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Sivi azotta depolanmis Ephestia kuehniella Zeller yumurtalarini kullanarak
Trichogramma pintoi Voegele’nin kitle tiretimi !
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Trichogramma'’larin kitle tiretiminde konukgu yumurtasinin sivi azot icinde depolanmasi, alternatif bir yontem olabilir.
Bu galismada sivi nitrojende 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 hafta boyunca depolanan Ephestia kuehniella Zeller yumurtalarindan
elde edilen Trichogramma pintoi Voegele’nin parazitleme performansi ve disi miir uzunlugu incelenmistir. Depolama
sonrasinda yumurtalarin ¢éziinmesi icin iki farkli ydntem uygulanmustir. ilk olarak yumurtalar tanktan gikarildiktan
sonra 24 saat buzdolabinda bekletilmis ve sonrasinda 50 °C su banyosunda 30 dakika tutulmustur. ikincisinde ise
yumurtalar tanktan alindiktan sonra 24 saat boyunca sadece buzdolabinda bekletilmistir. Her iki yontemin
uygulanmasi ile sonuglar arasinda 6nemli bir farklilik olmadigi tespit edilmistir. En yiiksek parazitlenme bir ve iki hafta
depolanan yumurtalardan saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik miicadele, sivi nitrojen, Trichogramma pintoi

1 Bu galisma NKUBAPNKUBAP.03.GA.17.089 no’lu proje ile desteklenmistir

Mass production of Trichogramma pintoi Voegele using Ephestia kuehniella
Zeller stored in liquid nitrogen

The storage of host eggs in liquid nitrogen may represent an alternative method in the mass production of
Trichogramma. In order to evaluate the efficacy of egg storage in liquid nitrogen, we examined the parasitism
performance and female longevity of Trichogramma pintoi Voegele on eggs of Ephestia kuehniella Zeller stored in
liquid nitrogen for 1, 2, 3, 4, 5 and 6 weeks. After storage two different methods were used unfreeze to eggs. Firstly
eggs after taken from the tank, kept in refrigerator for 24 hours and then for 30 minutes at 50 ° C in water bath. The
second is after the eggs are taken from the tank It was only kept in the refrigerator for 24 hours. In both methods was
not significantly different among the treatments. One and two weeks had the highest parasitism.

Keywords: Biological control, liquid nitrogen, Trichogramma pintoi

Giris 3, 5,7, 11 ve 13 giin sireyle depolanan Sitotroga
cerealella (Olivier)'nin yumurtalari T. evanescens
ve T. ostriniae tarafindan parazitlenme etkinlikleri
incelenmis ve 13 giunlik yumurtalarin digerleri
kadar tercih edildikleri belirlenmistir  (Ozpinar,
1999). Konuk¢u yumurtalarinin depolanmasinin
diger bir alternatifi, ise parazitoitli yumurtalarinin
depolanmasidir. Parazitoitlerin performanslarini
olumsuz olarak etkilemeden etkin saklama
yontemlerinin gelistirilmesi, énemli bir noktadir
(Leopold 1998). Parazitoitli ~ yumurtalarin

L . depolanmasi konusunda yapilan ¢alismalar, distk
Gretimine odaklanilmistir. Corcyra cephalonica
sicakhklarda depolama kosullarinin arastirilmasi

(Stainton) 2°C, 4°C ve 10°C'de depolanan . .
lant Gzerind b Id Uzerine odaklanilmistir. Yapilan bir ¢alismada
yumurtalan Gzerinde T. achaeae, T. eldanae, T. 25°C'de 0. nubilalis Uzerinde yetistirilen T.

chilonis, T. japonicum’un bazi biyolojik 6zelliklerini evanescens'in yasami boyunca ortalama 30.3%2.8

mFeIemlsIer, y?phl.la.r.\ calisma ile dort farkh adet yumurta parazitledigini, bu parazitlemenin %
Trichogramma tirdniin de depolamaya farkl 75.42'sinin  parazitoit yasaminin ilk glinlinde
tepkiler verdigini ve tiim parazitoit tiirleri icin en  gergeklestigini ve bir disinin 41.243.3 birey
uygun depolama sicakhiginin  10°C oldugunu  meydana getirdigini bildirilmistir (Ozpinar ve
saptamislardir (Jalali and Singh 1992). Yine 4°C’de  Kornosor, 1994). Derindondurucuda yapilan bagka

bir calismada T. cacoeciae T. evanescens ve T.
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Trichogramma cinsine bagl parazitoitler, dinya
capinda Lepidoptera takimina ait zararlilarinin
popllasyonlarinin baskilanmasinda en vyaygin
kullanilan biyolojik micadele etmenleri arasinda
yver almaktadir. Bu amagla, 6zel ya da kamu
kurumlarda on bes adet Trichogramma tiri
yetistirilmektedir (van  Lenteren  2012).
Salinimlarda cok sayida Trichogramma
salinimlarinda ¢ok sayida birey gerekir ve bu
nedenle bir¢ok ¢alismada Trichogramma tiirlerinin
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brassicae’ nin kullandigi calismasinda E. kuehniella
yumurtalarini -20 2C’de 1, 2 ve 3 saat bekletilmis ve
en dislik parazitlenme oranini -20 2C’de 3 saatte
saptamistir.  -20 °C’de 1saat bekletilmis
yumurtalarda parazitlenme orani T. cacoeciae T.
evanescens ve T. brassicae tirlerinde sirasiyla %
64, % 65.60 ve % 63.60 oldugunu tespit edilmis ve
distk sicakhigin 6mir ve Greme gliciinii azalttigini
bildirmistir (Ozder, 2002). Sogukta depolama
¢alismalari, yetistirme kolaylhgi, yliksek Ureme
kapasitesi ve disiik bakim maliyetleri nedeniyle
alternatif konukgulara (Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) ve Sitotroga cerealella
(Olivier) (Lepidoptera: Gelechiidae) odaklaniimistir
(Jalali et al. 2007). Dusuk sicaklikta depolama
teknikleri temel olarak dogal disman bdceklerin
veya konukgularinin gesitli dénemlerinin soguk
ortamlarda belirli sire bekletilmesi olarak
tanimlanirken, dustk sicakliklarda depolama ile
dogal dismanlarin kitle Gretimi ve saliniminda
bircok avantaj elde edilmektedir. Duslik sicaklikta
depolama faydal tirlerin tuketiciye ulagimini
kolaylastirmak, salim c¢alismalarinda verimliligi
istenen diizeye getirmek, kitle Gretiminde etkinlik
ve esneklik saglamak ve uzun sireli ekolojik,
fizyolojik ve genetik calismalara uygun standart
doller hazirlamak icin yapilmaktadir (Leopold,
1998; Tunca ve ark., 2014).

Bu calismada da sivi azot icinde E. kuehniella
yumurtalarinin  depolanma olanaklari ve bu
depolanan yumurtalardan elde edilen T. pintoi
Voegele (Hymenoptera: Trichogrammatidae)'nin
parazitleme performansi arastirilmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Bu ¢alismanin ana materyalini yumurta parazitoiti
Trichogramma pintoi Voegele ve konukgusu
Ephestia kuehniella Zell. olusturmaktadir. Diger
materyaller ise cam tip, %10’luk arap zamki,
yumusak uclu firgalar, bal, beyaz kagit, plastik
kiivet, plastik yumurtlama kaplari, pamuk, makas,
misir kirmasi, un ve kepektir. Arastirmanin ana
materyallerin olan Ephestia kuehniella ve parazitoit
Trichogramma pintoi Namik Kemal Universitesi
Tekirdag Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma Boliimiinde
daha 6nceden de yetistiriimekte olan kultlrlerden
elde edilmistir.

Metod
Ephestia kuehniella Zeller'nin liretimi

Ephestia kuehniella 25+11°C sicaklik, %60-70
oransal nem ve karanlik kosullarin saglandigi iklim
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odasinda vyetistirilmistir. E. kuehniella 2:1:1
oraninda hazirlanan un, kepek ve misir kirmasi
karisimindan olusan besin, lzerinde dretilmistir.
Bu kaltiir dis bulagsmalari 6nlemek amaciyla 60°C
sicakhga ayarli bir etlivde 5 saat sireyle
bekletilerek steril hale getirilmistir. Yetistirmede
kullanilan diger materyaller (farkli ebattaki plastik
kiltir kaplari, tulbent, plastik petriler, firga,
yumurtlatma kaplari, lastik vb.) ise %1’lik
sodyumhipoklorit ile  dezenfekte  edilerek
kullanilmistir. Dezenfekte edilen 27x37x7 cm
boyutlarindaki un glvesi yetistirme kaplari
icerisine steril bugday unu, kaba bugday kepegi ve
misir kirmasi karisimindan besin aktarilmistir. Daha
sonra yetistirme kaplarinin tzeri kapatilarak kitle
Uretim odasinda gelismeye birakilmistir. Geligsimini
tamamlayarak ¢ikis yapan kelebekler bir vakumlu

pompa yardimiyla toplanarak yumurtlatma
kaplarina aktarilmistir.  Kaltirin  sarekliligini
saglamak amaciyla her gin vyeni konukgu

yumurtalariyla kiltire devam edilmistir (Bulut &
Kilinger 1987, Ozder, 2004).

Trichogramma pintoi Voegele’nin lretimi

Parazitoit T. pintoi, 25+1 °C sicakhk, %60-70
oransal nem 16 saat aydinhk: 8 saat karanhk
kosullarin saglandigi iklim odasinda ve E. kuehniella
kiltirinden saglanan  yumurtalar Gzerinde
yetistirilmistir (Ozder, 2004).

Sivi azotta Ephestia kuehniella yumurtalarinin
depolanmasi

E. kuehniella yumurtalari eppendorf tiipler (5 ml)
icine yerlestirildikten sonra aliminyum folyo ile
sarilarak azot tankina (-196 °C) konulmustur.
Yumurtalar 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 hafta sure ile
depolanmistir. Yumurtalarin tanktan
cikarilmasindan  sonra  farkh  iki  yontem
uygulanmustir. ilk uygulamada her depolama siiresi
sonrasinda eppendorf tupler plastik kutu igine
aktarilarak 24 saat buzdolabinda 4°C'de
tutulduktan sonra 50 °C’'de 30 dakika bekletilmistir.

Diger uygulama ise eppendorf tiipler plastik kutu
icine aktarilarak 24 saat sadece buzdolabinda
bekletilmistir.

Her iki durumdaki konuk¢u yumurtalardan 100’ er
adeti kagit seritlere arap zamki yardimiyla
yapistirilarak cam tlipe alinmis ve Uzerine birer
adet T. pintoi disileri salinmistir. Bu disiler 24 saat
sonra tlplerden wuzaklastirilarak yumurtalarin
kararmasi beklenmistir. Kararan yumurtalardan
elde edilen disiler yeni tiiplere alinarak, her giin
taze E. kuehniella yumurtasi ve bal verilmistir.
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Guinluk gozlemler ile kayitlar tutularak ergin 6mura
ve parazitledikleri yumurta sayilari hesaplanmistir.
Denemeler tesadiuf parselleri deneme desenine
gore 10 tekerrtrli olarak yurGtilmastar
(Krechemer ve Foerster, 2016).

istatistiki Degerlendirme

Her iki uygulamadan elde edilen Denemeler veriler
SPSS 21.0 paket programi yardimiyla analiz edilmis
ve yumurta depolama surelerine iliskin elde edilen
verilerin ortalamalar Duncan Coklu Karsilagtirma
Testine tabi tutulmustur

Arastirma Sonuglari ve Tartisma

Yapilan c¢alisma sonucunda, ilk 5 hafta slreyle
depolanmis 50 °C’ sicak E. kuehniella yumurtalarin
parazitlenme oranlari 5 hafta %50'nin Uzerinde
olup sirasiyla %93, %94, %87, %62 ve %57'dir. Alti
hafta siire ile depolanmis olan yumurtalardaki
parazitlenme orani ise %43 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 1) Ancak sivi azotta 6 hafta boyunca
depolanan yumurtalardan elde edilen T. pintoi disi
bireylerin parazitleme performanslari, bir ve iki
hafta sire ile depolanmis olanlarda en yiksek
diizeyde tespit edilmis olup istatiksel olarak
siraslyla 67,80+2,23 ve 71,90+4,19 adet olarak
belirlenmistir (p<0,05, Cizelge 1). Disi omir
uzunluklarina bakildiginda ise yine bir ve iki hafta
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sure ile depolanmis olan yumurtalarda 9,70+0,26
ve 10,30£0,21 giin olarak elde edilmistir (p<0,05,
Cizelge, 1). Elde edilen veriler ile c¢alisma
sonucunda depolama siresi arttikca parazitlenme
performanslarinda ve émir uzunluklarinda dusus
yasandigl goézlenmistir. Trichogramma’larin kitle
Uretiminde konukgu yumurta depolama
¢alismalarinin, ¢ogu buzdolabi ve dondurucu
kosullarinda yapilmaktadir. Klasik olarak derin
dondurucuda depolama sonucu boceklerin canliligi
yalnizca birkag haftalik depolama ile korundugu ve
bunun ardindan ergin c¢ikis ve dogurganlik
hizlarinda bir dists gorialdugid bircok arastirici
tarafindan bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada T.
pintoi tarafindan parazitlenmis E. kuehniella
yumurtalari, parazitoite verildikten 4 giin sonra 0,
+4, +8°C sicakliklarda 1, 2, 3, 4, 5, 6 hafta sire ile
depolanmis ve T. pintoi’nin arastirilan tim biyolojik
ozelliklerde elde edilen veriler birbirine yakin olsa
da performansin, +8°C sicaklikta depolamanin 0 ve
+4°C sicakliklara oranla daha vyiksek oldugu
gdzlenmistir (Yaz ve Ozder, 2016). Yapilan baska bir
¢alismada ise T. evanescens ile parazitlenmis E.
kuehniella yumurtalarini 1, 2, 3 ve 4 hafta sire ile
10°C depolayarak parazitlenme oranlarini, disi
Omir uzunlugunu ve ¢ikis oranlarini tespit ederek,
Omir uzunlugu ve parazitlenme performansinin
depolama siiresinin artisina baglh olarak dustugini
belirlenmistir (Yilmaz et al. 2007).

Cizelge 1. Sivi azot tankinda depolanmis Ephestia kuehniella yumurtalarindan elde edilen Trichogramma
pintoi ergin disi 6mri ve parazitlenen yumurta sayisi (sicak su banyosunda bekletilmis)

Table 1. Trichogramma pintoi female longevity and parasitized eggs obtained from Ephestia kuehniella

eggs stored in liquid nitrogen tank

Depolanan
Depolama yumurtalarin
suresi (hafta) parazitlenme orani Disi 6mri (gtin) Parazitlenen yumurta sayisi
1 %93 9,70+0,26 bc* 67,80+2,23 b
2 %94 10,30+0,21 b 71,90+4,19b
3 %87 9,100,37 cd 61,00+3,08 cd
4 %62 8,20+0,24 d 53,50+2,21 de
5 %57 7,00+0,36 e 47,50+2,78 e
6 %43 6,30+0,22 e 42,90+2,21 e
Kontrol %100 12,90+0,62 a 105,30+4,25 a

* Herbir stitunda ayni kiiguk harf ile gésterilen ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemsizdir (p<0.05).
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Krechemer ve Foerster (2016), 30, 60 ve 90 giin
sure ile sivi azotta Mythimna sequax Franclemont
yumurtalarini depolamislar ve en iyi parazitleme
oranini 60 giin sire ile depolanan yumurtalarda
tespit emislerdir. Sivi azot tankinda bekletilen
yumurtalar c¢ikarildiktan hemen sonra 24 saat
boyunca buzdolabinda bekletilmistir. Denemeye
gore bir hafta sire ile tankta bekletilmis olan
yumurtalardan elde edilmis olan T. pintoi
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erginlerinin parazitleme performanslari
75,5043,80 (p<0,05) adet yumurta olup, istatiksel
olarak iki hafta sire ile tankta bekletilen
yumurtalar ile ayni grupta yer almistir. Yapilan ilk
deneme ile kiyaslandiginda; ilk denemede
depolanan yumurtalarin parazitlenme orani besinci
haftaya kadar %50’nin (izerinde olmustur. ikinci
denemede ise besinci haftada %50'nin altina
dasmustir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Sivi azot tankinda depolanmis Ephestia kuehniella yumurtalarindan elde edilen Trichogramma
pintoi ergin disi 6mrii ve parazitlenen yumurta sayisi (Sadece buzdolabinda bekletilen)

Table 2. Trichogramma pintoi female longevity and parasitized eggs obtained from Ephestia kuehniella
eggs stored in liquid nitrogen tank (Just kept in the fridge)

Depolanan
yumurtalarin
parazitlenme orani

Depolama
suresi (hafta)

Disi 6mri (gln)

Parazitlenen yumurta sayisi

1 %94 8,80+0,24 b* 75,50+3,80 b
2 %92 9,00£0,20 b 71,40+2,95b
3 %81 8,70+0,39 b 59,90+2,57 ¢
4 %55 8,20+0,35 bc 46,70+2,10d
5 %38 7,30+0,47 c 38,00+2,50d
Kontrol %100 12,90+0,62 a 105,30%4,25 a

* Herbir stitunda ayni kiiguk harf ile gdsterilen ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak nemsizdir (p<0.05).

Elde edilen veriler ile yapilan her iki denemede ilk
dort hafta boyunca depolanmis olan yumurtalarda
onemli bir farkhlik olmadigi belirlenmistir. Ferreira
ve Oliveira (1998) Nezara viridula yumurtalarini sivi
azotta 12 ay boyunca farkli depolama teknikleri
(yumurtalari aliminyum folyoya sararak, eppendorf
tip ve vakumlu plastik posetler kullanarak) ile
depolamislar kontrole gore Trissolcus basalis’in
yumurtalari parazitleme performansi agisindan
depolama yontemleri arasinda onemli bir farklilik
olmadigini  bildirmislerdir. Greco ve Stilinovic
(1998) S. cerealella yumurtalarini 30 ve 130 gin
sire ile sivi azota depolamiglar ancak T.
pretiosum’un parazitleme performansinda 6nemli
bir farkhlik olmadigini tespit etmislerdir. En dislik
parazitleme performansi ise 5 hafta siire ile
depolanmis olan yumurtalarda 47,50+2,78 adet
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