretilebilmeleri in vivo ve in vitro olarak iki
sekilde gergeklestirilmektedir (Ehlers 2001). In vivo tretim kii¢iik boyuttaki ¢iftciler,
dar bir tiiketici grubu olan nig pazarlara odaklanmis isletmelerde kurulumu kolay ve
daha az {iretim sermayesiyle laboratuvar i¢in kullanilmasi kabul edilmistir. Sermaye
ihtiyact daha az olmasma ragmen bu iretim metodu el isciligi fazla girdi
gerektirmektedir. In vivo iiretim metodunda White Trap diizenegi kullanilmaktadir. Bu
yontem i¢in EPN’lere karst hassas olan ve yiiksek verim saglayan Galleria mellonella
(bal mumu giivesi) son donem larvasi en ¢ok kullanilan konukc¢u bdcek olmustur.
Kullanilan konukguya uygulanan doz miktar1 ne kadar az olursa 6liim oranm1 o kadar az
olup yiiksek miktarlarda uygulanan doz oranlarinda ise ikinci ddllerin rekabeti basarisiz
enfeksiyonlara neden olmaktadir. H. bacteriophora konuk¢u bocege uygulandiktan
sonra larvanin koyu kirmizi renk almasi ise enfekte oldugunun belirtisidir (Woodring ve

Kaya 1988).

In vitro yontem kati ve sivi ortamda kitlesel olarak iiretilebilmektedir. Kati ortam,

tiretim kapasitesini arttirirken iscilik maaliyetini artmaktadir. Kat1 ortamlarda tiretim



icin hayvansal kaynakli besin maddeleri, agar ve su kullanilmaktayken sivi ortamlarda
ise liretim i¢in biyoreaktdr kullanarak ig giicii azaltilip isletme maaliyeti arttirilmaktadir.
Kat1 ortamlarda kitlesel iiretimde EPN’ler agarin yiizey kisminda liremekteyken, sivi

ortamlarda ise tiim alan igerisinde iireyebilmektedir (Ehlers 1996).

Sicaklik, kuraklik, topragin yapisi, UV, pH ve tuzluluk gibi faktorler nematodlarin
yasamlarini etkileyebilmektedir (Kaya 2002).

Sicakligin nematodlarin yagamlarina etkisi tiirlerine ve cinslerine gore farklilik
olusturabilmektedir (Grewal ve ark 1994). Diisiik sicakliklarda (<10-15°C) 1J’ler
durgunlagirken, yliksek  sicaklik  derecelerinde ise (>30-40°C) etkinligini
kaybetmektedir. 0°C’nin altinda ve 40°C’nin fiizerinde bulunan sicakliklarda belli bir

zaman diliminde tutulan nematodlar i¢in 6ldiiriicli olmaktadir (Glazer 2002).

Kuraklikta nematodlarin yasam kalitesini etkileyen diger bir unsurdur. 1J’ler topraktaki
partikiiller arasinda bulunan bosluklar1 kaplayan su tabakalarini kullanarak toprakta
ilerleyebilmektedir. Bulunan su orani kurak topraklardaki gibi oldukga az ya da su ile
doymus topraklardaki gibi partikiiller aras1 bogluklarin olmamasi 1J’lerin hareketlerini
kisitlamaktadir (Kung ve ark 1991, Brown ve Gaugler 1997).

Bu tez c¢alismasinda, Nematoloji laboratuvarinda iiretilmis olan EPN dstiin 1tk H.
bacteriophora HBH hibrit irkinin, in vivo ve in vitro kat1 ortam olmak tizere iki farkli
sekilde tiretimi yapilmis, sonucunda ise iiretim sekillerine bagli olarak yiiksek sicaklik
ve kurakliga olan toleranslhiliklar1 belirlenip karsilastirilmasi konu olarak ele alinmistir.
EPN’leri biyolojik miicadelede daha verimli kullanabilmek amaciyla in vivo ve in vitro
tiretim metodlariyla elde edilmis olan 1J’lere farkli sicaklik dereceleri uygulanmis ve
toleransliliklart karsilastirilmistir. Ayrica EPN’leri biyolojik miicadele icerisinde daha
etkili bir sekilde kullanabilmek i¢in, in vivo ve in vitro iiretim sonucu olusan 1J’lerin
kurakliga toleransliliklart belirlenip karsilagtirilmalart yapilmistir. Bunlarin sonucunda
uygulanan farkli islemlerle hangi iiretim yonteminin daha yiliksek verimle denemelere

cevap verdigi sonucuna ulasilmay1 amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Jagdale ve Gordon (1998), Steinernematidlerin dort izolatini (iig tiir) 20°C ve 25°C’de
uygun sartlarda ise 10°C ve 15°C’de 2 yil boyunca c¢ogaltmis daha sonra yiiksek
sicakliklara ve donmaya olan toleranshilik kapasitelerini belirlemislerdir. Tiim
izolatlarda infektif juvenillerin (1J) %50’sinin o6ldiigi sicaklik (LTsp), yetistirildigi
sicakligimin yiikseltilmesi ile artmistir. Sonucunda ise; Steinernema riobravis en yiiksek
LTso degerinde bulunurken Steinernema feltiae en diisiik degerinde ve Steinernema
carpocapsae ise yliksek sicakliklara orta derecede tolerans gostermistir. IJ’lerin
%50’sinin -5°C’de oldiriildigii zamanlarda donmaya olan toleransi, daha yiiksek
yetistirildigi sicakliklarda azalmistir. Soguga maruz birakilip kurtulan nematodlarin
etkinlikleri, soguga maruz birakilmamis olanlardan %10 daha az oldugu tespit
edilmistir. Steinernema feltiae, dort izolat arasinda soguga en dayanikli izolat olmasina

ragmen donmaya dayanma toleransi yiiksek sicakliklarda yetistirildiginde azalmistir.

Patil ve ark. (2018), EPN’lerin hayatta kalmalar1 ve etkinlikleri sicakliklardan olumsuz
etkilenebildigi i¢in Heterorhabditis indica ve Steinernema carpocapsae EPN’lerin
gelistirilmesinde ve hayatta kalmasinda degisken sicakliklarin etkisini incelemislerdir.
Bu nedenle 1J’ler gesitli sicakliklara maruz birakilmislardir. Steinernema carpocapsae
ve Heterorhabditis indica 48 saat boyunca 25 ve 40°C sicakliklarda tutulmustur. Sonug
olarak; Steinernema carpocapsae i¢in sirasiyla %100-32.93 canli oranlar1 tespit edilip
Heterorhabditis indica igin 25°C’de o&liim olmazken 40°C’de hepsinin 6ldigi
bulunmustur. Steinernema carpocapsae, Heterorhabditis indica ile karsilastirildiginda
yiiksek sicakliklara daha toleransli olup nematod tiirleri arasinda maruziyet siirelerinde
onemli derecede farkliliklar olusturmustur. 1J’ler ¢esitli sicaklik seviyelerine maruz
birakildiktan sonra inokulum kaynagi olarak kullanildiginda ise penetrasyon yiizdesi
azalmis ve daha Onemlisi bal mumu giivesi larvalarmin iiremesini azaltmigtir.
Kuraklikta ise; Steinernema carpocapsae ve Heterorhabditis indica 6nemli bir oranda
hayatta kalma yetenegi gostermistir. H. indica 1J’ler S. carpocapsae’ye gore farkl

kuraklik seviyelerine maruz birakildiginda 6nemli daha fazla canlilik gostermistir.

Ramakuwela ve ark. (2015), depolama sicakligi ve siiresinin Steinernema innovationi

(Rhabdita: Steinernematidae) iizerinde hayatta kalma ve etkinligi c¢alismislardir.



Entomopatojen nematod tiirleri optimum sicaklik degerleri bakimindan farkliliklar
gosterebilirler. Bu yiizden, Giiney Afrika’da son zamanlarda agiklanan S.
innovationi’nin hayatta kalmasi ve enfektivitesi tizerine %0.1 oraninda formalin i¢eren
25 ml sulu stispansiyonda 20000 1J kullanarak 80 giinden fazla (5, 10, 15, 20 ve 25°C)
bes depolama sicakliginda bir c¢alisma yliriitilmiistiir. Sonuglarda; canliligin ve
istikrarin en fazla sagladig1 deger 15°C’de olup, 84 giin sonra ise bu oran %84 ile %88
arasinda degiskenlik gostermistir. 1J’lerin G. mellonella larvalarina kars1 enfeksiyonu 84
giin sonra canliligin %10’a distiigii 5°C’deki tiim sicakliklarda ise %90’dan fazla
olmustur. Ayrica, 15 ml’de %0.1 formalin ¢6zeltisi bulunan siinger formiilasyonunda
2.5 milyon 1J’yi optimum 15°C’de 84 giin, daha sonra 25°C’de 2 hafta depolamislardir.
1J’lerin stinger formiilasyonu iizerinde 2 hafta boyunca 25°C-15°C’de depolanmasindan
sonra 84 giin siireyle tutulmasi, 1J’lerin canliligi (%87) veya G. mellonella (%95)

enfeksiyonu lizerine zararl bir etki olusturmamustir.

Ali ve ark. (2007), ti¢ yerli entomopatojen nematod Steinernema seemae, S. masoodi ve
S. carpocapsae’nin (Rhabditida: Steinernematidae) farkli sicakliklarda (15, 20, 25, 30,
35, 40 ve 45°C) hayatta kalmas1 ve Helicoverpa armigera (Hiibner) prepupasi tizerinde
enfeksiyonun etkisini incelemek amaciyla ¢aligma yapmislardir. Sicakliklarda goriilen
artis ile nematodlarda canlilik oranini azaltmistir. Ayrica, populasyonun %46.6’s1 6 saat
boyunca oldiiriicii olmayan sicaklik (45°C) uygulamasinda canliligini koruyup tolere
etmeyi basarmistir. Hayatta kalan popiilasyonlarin disinda Helicoverpa armigera
prepupasina karst %43.3 oraninda enfekte oldugu gozlemlenmistir. Hayatta kalanlar
25°C ve 30°C enfekte olmayip buna ragmen aktiviteleri optimum olarak bulunmustur.
Is1 toleransli bu izolatlar yiiksek sicakliklarda H. armigera’nin duyarli dénemlerinin
yonetiminde ve toprakta pupa olan tarimsal oneme sahip diger bocek zararlilarinin

idaresinde hayati rol oynamislardir.

Gulzar ve ark. (2020), bu c¢alismada sulu siispansiyona karsi kadavra yolu ile
uygulandiginda farkli sicakliklarin (sicak ve soguk), su kaybinin uygulanma siireleri (48
ve 72 saat) Heterorhabditis bacteriophora ve Steinernema glaseri’nin hayatta kalma,
virlilens ve ¢ogalma yetenegi iizerindeki etkileri ¢alisilmistir. Sicaklik ve kuruma gibi

cevresel faktorler EPN’lerin canlilifini ve enfeksiyonunu etkilemistir. Is1 toleransh



biyoanalizlerde 30°C, 35°C ve 37.5°C’ye maruz birakildiktan sonra kadavra
muamelelerindeki her iki tiirdeki nematodlar sulu uygulamaya oranla daha fazla hayatta
kalma ve ireme yetenegi goOstermisleridir. Tiiriine ya da uygulama sekline
bakilmaksizin 37.5°C’nin tizerinde canlilik g6zlemlenmemistir. Soguk toleransta
10°C’den -2°C’ye kadar yontemler arasinda bir farklilik bulunamamistir. Kuraklik
denemelerinde ise; iki veya ili¢ giin silireyle %85 bagil neme maruz birakilan her iki
nematod tiirii de kadavra uygulamasinda sulu uygulamaya gore daha fazla hayatta
kalma ve iireme gosterirken viriilenslikte higbir farkli durum goézlenmemistir. Sulu
siispansiyonda uygulanan nematodlara kars1 enfekte olmus konak¢1 kadavradan ¢ikanlar

arasinda farkli stres toleransini bulan ilk ¢calisma olmustur.

Morton ve Garcia-del-Pino (2009), Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarina
ait EPN’leri izole etmek amaciyla Ispanya’nin 2 bolgesi olan Katalunya ve Murcia’daki
sert ¢ekirdekli meyve liretimi yapan bahgelerden sirasiyla 630 ve 90 adet toprak o6rnegi
alinmistir. Alinmis olan 6rneklerdeki pozitif EPN orani sirasiyla %5.2 ve %20 oraninda
olup morfometrik analizler tiirlerin S. feltiae ve H. bacteriophora oldugunu
belirlemistir. Elde edilen irklarin sicakliga, kurakliga ve hipotoksiye karsi
dayanikliliklar1 belirlenmistir. 1J’lerin sicakliga toleransini belirlemek igin iki petri
kabina %15 nemlendirilmis steril kum konulup iizerine 20 ul’de 100 IJ nematod
birakilmis ve karanlik ortamda 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 saat 25, 30, 32, 35, 37, 40 ve 42°C’de
inkiibe edilmistir. Uygulamalara maruz birakildiktan sonra 24 saat 25°C’de birakilip
daha sonra mikroskopta sayilmistir. Kuraklik i¢in 25°C’de doymus tuz c¢ozeltileri
kullanilarak bagil nem olusturulup 10000 IJ maruz birakilmistir. %97, %93, %88 ve
%85 bagil nem igin sirasiyla KoSO4, KNO3, ZnSO4. 7H,0 ve KCI kullanilip 72 saat
sonra nematodlar 24 saat 10 ml steril suda bekletilerek rehidre edilmis daha sonra
sayimmlart yapilmistir. Sonug olarak, S. feltiae ve S. carpocapsae irklar1 25°C ve 35°C
arasinda hayatta kalirken H.bacteriophora ise 37°C’ye 2 saatlik maruziyette canliligin
yitirmis ve 40°C’de tiim 1J’ler 6lmiistiir. Kuraklikta ise H. bacteriophora %97 nemde
hayatta kalma oran1 %44 ile %70 arasindayken Steinernema tiirlerinde ise %80’den
fazlas1 hayatta kalmistir. 1J’lerin %93 ve %88 bagil nemde 6liim oranlar1 artmis ve %85

nem uygulandiginda tiim [J’lerde 6liim gergeklesmistir.



Grewal ve ark. (2002), Heterorhabditis bacteriophora’nin 15 dogal popiilasyonun
[J’leri kullanilarak farkli stres faktorlerinin (sicaklik, kuraklik, ultraviyole ve oksijen
yetersizligi) etkisini aragtirmiglardir. Bunun i¢in; farkli popiilasyonlarda bulunan 1J’ler
sicaklik denemesinde 2 saat 40°C’ye maruz birakilmistir. 5000 1J, 5 cm captaki petri
kaplarindaki 5 ml su igerisine konulmustur. 40°C’ye maruz birakilan 1J’ler sicakliktan
kurtulmalart i¢in 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Nematod popiilasyonlarinin
kurakliga olan toleransin belirlenmesinde ise 0.5 ml suda bulunan 5000 1J iizerine %50
gliserol soliisyonundan 0.5 ml eklenmistir. 25°C’de 72 saat inkiibasyon sonra
nematodlar 10 ml suda 24 saat rehidre olmalari i¢in beklenmistir. Sonug olarak; sicaklik
denemesinde H. bacteriophora’nin 15 popiilasyonundan %16 ile %92 arasinda hayatta
kalirken, kuraklik denemesinde ise popiilasyonlarin sadece %23 ile %95 arasinda

canlilik gézlemlenmistir.

Ma ve ark. (2013), Kuzey Cin’in ¢esitli yerlerden toplamis olduklari 30 izolatin
biyolojik 6zelliklerinde karakterizasyonunu yapmislaridir. 1J’lerin sicakliga, donmaya
ve kurakliga olan direnglerinde tiirler arasinda 6nemli oranda farkliliklar gosterdigini
bulmuslardir. 1J’lerin sicakliga olan toleransin1 belirlemek igin 3 adet calisma
yapilmustir. Ik olarak 24 hiicreli kapta her kuyucuga 1 ml steril su damlatilmis daha
sonra 1000 1J eklenip 40°C ve 70 rpm’de 2 saat karanlik ortamda hafif¢e sallanmistir.
Sonucunda izolatlar arasinda %0 ile %100 o6lim oram gdzlemlenmistir. Ikinci
denemede ise sinirl sayidaki izolatin 1s1 toleransinda nematod konsantrasyonun etkisi
incelenmistir. 24 hiicreli kabta her kuyucuga 1 ml steril su damlatilmis daha sonra 1000,
2000, 4000, 8000, 12000, 24000 ve 36000 1J eklenip 40°C’de 70 rpm’de 2 saat inkiibe
edimistir. Sonucunda 8000 1J altindaki nematod konsantrayonlarinda test edilen tiim
izolatlarin canliliklarinda onemli bir farkliik bulunamamistir. Son olarak 40°C’de
maruz kalma siiresinin etkisi denenmistir. 1 ml suya 1000 1J ilave edilip 1, 2, 2.5, 3 ve 4
saat 40°C’de inkiibe edilmistir. Nematodlarin 1s1 sokundan ¢ikmalari i¢in 9 ml steril
suda 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Sonucunda ise test edilen tiim izolatlar i¢in siire
arttikga canlilik azalmigtir. 1J’lerin Kurakliga olan toleranslilik denemesinde ise; 0.5 ml
su igerisinde 1000 IJ ilave edilmis %50 gliserol ¢ozeltisinden 0.5 ml eklenerek

kanigtirllmistir. Hazirlanan nematodlar 72 saat 25°C’de 70 rpm’de ¢alkalanmis ve 10 ml
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suda rehidre edilmistir. Sonug¢ olarak elde edilen izolatlar i¢in %10 ile %99 arasinda

6liim oran1 gézlemlenmistir.

Anbesse ve ark. (2012), Heterorhabditis bacteriophora’nin 6zel olarak iiremesini
saglayan calismalarda bulunmuslardir. In vivo ve in vitro olarak iiretilen nematodlarin
ilk olarak kuruma stresine adaptasyonu saglanmis sonrasinda ise daha yiiksek stres
seviyelerine maruz birakilmistir. Kuruma stresini saglayabilmek i¢in polyetilen glikol
(PEG) 600’lin s1v1 gozeltilerine maruz birakilmistir. PEG; berrak, noniyonik olup 1J’ler
icin toksik bir etki yapmamaktadir. In vivo olarak iiretilen 10000 £ 3000 1J 5 ml (%30
PEG) ¢ozelti igerisinde 25°C’de 72 saat aktarilarak kurakliga adapte edilmistir. In vitro
kiiltiirler i¢in nematod popiilasyonun iiremesi durdugunda (popiilasyonun %95’i 1
asamasinda oldugunda) %30 PEG konsantrasyonu ile ayarlaranarak kiiltiir sislerine
alinmis ve 72 saat 25°C’de inkiibe edilmistir. In vivo liretimde adaptasyon saglandiktan
sonra 10000 + 3000 1J in vivo ¢ogaltilip ayarlanmis PEG ¢6zeltisine eklenmis ve 2 saat
boyunca sadece %10 canlilik gozlemlenmistir. In vitro tretilen 1J’lerin adaptasyonu

saglandiktan sonra 2 saat sonunda %30’unun hayatta kalabildigi degerine ulagilmistir.

Patel ve ark. (1997), EPN’lerin Steinernema spp. (Rhabditida: Steinernematidae)
kuruma canlilig1 ve su igeriklerini incelemislerdir. Dort Steinernema tiiriine ait 1J’lerin
S. glaseri, S.feltiae, S. carpocapsae ve S. riobravis canliligini sirasiyla cam slaytlar ve
%1 agaroz lizerinde hizli ve yavas kuruma saglandiktan sonra degerlendirmislerdir.
Yeni elde edilmis ve 75 giinliik 1J’lerden yiizeysel suyun uzaklastirilmasindan sonra
%0, 20, 40, 60 ve 80 bagil nemde cam slaytlar iizerinde kurutmuslardir. Canliliklar
suyla rehidre edildikten sonra hareketlenmeleriyle anlagilmistir. Test edilen tiim bagil
nemlerde S. carpocapsae en yiiksek canlilik ve en yavas su kaybi oranina sahip
oldugunu bulmuslardir. Ornegin; %80 bagil nemde S. carpocapsae ait 1J’lerin %50’si
icin hayatta kalma siiresi 45 dakika, diger tiirler ile kiyaslandiginda 5-20 dakika
oldugunu bulmusladir. Yash IJ’lerin canliligi S. carpocapsae ve S. riobravis tiirlerinde
daha az oranda S. feltiae ve S. glaseri tiirlerinde nemli oranda azalma olmustur. Ikinci
evre juvenillerin kiitiikkulasinin S. carpocapsae ve S. feltiae’nin kuru ortamda hayatta

kalmasi i¢in 6nemli bir yardimi1 bulunmamustir. 1J’lerin %80 bagil nemde %1 agaroz
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tizerinde yavasca kurutulmasi 4 tiiriin 6zellikle de S. glaseri ve S. feltiae’nin hayatta

kalmasini biiyiik bir oranda iyilestirmistir.

Mason ve ark. (1997), Malezya’dan izole edilen EPN’leri, biyolojik kontrol ajanlari
olarak potansiyellerini degerlendirmek i¢in elmas sirthi giive (DBM), Plutella xylostella
larvalarina karsi test etmislerdir. Bunun ig¢in bir dizi izolat secilmis ve yaprak
zararlilarina karsi kullanilan EPN’lerin su kaybina toleransini belirlemek i¢in bazi
calismalar yapmuslardir. Bu abiyotik etkiyi Steinernema spp. (M87)’nin iki izolati,
Steinernema spp. (SSL85)’nin iki izolati, Heterorhabditis n.sp. ve Heterorhabditis
indicus’a ait 1J’leri iizerinde test etmislerdir. % 40 bagil nemde 1J’ler arasindaki canlilik
oraninda 6nemli dlgiide farklilik gézlemlenmemesine ragmen 30 dakika sonra 1J’lerin
canliligi %0 ile %20 arasinda degismistir. %80 bagil nemde ise izotlatlar arasinda
canlilikta 6nemli farklar olmamasia ragmen 40 dakika sonra canlilik %13 ile %45
arasinda degismistir. Steinerma sp. (SSL85/ 25) hem %40 hem de % 80 oranlarinda
Ustiin  bir canlilik sergilemistir. Her iki Heterorhabditid tiirii ise geri kalan
Steinernematid tiirlerinde daha fazla canlilik gostermistir. Laboratuvar tabanli bu
denemeler ile EPN’lerin yaprak ortaminda karsilastigi abiyotik faktorleri belirli

siirlarda tolere edebilecegini ortaya koymuslardir.

Mukuka ve ark. (2010a), Heterorhabditis bacteriophora’nin yiiksek sicakliklara
toleransliligini belirlemek amaciyla 37 adet dogal ve 18 adet hibrit nematod ile ¢alisma
yapmuslardir. Tiim 1rklar ilk olarak 3 saat boyunca 35°C’ye adapte edilmis, ardindan
rehidrasyon igin 1 saat 25°C’de tutulmus ve son olarak 2 saat 32°C ile 41°C arasindaki
degisken sicaklik derecelerinde test edilmislerdir. Calisma sonucunda canli ve olii
bireyler sayilarak sicakliga olan toleranslhiliklari tespit edilmistir. Sicaklia adapte
edilmemis irklarin toleransliligi 33.3°C’den 41.1°C’ye degisiklik gosterirken, sicakliga
adapte edilen 1rklar i¢in 34.8°C’den 39.2°C’ye degiskenlik gésterdigi bulunmustur. ilk
olarak Heterorhabditis indicaen’in sicakliklara toleransli oldugu ardindan ise
Heterorhabditis baceriophora ve Heterorhabditis megidis’in sicakliklara toleransl

oldugu bulunmustur.
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Mukuka ve ark. (2010b), EPN Heterorhabditis bacteriophora’ya dayali biyolojik
kontrol {irlinlerinin raf omrii olduk¢a kisa oldugu i¢in irka ait 1J’ler su kaybina
ugratilarak raf omriiniin uzatilmasi saglanmistir. H. bacteriophora’nin 37 adet dogal ve
18 adet hibrit ki ile yaptiklar1 denemelerde, 200 1J, 1 ml’de bulanan farkl
konsantrasyon degerlerindeki PEG 600 soliisyonu igerisinde 24 saat 25°C’de tutulmus
daha sonra 24 saat rehidrasyon i¢in 1 ml saklama c¢ozeltisi icerisinde tutulmustur.
Adaptasyondan sonra tolere edilen kuraklik degerini belirlemek igin I1J’ler 72 saat
25°C’de PEG 600 konsantrasyonlarinda tutulmus ve ayni iglemler tekrarlandiktan sonra
sayim yapilip toleranshiliklart belirlenmistir. Deneme sonucunda kurakliga adapte
edilmemis rklarin toleransliligi 0.90 ile 0.95 arasinda degisirken adaptasyonu saglanan

wklar 0.67 ile 0.99 arasinda toleranslilik gostermektedir.

Mukuka ve ark. (2010c), H. bacteriophora’nin sicakliga ve kurakliga toleransli olan
irklart arasinda ¢aprazlama ve genetik seleksiyon yaparak faydali 6zellikleri arttirmay1
amaclamiglardir. Bunun igin 60 farkli H. bacteriophora izolatini1 sicakliga ve kurakliga
olan toleransini belirlemek amaciyla denemeye almislardir. Sicakliga kars1 adaptasyonu
saglanmig bir nematodun ortalama sicaklik toleransinda 5.5°C’lik bir genel artig elde
edilmistir. Sicakliga adapte edilmemis olanlarda ise 40.1°C’den 43.1°C’ye 3°C’lik bir
artis gozlemlenmistir. Kurakliga toleransmin belirlenmesinde ise, degerlendirme
yapabilmek i¢in ortalama su aktivitesi ol¢lilmiistiir. Irklarin kurakliga adaptasyonundan
sonra toleransliligi 0.67’den 0.65’e, adaptasyon saglanmadan once ise 0.9°dan 0.7’ye

diismiistiir.

Solomon ve ark. (1999), li¢ adet Steinernema feltiae izolatinin (IS-6, 1S-15, N8)
kurakiliga olan toleransliligini test etmislerdir. Yavas bir dehidrasyon rejiminde
(23°C’de %97 bagil nemde 3 giin boyunca 6n kosullarinda) tiim 1rklarin anhidrobiyoz
durumuna neden olup daha az kurak sartlarda (%75 ve %85 bagil nem) daha iyi hayatta
kalmalarmi saglamustir. Israil’in ¢6]1 bolgesi Negev’den izole edilmis IS-6 irki su
kaybina en iyi dayaniklilig1 gdstermis olup yine Israil’in kuzey bolgesi Celile’den izole
edilmis olan IS-15 1rki ise ikinci olarak en iyi dayamikliligi gostermistir. Irklar arasinda

en az dayanakliliga ise Almanya’dan izole edilmis olan N8 irk1 gostermistir.
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Wang ve Grewal (2002), yeni izole edilmis Heterorhabditis bacteriophora GPS11
irkinin stres toleransina (UV, sicaklik ve kuraklik) ve fizyolojik olarak uygunluga
(depolama stabilitesi, lireme potansiyeli ve viriilans) etkisini belirlemek amaciyla bu
calismay1 yapmislardir. Sicakliga toleransi belirlemek i¢in 50 mm ¢apli 5000 1J saf suda
40°C’de 2 saat boyunca bekletilmistir. Sicakliktan ¢ikarilan nematodlar uyusuk oldugu
icin bir gece boyunca oda sicakliginda bekletilerek canli ve 6li ayrimi yapilmistir.
Kurakliga toleransinda ise 24 hiicreli kiiltiir kabma 0.5 ml’lik nematod siispansiyonu
(5000 1J) konulmus ve tizerine 0.5 ml (%50°lik) gliserol eklenilmistir. Hazirlanmis olan
1 ml nematod siispansiyonu 25°C’de 72 saat inkiibasyonda tutulmustur. Uyusuk hale
gecen nematodlarin dogru bir sekilde sayim yapilabilmesi icin 90 mm captaki petri
kaplarinda 9 ml saf su igerisinde tutulmustur. Galleria mellonella’dan ii¢ gegisten sonra
nematodlarin sicakliga, kurakliga ve UV’ye olan toleransliliginda, depolamasinda ve

tiremesinde 6nemli derecede azalma meydana gelmistir.

Liu ve Glazer (2000), israil’den izole edilen Heterorhabditis cinsine ait EPN’lerin
kurakliga olan toleranshligini belirlememek amaciyla ¢alismalar yapmislardir. Bunun
icin ilk olarak H. bacteriophora HP88 irki izole edilmis ve anhidrobiyosise girmesi igin
en uygun kuraklik sartlart saglanmistir. 1J’lerin %97 ve %93 bagil neme 96 saat maruz
birakildiktan sonra hayatta kalma orani %70 bulunurken bunun aksine HP88 irkina ait
[J’ler %88 ve %85 bagil neme maruz birakildiklarinda bu oran %10°nun altina diismiis
hatta %100 oliimle sonuglanmistir. Bu ¢alismalara ek olarak 1J’ler %97 ve %93 bagil
neme sirastyla 24, 48, 72 ve 96 saat maruz birakilmis ve hayatta kalma oranlar1 %68-
%79 arasinda bulunmus olmasina ragmen maruz birakilan siirelerde istatiksel olarak
onemli farkliliklar bulunamamistir. Bagil nemin 24 ve 72 saat araliklarla asamali olarak
azaltilmast (%97> %93> %88> %85) 1J’lerin hayatta kalma oranini (%30) arttirdig
gozlemlenirken dogrudan %85 neme maruz birakilmasi (%0) ya da %85 bagil neme
maruz birakilmadan 6nce daha yiiksek nem seviyelerine maruz birakilmasinda bu oran
(%15) daha fazla olmustur. H. bacteriophora HP88 irki adaptasyon saglandiktan sonra
en az 18 giin canli kalmay1 bagarabilmistir. 1J’lerin %97 bagil nemde canliliklar1 %70-
%85 arasinda yer alirken %93 bagil nemde ise %37-%60 arasinda yer almistir. Elde
edilmis olan bu veriler nematodun gévdesinden uzaklastirilan suyun orani ve minimum

bagil nem seviyesinin (>%93) [J’lerin hayatta kalmalarini etkiledigini gdstermistir.
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Bunun yanmda Israil’deki farkli iklim bolgelerinden izole edilmis 12 adet
Heterorhabditid popiilasyonunun %97 bagil nemde 72 saat boyunca adaptasyonu
saglandiktan sonra en fazla canlilik (%64) HIS-19 irkinda, HP88 dahil yedi izolatta
(%40-%55) ortalama bir canlilik ve diger irklarda ise (<%25) daha az oranda canlilik

kaydedilmistir.

Kung ve ark. (1991), Steinernema carpocapsae ve Steinernema glaseri’nin hayatta
kalma ve potojenite yeteneklerinde toprak sicakligi, nem ve bagil nem etkilerini
laboratuvar ortaminda denemiglerdir. S. carpocapsae’nin hayatta kalma orani ve
paojenitesi diisiik sicakliklarda (5-25°C) yiiksek sicakliklardan (35°C) 6nemli derecede
daha iyi sonuglanmistir. Bunun aksine S. glaseri’de ise hayatta kalma orani ve
patojenitesi yiiksek sicakliklarda (15-35°C) diisiik sicakliklardan (5°C) daha iyi
sonuglanmustir. S. carpocapsae ve S. glaseri’nin sirasiyla %2 ve %4’lik az toprak
nemlerinde hayatta kalma orani daha yiiksek bulunmustur. Daha sonra test edilen nem
oranlart %16’ya ¢ikarilmis ve iki nematod tiiri G. mellonella’nin &liimiine neden
olmustur. Bu iki nematod tiiriiniin 32 giinliik deneme sonucunda bagil nemi %100’den
%25’e distiigii icin hayatta kalma oraninda ve patojenitesinde azalma meydana
gelmistir. S. carpocapsae ve S. galaseri %100 bagil nemde hayatta kalmis fakat bagil
nem orani azaldikca her iki nematod tiiriinde de canlilik azalmistir. Ornegin, %25 bagil
nem oraninda S. carpocapsae iki giin, S. glaseri ise sadece dort saat hayatta
kalabilmistir. Bu iki nematod tiiriiniin hayatta kalmalarinda ve patojenitesinde goriilen
farkliliklarin, nematodlara ait iklimsel Ozelliklerinden veya toprak habitatlarindan

kaynaklandig1 sdylenebilir.

Susurluk ve ark. (2013), EPN’lerin agik hava uygulamalarinda yiiksek sicaklik ve su
kaybi, nematodlarin arazideki etkinligini ve hayatta kalmasini olumsuz etkilemektedir.
EPN’lerin hibridizasyonu, bu iki olumsuz faktoriin etkisini geride birakmaktadir. Bunun
icin, Tirkiye’nin ¢esitli cografik bolgelerinden izole edilmis birbirinden farkli 6 yerli
ik hibritlenmis ve olusan 10 hibrit wkin yiiksek sicaklik ve su kaybina olan
toleranslarini incelemislerdir. Sicakliga toleransliligin1 belirlemek icin 24°li hiicre
kiiltiir kaplarina 500 1J ve 500 pl saf su eklenerek tiim hibrit irklar 2 saat boyunca 6
sicakliga (32, 34, 36, 38, 40 ve 42°C) maruz birakilmistir. Daha sonra tiim irklar 24
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saat oda sicakligina adaptasyonu saglanip 6lii ve camli sayimi yapilmistir. Su kaybina
olan toleranslilig1 belirlemek i¢in ise 24’1 hiicre kiiltiir kaplarina 500 1J ve 500 ul PEG
600’tin %10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 konsantrasyonlar1 eklenerek 24 saat boyunca
25°C’de tutulmustur. Dehidrasyon nedeniyle uyusuk doneme giren nematodlarin
rehidrasyonu i¢in IJ’ler saf su ile yikanip 24 saat bekletildikten sonra canli ve ol
sayimi yapilmistir. Denemeler sonucunda yiiksek sicaklik i¢in populasyonun %50°sinin
ve %]10’nun canli kalabildigi ortalama sicaklik sirasiyla (MTso ve MTyg) olarak
belirlenmisken su kaybi igin lethal konsantrasyon ise sirasiyla (LCso Ve LCgg) olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar hibrit irklarin ebeveynlerine gore yiiksek sicakliga
biraz daha tolerans gosterebilirken hibrit irklar su kaybina ebeveynlerine gore daha fazla

tolerans gosterdigi bulunmustur.

Tarasco ve Triggiani (2010), Cezayir’den elde edilen EPN’lerin kurakliga toleransini
test etmislerdir. 1J’lerin membran filtrelerde iki bagil neme dogrudan maruz birakilmasi
tizerine 6 adet Cezayir EPN 1rkinin hayatta kalmasin1 degerlendirmek i¢in laboratuvar
deneyleri yapilmistir. Irklar Cezayir’de farkli biyotoplardan izole edilip iki tiire ait;
Steinernema feltiae (4 irk) ve Heterorhabditis bacteriophora (2 1rk) bulunmustur. Elde
edilen 1J’ler 20°C’de 5 giine kadar %84 ve %76 bagil nem oranlarina maruz birakilip
canliliklart glinde iki defa kontrol edilmis ve deneyler ti¢ defa tekrarlanarak yapilmistir.
Denemeler sonucunda 1J’lerin hayatta kalmas1 bagil nem azaldik¢a ve maruz birakilma
stiresi arttikca azaltmistir. Nematodlarin kurakliga karsi toleransi, ozellikle en uzun
hayatta kalma yetenegi sergileyen H. bacteriophora irki i¢in daha fazla olmustur. %84
bagil nemde H. bacteriophora irkinda en az bes giinliik kuruma toleransi ile %26-33’1liik
oranda canlilik gozlemlenirken, diger nematodlarda ise bes giin sonra daha diigiik
oranda (%8-11) bir canlilik gézlemlenmistir. %76 bagil nemde H. bacteriophora irki en
az bes giin (%12-18) yasarken, S. feltiae 1rk1 sadece 3 giin ( hayatta kalan 1J’lerin %5-
10’u) hayatta kalmistir.

Shapiro ve ark. (1997), hibridizasyon yoluyla Heterorhabditis bacteriophora ile
yaptiklar1 bir denemede 1siya olan toleransin genetik olarak iyilestirilmesini
incelemislerdir. Bunun i¢in bes H. bacteriophora irkinin sicakliga toleransi denenmistir.

Bunlar; IS5 irki, HP88 1rk1, mutant HP88 1rk1, IS5 ve HP88 arasindaki g¢aprazlamadan
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olusan 1k, IS5 ve mutant arasindaki ¢aprazlamadan olusan 1tk olup kolaylik saglamak
amactyla bu wrklar sirasiyla IS5, HP, HPM, IH ve IM olarak anilmistir. Elde edilen 1000
IJ 40°C’de 2 saat ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. H. bacterophora, IS5 ve HP88 irki
arasindaki ¢aprazlamadan olusan 1rk gelismis bir 1s1 toleransi sergilemistir. 40°C’de IH
ve IM hibrit rklarinin hayatta kalmast HP ve HPM 1rklarindan daha fazla ve IS5 ile
benzer oldugu bulunmustur. HP ve HPM 1rklar1 arasinda 1stya toleransta herhangi bir
farklilik bulunamamustir. Bu veriler IS5°teki 1s1 toleransi 6zelliginin baskin oldugunu

gostermistir.

Shapiro-Ilan ve ark. (2005), yeni kesfedilen EPN Heterorhabditis mexicana (MX4) irki
biyolojik miicadeledeki potansiyelini laboratuvar ortaminda arastirmak amaciyla diger
EPN tiirleri ile etkinlik, ¢evre sartlarina toleranslhilik (sicaklik, su kaybi ve diisiik oksijen
seviyeleri) ve konukg¢u arama yeteneklerinin karsilastirilmasi tizerine denemeler
yapmiglardir. Yiiksek sicaklik denemelerinde 2000 IJ 40°C’de 2 saat galkalayicida
inkiibasyona birakilirken, su kayb1 denemelerinde ise 2000 1J %85 bagil neme 48 saat
maruz birakilmistir. Yiiksek sicaklik denemelerinde S. riobrave diger EPN irklarina
gore 5 kat daha fazla toleranslilik gosterirken geri kalan irklar arasinda istatiksel olarak
bir farkliblk bulunamamistir. Su kaybina toleranslilik denemelerinde ise H.
bacteriophora, S. carpocapsae ve S. feltiae geriye kalan H. indica ve H. mexicana

irklarindan daha iyi sonug vermistir.

Shapiro-llan ve ark. (2009), yeni kesfedilen EPN Heterorhabditis georgiana’nin (Kesha
irk1) biyolojik miicadeledeki potansiyelini laboratuvar ortaminda arastirmak amaciyla
diger EPN tiirleri ile etkinlik, cevre sartlarina toleranslilik (sicaklik, su kaybi ve
donmaya) ve konukgu arama yeteneklerinin Kkarsilastirilmasi iizerine denemeler
yapmislardir. Yiiksek sicaklik denemelerinde 2000 1J 37°C’de 3 ve 4 saat ¢alkalayicida
inkiibasyona birakilmistir. Ug saatlik maruziyet sonucunda en yiiksek tolerans S.
carpocapsae ve S. riobrave, ardindan H. bacteriophora ve H. indica, en diisiik tolerans
ise H. georgiana ve S. feltiae bulunurken 4 saatlik maruziyet sonrasi S. riobrave’in S.
carpocapsae’den daha fazla tolerans gostermesi disinda 3 saatlik maruziyetle ayni
sonuglar bulunmustur. Su kayb1 denemelerinde ise 2000 1J %85 bagil nem de 24 ve 48

saat inkiibasyona birakilmistir. Bir ve iki gilinliik maruz birakma sonucunda sirasiyla S.
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carpocapsae, S. feltiae ve S. riobrave en iyi toleransi gosterirken geri kalan {i¢
Heterorhabditis tiirii istatistiksel olarak ayni olup en az toleransi gostermistir. Yiiksek
sicaklik ve su kayb1 denemelerinde Steinernema tiirleri, Heterorhabditis tiirlerine gére

daha iyi sonuglar vermistir.

Nimkingrat ve ark. (2013), Steinernema cinsi entomopatojen nematodlarin su kaybina
toleransini belirlemek i¢in caligmalar yapmislardir. Su kaybina tolerans; PEG 600
konsantrasyonuna adaptasyonu saglanarak ve dogrudan uygulama yapilarak
degerlendirilmistir. Su kaybi olusturabilmek i¢in 250 1J degisken su aktiviteli PEG
600’tn 1 ml soliisyonuna maruz birakilmistir. Su kaybimna toleransi adaptasyon
uygulamadan degerlendirebilmek igin 1J’ler 25°C’de 24 saat 0. 982, 0. 949, 0. 943, 0.
938, 0. 93 ve 0. 92 a , degerlerine maruz birakilmistir. Adaptasyondan sonra ise stres
kosullarina toleransi degerlendirmek i¢in; 1J’ler ilk olarak 25°C” de 48 saat 0. 95’lik a
degerine daha sonra ise 10 farkli PEG 600 konsantrasyonlarina (0.982, 0.949, 0.933,
0.909, 0.883, 0.851, 0.814, 0.79, 0.761 ve 0.725) aktarilmuistir. 1J’ler rehidre edildikten
sonra hayatta kalan nematod sayisi belirlenmis ve tiirler arasinda 6nemli farkliliklar
bulunmustur. Adaptasyon uygulanmamis ve stres kosullarina en toleransh tiir S.
carpocapsae olup ardindan S. abbasi olmustur. En az toleransl tiirler ise; S. krausseli, S.
glaseri ve S. ethiopiense olmustur. Adaptasyon saglandiktan sonra stres kosullarina
toleranslilik  daha artarken tiirlerin  tolerans siralamasinda  bir  farklilik

gbzlemlenmemistir.

Salame ve ark. (2010), Israil’in farkli yerlerinden Heterorhabditidae ve
Steinernematidiae familyalarina ait yeni EPN popiilasyonlar1 izole etmislerdir. Elde
edilen bu nematodlarin gevresel streslere toleransliligini belirleyip tistiin bir izolatin
secilmesi icin sicakliga ve kurakliga toleranslilik deneyleri yapmislardir. Nematodlarin
sicakliga toleransini belirlemek igcin 5000 1J, 15 ml saf su igerisinde 37°C’de 6 saat
boyunca 40 rpm’de ¢alkalanmigtir. Elde edilen sonuglar; Steinernematid ve
Heterorhabditid irki %70°’den daha fazla canlilik gosterirken ¢ogu popiilasyon orta
seviyelerde 1s1 toleranst gdstermistir. Kurakliga toleranshiligin belirlenmesinde ise hizli
ve yavas olmak {izere iki degerlendirme yapilmistir. Hizli su kaybinda 5000 1J, 80

dakika boyunca oda sicakliginda %55-65 bagil neme maruz birakilmistir. Yavas su
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kaybinin degerlendirilmesinde ise gesitli popiilasyonlardan gelen 1J’ler 72 saat boyunca
%97 bagll neme maruz brrakilmigtir. Nematodlar bu islem sirasinda suyun
viicutlarindan yavasga ¢ikarilmasimnin neden oldugu anhidrobiyotik duruma girmistir.
[J’ler ek olarak 48 saat %93 bagil nemde kurutucularda inkiibe edilip daha sonra
rehidrasyonlar1 saglanmistir. 1J’lerin hizli kurumasi sonucunda Steinernematid
familyasina ait nematodlarin ¢ogunda canliliklarinda ciddi bir diisiis (> %30) olmustur.
Heterorhabditid familyasinda en fazla canlilik Devora’dan elde edilen izolatta olmustur.
[J’lerin yavas kurumasi sonucunda Steinernematidae familyasina ait en fazla canlilik
Susita Kineret’ten elde edilen izolatta olurken diger Steinernematidiac ve

Heterorhabditidae popiilasyonlarinin canliligi %30 ile %50 arasinda degismistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Galleria mellonella Larvalarmin Uretilmesi

Laboratuvar denemeleri i¢in yapilan in vivo ve in vitro iiretimlerinde EPN’lere karsi
duyarlilik gosteren, ¢ok sayida yumurta birakabilen, iiretilmesi kolay olan ve petek
giivesi olarak adlandirilan Galleria mellonella’nin (L.) (Lep: Pyralidae) son dénem
larvas1 kullanilmistir (Woodring ve Kaya 1988, Ehlers 1996, Shapiro-llan ve Gaugler
2002). G. mellonella yumurtalar 1 kg’lik cam kavanozlar igerisine konulup {izerine sik
gozenekli tel ortii gecirilip 30-32°C’ye ayarli inkiibatore yerlestirilmistir. Yumurtadan
cikan larvalarin gelismesi i¢in besin ortami hazirlanmistir. Besin ortami i¢in Onerilen
tarifin diizenlenmesi ile bal, kepek, gliserin, misir unu, soya unu, siit tozu ve maya
kullanilmistir (Cizelge 3.1). Ilk olarak misir unu, siit tozu, soya unu ve kepek biiyiik bir
kapta karigtirilmistir. Bal ve gliserin besin yapilacak olan kap igerisine alinip 200°C
tizerinde kaynayana kadar karigtirilir, kaynadiktan sonra {lizerine maya ilave edilerek
mayanin iyice erimesi saglanir. Maya eriyip hafifce kdpilirmeye basladiktan sonra diger
malzemeler yavas yavas eklenir ve homojen bir goriiniim saglanana kadar karistirilir.
Hazirlanan besin soguduktan sonra 1 kg’lik cam kavanozlarin iicte ikisine kadar
doldurulur (Sekil 3.2). Besin igerisinde bulunan yumurtalar 4-6 hafta gozlemlenmis ve
son larva dénemine ulastiginda ayiklanarak bir kismi tez kisminda yer alan denemeler
icin bir kismu ile de Kkiiltiirlerin yenilenmesinde kullanilmistir. G. mellonella’nin

yumurta, larva ve ergin evreleri daima laboratuvar ortaminda bulundurulmustur.

Cizelge 3.1. G. mellonella besin igerigi

200 g bal
200 g kepek
200 g gliserin
150 g misir unu
100 g soya unu
100 g siit tozu
50 g maya
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Sekil 3.1. Hazirlanmis besin ortaminin goriintiisii

Sekil 3.2. Etiiv i¢erisinde G. mellonella larvalarinin yetistirildigi kavanozlar
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Sekil 3.3. Yem icerisinde bulunan G. mellonella larvalar

3.2. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkim In vivo Olarak Uretilmesi

Calismalarda daha 6ncesinden elde edilmis H. bacteriophora HBH hibrit irka siirekli in
vivo olarak yenilenmis ve 4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. In vivo tiretimde
G. mellonella’nin son donem larvast ve 24 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 kullanilmistir
(Sekil 3.4). Denemede her biri 2 cm derinliginde ve 1,5 cm ¢apindan bulunan hiicrelere
1 adet larva konulmus ve iizeri %10 steril Ringer soliisyonu nemlendirilmis olan steril
kum ile kaplanmigtir (Sekil 3.5). Hiicrelerde ki her bir larva basina 100 adet 1J inokule
edilerek plate’ler parafilm ile kapatilmistir (Sekil 3.6) (Susurluk ve ark. 2001, 2003).
Kapatilan kaplar 24°C’de inkiibasyona birakilmis ve inokulasyonu takip eden 4 giin
icerisinde larvalar dlmiistiir. Olen larvalar (kadavra) steril Ringer soliisyonu ile yikanip
White Trap diizenegine alinmistir. White Trap diizeneginde 9 cm ¢apli biiylik cam petri
igerisine 6 cm ¢apli cam petri ters ¢evrilerek iizerine filtre kagidi konulmus ve EPN’ler
ile enfekteli olan larvalar bu filtre kagitlarinin iizerine konulmustur. Ardindan 9 cm
caplt petri igerisine 15 ml steril Ringer soliisyonu eklenip 14 giin boyunca
gozlemlenmistir (Sekil 3.7). Yeterince ¢ikis yapip steril Ringer igerisinde biriken 1J’ler
pastor pipet ile alinip flasklara konulmustur (Sekil3.8). Flasklara alinan 1J’ler 4°C’de
buzdolabinda saklanmustir (Sekil 3.9) (Kaya ve Stock 1997).
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Sekil 3.5. Uzeri toprakla kapatilmis larvalarin alttan goriiniisii
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Sekil 3.7. White Trap diizenegi ve ¢ikis yapan 1J'ler
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Sekil 3.8. IJ'lerin alindig flask kutusu

Sekil 3.9. Buzdolabinda stoklanan 1J'ler
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3.3 Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin In Vitro Olarak Uretilmesi
3.3.1. Calisma esnasinda kullanilan kimyasal maddeler

Cizelge 3.2. Ringer soliisyonu icerigi

Kimyasal madde ad1 Miktar (g)
NaCl 9.00
KCI 0.42
CaCl, 2H,0 0.37
NaHCOs 0.20
Saf su 1000 ml

Sekil 3.10. Ringer soliisyonu igerik malzemeleri

Cizelge 3.3. YS besin ortam1 igerigi

Kimyasal madde adi Miktar (g)
Yeast extract 5.0
NaCl 5.0
NH4H,PO4 0.5
K>HPO, 0.5
MgS04*7H20 0.2
Saf su 1000 ml
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Sekil 3.11. YS stvi besin ortaminin hazirlig

Cizelge 3.4. NBTA agar icerigi

Kimyasal madde adi Miktar ()
Standard-1-Nurient Agar 37.0
Bromthymolblue 0.025
2,3,5-Triphenyl-tetracoliumchloride 4
solution
Saf su 1000 ml

Sekil 3.12. NBTA agar hazirlig1 ve petrideki goriintiisii
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Cizelge 3.5. Nutrient Lipid (Wouts) agar igerigi

Kimyasal madde adi Miktar (q)
Nutrient Broth 16.0
Agar powder, Bacteriological 12.0
Aygicek yagi 5.0
Saf su 1000 ml

Sekil 3.13. Wouts agar hazirlanmasi ve petrideki goriiniimii

Cizelge 3.6. Sterilizasyon soliisyonunun igerigi

Kimyasal madde adi Miktar (ml)
NaOCl 1
4 M NaOH 1
Saf su 10

Sekil 3.14. Sterilizasyon s1visinin goriintiisii
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3.3.2. Photorhabdus luminescens bakteri izolasyonu

Entomopatojen nematodlarin yasamlarina devam edebilmesi, lireyebilmesi ve konuk¢u
bocegi oldiirebilmesi i¢in simbiyont bakteriye ihtiyaci vardir (Poinar 1975, Forst ve ark.
1997). Ozel bir kese icerisinde yer alan bu bakteri Photorhabdus luminescens, barsak
kisminin 6n kisminda bulunan H. bacteriophora ile simbiyont iligki i¢erisindedir (Endo
ve Nickle 1994, Duchaud ve ark. 2003). Bu sebeple EPN’lerin in vitro olarak
tiretilmelerinde 6nemli bir yer almaktadir. P. luminescens bakteri izolasyonu i¢in, hiicre
kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna bir adet gelecek sekilde toplamda 5 adet son
dénem G. mellonella larvasi kullanilmistir. Her bir kuyucuga konulmus larva {izerine
%10 oraninda steril Ringer soliisyonu ile nemlendirilmis steril kum ile kaplandiktan
sonra tizerine 100 adet 1J gelecek sekilde inokulasyona birakilmistir. Plate’lerin kapagi
kapatilip parafilm ile sarildiktan sonra 1 giin 25°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Belirtilen giin sonunda hareketleri yavaslayan larvalar plate igerisinden c¢ikartilarak
Ringer soliisyonu ile yikanip ependorf tiiplere 1 adet konulmustir. Eppendorf tiipler
icerisinde ki larvalarin iizerine %70’lik etil alkol eklenerek 5 dakika bekletilmis ve
yiizey sterilizasyonu saglanmistir (Sekil 3.15). Siire sonunda eppendorf tiipler steril

kabin igerisinde agilarak larvalar ¢ikartilip kurutulmustur.

Sekil 3.15. Larvalarin yiizey sterilizasyonu
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Kuruyan larvalar parmak arasina alinarak steril ignenin ucu ile ventralinden delinerek

larvanin viicut sivisi olan hemolinf viicut digina ¢ikartilmistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16. Larvanin ventralinin delinip hemolimf sivisinin ¢ikartilmasi

Viicut disina ¢ikan hemolinf steril bir 6ze alinarak (Sekil 3.17) NBTA agara siirilmiis
(Sekil 3.18) ve etrafi parafilm ile kapatilarak 25°C’de 3 giin boyunca inkiibasyona

brrakilmigtir.

Sekil 3.17. Viicut disina ¢ikan hemolinfin steril 6ze ile alinmasi
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Sekil 3.18. Hemolinf sivisinin NBTA agara siiriilmesi

Ug giin sonunda agar iizerinde bakteri kolonileri olusmaya basladiginda (Sekil 3.19)
koloniden ornek alinarak mikroskop altinda hiicre sekli, boyu gibi morfolojik
ozelliklerine bakilirken, agar yiizeyinde ise rengi ve koloni sekli gibi ozellikleri
incelenip simbiyotik bakteri teshisi yapilmistir. Teshis edilen kolonilerden steril bir 6ze
yardimi ile biraz alinarak 250 ml’lik erlen igerisinde bulunan 80 ml’lik steril YS sivi

besin ortamina ($ekil 3.20) birakilmis ve bakteri iiretimi gerceklestirilmistir.

Sekil 3.19. Agar lizerinde olusan koloniler
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Sekil 3.20. Y'S s1v1 besin ortami1

Agar yiizeyinden bakteri ilave edilen YS besin ortami 25°C’de 180 rpm’e ayarlanmis
olan orbital ¢alkalayiciya yerlestirilerek karanlik ortamda 1 giin bekletilmis ve

bakterilerin Y'S siv1 besin ortaminda ¢ogalmasi saglanmistir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. inokulasyondan bir giin sonra YS s1v1 besin ortami
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Bir giin sonunda orbital ¢alkaliyicida iireyip ¢ogalan bakteriler stok olusturmak icin
bakteri kiiltiirii steril kabinde agzi agilarak igerisine %10 oraninda steril gliserin
eklenmistir. Bakteri ve gliserin karigtirildiktan sonra 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine

Iml’lik aktarilarak -20°C’de stoklanmustir (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. Stoklanmig bakteriler

Sekil 3.23. Eppendorf tiiplerde bakterilerin stoklanmasi
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3.3.3. Heterorhabditis bacteriophora HBH hibrit irkindan yumurta izolasyonu

Entomopatojen nematodlarin in vitro olarak iretimi, bakteri izolasyonundan sonra
yumurta izolasyonunun yapilip bu islemlerin birlesmesi ile son bulmaktadir.
Yumurtalarin izole edilebilmesi i¢in hermafrodit veya dollenmis disi bireylere ihtiyag
duyulmaktadir. Bunun i¢in oncelikle in vivo iretimde oldugu gibi 24 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarinda her bir hiicreye bir adet larva konulup %10 Ringer soliisyonu ile
nemlendirilmis toprak ile kapatildiktan sonra her bir larva bagina 100 adet 1J ilave
edilmistir. Inokulasyondan sonra plate parafilm ile kapatilarak 24°C’de 3-4 giin
inkiibasyona birakilmistir. Ugiincii ve dordiincii giinlerde larvalar ¢ikartilip disekte
edilerek hermafroditlerin dollenip déllenmedigi kontrol edilmistir. Disekte islemi i¢in
olen larvalar (kadavra) kumdan ayrilip 12 cm capli cam petriye alinarak pens ve igne
yardimu ile bas kismi kesilip i¢ kismi disartya ¢ikartilmistir (Sekil 3.24). Uzerine Ringer
soliisyonu eklenerek cam pipetler ile hermofraditlerin igersindeki pisliklerden ayrilmasi
saglanmistir (Sekil 3.25). Bu islemden sonra 6 cm ¢apli cam pipet igerisine Ringer
soliisyonu eklenip yaklagik 250-300 adet hermafrodit birey nematod ignesi ile
toplanarak (Sekil 3.26) 6 cm’lik cam petriye alinmistir (Sekil 3.27). Alinan
hermafroditlerin mikroskop altinda déllenip doéllenmedigi tekrar kontrol edilmistir
(Sekil 3.28).

Sekil 3.24. Kadavralarin topraktan ayirt edilmesi ve i¢ kisminin ¢ikartilmasi
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Sekil 3.25. Disekte islemine Ringer soliisyonu eklenmesi ve hermafrodit bireylerin cam
pipetle ayirt edilmesi

o

Sekil 3.26. Ayrilan hermafroditler ve hermafroditlerin nematod ignesi ile toplanmasi
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Sekil 3.27. Cam petrilerde toplanmis olan hermafroditler

Sekil 3.28. Dollenmis hermafrodit birey
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6 cm’lik cam petri igerisinde bulunan 250-300 adet hermafrodit birey pastor pipet ile
cam tiip igerisine alinmig ve {lizerine 5 ml steril Ringer sollisyonu eklenmistir.
Hermafrodit bireyler dibe coktiikten sonra pisliklerin arindirilmast i¢in cam tiipten
Ringer soliisyonu ¢ekilip tekrar 5 ml kadar steril Ringer soliisyonu eklenmistir (Sekil

3.29). Bu islem hermafrodit bireylerin temizlenmesi i¢in birkag¢ kez tekrar edilmistir.

ol e
‘. -

Sekil 3.29. Hermafrodit bireylerin dibe ¢okmesi ve Ringer soliisyonunun ¢ekilmesi

Hermafroditlerin yilizey yikama islemi bittikten sonra makas ile ufak pargalara ayrilmis
jilet tiip icerisine ilave edilip vorteks veya manyetik karigtiricida 1 dakika tutularak
hermafroditlerin pargalanmasi (Sekil 3.30) saglanmistir. Parcalanan hermafroditler
icerisinde bulunan yumurtalar bu sayede ortaya ¢ikmaktadir. Vortekste veya manyetik
karistiricida tutulan bu siirenin daha az veya daha fazla olamamasina dikkat edilmelidir.
Daha az tutuldugunda hermafroditler parcalanamazken daha fazla tutulmasinda ise
yumurtalarda par¢alanabilmektedir. Daha oncesinde seffaf renkli olan Ringer soliisyonu

beyazimsi bir renk aldiginda islem yeterli olmaktadir.
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Sekil 3.30. Vortekste jilet ile hermafroditlerin par¢alanmasi

Bu islemin ardindan agiga ¢ikan yumurtalar daha sonra tiil gegirilmis baska bir tiipe cam
pipet (Sekil 3.31) yardimi ile aktarilmistir. Bu sayede hermafrodit kalintilarindan ve jilet

pargalarindan filtrelenmis olmaktadir.

Sekil 3.31. Parcalanmis hermafroditlerin tiilden gegirilmesi
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Cam tilipe alinmis olan yumurtalarin da yiizey temizliginin yapilabilmesi i¢in 1.5 ml’lik

eppendorf tiipler igerisine 1 ml kadar aktarilmistir (Sekil 3.32).

Sekil 3.32. Ringer soliisyonlu yumurtalarin eppendorf tiiplere alinmasi

Tiipler 2000 rpm’de bir dakika boyunca santrifiij edilmistir (Sekil 3.33). Santrifiij
sonrasinda yumurtalar dibe ¢okmiis (pellet) ve tistte kalan sivi (supernatant) ise cam
pipet yardimi ile alinarak lizerine tekrar steril Ringer soliisyonu eklenmistir. Bu islem
yumurtalarin ylizeyinde kalan hermafrodit ve diger artiklarin temizlenmesi amaciyla 3-4
kez ayni islem tekrarlanmistir. Santrifiij islemi sirasinda yumurtalarin bir kismu
kaybedilmektedir. Islemin ¢ok sayida tekrar edilmesi ise tiim yumurtalarin kaybina
neden olabilmektedir. Son kez yapilan santrifiij islemi ile yumurtalar dibe ¢okmiis ve
supernatant tamamen temizlenmistir. Bu iglemden sonra kalan sivi cam pipet ile
cekilmis ardindan yumurtalarin yiizey sterilizasyonu i¢in eppendorf tiiplere sterilizasyon
soliisyonu eklenmistir. Sterilizasyon isleminin yedi dakikadan daha kisa veya daha uzun
siirmemesine dikkat edilmelidir. Daha kisa siirede yapilmasi durumunda kontaminasyon
problemi olustururken daha fazla siirede yapilmasinda yumurtalar 6lmektedir. Yiizey
sterilizasyonu eppendorf tiiplere eklendikten sonra ilk olarak dort dakika boyunca
nazikce elde calkalanmis ve daha sonra 3000 rpm’de iki dakika boyunca santrifiij

edilmistir. Sterilizasyon soliisyonu ile santrifiij islemi bir kez yapilmustir.
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Sekil 3.33. Santrifiij cihazi

Santrifiij sonrasi yumurtalar dibe ¢Okmiis ilizerinde sterilizasyon sivist kalmstir.
Sterilizasyon sivisinin alinmasi i¢in eppendorf tiiplerin calkalanmamasina dikkat
edilerek tiip standina dizilip steril kabine getirilmistir. Steril kabin igerisinde eppendorf
tiiplerin kapag1 acgilip yumurtalarin {izerinde kalan sterilizasyon stvisi steril cam pipet ile

alinmis ve {izerine steril YS s1vi besin ortami eklenmistir (Sekil 3.34).

Sekil 3.34. Yumurtalar iizerine Y'S s1vi besin ortaminin eklenmesi
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Tiiplerin igerisinde bulunan yumurtalar son olarak 3000 rpm’de iki dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi eppendorf tiipler steril kabine alinmig ve 300 pl
steril YS besin ortami eklenmis olan steril 24°1i hiicre kiiltiir kaplarina esit miktarda
aktarilmigtir (Sekil 3.35). Plate’nin kapagi kapatilarak etrafi parafilm ile sarilmis ve
izole edilen yumurtalar 24°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.36).

Sekil 3.35. 24' lii hiicre kaplarina YS besin ortaminin eklenmesi

Sekil 3.36. izole edilen yumurtalar
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3.3.4. Kat1 nematod Kkiiltiiriiniin hazirlanmasi

Agar ortaminda monoksenik kiiltiir seklinde EPN’lerin in vitro {iretimleri
gerceklestirilmektedir. Monoksenik kiiltiirde simbiyotik bakteri ve EPN’ler kullanarak
kontrollii tiretim saglanmaktadir. Kati kiiltiiriin hazirlanmasinda yer alan EPN hem
yumurta izolasyonu hem de bakteri izolasyonunda ileri derecede dnem tasimaktadir.
HBH hibrit irkinin in vitro iiretimi igin ilk islem daha onceden izole edilip 1.5 mI’lik
eppendorf tiiplere konan ve -20°C’de stoklanan P. luminescens simbiyont bakterisinden
iki adet c¢ikartilip oda sicakliginda eritilmistir. Oda sicakliginda eritilen simbiyont
bakteri 250 ml’lik erlen igerisindeki 70 ml olan steril YS sivi besin ortamina

aktarilmistir (Sekil 3.37).

[

Sekil 3.37. Oda sicakliginda eriyen bakterilerin Y'S siv1 besin ortamina aktarilmasi

25°C’de 180 rpm’e ayarlanmis 1sitmali orbital ¢alkaliyici icerisinde karanlik ortamda 24
saat boyunca inkiibe edilmis ve simbiyont bakterilerin iiremesi gerceklestirilmistir.
Steril YS siv1 besin ortaminda gelisen bakteri kiiltiiriinden yaklagik 5-6 damla (100 pl)
alimmis (Sekil 3.38) ve 6 cm gapli plastik petri kaplarinda bulunan nutrient lipid agar
(wouts agar) bu simbiyont bakteri ile bir giin boyunca inokule edilmistir (Sekil 3.39).

42



Sekil 3.38. Bakteri kiiltiirii damlatilmis nutrient agar

Sekil 3.39. Bakteri ile inokule edilen wouts agar

Inokulasyon isleminden sonra hermafrodit bireylerden izole edilen yumurtalar 48 saatlik
inkiibasyon siirecinden sonra saglikli bir sekilde agilmis (Sekil 3.40) ve ¢ikis yapan
birinci donem juveniller (J1), bakteri ile inokule edilmis wouts agar ortamina

aktartlmistir.
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Sekil 3.40. Yumurtalardan saglikl ¢ikis yapan birinci donem juveniller

Petriler kapatilarak parafilm ile sarilmis ve 25°C’de karanlik ortamda inkiibasyona
birakilmigtir. Agarda bulunan bireyler bakteri ile beslendiginden, bakteri ile

karsilastiginda besin sinyalini almis ve tiremeleri saglanmistir (Sekil 3.41).

Sekil 3.41. Wouts agarda iiremis olan HBH hibrit irkinin goriintiisii
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Inkiibasyona birakilan tiim petriler 1J’lerin gelisiminin gdzlenmesi amaciyla iki hafta
boyunca giinliik olarak kontrol edilmistir. Petrilerin kapagina ve yanlarina ¢ikan 1J’lerin
(Sekil 3.43) alinmasi igin petri agilarak kapagi steril Ringer ile yikanip flasklara

alimmustir (Sekil 3.44). Bu islemler ile EPN’ler in vitro kati ortam {izerinde tiretilmistir

Sekil 3.42. Wouts agar ortaminda tiremis olan hermafrodit bireyler

Sekil 3.43. Petri kapaginin altina ¢ikis yapan 1J'ler
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Sekil 3.45. Flasklara alinan 1J'lerin mikroskop altindaki goriintiisti
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Sekil 3.47. Bakteri ile inokule edilmis YS, NBTA agar ve wouts agarin bulundugu
calkalamal1 inkiibator

3.4. In vivo ve In vitro Olarak Uretilen HBH Hibrit Irkinin Yiiksek Sicakhga
Toleranshhginin Belirlenmesi

In vivo ve in vitro olarak iki sekilde tiretimi yapilmis olan HBH hibrit irkinin 32, 34, 36,
38, 40 ve 42°C’lerde yiiksek sicakliga toleranslilik denemeleri yapilmistir. Denemelerde
her biri 2 cm derinliginde ve 1.5 cm ¢apinda hiicreleri bulunan 24 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplar1 kullanilmistir (Sekil 3.48). Deneme igin Oncelikle, in vivo ve in vitro olarak
tiretilip +4°C’de flask kaplarinda stoklanmis olan 1J’ler (Sekil 3.49) c¢ikartilip iki saat
boyunca oda sicakliginda adapte olmalar1 saglanmistir. Daha Oncesinden flask

kaplarinda bulunan bu 1J’lerin sayimi yapilip 1000 1J adet i¢in dozu belirlenmistir. Doz
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belirlenmesi i¢in flask kaplarindan 10 pl alinmis ve invert mikroskop altinda sayimi
yapilmistir. 10 pl ile yapilan sayim bes tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve ortalamasi
aliarak flask kabi iizerine not edilmistir. Bu sayede uygulanacak doz belirlenmis
(ortalama 110-140 pl sivi igerisinde) ve 24 kuyulu olan hiicre kiiltir kabinin bir
kuyusuna 1000 adet 1J gelecek sekilde flask kaplarindan mikropipet ile ¢ekilerek (Sekil
3.50) kuyucuklara konulmustur.

Sekil 3.49. Doz belirlenmesi yapilmis flask kab1
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Sekil 3.50. 1J’lerin flask kabindan ¢ekilmesi

Kuyucuklarda bulunan 1000 adet 1J iizerine oda sicakliginda bulundurulan saf sudan
500 pl mikropipet ile ¢ekilerek eklenmis (Sekil 3.51) ve etrafi parafilm bant ile
sarilmigtir.  Bu  islemlerin haricinde sicaklik uygulamasinda kullanilacak olan
inkiibatérde uygulamadan 2 saat 6nce uygun sicakliga ayarlanarak ¢alistirilmistir (Sekil
3.52). Istenilen sicakiga ulasmasi icin iki saat bos bir sekilde calistirilan inkiibatdr
icerisine daha sonra hazirlanan hiicre kiiltiir kab1 yerlestirilmis ve iki saat boyunca

belirlenen sicakliga maruz birakilmistir.

Sekil 3.51. IJ'ler lizerine saf suyun eklenmesi
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Yiiksek sicakliklardaki belirlenmis olan derecelere iki saat boyunca maruz kalan 1J’ler
cikarildiklarinda estivasyona (yazlama) girmis olurlar. Bu durumdaki 1J’ler herhangi bir
hareket belirtisi gostermedikleri igin sayim sirasinda canli-6lii ayrimi yapilamamaktadir.
Daha dogru bir sayim elde edebilmek icin sicaklik uygulamasindan ¢ikarilan 1J’ler 24
saat boyunca oda sicakliginda tutularak estivasyondan ¢ikip hareket etmeleri
saglanmistir. Bu sayede sayim kabina (Sekil 3.53) alinan bireylerin canli ve 6li ayrimi

kolaylikla yapilabilmis, mikroskop altinda sayimlari tamamlanmistir (Sekil 3.54) Elde

edilen sonuclar not edilmistir.

Sekil 3.53. 1J'lerin say1ldigi sayim kab1
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Ly .

Sekil 3.55. Sayma kabinda bulunan 6lii ve canli 1J'ler
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3.5. In vivo ve In vitro Olarak Uretilen HBH Hibrit Irkimn Su Kaybina
Toleranshihginin Belirlenmesi

In vivo ve in vitro olarak iki sekilde tiretimi yapilmis olan HBH hibrit irkinin su kaybina
dayaniklilig1 i¢in denemeler yapilmistir. Bu denemelerde zehirsiz, kokusuz ve canli
hiicrelerden su ¢ekme 6zelligi bulunan Polyethylene Glycol (PEG) kullanilmistir (Sekil
3.56). Entomopatojen nemaodlar i¢in PEG 600 (g/mol) formu belirlenmistir (Mukuka
ve ark. 2010). Denemeler 24 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda, PEG 600’{in %10, 20, 30,
40, 50, 60, 70 ve 80 konsantirasyonlarinda gergeklestirilmistir. Denemeler sonucunda
%50 ve 60 arasindaki konsantrasyonlarda 6lii ve canli 1J’ler arasindaki farklar fazla
oldugundan % 55 ve 57.5 konsantrasyonlar1 da denenmistir. PEG 600’iin
konsantrasyonlar1 hazirlanirken, daha 6ncesinde oda sicakliginda bulundurulan saf su

hassas terazide olgiilerek konsantrayona ilave edilmistir (Sekil 3.57).
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Sekil 3.56. Polyethylene Glycol 600 ve hazirlanmis %20'lik konsantrasyonu
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Sekil 3.57. PEG 600 konsantrasyonunun hazirlanmasi

Denemeler igin 6ncelikle, yiiksek sicakliga tolerans denemesinde oldugu gibi + 4°C’de
flask kaplarinda stoklanmis 1J’ler buzdolabindan ¢ikartilarak oda sicakliginda iki saat
tutulmus ve adapte olmalar1 beklenilmistir. Adapte olan ve daha Oncesinden sayimi
yapilip 10 pl’deki miktart belirlenen flask kaplarindan 1000 adet 1J ( yaklasik 130-140
ul) mikropipet ile ¢ekilerek 24 kuyulu hiicre kaplarina eklenmistir. Kaplarda bulunan
1J’ler iizerine ise daha oncesinde hazirlamis olan PEG 600’iin konsantrasyonunda 500
ul eklenip (Sekil 3.58) etrafi parafilm ile sarilmistir. Daha sonra 24 saat boyunca
25°C’ye ayarli inkiibatorde tutulup PEG 600’tn konsantrasyonlarma maruz
birakilmigtir. 24 saat sonunda IJ’ler inkiibatorden ¢ikartilmis ve oda sicakliginda tutulan
saf su ile ytkanmistir. Yikama islemi i¢in dncelikle mikropipet uglar1 kesilerek filtre
kagitlart yapistirilmistir (Sekil 3.59). Kuyucuklarda bulunan 1J’ler ile PEG 600
konsatrasyonu, filtre kagidi yapistirilan mikropipet g¢ekilmistir (Sekil 3.60). Filtre
kagitta kalan 1J’ler 18 ml saf su ile 6 cm capli petri kaplarina yikanmistir. PEG 600
konsantrasyonunun canli hiicrelerden su ¢ekme 6zelligi oldugu icin saf su ile yikama
sonrasinda [J’ler uyusuk doneme ge¢mis ve hareketsiz kalmaktadir. Hareketsiz olan
[J’leri Ol olan bireylerden ayirt etmek gili¢ oldugu i¢in dogru bir sayim
yapilamamaktadir. Bunun i¢in 1J’ler yikandiktan (Sekil 3.61) sonra 24 saat boyunca saf

su igerisinde tutulup uyusuk donemden ¢ikmalar1 saglanmistir. Hareketlenmis bireylerin
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oli bireylerden ayirimi kolaylikla yapilmis ve sayma kabinda sayimi yapilmis ve not

alimustir.

Sekil 3.58. PEG 600 konsantrasyonun IJ'ler tizerine eklenmesi

Sekil 3.59. Filtre kagidi yapistirilmis mikropipetler
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Sekil 3.60. PEG 600 konsantrasyonunun ¢ekilmesi

Sekil 3.61. J'lerin yikama isleminin yapilmasi

3.6. istatistiksel Analizler

Heterorhabditis bacteriophora HBH 1rkinin in vivo ve in vitro iiretim sonrasi sicakliga
ve su kaybina olan toleransinin belirlenmesinde, istatistiksel farkliliklari tespit etmek
amaciyla tek yonli ANOVA (varyans analizi) testi kullanilip ortalamalar arasindaki
farkin belirlenmesinde ise LSD (Least Significant Differences) testi uygulanmistir. Tiim

veri analizleri i¢in JMP 7. 0 programi1 kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In Vivo Uretim Sonucu Olusan Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin
Sicakhiga Toleransi

Yapilan sicaklik denemeleri sonucunda elde edilen veriler incelendiginde, in vivo liretim
metoduyla elde edilen HBH hibrit irkinin 6liim orami sicakliklara bagli olarak
istatistiksel olarak farkliliklar gostermistir. HBH hibrit irkinin 32, 34, 36 ve 37°C’lerde
O6lim oran1 %1’in altinda olup istatistiksel olarak bir farklilik bulunamamaistir.
Denemede belirlenmis olan 36°C ile 38°C sicakliklar1 arasinda 6liim farkinin fazla
olmasindan 37°C sicaklik uygulamasina da yer verilmistir. 37°C’den sonra ise 6lim
orani ve 0liim orani arasindaki farkliliklar artmaya baglamistir. En yiiksek sicaklik 42°C
ise Oliim oran1 %99 un iizerinde olup istatistiksel olarak 40°C ile arasinda bir farklilik

bulunamamastir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. In vivo tireim sonucu olusan HBH hibrit irkinin farkli sicakliklarda 6liim
orani (F =1762. 595; df = 6, 28; P =< 0.0001)
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4.2. In Vivo Uretim Sonucu Olusan Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin
Kurakhga Toleransi

In vivo iiretim metoduyla elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH irkinin
kurakliga toleransimi belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarinda ki PEG 600’e
maruz birakilmistir. Elde edilen veriler, HBH hibrit irkinin 6liim orani, su kaybina bagh
olarak istatistiksel farkliliklar gostermistir. PEG 600°tin %10, 20, 30, 40 ve 50
konsantrasyonlarinda HBH 1rkinin 6liim oran1 %1-3 arasinda degiskenlik géstermis ve
bu konsantrasyonlar arasinda istatistiksel agidan farklilk bulunamamistir. Oliim
oraninin %50 ile %60 PEG 600 konsantrasyonlari arasinda ¢ok farkli olmasi nedeniyle
%55 ve %57.5 ara konsantrasyon degerleri de uygulanmigtir. HBH 1rkinin 6liim orant
%55 PEG 600 konsantrasyonunda %7’ye ulasirken %57.5 PEG 600 konsantrasyonunda
ise %50 Oliim oranina ulagmistir. Daha sonraki konsantrasyonda ise 6liim orani %90
tizerine ¢ikmis, %70 ve %80 PEG 600 konsantrasyonlarinda oliim orani %100’e
ulagsmistir (Sekil 4.2.).

100

b d d
90
80
70
60
C
50
40
30
20
10 e d
e e e e -
0 — = e=n ] |

10% 20% 30% 40% 50% 55%  57.5%  60% 70% 80%

Olim Orani(%)

PEG 600 konsantrasyonlari

Sekil 4.2. In vivo iiretim sonucu olusan HBH hibrit irkinin farkli PEG 600
konsantrasyonlarinda 6liim orani (F = 1324.935; df = 9, 40; P = < 0.0001)
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4.3. In Vitro Uretim Sonucu Olusan Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin
Sicakliga Toleransi

Yapilan sicaklik denemeleri sonucunda elde edilen veriler incelendiginde, in vitro
iiretim metoduyla elde edilen HBH hibrit irkinin 6liim orani sicakliklara bagl olarak
istatistiksel farkliliklar gostermistir. HBH hibrit irkinin 32, 34 ve 36°C’lerde 6liim orani
%1’in altinda olup istatistiksel olarak bir farklilik bulunamamistir. 36°C’den sonra ise
Olim oran1 ve Olim oram arasindaki farkliliklar artmaya baslamistir Denemede
belirlenmis olan 36°C ile 38°C sicakliklar1 arasinda 6lim farkinin fazla olmasindan
37°C sicaklik uygulamasina da yer verilmis ve 6lim orani %4 {izerinde bulunmustur.
En yiiksek sicaklik 42°C ise 6liim orant %99’un iizerinde olup istatistiksel olarak 40°C

ile arasinda bir farklilik bulunamamistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. In vitro iiretim sonucu olusan HBH hibrit irkinin farkli sicakliklarda 6liim
orani ( F =1029.361; df = 6, 28; P = <0.0001)
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4.4. In Vitro Uretim Sonucu Olusan Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin
Kurakhga Toleransi

In vitro iretim metoduyla elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH irkinin
kurakliga toleransini belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarinda ki PEG 600’e
maruz birakilmistir. Elde edilen veriler, HBH hibrit irkinin 6liim orani su kaybina bagh
olarak istatistiksel farkliliklar gostermistir. PEG 600’tin %210, 20, 30 ve 40
konsantrasyonlarinda HBH 1rkinin 6liim orani %2-4 arasinda degiskenlik gostermis ve
bu konsantrasyonlar arasinda istatistiksel agidan farklilik bulunamamustir. Olim
oraninin %50 ile %60 PEG 600 konsantrasyonlar1 arasinda ¢ok farkli olmasi nedeniyle
%55 ve %57.5 ara konsantrasyon degerleri de uygulanmistir. HBH irkinin 6liim orani
%50 ve %55 PEG 600 konsantrasyonunda %29’ un iizerindeyken %57.5 PEG 600
konsantrasyonunda ise %59 6liim oranina ulasmigtir. Daha sonraki konsantrasyonda ise
Olim orani %90 iizerine ¢ikmis, %70 ve %80 PEG 600 konsantrasyonlarinda oliim

orani % 99’un lizerine ulagsmustir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. In vitro tiretim sonucu olusan HBH hibrit irkinin farkli PEG 600
konsantrasyonlarinda 6liim oran1 (F = 1380. 993; df =9, 40; P =< 0.0001)
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4.5. In Vivo ve In Vitro Uretim Sonucu Olusan HBH Hibrit Irkimin Sicakhklara
Olan Toleransimin Karsilagtirilmasi

In vivo ve in vitro iiretim sonucu olusan HBH hibrit irkinda, 6liim oranlar1 sicakliklara
bagl olarak farkli olmasina ragmen istatistiksel olarak incelendiginde sadece 37°C’de
tiretimler arasinda farkliliklarin oldugu tespit edilmistir. Her iki sekilde tiretilen 1J’lerin
32, 34, 36°C’de o6liim oran1 %2’nin altinda kalmis ve bu oran sicakliklar ve tiretimler
arasinda istatistiksel bir farklilik olusturmamistir. 38°C’de ise 1J’lerin 6liim oran1 %39-
41 arasinda olup istatistiksel bir faklilik bulunamamustir. Son olarak 40 ve 42°C’de
O0lim oran1 %95 Tlzerinde olup hem firetim sekilleri hem de sicakliklar arasinda
istatistiksel bir farklililk g6zlemlenmemistir. 1J’lerin  6liim oranlarindaki artis
incelendiginde, bu oranin in vivo iretimde 38°C ile baslayip sonraki sicakliklarda
artarak devam ederken, in vitro tiretimde 37°C ile baslayip sonraki sicakliklarda arttig1
tespit edilmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. In vivo ve in vitro iiretim sonucu olusan HBH hibrit irkinin farkli
sicakliklarda 6liim oraninin kiyaslanmasi (F = 1204. 702; df = 13, 56; P = <0.0001)
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4.6. In Vivo ve In Vitro Uretim Sonucu Olusan HBH Hibrit Irkinin Kurakhga
Toleransinin Karsilastirilmasi

In vivo ve in vitro iiretim sonucu olusan HBH hibrit irkinda, kurakliga bagli olarak 6liim
oranlarinda uygulanan PEG 600 konsantrasyonlar1 arasinda farkliliklar gostermis
olmasina ragmen istatistiksel olarak bakildiginda sadece %50, 55 ve 57,5 PEG 600
konsantrasyonlarinda farkliliklar tespit edilmistir. Her iki sekilde tiretilen 1J’lerin %10,
20, 30, 40 PEG 600 konsantrasyonlarinda 6liim oran1 %1-4 arasinda kalmis ve bu oran
sicakliklar ve iiretimler arasinda istatistiksel bir farklilik olusturmamistir. PEG 600’{in
%50, 55 ve 57,5 konsantrasyonundaki 6liim orani, in vivo tiretimde sirasiyla %2, 7, 50
tizerindeyken in vitro iiretimde ise sirasiyla %29, 34, 59 iizerinde bulunmustur. Elde
edilen sonuclar bu ii¢ konsantrasyon ve {iretim sekilleri arasinda istatistiksel
farkliliklarin oldugunu gostermistir. Her iki tiretim sonucu olusan 1J’lerde % 60 PEG
600 konsantrasyonunda oOlim orant %90 {izerine ¢ikmis ve iiretimler arasinda
istatistiksel bir farklilik bulunamamistir. Son olarak %70 ve 80 PEG 600
konsantrasyonlarinda 6liim orani in vivo tiretim seklinde %100 ulasmis, in vitro tiretim
seklinde ise %99 iizerinde bulunmus ve hem iiretim sekilleri hem de bu iki
konsantrasyon arasinda istatistiksel bir farklilk gostermemistir. 1J’lerin  Gliim
oranlarindaki artis incelendiginde, bu oranin in vivo iretimde %55 PEG 600
konsantrasyonundan baslayip sonraki konsantrasyonlarda artarak devam ettigini ve in
vitro tretimde ise %55 konsantrasyonundan baslayip sonraki konsantrasyonlarda

arttigini tespit edilmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. In vivo ve in vitro tiretim sonucu olusan HBH hibrit irkinin farkli PEG 600
konsantrasyonlarinda 6liim oraninin kiyaslanmasi ( F = 1287. 571; df =19, 80; P =<

0.0001)
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5. TARTISMA ve SONUC

Entomopatojen nematodlar izole edildikleri bolgelerin farkli iklimsel yapilarinin
olmasindan dolayr yiiksek sicaklik ve su kaybi gibi ¢evresel faktorlerde farkliliklar
gosterebilmektedirler (Ehlers 2001, Susurluk ve ark. 2003). Ayrica, ayni EPN tiiriinlin
farkli irklar1 arasinda da cevresel faktorlere farkli sonucglar veren nematodlar1 da
bulunmaktadir (Gaugler ve ark. 1989, Glazer ve ark. 1991). Ornegin; Ankara’dan izole
edilen Heterorhabditis baceriophora irki soguk kosullarda dayaniklilik gosterebilirken
Antalya’dan izole edilen ayni irk ise yiiksek sicakliklara dayaniklilik gésterebilmektedir
(Ulu ve Susurluk 2014). Fakat bu ¢alismalarin aksine son yillarda yapilan hibridizasyon
caligmalariyla elde edilen EPN tiirlerinin ¢evresel sartlara adaptasyon saglayan irklar
ortaya ¢ikmustir (Hiltpold ve ark. 2010). Bu tez ¢alismasinda ise sirasiyla Antalya ve
Sanliurfa Bolgelerinden izole edilen HB1138 ve HB4 ebeveynlerinin hibridizasyonu
sonucunda olusan HBH hibrit 1irk1 kullanilmis olup bu rkin sicakliga ve kurakliga olan

toleransliliklart belirlemek amaglanmistir.

Hibridizasyon calismalariyla elden edilen yeni irklar ebeveynleri ile karsilastirildiginda,
yiiksek sicaklik ve su kaybi gibi cevresel faktorlere karst daha dayanikli oldugu
gozlemlenmistir. Su kaybina toleranslhilifin belirlenmesinde farkli iklim kosullarina
adapte olmus H. bacteriophora irkina ait dayaniklilik sonraki dollere aktarilmaktadir
(Mukuka ve ark. 2010b,c) Yiiksek sicakliga dayaniklilikta kalitimsal bir 6zellik olup
genlerin dollere aktarilmasiyla sicakliga toleransli bireyler elde edilebilmektedir.
(Somasekhar ve ark. 2002, Mukuka ve ark. 2010a,c). EPN’lerin hibridizasyon
calismalar1 kapsaminda H. bacteriophora iizerinde yapilan ¢alismalarin az olmasi, bu

tez ¢alismasini daha 6nemli hale getirmektedir.

Avrupa’da kullanilan EPN’lerin sera yetistiriciliginde uygulanmasinda yiiksek sicaklik
ve kuraklik biiylik sorunlar teskil etmektedir. Bu faktorler ayrica EPN’lerin etkinlik ve
depolanma Omiirlerini de etkilemektedir (Grewal ve ark. 1994, Strauch ve ark. 2000).
Ortalama 35-40°C ve iistii sicakliklar, EPN’lerin tiirline ve bulundugu bolgeye gore
tiremelerinde, gelisimlerinde ve hayatta kalmalarinda olumsuz etkiler yapmaktadir
(Grewal ve ark. 1994). Tiirkiye’de bazi bolgelerimizde yaz aylarinda sicaklik 45°C ve

iistiine ¢ikabilmekteyken, bu bolgelerde sera yetistiriciligi yapilan alanlarda ise sicaklik
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50°C ve tistiine ¢ikabilmektedir. Sicaklik ve yaz aylarinin susuz gegmesi sonucu olusan
kuraklik; topraktaki nemin azalmasina, sicakliginin ise artmasina neden olmaktadir.
EPN’lerin yiiksek sicakliga ve kuraklifa olan toleranslarinin belirlenmesi, arazi
uygulamalarinda 1J’lerin canliligim1 6nemli Ol¢iide etkileyen faktorlerdendir. Daha
onceleri Tirkiye’nin cesitli bolgelerden izole edilen H. bacteriophora irklar yiiksek
sicaklik ve su kaybi gibi stres faktorlerine maruz birakilip toleransliliklar: belirlenmigtir
(Susurluk ve ark. 2013). Bu tez ¢alismasinda ise in vivo ve in vitro iiretim metodlariyla
elde edilen H. bacteriophora HBH hibrit irkinin yiiksek sicakliga ve su kaybina olan

toleranslar tespit edilip farkliliklar: karsilastirilmistir.

Morton ve Garcia-del-Pino (2009), yaptiklari denemede S. feltiae ve S. carpocapsae
irklar1 25°C ve 35°C arasinda hayatta kalirken H.bacteriophora ise 37°C’ye 2 saatlik
maruziyette canliligini yitirmis ve 40°C’de tim IJ’ler Olmistiir. Sonuglar
incelendiginde, bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar ile benzerlikler ve farkliliklar
oldugu gozlemlenmistir. Bu tez ¢alismasinda, yapilan ¢alismadan farkli olarak in vivo
tiretim metodlartyla elde edilen HBH 1rki bireylerin 37°C’deki 6lim orani %1’in
altinda, in vitro iretim metoduyla elde edilen bireylerin 6lim orant %35 altinda
bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmaya benzer olarak her iki {iretim metoduyla elde edilen
HBH hibrit irkinin 40°C’ de 6liim orani yaklasik %99 oranlarina ¢ikmistir. Kuraklik ile
ilgili yaptiklari ¢aligmalarda ise H.bacteriophara’nin %97 bagil nem (~ %45 PEG 600)
sartlarinda hayatta kalma oranlarinin %44-70 arasinda farklhiliklar gosterdigini
bulmuslardir. Steinernema tiirlerinde ise elde edilen sonuglar %80°’nin iizerinde oldugu
tespit edilmistir. Irklardaki Oliim oranlarinin, bagil nem oranlarinin %93 ile %88
seviyelerine diisiiriilmesiyle arttig1 gozlemlenmis ve nem orant %85’e diistiiglinde
Olimler %100 oranlarina ulasmistir. Bu tez calismasinda ise benzer sekilde PEG 600
konsantrasyonun arttirilmasiyla oliimlerde artis gézlemlenmis ve son olarak %70 ve

%80 PEG 600 konsantrasyonlarda %100 6lim meydana gelmistir.
Grewal ve ark. (2002), ise yaptig1 c¢alismada Heterorhabditis bacteriophora’nin 15

dogal popiilasyonun IJ’lerini 2 saat 40°C’ye maruz birakmis, hayatta kalma oranlar

%16 ile %92 arasinda bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda ise, in vivo ve in vitro tretim
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metodlariyla elde edilen HBH irki 2 saat 40°C’ye maruz birakilmig ve 6liim orani

yaklasik %99 bulunmustur.

Ulu (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden izole
edilen EPN tiirlerinin sicaklik ve su kaybina olan dayanikliliklarini test etmistir.
36°C’deki sicaklikta H. bacteriophora 876 irkinin 6liim orani yaklasik %15 olurken, bu
tez ¢aligmasinda in vivo ve in vitro {iretim sonucu olusan H. bacteriophora HBH irkinin
36°C sicakliktaki 6liim oranlar1 %2’nin altinda olmustur. 38°C’de yapilan calismada ise
876 ve HB11 wrklarinin 6liim oran1 bu tez ¢aligmasina benzer olarak 6liim orani1 yaklagik
%40 tespit edilmistir. Fakat bu tez ¢alismasindan farkli olarak yapilan ¢alismada EPN
wrklarinin maruz birakildig: sicaklik derecesi arttirildiginda, sicakliga toleransi yiiksek
olan bireylerin oldugu tespit edilmistir. Ornegin; 40°C’de 17, HB6, HSU ve HIZ
irklarinin 6liim oranlar1 yaklasik %20 oranlarinda olurken, bu tez ¢alismasinda in vivo
ve in vitro tretim sonucu elde edilen HBH irkinin 40°C sicakliktaki 6lim oranlari
yaklasik %100 olmustur. Su kaybina toleranslarini tespit etmek amaciyla yapilan
caligmada ise Tirkiye’nin farkli bolgelerinden izole edilen 10 farkli H. bacteriophora
izolatint PEG 600’in farkli konsantrasyonlarina (%10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80) 24
saat boyunca maruz birakilmis ve toleranshiliklari belirlenmistir. Yapilan ¢aligmada
PEG 600’iin %30 ve %40 konsantrasyonlarinda HAN 1rkinin 6liim orani yaklasik olarak
%30 oraninda bulunmusken, yapilan ¢alismadan farkli olarak bu tez ¢alismasinda in
VIVO Ve in vitro iiretim sonucu olusan H. bacteriophora HBH 1rkinin 6liim orani %4’{in
altinda bulunmustur. PEG 600’in %50 konsantrasyonunda ise 17, HB6 ve HAN
irklarinda 6liim oranm1 %75 iizerinde bulunmusken diger irklarda 6liim orani %100°e
ulastig1 tespit edilmistir. Bu tez c¢aligmasinda ise, in vivo ve in vitro {iretim sonucu
olugsan H. bacteriophora HBH 1rkinin 6liim orani sirastyla yaklasik olarak %3 ve %30
oranlarinda bulunmustur. PEG 600’iin %60 konsantrasyonunda tiim irklarda 6liim orani
%100 bulunmusken, bu tez ¢alismasinda in vivo ve in Vvitro tiretim sonucu olusan H.
bacteriophora HBH irkinin 6liim orani yaklasik olarak %95 oraninda bulunmustur.
Yapilan ¢alismada EPN irklarinin maruz birakildigi PEG 600 konsantrasyon orani
arttirlldiginda, su kaybina tolerans1 daha diisiik olan bireylerin oldugu tespit edilmistir.

Ornegin; PEG 600 %50 ve sonrasindaki konsantrasyonlarinda %100 6liim meydana
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gelmigken bu tez calismasinda ise PEG 600 %70 ve %80 konsantrasyonlarinda %100

6lim meydana gelmistir.

Liu ve Glazer (2000), izole ettikleri H. bacteriophora HP88 irkin1 %97 (~ % 45 PEG
600) ve %93 (~ % 50 PEG 600) bagil neme sirasiyla 24, 48, 72 ve 96 saat maruz
birakilmis ve hayatta kalma oranlar %68-79 arasinda bulunmus olmasina ragmen
maruz birakilan siirelerde istatiksel olarak onemli farkliliklar bulunamamistir. Maruz
birakildiklart bagil nem oranlar1 %88 (~ % 60 PEG 600) ile %85 (~ 65 PEG 600) olan
[J’lerin canliliklart %10°dan daha az olmus ve bazilarinda Olim oran1 %100’e
ulagsmistir. Bu tez ¢alismasinda in vivo ve in vitro iiretim metotlariyla elde edilen HBH
irkinin %50 PEG 600 konsantrasyonunda 6liim oranlar sirasiyla yaklasik olarak %3 ve
%30 oraninda bulunmus ve %60 PEG 600 konsantrasyonunda her iki iiretim seklinde de
6lim oranlar1 %90°nin iizerine ¢ikmistir. Elde edilen bu sonuglar, 1J’lerden kaybedilen
suyun kurak bir ortam saglayip bireylerin canliliklarini olumsuz yonde etkiledigini

gostermistir.

Nimkingrat ve ark. (2013), Steinernema cinsi nematodlarin su kaybina toleransini
belirlemek i¢in PEG 600 konsantrasyonu ile uygulama yaparak degerlendirmislerdir. Ik
olarak 1J’ler 25°C’de 48 saat 0. 95’lik a \, degerine daha sonra ise 10 farkli PEG 600
konsantrasyonlarina (0.982, 0.949, 0.933, 0.909, 0.883, 0.851, 0.814, 0.79, 0.761 ve
0.725) aktarilmistir. Stres kosullarina en toleransh tiir S. carpocapsae olup ardindan S.
abbasi olmustur. En az toleransh tiirler ise; S. kraussei, S. glaseri ve S. ethiopiense
olmustur. Bu tez ¢aligmasinda ise in vivo ve in vitro iiretim metodlariyla elde edilen H.
bacteriophora HBH 1rk1 %10, 20, 30, 40 ve 50 PEG 600 konsantrasyonlarina tolerans
gosterirken %60 PEG konsantrasyonunda tolerans seviyeleri azalmaya baslayip %70 ve

%380 PEG 600 konsantrasyonlarinda sonlanmastir.

Bu tez calismasinda, yapilmis olan c¢alismalardan farkli olarak Heterorhabditis
bacteriophora HBH hibrit irkinin in vivo olarak iretilmesinin disinda in vitro iiretim
sekline de yer verilmis ve her iki sekilde iiretilen EPN’lerin yiiksek sicakliga ve
kurakliga olan toleranslar1 arasindaki farkliliklar belirlenmistir. EPN’lerin sicakliga ve

kurakliga olan toleranslarini, iretim metodlarinin da etkileyebilecegi ve ayni zamanda
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sicakligin ve kurakligim EPN’lerin canliliklari {izerine etkisi tespit edilmistir. iki farkli
tiretim metoduyla elde edilen ayni irka ait 1J’lerin sicakliga ve su kaybimna olan
toleranslarinin da farklilik gosterebilecegi kanitlanmistir. Bunlarin haricinde; kullanilan
ik, zaman ve konsantrasyon miktarinin denemeler iizerindeki etkisi belirlenmistir.
Ayrica in vitro da tretilen 1J’lerin sicakliga ve kurakliga dayanmada in vivo’ya gore
daha iyi olmasi, EPN’lerin in vitro olarak iiretilmesi sonucu herhangi bir 6zellik
kaybinin olmayacagi aksine daha iyi sonuglar verecegi dikkate alinmalidir. Arazi
uygulamalarinda en ¢ok etkili olan sicaklik ve kurakliga karsi iiretim yontemlerini
gelistirerek uygulamalar1 daha ekonomik ve daha etkili hale getirebilir. Boylelikle
biyolojik miicadele igerinde yer alan EPN kullaniminin daha yaygin olmasi

saglanabilinir.

67



KAYNAKLAR

Adams, B.J., Fodor, A., Koppenhofer, H.S., Stackebrandt, E., Stock, S.P., Klein,
M.G. 2006. Reprint of Biodiversity and systematics of nematode—bacterium
entomopathogens. Biological control, 37: 32-49.

Adams, B.J., Nguyen, K.B. 2002. Taxonomy and systematics. Entomopathogenic
nematology, Ed.: Gaugler, R., CABI Publishing, Wallingford, UK, pp: 1-33.

Akhurst, R.J., Boemare, N.E. 1990. Biology and taxonomy of Xenorhabdus.
In Entomopathogenic nematodes in biological control (pp. 75-90). CRC press.

Ali, S.S., Pervez, R., Hussain, M.A., Ahmad, R. 2007. Effect of temperature on
survival of Steinernema seemae, S. masoodi and S. carpocapsae (Rhabditida:
Steinernematidae) and their subsequent infectivity to prepupa of Helicoverpa armigera
(Hiibner). Archives of Phytopathology and Plant Protection, 40(3): 183-187.

Anbesse, S., Sumaya, N.H., Dorfler, A. V., Strauch, O., & Ehlers, R.U. 2013.
Selective breeding for desiccation tolerance in liquid culture provides genetically stable
inbred lines of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis bacteriophora. Applied
microbiology and biotechnology, 97(2), 731-739.

Armagan, B., Ulu, T.C., ikizer, T. 2010. Bursa li Niliifer Ilcesi Goriikle Mevkii
Topraklarinda Entomopatojen Nematod Siirveyi. Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Dergisi, 24(1): 91-98

Boemare, N., Laumond, C., Mauleon, H. 1996. The entomopathogenic nematode
bacterium complex: Biology, life cycle and vertebrate safety. Biocontrol Science and
Technology, 6(3), 333-346.

Brown, I.M., Gaugler, R. 1997. Temperature and humidity influence emergence and
survival of entomopathogenic nematodes. Nematologica, 43(5): 363-376.

Delen, N., Tiryaki, O., Tiirkseven, S., Temur, C. 2015. Tiirkiye’de pestisit kullanimu,
kalint1 ve dayaniklilik sorunlari, ¢6ziim Onerileri. Tiirkiye Ziraat Miihendisligi VIII.
Teknik Kongresi Bildiriler Kitabi, 2, 12-16.

Duchaud, E., Rusniok, C., Frangeul, L., Buchrieser, C., Givaudan, A., Taourit, S.,
Bocs, S., Boursaux-Eude, C., Chandler, M., Charles, J.F. Kunst, F. 2003. The
genome  sequence of the  entomopathogenic  bacterium  Photorhabdus
luminescens. Nature biotechnology, 21(11): 1307-1313.

Ehlers, R.U. 1996. Current and future use of nematodes in biocontrol: Practice and
commercial aspects with regard to regulatory policy issues. Biocontrol Science and
Technology, 6(3): 303-316.

Ehlers, R.U. 2001. Mass production of entomopathogenic nematodes for plant
protection. Applied microbiology and biotechnology, 56(5): 623-633.

68



Endo, B.Y., Nickle, W.R. 1994. Ultrastructure of the buccal cavity region and
oesophagus of the insect parasitic nematode, Heterorhabditis
bacteriophora. Nematologica (Leiden), 40(3): 379-398.

Forst, S., Dowds, B., Boemare, N., Stackebrandt, E. 1997. Xenorhabhdus and
Photorhabdus spp.: bugs that kill bugs. Annual review of microbiology, 51(1): 47-72.

Gaugler, R. 2002. Preface: Entomopathogenic nematology, Ed.: Gaugler, R., Kaya,
H.K., CRC Press, Boca Raton, FL, pp. 195-214.

Gaugler, R., Campbell, J.F., McGuire, T.R. 1989. Selection for host-finding in
Steinernema feltiae. Journal of Invertebrate Pathology, 54(3): 363-372.

Gaugler, R. Kaya, H.K., 1990. Entomopathogenic nematodes in biological control.
CRC Press. Inc. Boca Raton. FL.

Gaugler, R., Lewis, E., Stuart, R.J. 1997. Ecology in the service of biological control:
the case of entomopathogenic nematodes. Oecologia, 109(4): 483-489.

Glaser, R. W., Fox, H. 1930. A Nematode Parasite of the Japanese Beetle (Popillia
japonica, Newm.). Science (Washington), 71: 16-17.

Glazer, 1. 2002. Survival biology. Entomopothogenic Nematology (Gaugler, R. ed).
CABI Publishing, Wallingford UK. 167-187 pp.

Glazer, 1., Gaugler, R., Segal, D. 1991. Genetics of the nematode Heterorhabditis
bacteriophora strain HP88: The diversity of beneficial traits. Journal of
Nematology, 23(3): 324-333.

Grewal, P.S., Selvan, S., Gaugler, R. 1994. Thermal adaptation of entomopathogenic
nematodes: Niche breadth for infection, establishment, and reproduction. Journal of
Thermal Bioogy, 19: 245-53.

Grewal, P.S., Wang, X., Taylor, R.A.J. 2002. Dauer juvenile longevity and stress
tolerance in natural populations of entomopathogenic nematodes: is there a
relationship?. International journal for parasitology, 32(6): 717-725.

Gulzar, S., Usman, M., Wakil, W., Gulcu, B., Hazir, C., Karagoz, M., Hazr, S.,
Shapiro-llan, D.I. 2020. Environmental tolerance of entomopathogenic nematodes
differs among nematodes arising from host cadavers versus agueous
suspension. Journal of Invertebrate Pathology, 175: 107452.

Hazir, S., Kaya, H.K., Stock, S.P., Keskin, N. 2003. Entomopathogenic nematodes

(Steinernematidae and Heterorhabditidae) for biological control of soil pests. Turkish
journal of Biology, 27(4): 181-202.

69



Hazir, S., Keskin, N., Stock, S.P., Kaya, H.K., Ozcan, S. 2003. Diversity and
distribution of entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Steinernematidae and
Heterorhabditidae) in Turkey. Biodiversity & Conservation, 12(2): 375-386.

Hiltpold, I., Baroni, M., Toepfer, S., Kuhlmann, U., Turlings, T.C. 2010. Selection
of entomopathogenic nematodes for enhanced responsiveness to a volatile root signal
helps to control a major root pest. Journal of Experimental Biology, 213(14): 2417-
2423.

Jagdale, G.B., Gordon, R. 1998. Effect of propagation temperatures on temperature
tolerances  of  entomopathogenic ~ nematodes. Fundamental and  applied
nematology, 21(2): 177-184.

Johnigk, S.A., Ehlers, R.U. 1999. Juvenile development and life cycle of
Heterorhabditis bacteriophora and H. indica (Nematoda: Heterorhabditidae).
Nematology, 1(3): 251-260.

Kaya, H.K. 2002. Natural enemies and other antagonists. Entomopathogenic
nematology, CABI Publishing. Wallingford, UK.189-204. Pp.

Kaya, H.K., Gaugler, R. 1993. Entomopathogenic nematodes. Annual review of
entomology, 38(1): 181-206.

Kaya, H.K., Stock, S.P. 1997. Techniques ininsect nematology: Manual of techniques
in insect pathology, Ed.: Lacey, L.A., CA: Academic Press, San Diego, pp: 281-324.

Kaypak, S. 2011. Kiresellesme siirecinde siirdiiriilebilir bir kalkinma igin
siirdiiriilebilir bir ¢evre. Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Sosyal Ve Ekonomik
Arastirmalar Dergisi, 13 (20): 19-33.

Kepenekci, 1. 2002. Entomopathogenic nematodes (Rhabditida) in the Mediterranean
region of Turkey. Nematologia Mediterranea, 21: 13-16.

Kepenekeci, 1., Susurluk, 1.A. 2003. Three entomopathogenic nematodes (Rhabditida)
from Turkey. Pakistan Journal of Nematology, 21: 19-23.

Klein, M.G. 1990. Efficacy against soil-inhabiting insect pests. Entomopathogenic
nematodes in biological control, Ed.: Gaugler. R., Kaya H.K., CRC Press, Boca Raton,
FL, pp. 195-214.

Koppenhofer, A.M. 2000. Nematodes. Field Manual of Techniques in Invertebrate
Pathology, Ed.: Lacey, L.A., Kaya, H.K., Kluwer, Dordrecht, The Netherlands, pp: 283-
301.

Koppenhofer, A.M. 2007. Nematodes. Field Manual of techniques in Invertebrate
pathology, Ed.: Lacey, L.A., Kaya, H.K., Springer, Germany, pp: 249-264.

70



Kung, S.P., Gaugler, R., Kaya, H.K. 1991. Effects of soil temperature, moisture, and
relative humidity on entomopathogenic nematode persistence. Journal of Invertebrate
Pathology, 57(2): 242-249.

Lewis, W.J., Van Lenteren, J.C., Phatak, S.C., & Tumlinson, J.H. 1997. A total
system approach to sustainable pest management. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 94(23): 12243-12248.

Liu, Q.Z., Glazer, 1. 2000. Desiccation survival of entomopathogenic nematodes of the
genus Heterorhabditis. Phytoparasitica, 28(4): 331-340.

Ma, J., Chen, S., Moens, M., De Clercq, P., Li, X, Han, R. 2013. Characterization in
biological traits of entomopathogenic nematodes isolated from North China. Journal of
invertebrate pathology, 114(3): 268-276.

Mason, J.M., Wright, D.J. 1997. Potential for the Control of Plutella xylostella Larvae
with Entomopathogenic Nematodes. Journal of invertebrate pathology, 70(3): 234-242.

Morton, A., Garcia-del-Pino, F. 2009. Ecological characterization of
entomopathogenic nematodes isolated in stone fruit orchard soils of Mediterranean
areas. Journal of invertebrate pathology, 102(3): 203-213.

Mukuka, J., Strauch, O., Waeyenberge, L., Viaene, N., Moens, M., & Ehlers, R. U.
2010a. Heat tolerance among different strains of the entomopathogenic nematode
Heterorhabditis bacteriophora. BioControl, 55(3): 423-434.

Mukuka, J., Strauch, O., & Ehlers, R.U. 2010b. Variability in desiccation tolerance
among different strains of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis
bacteriophora. Nematology, 12(5): 711-720.

Mukuka, J., Strauch, O., Hoppe, C., Ehlers, R.U. 2010c. Improvement of heat and
desiccation tolerance in Heterorhabditis bacteriophora through cross-breeding of
tolerant strains and successive genetic selection. BioControl, 55(4): 511-521.

Nimkingrat, P., Uhlmann, F., Strauch, O., Ehlers, R.U. 2013. Desiccation tolerance
of dauers entomopathogenic nematodes of the genus Steinernema. Nematology, 15(4):
451-458.

Patel, M.N., Perry, R.N., Wright, D. J. 1997. Desiccation survival and water contents
of entomopathogenic nematodes, Steinernema spp.(Rhabditida: Steinernematidae).
International Journal for Parasitology, 27(1): 61-70.

Patil, J., Gowda, M.T., Vijayakumar, R., Verghese, A. 2018. Fluctuating
temperature: A cause for survival and development of entomopathogenic nematodes,
Heterorhabditis indica and Steinernema carpocapsae. Indian Journal of Experimental
Biology, 327-333.

71



Poinar, G.O. J.R. 1975. Description and biology of a new insect parasitic Rhabditoid,
Heterorhabditis bacteriophora N. Gen., N. Sp. Nematologica, 21(4): 463-470.

Poinar, G.O. 1979. Nematodes for biological control of insects. Boca Raton, FI. USA:
CC. Press, 143.

Ramakuwela, T., Hatting, J., Laing, M.D., Hazir, S., Thiebaut, N. 2015. Effect of
storage temperature and duration on survival and infectivity of Steinernema innovationi
(Rhabditida: Steinernematidae). Journal of Nematology, 47(4): 332-336.

Salame, L., Glazer, I., Miqaia, N., Chkhubianishvili, T. 2010. Characterization of
populations of entomopathogenic nematodes isolated at diverse sites across
Israel. Phytoparasitica, 38(1): 39-52.

Sarwar, M. 2015. The killer chemicals as controller of agriculture insect pests: The
conventional insecticides. International Journal of Chemical and Biomolecular
Science, 1(3): 141-147.

Shapiro-llan, D.l., Gaugler, R. 2002. Production technology for entomopathogenic
nematodes and their bacterial symbionts. Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, 28(3): 137-146.

Shapiro, D.1., Glazer, 1., Segal, D. 1997. Genetic Improvement of Heat Tolerance in
Heterorhabditis bacteriophora through Hybridization. Biological Control, 8(2): 153-
159.

Shapiro-llan, D.l., Mbata, G.N., Nguyen, K.B., Peat, S.M., Blackburn, D., Adams,
B.J. 2009. Characterization of biocontrol traits in the entomopathogenic nematode
Heterorhabditis georgiana (Kesha strain), and phylogenetic analysis of the nematode’s
symbiotic bacteria. Biological Control, 51(3): 377-387.

Shapiro-llan, D.I., Stuart, R.J., McCoy, C.W. 2005. Characterization of biological
control traits in the entomopathogenic nematode Heterorhabditis mexicana (MX4
strain). Biological Control, 32(1): 97-103.

Solomon, A., Glazer, 1. 1999. Desiccation survival of the entomopathogenic nematode
Steinernema feltiae: induction of anhydrobiosis. Nematology, 1(1): 61-68.

Somasekhar, N., Grewal, P.S., Klein, M.G. 2002. Genetic variability in stress
tolerance and  fitness among  natural  populations  of  Steinernema
carpocapsae. Biological Control, 23(3): 303-310.

Strauch, O., Niemann, 1., Neumann, A., Schmidt, A.J., Peters, A., Ehlers, R.U.
2000. Storage and formulation of the entomopathogenic nematodes Heterorhabditis
indica and H. bacteriophora. BioControl, 45(4): 483-500.

Susurluk, 1.A. 2008. Potential of the entomopathogenic nematodes Steinernema feltiae,
S. weiseri and Heterorhabditis bacteriophora for the biological control of the sugar beet

72



weevil Bothynoderes punctiventris (Coleoptera: Curculionidae). Journal of pest
science, 81(4): 221-225.

Susurluk, 1.A., Dix, I., Stackebrandt, E., Strauch, O., Wyss, U., Ehlers, R.U. 2001.
Identification and ecological characterisation of three entomopathogenic nematode-
bacterium complexes from Turkey. Nematology, 3(8): 833-841.

Susurluk, 1.A., Ehlers, R.U. 2008. Field persistence of the entomopathogenic
nematode Heterorhabditis bacteriophora in different crops. BioControl, 53(4): 627-641.

Susurluk, I.A., Okten, ML.E. 2000. Bazi entomopatojen nematodlarin Blattella
germanica L. (Dictyoptera: Blattellidae) {izerindeki etkileri. Tarim Bilimleri Dergisi,
6(4): 111-114.

Susurluk, 1.A., Ulu, T.C.,, Kongu, Y. 2013. Tolerances of hybridized
entomopathogenic  nematode  Heterorhabditis  bacteriophora  (Rhabditida:
Heterorhabditidae) strains to heat and desiccation. Turkish Journal of
Entomology, 37(2): 221-228.

Susurluk, LA., Unlii, 1.0., Kepenekeci, 1. 2003. Host finding behavior of two different
Turkish  isolates of entomopathogenic nematode species, Heterorhabditis
bacteriophora, Poinar 1976 (Rhabditida: Heterorhabditidae). Turkish Journal of
Biology, 27(4): 203-207.

Tarasco, E., Triggiani, O. 2010. Desiccation tolerance of algerian strains of
entomopathogenic nematodes. Redia-giornale D1 Zoologia, 93: 75-77.

Tiryaki, O., Canhilal, R., & Horuz, S. 2010. Tarim ilaglar1 kullanimi ve
riskleri. Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Fen Bilimleri Dergisi, 26(2): 154-
169.

Turhan, S. 2005. Tarimda siirdiiriilebilirlik ve organik tarim. Tarim Ekonomisi
Dergisi, 11(1): 13-24.

Ulu, T.C., 2012. Tirkiye’de tespit edilen entomopatojen nematod Heterorhabditis
bacteriophora izolatlarinin yiiksek sicakliga ve su kaybina olan toleransliliklart ve
etkinliklerinin karsilastirilmasi. Yiiksek lisans tezi, UU Fen Bilimleri Enstitiisii, Bitki
Koruma Anabilim Dali, Bursa.

Ulu, T.C., Susurluk, I.LA. 2014. Heat and desiccation tolerances of Heterorhabditis
bacteriophora strains and relationships between their tolerances and some bioecological
characteristics. Invertebrate Survival Journal, 11(1): 4-10.

Uygun, N., Elekciooglu, I.H., Ulusoy, M.R., Kazak, C., Aysan, Y., Uygur, S., Karut,

K., Satar, S., Gozel, U., Karacaoglu, M. 2015. Biyolojik Miicadelede Son Geligsmeler.
Tiirkiye Ziraat Mithendisligi VIII. Teknik Kongresi, 12-16 Ocak 2015, Ankara.

73



Van Den Bosch, R., Messenger, P. S., Gutierrez, A.P. 1982. An introduction to
biological control. Plenum Press, New York and London. 247 pp.

Wang, X., Grewal, P.S. 2002. Rapid genetic deterioration of environmental tolerance
and reproductive potential of an entomopathogenic nematode during laboratory
maintenance. Biological Control, 23(1): 71-78.

Woodring, J.L., Kaya, H.K. 1988. Steinernematid and Heterorhabditid nematodes: a

handbook of biology and techniques. Arkarnas Agricultural Experiment Station,
Southern Cooperative Series Bulletin 331, Fayetteville, AR, 30 pp.

74



