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Anahtar kelimeler: Ozet. Entomopatojen nematodlar (EPN), biyoloijk miicadele uygulamalari icerisinde cogu zaman
Biyopestisit, azadirachtin, biyopestisitlerle birlikte kullanilmaktadir. Biyopestisitlerin EPN'lar tzerindeki toksik etkilerinin
spinosad, entomopatojen belirlenmesi, bu uygulamalardan istenilen basarinin elde edilebilmesi i¢in olduk¢a énemlidir. Bu

calismada yaygin bir sekilde kullanilan Nimiks (40 g L' Azadirachtin) ve Laser (Spinosad 480 g L™)
biyopestisitlerinin bazi yerel EPN turlerinin (Steinernema feltiae E-76, Heterorhabditis indica 216-H,
S. littorale MGZ-4-S) hayatta kalma ve virlilensligi Gizerindeki etkileri 24 ve 48 saatlik periyotlarda
son donem Galleria mellonella larvalar UGzerinde laboratuvar kosullarinda (25°C+2, R.H. %65+5)
arastinimistir. Spinosad ve Azadirachtinin tavsiye edilen en yiiksek uygulama dozlarina dogrudan
maruz kalan EPN turleri icerisinde ilk 24 saatlik periyotta en tolerant tiirlin %94 canlilik oraniyla H.
indica 216-H oldugu belirlenmistir. Steinernema littorale MGZ-4-S izolatinin Azadirachtine 24 ve 48
saat periyotlarda sirasiyla %11 ve %12 6lim oranlariyla en ¢ok duyarlilik gdsteren tiir olmustur. Test
edilen EPN tirlerinin son donem G. mellonella larvalan Gzerinde meydana getirdikleri 61im oranlari
%80 ile %100 arasinda degismistir. Elde edilen veriler, test edilen EPN tlrlerinin Spinosad ve
Azadirachtin ile laboratuvar sartlarinda uyumlu oldugunu gdstermektedir.

nematodlar
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Effects of Azadirachtin and Spinosad on the Survival and Virulence of Some Local
Entomopathogenic Nematodes Isolates

Keywords: Abstract. Entomopathogenic nematodes (EPN) are often used in combination with biopesticides in
Biopesticide, azadirachtin, pjologics control applications. Determination of the toxic effects of biopesticides on EPNs is crucial
spinosad, entomopathogenic  for achieving the desired results from these applications. The effects of commonly used biopesticides
nematodes [Nimiks (40 g L' Azadirachtin) and Laser (Spinosad 480 g L™)] on the survival and virulence of some

local EPN species (Steinernema feltiae E-76, S. littorale MGZ-4-S, Heterorhabditis indica 216-H) were
investigated on the last larval instar of Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larvae in 24 and
48 hours periods in laboratory conditions (25°C+2, RH. %65+5). Of the EPN species directly exposed
to the highest recommended doses of Spinosad and Azadirachtin, the most tolerant species was H.
indica 216-H with the survival rate of 94% during the first 24 hours. Steinernema littorale MGZ-4-S
was the most susceptible species to Azadirachtine with the mortality rate of 11% and 12%
respectively in 24 and 48 hours periods. Mortality rates of the tested EPN species on the G. mellonella
larvae ranged from 80% to 100%. The obtained results revealed that the EPN species tested are
compatible with Spinosad and Azadirachtin under laboratory conditions.
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GiRiS

Tarimsal Uretimde gida gtivenligi, tim Diinya'da ve Ulkemizde glin gectikce daha cok dnem kazanan bir konu
haline gelmektedir. Tarimsal Uretim yapilan alanlarda yogun bir sekilde kullanilan pestisitlerin canli ve cansiz ¢evre
Uzerindeki olumsuz etkileri mevcut kaynaklarin surdirilebilirligini her gecen giin kisitlamakta ve insan saghgini
glin gectikce daha ¢ok tehdit eder hale gelmektedir (Parron ve ark., 2014; Kim ve ark., 2017; Sabarwal ve ark.,
2018). Bu nedenle son yillarda tarimsal Uretimde verim ve kalite kayiplarina yol acan hastalik ve zararlilarla
mucadelede cevreci yaklasimlar daha ¢ok kabul gérmekte ve bircok arastirmaci bu yéntemlerin gelistirilmesi igin
arastirmalar yapmaktadir (Yiiksel ve ark., 2017; Canhilal ve ark., 2017; Ozdemir ve Gézel, 2018; Yiiksel ve ark., 2019).

Biyolojik micadele, kimyasal miicadele ydntemlerine gore daha sirdirilebilir olmasi ve insan ve ¢evre sagligi
icin daha az risk olusturmasi nedeniyle tarimsal miicadele kapsaminda Uzerinde en ¢ok calisilan ydntemlerden
birisidir (Canhilal ve ark., 2017; Ozdemir ve Gézel, 2017; Yiiksel ve ark., 2019). Entomopatojen nematodlar (EPN)
(Steinernematidae ve Heterorhabditidae), biyolojik miicadele uygulamalari igerisinde zararlilarla miicadelede en
basarili patojen gruplar arasinda yer almaktadir (Karaborkli ve ark., 2015; Bayramoglu ve ark., 2018; Yuksel ve
Canbhilal, 2018; Yuksel ve ark. 2018). Steinernema ve Heterorhabditis cinsi nematodlara ait 3. donem infektif
juveniller (iJ) bagirsaklarinda tasidiklari ve mutualistik iliski icerisinde olduklari bakteriler araciligiyla penetrasyon
sonrasi konukcularini 24-48 saat gibi kisa bir siire icerisinde 6ldirebilmekte ve cok sayida elverissiz kosullara
dayanikh yeni IJ meydana getirerek tekrar konukgu aramaktadirlar. Bu sayede uygulama alaninda zararllar
Gzerinde uzun sureli bir baski kurabilmektedirler (Kaya ve Gaugler, 1993).

Biyopestisitler, bitki, bakteri, nematod, fungus gibi farkli mikroorganizmalardan veya Urlinlerinden elde
edilebilen ve bocekler tizerinde 6ldiriicd, blylimeyi ve ciftlesmeyi engelleyici ve beslenme 6nleyici gibi etkilere
sahip olan biyolojik kdkenli pestisitlerdir. Biyopestisitler, organik tarim gibi bircok tretim sisteminde, EPN'lar gibi
biyolojik miicadele etmenleriyle birlikte yetistirme sezonu boyunca yogun bir sekilde kullaniimaktadirlar. S6z
konusu biyopestisit uygulamalarinin biyolojik miicadelede kullanilan etmenler lzerindeki etkilerinin belirlenmesi
bu uygulamalarin daha dogru bir sekilde gerceklestiriimesi ve zararlilarla daha etkin bir micadele yapilmasi
agisindan 6nem arz etmektedir.

Bu calismada Ulkemizde ve diinyada yaygin bir sekilde kullanilan biyopestisitlerden Nimiks (40 g L
Azadirachtin) (EC) ve Laser (Spinosad 480 g L") (SC) organik insektisitlerinin EPN‘lardan Steinernma feltiae E-76
ve Heterorhabditis indica 216-H, S. littorale MGZ-4-S izolatlari Uzerindeki toksik etkileri 24 ve 48 saatlik
periyotlarda incelenmis ve s6z konusu biyopestisitlerin bu izolatlar lizerindeki etkileri arastirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismalarda, daha 6nce Kayseri, Adana ve Kahramanmaras illerinde gerceklestirilen EPN siirveylerinden elde
edilen EPN izolatlari kullanilmistir (Canhilal ve ark., 2016, 2017). Elde edilen nematodlar laboratuvar ortaminda
Uretilen son dénem Galleria mellonella lzerinde ¢ogaltilmistir. Laboratuvar calismalarinda sadece bir hafta
yasindaki IJ'ler kullanilmistir ve kullanilan izolatlara ait i)'ler kullanim éncesinde buzdolabinda +4°C'de Ringer
¢Ozeltisi icerisinde bekletilmistir. Toksisite ve etkinlik denemeleri, Ulu ve ark., (2016) kullandigi ydntem kullanilarak
gerceklestiriimistir. Denemelerde, Nimiks (40 g L' Azadirachtin) (EC) ve Laser (Spinosad 480 g L") (SC) olmak
Uzere 2 farkl biyopestisit kullaniimis ve bu pestisitlerin dnerilen en yliksek uygulama dozlari kullaniimistir (Cizelge
1).

Toksisite calismalari 24'liik hiicre kaplar (Well-plate) icerisinde gerceklestirilmistir ve her bir kuyucuga 100 iJ
iceren 10 pl saf su ilave edilmistir. Daha sonra Onerilen en yliksek uygulama dozlarinda hazirlanan biyopestisit
solisyonlarindan 1 ml bu kuyucuklara ilave edilmistir. Biyopestisit- nematod karisimini iceren hticre kaplari
nematodlarin dibe ¢dkmesini engellemek ve karisimin saglanmasi amaciyla iklim odalarinda tutulan (27°C+2, R.H.
%65+5) orbitral ¢calkalayicilara konulmustur. Uygulama sonrasi 24 ve 48 saat sonunda her bir kuyucuktaki EPN’lara
ait 610 ve canli 1J)'lerin sayimi yapilarak, 8lim oranlari hesaplanmistir. Kontrol grubunda yer alan iJ'lere sadece saf
su verilmistir ve denemeler 4 tekerrtrli olarak gergeklestirilmistir.

Etkinlik denemelerinde, 100 ml'lik erlenler igerisine ©nerilen en yiksek uygulama dozunda hazirlanan
biyopestisitlerden 10 ml konularak tizerlerine 1000 iJ iceren 100 ul saf su edilmistir. Daha sonra bu erlenler iklim
odalarinda kontrolli kosullarda (25°C+2, RH. %65+5) orbitral calkalayicilara konularak uygulama sonrasi 24 ve
48 saat sonunda erlenlerdeki 1J)'ler bir elek yardimi alinmis ve biyopestisitlerden arindiriimasi icin saf su icerisinde
2 saat boyunca bekletilmistir. Bekleme sonrasinda 6lii ve canli i)lerin sayimi yapildiktan sonra 50 iJ
konsantrasyonunda hazirlanan c¢ozeltilerin son dénem G. mellonella larvalar (zerinde patojenik etkileri
arastinlmistir. Bu amacla 12'lik hicre kaplari icerisine %10 nem icerigine sahip steril kumlar konularak tzerine 50
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i) iceren 100 pl saf su ilave edilmistir. Son olarak her bir kuyucuga 1 adet son dénem G. mellonella larvasi
eklendikten sonra larvalarin kagisinin ve nem kaybinin dnlenmesi amaciyla bu hiicre kaplari parafilmler kapatilmig
ve (25°C+2 ve R.H. %65+5) iklim odalarinda muhafaza edilmistir. Uygulama sonrasinda her 24 saatte bir 6li ve
canli larva sayimi yapilmistir. Galleria mellonella larvalarindaki &limlerin nematod enfeksiyonu sonucunda
gerceklestigini dogrulamak amaciyla diseksiyon yapilmis ve EPN'larin varhgr gézlemlenmistir (Ulu ve ark., 2016).
Etkinlik denemelerindeki islemler biyopestisit cdzeltilerinde 24 ve 48 saat bekleyen iJ'ler icin ayri ayri yapilmistir.
Her bir tekerrtir 10 adet G. mellonella larvasindan olusmustur ve deneme 4 tekerriirlli olarak gerceklestirilmistir.
Elde edilen verilerin Abbot (1925) formdiliine goére gerekli diizenlemeleri yapildiktan sonra SPSS (2013)
istatiksel yazihm programi kullanilarak tek yonli varyans analizine (Oneway ANOVA) tabi tutulmustur.
Uygulamalar arasinda meydana gelen farkliliklarin belirlenmesi amaciyla Tukey testi uygulanmistir (P=0.05).

Cizelge 1. Kullanilan biyopestisitlere ait bilgiler.
Table 1. Informations on the biopesticides used.

Ticari isim Etken madde Siniflandirma Uretici Doz miktan

NIiMIKS 4.5 40 g L' Azadirachtin  Insektisit Certis USA 200 ml 100 L' su

LASER™ 480 g L' Spinosad insektisit Dow Agrosciences LTD. 30 ml 100 L"'su sera
BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan toksisite calismalari sonucunda, EPN izolatlarinda 24 ve 48 saat slire sonunda meydana gelen 6lim
oranlarinin test edilen EPN tirleri ve biyopestisitler tarafindan istatiksel olarak 6nemli 6lglide etkilendigi
belirlenmistir. Bu iki faktdriin interaksiyonu ise sadece ilk 24 saat sonunda meydana gelen 6lim oranlari Gzerinde
istatiksel olarak énemli bir etkide bulunmustur (Cizelge 2). ilk 24 saatlik siire sonunda en diisik toksik etki
kullanilan Spinosad ve Azadirachtin igin sirasiyla %5.1 ve %5.8'lik 6lim oranlari ile H. indica 216-H izolatinda
gercklesirken 48 saatlik stire sonunda %8.4 ve %9.5'lik 6lim oranlari ile S. feltiae E-76 izolatinda gerceklesmistir.
Azadirachtin ilacina en ylksek hassasiyeti %11.0 ve %12.5'lik 6lim oranlariyla S. littorale MGZ-4-S izolati
gOstermistir. Spinosad ilaci igin en yiksek toksik etki ilk 24 saatlik sire icin (%7.1) S.feltiae E-76 izolatinda
gorilirken 48 saatlik siire sonunda (%9.6) S. littorale MGZ-4-S izolatinda gorilmdstir (Cizelge 3).

Etkinlik calismalari sonucunda, test edilen biyopestisitlere maruz kalan entomopatojen nematod izolatlarinin
sadece ilk 24 saatte G. mellonella larvalar izerinde meydana getirdikleri 6lim oranlari istatiksel olarak bir farklilik
meydana getirmistir (Cizelge 2). ilk 24 saatte G. mellonella larvalan izerindeki en disiik 6lim oranlari (%80 ve
%82) S. littorale MGZ-4-S izolat tarafindan gergeklesirken Spinosada maruz kalmis EPN tlrleri icerisinde H. indica
216-H (%87) izolatinda ve Azadirachtine maruz kalmis EPN tirleri icerisinde ise S. feltiae E-76 (%95) izolatinda
gerceklesmistir. S. feltiae E-76 izolati test edilen biyopestisitlere 48 saatlik maruz kalma siresinin ardindan %100
olim orant ile en yuksek etkinligi gostermistir.

Gizelge 2. istatiksel analize ait bilgiler.
Table 2. Informations about statistical analysis.

Kullanilan biyopestisitlerin entomopatojen nematod izolatlari tizerindeki toksik etkisi

Kaynaklar* 24 Saat 48 Saat

df F P df F P
EPN tirleri 2 9.324 0.000 2 7.275 0.002
Biyopestisitler 1 8.918 0.004 1 11.284 0.001
EPN izolatlar X Biyopestisitler 2 3.862 0.027 2 1.711 0.190

Biyopestisitlere maruz kalan entomopatojen nematod izolatlarinin son dénem Galleria mellonella larvalarinda
meydana getirdikleri 6lim oranlari.

EPN tirleri 2 4.227 0.025 2 0.500 0.612
Biyopestisitler 1 3.716 0.038 2 2.000 0.155
EPN izolatlari X Biyopestisitler 2 0.290 0.882 4 0.500 0.736

*EPN: Entomopatojen nematod izolatlari, df: Serbestlik derecesi, F: F degeri, P: P degeri.

Bu calismada, tarimsal Uretimde zararlilarla miicadelede en ¢ok kullanilan biyopestisitlerden Spinosad ve
Azadirachtin etken maddeli ilaclarin farkli EPN turlerinin hayatta kalmasi ve virllensligi Uzerindeki etkileri
arastinlmistir. Elde edilen sonuclar, bu ilaglarin tavsiye edilen en yliksek dozlarinda dahi test edilen EPN tirleriyle
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uyumlu oldugunu gdstermektedir. Daha 6nce gerceklestirilen calismalarda da benzer sonuclar elde edilmistir.
Raheel ve ark, (2017) yuruttikleri calismada Azadirachtin ve Spinosad etken maddeli biyopestisitlerin
H. indica infektif juvenilleri Gzerinde ilk 24 saatlik stirede sirasiyla %15 ve %4 oranlarinda 6lim meydana getirdigini
ve yine ayni ¢alismada bu oranlarin S. feltiae igin sirasiyla %7 ve %2 oldugunu bildirmistir. Baska bir ¢alismada
Azadirachtin’in S. feltiae (izerinde %7-13 arasinda 6lime neden oldugu bildirilmistir (Krishnayyaand ve Grewal,
2002). Bizim calismamizda s6z konusu 6lim oranlar Azadirachtin ve Spinosad icin H. indica'da %5.1 ve %5.8
olarak ve S. feltiae'da %7.1 ve %7.7 olarak gerceklesmistir. Ayrica S. littorale MGZ-4-S izolatinin diger izolatlara
gore test edilen biyopesitisitlere karsi genelde daha duyarli oldugu goérilmekle birlikte s6z konusu izolatta en
yiksek 8lim orani %13'0 gecmemistir. Olim oranlarindaki bu farklihgin, EPN tirleri ve izolatlari arasinda
kimyasallara karsi duyarliligin degismesinden ileri geldigi sdylenebilir (Kaya, 1990; Krishnayyaand ve Grewal, 2002).

Cizelge 3. Test edilen biyopestisitlerin entomopatojen nematod izolatlari Gzerinde 24 ve 48 saat siire sonunda sebep olduklari
olim oranlari (%+Sd).

Table 3. The mortality rates (%+Sd) caused by the tested biopesticides on entomopathogenic nematode isolates after 24 and 48
hours.

izolatlar Maruz kalma Olim orani (%+Sd)*
Sdresi Kontrol 24 saat 48 saat
Steinernema feltiae E-76 0 7.10+2.0 AB 8.40+1.8 A
Heterorhabditis indica 216-H Spinosad 0 5.10+3.2 A 8.80t2.1A
Steinernema littorale MGZ-4-S 0 6.60+2.1 A 9.60+1.8 A
Steinernema feltiae E-76 0 7.70+2.4 AB 9.50+1.9 A
Heterorhabditis indica 216-H Azadirachtin 0 5.80+2.5 A 9.70+14 A
Steinernema littorale MGZ-4-S 0 11.00£2.0B 12.50+198B

* Ayni stitun igerisinde ayni blytk harfleri alan ortalamalar istatistiki olarak farkli degildir (Tukey, P<0.05). Her bir biyopestisit icin 6lim oranlari
kendi icerisinde degerlendirilmistir.

100 Aa  Aa Aa ABa Aa Aa  ABab Ab ABa B/a Ai Ba 5:@ ééBf B,/a Aa fa

£h / % / / /

e =0 =8 = = =5

° igj % %— % %— %/ %—
Spinosad Azadirachtin Kontrol Spinosad Azadirachtin Kontrol

24 Saat 48 Saat

Biyopesitisitlere Maruz Kalma Suresi
Entomopatojen nematod izolatlan

% Steinernema feltiae E-76 = Heterorhabditis indica 216-H S. littorale MGZ-4-S

Sekil 1. Biyopestisitlere farkli sirelerde maruz kalan entomopatojen nematod (EPN) izolatlarinin son dénem Galleria mellonella
larvalari Gzerinde meydana getirdikleri 61im oranlari (%). Blyuk harfler farkli sirelerde biyopestisitlere maruz kalmis her bir
EPN izolatinin kendi arasindaki istatiksel farklihgini ifade eder. Kicuk harfler her bir biyopestisit uygulamasi igcin EPN
izolatlarinin kendi arasindaki istatiksel farkliligini ifade eder (Tukey, P<0.05).

Figure 1. Mortality rates (%) of Galleria mellonella larvae caused by entomopathogenic nematode (EPN) isolates exposed to
biopesticides for 24 h and 48 h periods. Capital letters indicate the statistical difference between each EPN isolates exposed to
biopesticides at different periods. Lower case letters indicate the statistical difference between EPN isolates for each biopesticide
application (Tukey, P<0.05).

Calismamizda s6z konusu biyopestisitlere 24 ve 48 saatlik sirelerde maruz kalan EPN tirlerinin
virtlensliklerinde kontrol gruplarina gore ciddi bir disls gortlmemistir ve genelde birbirine yakin degerler
almislardir. Raheel et al. (2018) EPN'larin Azadirachtin ve Spinosad etken maddeli biyopestisitlere 24 saatlik maruz
kalmasi sonrasindaki 6lim oranlarini H. indica igin sirasiyla %48 ve %47 ve S. feltiae icin %43 ve %55 olarak
gerceklestigini bildirmislerdir. Chavan ve ark., (2018) benzer bir calismada Azadirachtine 24 ve 48 saat boyunca
maruz kalmis H. indica igin 6lim oranlarini sirasiyla %80 ve %100 olarak gergeklestigini rapor etmistir. Bir baska
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calismada Mahmoud ve ark., (2016) Azadirachtine maruz kalmis S.carpocapsae ve H. bacteriophora izolatlarinin G.
mellonella |arvalarinda meydana getirdigi 6lim oraninin %99 oraninda oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada test
edilen EPN turlerinin G. mellonella larvalari Gzerindeki virtlensligi Chavan ve ark., (2018) ve Mahmoud ve ark.,
(2016) ile benzerlik gostermektedir. Raheel ve ark., (2018) calismasinda gerceklesen diisiik 6lim oranlarinin
EPN’larin virtlensliklerinin nematod tiirline, maruz kaldiklari pestisit cesidine ve konsantrasyonuna ve nematodun
kimyasal ilaca maruz kalma suresine bagh olarak degismesinden kaynaklandigi distnulebilir. Ayrica EPN’larin
biyopestisitlere maruz kalmasindan sonra viriilensliklerinin diisiik oldugunu rapor eden calisma sayisi oldukca
sinirhidir.

SONUC

Entomopatojen nematodlarin bircok sentetik pestisitle uyumlu oldugu ve az sayida pestisitin de EPN'lara
olimcul oldugu ve virllensliklerini distrdikleri bilinmektedir (Radova, 2011; Bortoluzzi ve ark., 2013; Sabino ve
ark., 2014; Ulu ve ark., 2016). Test edilen EPN'larin 6lim orani, biyopestisitlerin en ylksek uygulama dozlarina 48
saat boyunca dogrudan maruz kalmalarina ragmen %13'G ge¢memistir. Biyopestisitlere maruz kalan EPN
izolatlarinin biyolojik etkinlik denemeleri sonucunda G. mellonella larvalari Gzerindeki virtlensliklerinde kontrol
uygulamalarina goére bir azalma gorilmemis aksine bazi izolatlarda sinerjik bir etkinin ortaya ciktigi dahi
gorilmustir. EPN izolatlari ile biyopestisitler arasinda sinerjik bir etkinin var olabilecegine yonelik sonuglar daha
onceki calismalarda da bulunmustur (Koppenhofer ve Kaya, 1998; Morales-Rodriguez ve Peck, 2009). Burdan yola
¢ikarak bu calismada kullanilan EPN izolatlarinin test edilen biyopestisitlerle laboratuvar sartlar altinda uyumlu
oldugu ve test edilen biyopestisitlerin s6z konusu EPN izolatlarinin hayatta kalma ve viriilenslikleri Gizerinde ciddi
bir olumsuz etkisinin bulunmadigi sdylenebilir.
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