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OZET
Doktora Tezi

Heterorhabditis bacteriophora HBH HiBRIT IRKININ IN VITRO KATI KULTURDE
URETIMININ OPTIMIZASYONU

Tufan Can ULU

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. I. Alper SUSURLUK

Entomopatojen nematodlar (EPN) diinya genelinde yaygin bicimde kullanilan biyolojik
miicadele etmenleridir. Nemata subesinin Rhabditida takimi Heterorhabditidae ve
Steinernematidae familyalarina bagli olan bu organizmalar toprak altinda yasamakta ve
yasam dongiilerinin devami igin bir konuk¢u bocege ihtiya¢ duymaktadir. Biyolojileri
geregi konukgu bocegi oldiiren ve igerisinde lireyen EPN’ ler daha sonra topraga gecerek
yeni konukc¢u arayisinda bulunurlar. Konukg¢u arama 6zelligi, klasik alet ve ekipmanlar
ile uygulanabilmeleri, dogaya ve insana zararsiz olmalari ve 250 den fazla bocege etkili
olmalar1 gibi olumlu 6zellikleri sayesinde son yillarda biyolojik miicadele pazarinda
kendilerine 6nemli bir yer edinmislerdir. Ancak birgok biyolojik miicadele etmeninde
oldugu gibi EPN’ lerin de 6nemli olumsuz 6zelliklerinden biri ticari tiretimlerinin pahali
olmasidir. Bu amacla uzun yillardir arastirmalar yapilmakta ve hem dogrudan hem dolayli
yollardan iiretim, depolama ve tasima maliyetlerinin diisiiriilmesi amag¢lanmaktadir. Bu
konuda yapilan ¢alismalardan birisi de tiretim ortami1 ve fiziksel bazi dlgiitlerin optimize
edilmesidir. Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Nematoloji Laboratuvari’ nda 2010-2013 yillar1 arasinda yiiriitiilen bir proje kapsaminda
iistiin Ozelliklere sahip bir hibrit 1tk elde edilmis ve bu irka patent alinmistir.
Heterorhabditis bacteriophora tiiriine ait olan HBH hibrit irkinin iilkemize ait olmasi ve
biyo-ekolojik olarak iilkemiz sartlarina adapte olmasi 6nemli olarak goriilmektedir. Bu
amagla HBH hibrit irkinin in vitro kati kiiltiirde iiretiminin optimizasyonu ve bu sayede
tiretim veriminin artirilmasi hedeflenmistir. Bu dogrultuda tez calismasinda {iretim
olgiitleri olarak icerisinde ek besin maddeleri bulunan (soya lesitini, yamurta sarisi) farkli
ortam igerikleri, sicaklik (24, 28 ve 32 °C) ve iiretim ortaminin pH degeri (5, 7 ve 9)
kullanilmustir. Farkli 6l¢iit degerleri kullanilarak yapilan iiretim sonuglar1 incelendiginde,
hermafrodit yumurta sayisi ve toplam infektif jiivenil sayis1 bakimindan igerisinde soya
lesitini bulunan, 28 °C’ de ve pH 7 degerinde yapilan iiretimin istatistiksel olarak en
verimli kombinasyon oldugu belirlenmistir. pH 9 degerinin degerlendirme olgiitleri
lizerine istatistiksel olarak olumsuz etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasi
ile HBH hibrit irk1 i¢in baz1 6nemli {iretim dlgiitlerinin kati kiiltiirde tiretim i¢in optimum
degerleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Heterorhabditis bacteriophora, in vitro, optimizasyon, soya lesitini
2018, viii + 73 sayfa



ABSTRACT
PhD Thesis

OPTIMIZATION OF IN VITRO SOLID CULTURE OF Heterorhabditis bacteriophora
HBH HYBRID STRAIN

Tufan Can ULU

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

Supervisor: Prof. Dr. I. Alper SUSURLUK

Entomopathogenic nematodes (EPN) are widely used biocontrol agents. EPNs are living
under soil and they need an insect host to continue their biology. EPNs Kill their insect
host and emerge into soil to seek new hosts. They have active host-seeking ability, they
can be applied with standard sprayers, they have lethal effects over 250 insects and they
are safe for non-target hosts and environment. EPNs have become popular in bio-pesticide
market due to their positive features. However, one of their important disadvantage is the
high price of commercial products. Thus, studies about EPNs mostly focused on
improving mass production techniques and reduce production costs by optimization of
production media and physical conditions. In Nematology Laboratory of Bursa Uludag
University, Faculty of Agriculture, Department of Plant Protection, a hybrid strain was
developed from different EPN isolates obtained from different climatic regions of Turkey
and patented due to its superior bio-ecological characteristics. Heterorhabditis
bacteriophora HBH hybrid strain is belong to our country and it is bio-ecologically
adapted to Turkey. In this purpose, optimization of in vitro production and yield
improvement of HBH hybrid strain was aimed. With yield improvement, reduction in
production costs is also expected. In the present study, different production media with
supplementary ingredient (soy lecithin, egg yolk), temperature (24, 28 and 32 °C) and
media pH (5, 7 and 9) were selected as in vitro production parameters. Regarding the
hermaphrodite egg numbers and total infective juvenile results obtained from different in
vitro solid productions, best production combination was found as medium containing
soy lecithin, 28 °C and pH 7. Moreover, media with pH 9 were showed statistically
negative results compared to other combinations on all parameters. Consequently,
optimum values for some important in vitro solid production parameters of HBH hybrid
strain were determined.

Keywords: Heterorhabditis bacteriophora, in vitro, optimization, soy lecithin
2018, viii + 73 pages
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1. GIRIS

Insanlarin diizenli yasama ge¢mesiyle birlikte tarimin basladig1 ve on bin yildan fazla bir
tarihi oldugu diisiiniilmektedir. Insanligin gelisimi ile birlikte tarimsal uygulamalarin da
gelistigi ve genis alanlara yayildigi bilinmektedir. Yayginlasan tarimsal uygulamalar
beraberinde bir¢ok 6nemli sorun meydana getirmistir. Zaman igerisinde bu sorunlarin en
onemlilerinden biri haline gelen, tarimsal {iriinlerde ekonomik kayba neden olan
hastaliklar, zararlilar ve yabanci otlar gibi etmenler ortaya ¢ikmistir. Tarimda ekonomik
kayba neden olan etmenler ile miicadelenin M.O. 3000 yilina kadar uzandigi ve
Siimerlilerin  ¢esitli bocekler ile miicadelede kiikiirt kullanmasiyla basladigi
diisiiniilmektedir. Bundan binlerce yil sonra M.O. 300° de Cinlilerin bitki fenolojisinden
yararlanarak bitkilerin ekim-dikim tarihlerini zararli boceklere denk gelmeyecek sekilde

ayarladiklar1 belirlenmistir.

Tarimin O6neminin artmasi ile birlikte tarimsal iiriinlerin korunmasinin gerekliligi de
ortaya ¢cikmis ve M.S. 1600’ lerde sabun, arsenik, nikotin gibi bazi bilesikler ilk kez
boceklere karsi pestisit olarak kullanilmaya baglanmistir. Bundan yaklasik 200 y1l sonra
1800° lerde Onemli ekonomik kayiplara neden olan San Jose kabuklu biti
(Quadraspidiotus perniciosus) ve Kolorado patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata)
gibi bocekler tanimlanmig, bu boceklere karsi 6zel karantina onlemleri alinmis ve
boceklerle miicadele konusunda ilgi artmistir. Boceklere karsi kullanilmak tizere 1860
yilinda “Paris Yesili” ad1 verilen kursun-arsenik-bakir siilfat karisimi bir kimyasal pestisit
gelistirilmistir. 1900’ lerin baslarinda ¢esitli tarim makinelerinin ortaya ¢ikmasi ile
birlikte organik pestisitlerin kullanimi artmis ancak boceklerin direng kazanmas: ile
birlikte bu pestisitler etkisiz, pahali, tehlikeli ve fitotoksisite meydana getiren
kimyasallara doniigmiistiir. Pestisitlerin etkisiz kalmasi nedeniyle yeni arayislar baslamis
ve o giine kadar petrol ve komiir gibi maddeler ile formiile edilen pestisitler i¢cin 1930’
larda yeni sentetik kimyasallar sentezlenmeye baslanmistir. 1873 yilinda sentezlenen
DDT (Dikloro Difenil Trikloroetan) isimli kimyasalin insektisit 6zelligi tespit edilmis,
Ikinci Diinya Savas1’ nda askerlerin viicut piresi ve tifo hastalig1 nedeniyle karsilastiklart
hayati tehlikeye kars1 kullanilmig ve basarili olunmustur. Bu nedenle DDT’ nin insektisit

ozelligini kesfeden Isvigreli Paul Muller’ a Nobel Odiilii verilmistir. ikinci Diinya Savast



boyunca Almanya ve miittefikleri sinir gazi gelistirme amaciyla organik fosforlu
kimyasallar iizerinde denemeler yapmislardir. Bu kimyasallarin insektisit 6zelliginin
kesfedilmesi ile birlikte ikinci Diinya Savasi sonrasinda organik fosforlu ve

Klorlandirilmis hidrokarbonlu bilesikler pestisit olarak kullanilmaya baglanmistir.

Insan niifusunun siirekli artmasi ve tarim alanlarmin siirekli azalmasi nedeniyle 1940’
larin basinda 6zellikle Amerika Birlesik Devletlerinde Yesil Devrim (Green Revolution)
adi1 verilen stire¢ baglamistir. Yesil Devrim ile birlikte tarimda verimli gesitler (6zellikle
muisir, piring ve bugday), sentetik giibreler ve pestisitler kullanilmaya baglanmis, sulama
ve bolgelere gore cesit secimi ile ilgili diizenlemeler getirilmistir. Yesil Devrim’ in
diinyadaki aclhiga bir ¢6ziim oldugu diisiiniilmiis ve boceklerin biyolojisi, yogunlugu,
zarar dlizeyi vb. kavramlari incelemek yerine dogrudan kimyasal kullanimimin daha
dogru ve kolay oldugu sOylenmistir. Yesil Devrim kavramini ortaya atan Norman
Borlaug, tarima ve insanliga katkilarindan dolay1 1970 yilinda Nobel Baris Odiilii’ nii
almistir. Yesil Devrim ile birlikte baslayan siire¢ sayesinde tarimda verim anlaminda elde
edilen olumlu etki ve devrimin baslangicindaki basariya ragmen, ilerleyen zamanlarda bu
tarim seklinin asir1 enerji tiiketimine neden olmasi ve ¢ogunlukla monokiiltiir tarim
yapilmasi sonucunda bazi soru isaretleri olugsmaya baslamistir. Yogun pestisit
kullanimina bagimli olmasi nedeniyle Yesil Devrim toplumlarda sorgulanmaya baslamis
ve pestisitlerin ¢evre ve insan lizerindeki olumsuz etkileri ile ilgili endiseler tiim diinya
genelinde artmistir. Rachel Carson tarafindan 1962 yilinda yazilan “Sessiz Bahar (Silent
Spring)” isimli kitap ile diinya genelinde bir farkindalik olusmustur. Kitapta yer alan;
pestisitlerin dogal yasam, su kaynaklar1 ve insan sagligi iizerindeki etkileri, siit ve gesitli
gidalarda DDT kalintis1 bulunmasi, kimyasallara dayanikli “stiper bocekler” ve yabanci
otlarin yaratig1 sorunlar gibi bilgiler ile tarimda ekonomik kayba neden olan etmenler ile

miicadeleye kars1 farkli yaklagimlarin olusmasi saglanmaistir.

Yesil Devrim sonrast ortaya ¢ikan ve diinya genelinde farkindalik yaratan sorunlari
¢ozmek i¢cin 1970’ 1i yillarda tarimda Entegre Zararli Yonetimi (EZY) (Integrated Pest
Management=IPM) kavrami ortaya konmustur. A.B.D. Tarim Bakanlig iilke genelinde
EZY programlari ilan etmis, A.B.D. Cevre Koruma Ajansi pestisit kullanimi sinirlayici

cesitli diizenlemeler ortaya koymustur. Bu yillardan itibaren EZY iizerinde yogun



calismalar yapilmis ve genetik biliminin gelismesi ile birlikte genetigi degistirilmis
bitkiler tiretilmeye baslanmistir. Giiniimiize yaklastik¢a hedef alinmayan organizmalar
icin daha giivenli, daha hafif ve hedefe 6zellesmis yontemlerin gelistirilmesi {izerine
calismalar yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir. Teknolojinin geligsmesi ile birlikte

stirekli olarak kimyasal kullanim1 azaltmaya yonelik arastirmalar devam etmektedir.

Glinlimiizde tarimdaki hastalik, zararli ve yabanci otlar ile miicadelede tiim diinya
genelinde en yaygin kullanilan yontem kimyasal miicadeledir (Sarwar 2015). Ancak,
yukarida bahsedildigi gibi 1960’ larda ortaya ¢ikan farkindalik ile kimyasal miicadeleye
alternatif yontemler {izerine ¢aligmalar baslamistir. Tarimsal tiriinlerde ekonomik kayba
neden olan etmenlere kars1 kimyasal miicadelenin disinda Biyolojik, Biyoteknik, Fiziksel,
Genetik vb. birgok miicadele yontemi bulunmaktadir. EZY programlarinda tiim miicadele
yontemleri birbirleri ile uyumlu sekilde kullanilarak kimyasal ilaglarin kullanimi
minimum diizeyde tutulmaktadir. Su ana kadar kimyasal miicadeleye alternatif en basarili
ve uygulanabilir yontemin biyolojik miicadele oldugu tespit edilmistir. Diinya
genelindeki pestisit kullanim istatistiklerine bakildiginda, 2015 yilinda toplam pestisit
pazari yaklasik 50 milyar $ iken, biyolojik iiriin pazar1 2 milyar $ civarindadir (Sekil 1.1)
(Olson 2015). Oran olarak ¢ok diisiik gériinmesine ragmen, yapilan tahminlerde 2050’
lerde biyolojik iirlinlerin pazar paymin kimyasal tirlinleri gececegi diisiiniilmektedir
(Sekil 1.2) (Glare ve ark. 2012, Olson 2015). Bu durum da, biyolojik iiriinlerin gelecegin
onemli elemanlarindan biri olacagi ve tarimda kullanimlarinin deger kazanacagi

konusunda 6nemli sonuglar ortaya koymaktadir.
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Sekil 1.2. Sentetik ve biyolojik pestisitlerin pazar biiyiikliigiiniin 50 yillik tahmini

Tarihte ilk olarak Cinlilerin tiglincii ylizyilda turunggillerde zararlh bir lepidopter tiirii olan
Tesseratoma papillosa’ ya kars1 etkili bir karinca tiirii olan Oecophylla smaragdina’ nin

kullanilmast sonucuyla biyolojik miicadelenin yaklasik iki bin y1l onceye dayandigi



tahmin edilmektedir. Bundan yaklasik bin yi1l sonra Yemen’ de hurma agacinda zararh
olan bir bocege karsi yine bir karinca tiirii kullanilmistir. Bu uygulamalardan basari elde
edilmesi sayesinde biyolojik miicadelenin bilinirligi artmaya baslamis ve 1300’ li
yillarda ugur boceginin bir¢ok bocege karsi kullanilabileceginin belirlenmesi ile bu
yontemin uygulama alan1 genislemistir. Aradan gegen asirlar boyunca biyolojik
miicadelede kullanilabilecek yiizlerce yeni organizma tiirii bulunmasma ve diinya
genelinde uygulanan bir yontem olmasina ragmen “Biyolojik Miicadele” tabiri ilk kez
1919 yilinda H. S. Smith tarafindan kullanilmistir (Smith 1919). Ilk olarak “dogal
diismanlar kullanilarak zararli boceklerin kontrol altina alinmasi” olarak tanimlanan
biyolojik miicadele daha sonra ‘“‘avci, parazit veya patojenlerin kullanilarak, hedef
organizmalarin popiilasyonlarinin normalin altinda tutulmasi1” olarak degistirilmistir (De
Bach 1964). 1982 yilinda ise “uygulamali biyolojik miicadele” ve “dogal biyolojik
miicadele” olarak iki farkli terim ortaya konmustur (Van den Bosch ve ark. 1982). Dogal
biyolojik miicadele terimi, dogada var olan dengenin icerisinde yer alan ve insanin
herhangi bir sekilde miidahale etmedigi miicadeleyi tanimlarken, uygulamali biyolojik
miicadele ise insan eliyle dogal diismanlarin zararli bocekler iizerindeki etkinliginin

artirilmasini tanimlamaktadir.

Uygulamali biyolojik miicadele yani klasik biyolojik miicadele uygulamalari, dogal
diismanlarin ithal edilmesi, cogaltilmasi ve korunmasi olarak {i¢ farkli baslikta
incelenmektedir. Biyolojik miicadelede kullanilan organizmalar “dogal diisman”,
“biyolojik miicadele etmeni” veya “biyokontrol ajan1” gibi terimlerle ifade edilmektedir.
Glinlimiizde en yaygm kullanilan etmenler arthropodlar (bdcekler ve akarlar),
nematodlar, bakteriler, funguslar, virlisler vd. organizmalardir. Biyolojik miicadele
etmenleri glinlimiizde temel olarak predatdr (avcil), parazitoid ve patojen olarak

ayrilmaktadir.

Yukarida belirtilen olumsuz nedenlerden dolay1 diinya genelinde kimyasal ilaglara
alternatif yontemler iizerine arastirmalar devam etmektedir. Kimyasal ilaglarin
etkinliginin yliksek olmasinin yaninda etki siiresinin kisa olmasi, uygulamasinin
uzmanlik gerektirmemesi ve genel olarak diisiik fiyatli olmasi sebebiyle tercih

edilmektedir. Bu nedenle kimyasal ilaglara alternatif olarak diisiiniilen diger yontemlerin,



ilaglar ile bircok konuda rekabet edebilmesi gerekmektedir. Biyolojik miicadele
ajanlarinin  olumsuz olarak nitelendirilebilecek o6zelliklerinden bazilari; {iretim,
formiilasyon ve depolama maliyetlerinin fazla olmasi, etkinliginin kimyasal ilaglara gore
nispeten diisiik olmasi, uygulama sonucglarinin ¢ok hizli goériilememesi ve uygulama
sirasindan uzmanlik gerektirmesi olarak siralanabilir. Bu gibi nedenlerden dolay,
biyolojik miicadelenin yayginlasabilmesi i¢in, diinya genelinde yogun arastirmalar
yapilmaktadir. Bu arastirmalarin biiylik bir kismi, biyolojik miicadele ajanlarinin
etkinligini artirmak, tretim ve depolama maliyetlerini azaltmak, iiretim verimini
artirmak, kullanim kolaylig1 saglayan formiilasyonlara gecis yapmak gibi amaglara
yonelmistir (Grewal 2002, Schroer ve Ehlers 2005, Miles ve ark. 2012, Vemmer ve Patel
2013).

Entomopatojen nematodlar (EPN), Nemata subesi, Secernentea smifi, Rhabditida
takiminin Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarina bagli, biyolojisinin % 90’
indan fazlasin toprakta gegiren, biyolojilerinin devami i¢in konukgu bir bocege ihtiyag
duyan obligat endoparazit canlilardir. Mikroskobik 6l¢iilerde olan EPN’ lerin boylart tiire
gore degismekle birlikte ortalama 500-1000 um arasindadir (Sekil 1.3) (Nguyen ve Smart
1995).
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Sekil 1.3. Heterorhabditis bacteriophora. A: Erkek, B: Infektif Jiivenil

Diinya genelinde bir¢ok bolgede ve iklimde yasayabildikleri saptanan EPN” lerin (Griffin
ve ark. 1990, Poinar 1990, Hominick ve ark. 1996, Hominick 2002), genis konukg¢u
araligina sahip olmasi (Peters 1996), hedef alinmayan diger organizmalara olumsuz
etkisinin olmamas1 (Lacey ve ark. 2015), aktif bir sekilde konukgu arama yetenekleri
(Lewis ve ark. 1992, Grewal ve ark. 1994), bir¢ok tarim alet ve makinasi ile rahatlikla
uygulanabilir olmast (Georgis 1990, Koppenhofer 2000, Wright ve ark. 2005), bircok
pestisit ile uyumlulugu (Rovesti ve ark. 1988, De Nardo ve Grewal 2003, Garcia del Pino
ve Jové 2005, Atwa ve ark. 2013, Ulu ve ark. 2016) ve agik alanlarda uygulama igin in
vitro sivi kiiltiirde kitle olarak tiretilebilmeleri (Ehlers ve ark. 1998, 2000, Ehlers 2001,



Gaugler ve ark. 2002, El-Sadawy 2011), EPN’ lerin pestisitlerin yaninda iyi bir alternatif

oldugunu gostermis ve bu canli grubunu cazip hale getirmistir.

EPN’ler, diger tiim nematodlarda oldugu gibi yumurta, dort adet jiivenil ve ergin olmak
tizere ¢ farkli doneme sahiptir. EPN’ lerin konukg¢u disinda yasayan en 6nemli evresi
olan ve {igiincii dénem jiivenillerin (J3) 6zel formu olan infektif jiivenilleri (1)), toprak
altinda aylarca aktif sekilde konukgularini arayabilme ve beslenmeden yasayabilme
ozelligine sahiptirler (Glazer 2002). Uygun ¢evre sartlart altinda Heterorhabditis
bacteriophora tiirtiniin 1J” lerinin toprakta 22 ay boyunca etkinlik saglayabildigi tespit
edilmistir (Susurluk ve Ehlers 2008).

Tire gore degismekle birlikte 1J° ler sindirim sistemleri veya 6zel bir kese igerisinde
bulundurduklar1 Enterobacteriaceae familyasina ait ve gram-negatif olan bakteriler ile
simbiyotik iligki i¢erisindedirler (Sekil 1.4) (Akhurst 1983, Boemare ve ark. 1996, Ciche
ve ark. 2006). Bu simbiyont bakteriler konuk¢u bocegin Olimiinde ve EPN’ lerin
iiremesinde onemli rol oynar. Bu simbiyont bakteriler dogada kendi baslarina hayatta
kalamazken, Heterorhabditis tiirleri konuk¢u bocegi bakteri olmaksizin 6ldiirememekte,
Steinernema tiirleri ise bakteri olmadan konukgu bocegi 6ldiirmesine ragmen bu bocek
icerisinde iireyememektedir. Simbiyotik bakteriler konukc¢u bdcek icerisine girdikten
sonra hizla ¢gogalmaya baslar ve lipaz, proteaz, kitinaz vb. diger bilesikleri salgilayarak
konukgu bocegin sindirilmesi ve sonunda 6lmesine neden olur (Akhurst 1983). EPN
tirleri ile bakterisi arasinda bir 6zellesme bulunmaktadir (Ciche ve ark. 2006).
Heterorhabditis tiirii EPN’ler Photorhabdus spp. bakterileriyle, Steinernema tiirleri ise
Xenorhabdus spp. bakteriler ile simbiyotik iliski igerisindedirler (Boemare ve ark. 1996).
Yapilan ¢alismalarda, EPN’ lerin simbiyotik bakterisi haricinde baska bakteriyle
tireyemedigi net bir sekilde ortaya konmustur (Jeffke ve ark. 2000, Han ve Ehlers 2001,
Singh ve ark. 2012).
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Sekil 1.4. Xenorhabdus sp. (A) ve Photorhabdus sp. (B) bakterilerinin nematod
viicudundaki yerlesimleri

Aktif bigimde konukgularini arayan 1J° ler konukguya temas ettiklerinde agiz, aniis,
stigma vb. dogal acikliklardan, konukg¢uda bulunabilecek yaralardan veya
Heterorhabditis tiirlerinin agiz kisminda bulunan dis benzeri ¢ikintilar sayesinde
intersegmental zar1 pargalayarak giris yapar (Bedding ve Molyneux 1982). 1J” ler larvanin
hemoséliine (viicut boslugu) ulastiktan sonra agiz ve aniislerinden simbiyotik
bakterilerini konukguya birakirlar. Simbiyotik bakteri larva hemolimfinde (viicut sivisi)
cogalmaya basladiktan sonra yukarida bahsedilen bilesikler sayesinde 36-48 saat
icerisinde larva kan zehirlenmesi (septisemi) nedeniyle 6liir ve konuk¢unun kadavrasi
EPN’ lerin iiremesi igin uygun bir besin ortami (biomass) haline doniisiir (Kaya ve
Gaugler 1993, Smart 1995, Susurluk 2008). Konukg¢u bocegin EPN’ lerin tiremesi igin
uygun bir ortam haline gelmesinden sonra besin sinyalini alan 1J” ler (Strauch ve Ehlers
1998), bulunduklar1 dinlenme doéneminden ¢ikarak dordiinci donem jiivenil (J4)
donemine gegerler ve biyolojilerine devam ederler. Heterorhabditis tiirlerinde 1J
evresinde ergin doneme gegen bireyler hermafrodit olur ve eseysiz (automictic) lrer.
Ikinci ve sonraki déllerin erginlerinde ise hermafrodit oran1 azalir, disi ve erkek bireyler
olusarak eseyli (amphimictic) iireme gergeklesir. Steinernema tiirlerinde ise bu
hermafrodit bireyler olusmamaktadir. Konuk¢u bocegin biiyiikliigiine gore degismekle
birlikte konuk¢uda tli¢ dole kadar iireyebilen EPN’ ler, besin tiikkenmeye basladiktan sonra
ticlincii jiivenil donemdeyken dordiincii doneme gegmezler ve 1J formuna doniisiirler.

Larva igerisindeki besin tamamen bittiginde ise larvanin kiitikiilasin1 parcalarlar ve



topraga gegerek yeni konukgularini aramaya baslarlar (Sekil 1.5) (Poinar 1979, Akhurst
ve Boemare 1990, Ehlers 2001).

Toprakta bulunuan EPN’ler
konukgu bocegi ararlar ve
bocege ulastiktan sonra
bocegin icine girerler.

Bocegin igine giris yaptiktan
sonra bocegi oldiiriirler ve bocek

Yaklasik 15 giin sonunda 6lii bocek icinde iirerler.

icinden binlerce EPN ¢ikis yaparak
yeni konukeu bocek arar.

(Ehlers 2001)

Sekil 1.5. EPN’ lerin sadelestirilmis hayat dongiisii

EPN’ ler ilk olarak 1923 yilinda Steiner tarafindan tespit edilmis ve tanimlanan ilk tiir
Aplectana kraussei (Steinernema kraussei) olmustur (Poinar ve Grewal 2012). Ik tespit
edildigi donemde sistematikteki yeri haricinde herhangi bir merak uyandirmayan bu
canlidan yedi yil sonra Glaser ve Fox tarafindan Neoaplectana glaseri tiirii tespit
edilmistir (Stoll 1973). Weiser adli arastirmaci tarafindan 1955 yilinda elma igkurdu
(Cydia pomonella) larvalarindan N. carpocapsae tiiriiniin Avrupa popiilasyonlarini izole
elde ettigi andan itibaren EPN’ lerin patojenik etkileri ve tarihleri hakkinda merak
uyanmis ve onemli ¢alismalar baglamistir. Poinar ve Thomas isimli iki aragtirmaci, 1965
yilinda o zamanki adi1 ile Achromobacter nematophilus bakterisinin S. carpocapsae ile
simbiyotik bir iliski icinde oldugunu tespit etmistir (Ciche ve ark. 2006). ilk EPN’ nin
1923 yilinda bulunmus olmasimna ragmen biyolojik miicadele alaninda kullanim

potansiyelleri ile ilgili ilk ¢alismalar 1930° lu yillarin basinda Glaser ve arkadaslari
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tarafindan Japon bocegi Popillia japonica iizerinde denemeler yapilmig, 1980’ li yillara
kadar biyolojik miicadele ajani olarak kullanilma olasiliklar1 iizerinde yeteri kadar
durulmamistir (Gaugler 2002). Nematod ile bakteri arasindaki simbiyotik iliskinin
anlasilmasi, EPN’ lerin ticari anlamda biyolojik miicadele ajan1 olmast konusunda 6nemli

bir kirilma noktas1 olmustur.

EPN’lerin kitle iiretimine uygun olmasi sayesinde bu yonde ¢aligmalar uzun yillardir
devam etmektedir. Yapay ortam iizerinde ilk EPN kitle iiretimi 1931 yilinda Glaser
tarafindan gerceklestirilmistir (Stoll 1973). Canli larvalar tizerinde de ufak ¢aplarda da
olsa nematod iiretimi yapilabildigi tespit edilmis ve arazi caligmalarinda kullanilmak
tizere EPN iiretimi gerceklestirilmistir. EPN tarafindan enfekte edilmis petek giivesi
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) larvasi birgok sirket tarafindan ticari
preparat halinde bahge zararlilarina karsi satisa sunulmustur. 1981 yilinda A.B.D.’ li bir
firma ¢ekirgeler icerisinde EPN’ leri {iretmis ve “Neocide” adi altinda odun giivelerine
kars1 satmigtir. Ayn1 yil Robin Bedding tarafindan siinger bazli yapay bir ortam igerisinde
EPN iiretimi gergeklestirilmis ve daha sonra bu yontem Avustralya’daki bir firma
tarafindan ticari olarak kullanilmistir (Bedding 1981). EPN’ lerin giiniimiizdeki tiretim
sekli olan biyoreaktor igerisindeki kitle tiretimleri ilk olarak 1982 yilinda Kaliforniya
merkezli Biosys adli sirket tarafindan gergeklestirilmistir. Ayni sirkette ¢alisan arastirict
Friedman, 1990 yilinda siv1 kiiltiirde EPN iiretimini iyilestirerek {iretimin diinya ¢apinda
yayginlasmasina Oonayak olmustur (Friedman 1990). Giiniimiize kadar farkli sekillerde
tiretimi yapilan EPN’ lerin en yaygin kullanilan in vitro iiretim yontemi Lunau ve ark.
(1993) tarafindan yapilmistir. Bu c¢alismadan sonra firetim teknigi ¢ok biiyiik
degisikliklere ugramamis, sadece kullanilan malzemeler ve oranlarinda degisiklikler
yapilarak iiretimin veriminin artirilmasi hedeflenmistir. Giiniimiizde e-nema, Koppert,
Biosys, BASF vb. baz1 biiytik sirketlerin ticari EPN formiilasyonlar1 satilmaktadir (Sekil
1.6).
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Sekil 1.6. Cesitli firmalara ait kullanima hazir ticari trtinler

EPN’ ler kullanim amacima bagl olarak in vivo veya in vitro olarak kitle halinde
tretilmektedirler (Ehlers 2001). Laboratuvar c¢alismalari, sera, ufak capli arazi
denemeleri vb. amaglar i¢in in vivo yontemler tercih edilirken, ticari {iretim ve genis ¢apli
uygulamalari i¢in in vitro yontemler tercih edilmektedir (Gaugler ve ark. 2002). In vivo
yontem genel olarak G. mellonella larvasi iizerinde yapilmaktadir. Laboratuvar
sartlarinda yetistirilmesi kolay olan, lepidopter larvalarinin geneline gére nispeten irice
viicuda sahip (~3 cm) ve EPN’ lere hassas olan bu larva, iiretim i¢in ideal konukgu olarak
goriilmektedir (Kaya ve Gaugler 1993). Ancak, depolanmis iiriinlerde zararli, balik ve
kanatli hayvan besini olarak da kullanilan baska bir bocek olan un kurdu Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae) larvast da in vivo tretimde konuk¢u bocek olarak
kullanilmaktadir. In vitro yontemler ise temelde kati ve sivi ortam olarak ikiye
ayrilmaktadir. Kati  ortamlar genelde belirli olgiilerdeki petri  kaplarinda
gergeklestirilmektedir. Genellikle hayvansal kaynakli besin maddeleri, agar ve saf su
kullanilarak hazirlanan kat1 ortamlar daha kullanigh ve risksiz oldugu icin s1v1 ortamlara
tercih edilmektedir. Stvi ortamlar ise igerisinde agar bulunmayan, Erlenmeyer, beher veya
biyoreaktor igerisinde hazirlanabilen, tiretim siireci riskli, daha ¢ok emek isteyen fakat

tiretim kapasitesi yliksek olan iiretim yontemidir. Kati ortamda EPN’ ler genelde agarin
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ylizeyinde iirerken, sivi ortamlarda tiim sivi igerisinde lireme gergeklesmektedir. Kati
ortamin yiizeyi belli bir noktaya kadar biiyiitiilebilecegi i¢in liretim kapasitesi de
siirlidir. Stvi ortamlarda ise 250 ml hacimli erlen sisesinden 100 tonluk biyoreaktore
kadar segenek bulunmaktadir. Yillar boyunca ticari amagli olarak in vivo iiretim de
kullanilmasina kars1 giiniimiizde ticari iiretimin ¢ok biiyiikk bir bolimi sivi ortam

kullanilarak biyoreaktorler igerisinde yapilmaktadir (Sekil 1.7, Sekil 1.8) (Ehlers 1996).

izolat Toplama (Ehlers 1996)
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Sekil 1.7. EPN’ lerin siv1 kiiltiirde ticari tiretim siirecinin akis semast
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Sekil 1.8. Uretim yapilan farkli boyutlardaki biyoreaktdrler

Bir biyolojik miicadele ajaninin ticari olarak kitle {iretiminin yapilabilmesi 6nemli bir
0zellik olmasina karsin, iiretim sirasindaki maliyetlerin ve teknolojinin fazlalig1 nedeniyle
elde edilen iiriin pahali olmakta ve bu triiniin gift¢iler tarafindan tercih edilme sansi
azalmaktadir. EPN’ lerin yapay ortamda liretim tarihi incelendiginde yillar igerisinde
birgok gelisme yasadig1 goriilmektedir (Chavarria-Hernandez ve ark. 2011, El-Sadawy
2011, Ferreira ve ark. 2014, Testa ve Shields 2017). Bu gelismelerin ¢ogu {iretim verimini
artirmak, tiretim maliyetlerini azaltmak veya iiretim sonunda elde edilen iiriiniin kalitesini
artirmak gibi hedefler lizerinde gerceklesmistir. EPN’ ler ile ilgili ¢alismalar uzun
yillardir yapilmasma karsin, biyolojileri, fizyolojileri, ekolojileri ve davranislari
konusunda heniiz tam olarak anlasilmayan bazi noktalar bulunmaktadir. Bu nedenle
bir¢cok canli ve cansiz etmenin EPN {iizerindeki etkisi konusunda arastirmalar devam
etmektedir. Bu arastirmalarin bazilar1 da, kitle iiretim yapilan yapay ortamin ve tiretim
sirasindaki gevresel faktorlerin liretime olan etkisinin incelenmesidir (Hirao ve Ehlers

2009, Leite ve ark. 2016).
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EPN’ lerin kati ve sivi ortamlardaki kitle iiretimlerini etkileyen bircok faktor
bulunmaktadir. Bu faktorlerin bazilar1 sicaklik, nem, pH, viskozite, tuzluluk, elektrik
iletkenligi, calkalama hizi, basing, ortam icerigi, kullanilan EPN tiirii veya 1rki olarak
Ozetlenebilir (Shapiro-llan ve ark. 2012). Bahsedilen faktorlerin hepsi, liretim sirasinda
verimi ve iiretim sonrasindaki iirliniin kalitesini dogrudan etkilemektedir. Bu faktorlere
ek olarak teknolojinin ilerlemesi ile birlikte yeni faktorler ortaya ¢ikmakta ve iiretim
yontemleri her gegen giin daha optimize edilmektedir. EPN’ lerin kitle iiretiminin
optimizasyonu sayesinde ticari iiriinler kimyasal ilaclar ile miicadele giicli elde etmekte

ve pazarda kendine yer bulma sansi1 artmaktadir.

Diinya genelinde bir¢ok firma tarafindan H. bacteriophora’ nin belirli ticari rklarinin
kitle tiretimi yapilmaktadir (HP88, Riwaka, Oswedo vb.) Ancak, her canli kendine 6zgii
genetik Ozelliklere sahip olmakta ve yasadigi bolgenin sartlarma karsi uzun yillar
igerisinde ¢esitli adaptasyonlar gelistirmektedir. Ornegin Erzurum’ dan izole edilen bir
H. bacteriophora izolati1 soguk sartlara dayanirken, Adana’ dan izole edilen bir izolat
yiiksek sicakliga dayanabilmektedir (Ulu ve Susurluk 2014). Bu agidan diistintildiigiinde,
aym tlire ait farkli irklarin birbirleri arasinda gesitli farkliliklar olmasi beklenen bir
durumdur. Tirkiye’ de EPN kullanimi heniiz resmi olarak baglamamasina ragmen bazi
firmalar kullanim ruhsati almis ve etkinlik denemelerine baslamistir. Ulkemizde biyolojik
miicadele kapsaminda Tiirkiye sartlarina adapte olmus bir EPN irkinin kullaniminin,
yabanci kaynakli irklara gore daha etkili sonuglar gosterecegi diisiiniilmektedir. Bu
acidan degerlendirildiginde, gelecekte lilkemizde de ticari olarak iiretilme potansiyeli
olan bir iirliniin yine {ilkemize ait bir irkinin kullanilarak yapilmasi, hem etkinlikteki
basarinin artirilmasi, hem de yabanci kaynakli bir irka bagli kalinmamasi agisindan

Onemlidir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden izole edilen iki farklit EPN izolatinin
hibritlenmesi ile elde edilen H. bacteriophora HBH hibrit irkinin in vitro kati kiiltirdeki
kitle iiretiminin optimizasyonu amaglanmistir. Kullanilan HBH hibrit 1irki1 2018 yilinda
iistlin 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle patent almigtir (Patent No: TR 2013 06141 B).
Bu amagla kullanilan standart kati ortam igerisine protein ve yag kaynagi olarak yumurta

saris1 ve soya lesitini eklenmistir. Buna ek olarak iiretim sirasinda kullanilan sicaklik ve
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pH degeri degiskenlerinin de iiretim verimi iizerine etkisi incelenmistir. Bu degiskenlerin
etkileri; hermafrodit bireylerin yumurta sayist, 1J” lerin boy dlglimleri, toplam {iretilen 1J
sayist ve 1J7 lerin G. mellonella tizerindeki etkinligi parametreleri kullanilarak
incelenmistir. Calisma sonunda, in vitro kati kiiltiirde optimize edilmis bir iiretime sahip
ve ileride ticari olarak tretilmeye hazir bir biyolojik miicadele etmeni elde edilmesi

amaclanmustir.
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2. KAYNAK OZETi

Yapay ortamda EPN iiretimi ile ilgili ilk ¢alismalardan biri Wouts (1981) tarafindan
gerceklestirilmistir. H. heliothidis tiiri EPN ticari olarak satilan Nutrient Broth, Yeast
Ekstrakti ve cesitli nebati yaglar kullanilarak hazirlanan yapay bir ortam igerisinde
monoksenik olarak {iretilmistir. Ticari olarak satilan bu iiriinler un ile birlikte pisirilmis
ve poliiiretan kopiik igerisinde otoklavlanarak simbiyont bakteri ile inokule edilmistir.
Bakteri ile inokule edilen siinger 25 °C’ de ii¢ giin boyunca inkiibe edilmistir. Siinger
ortamu igerisinde tlireyen bakteri, EPN gelisimi i¢in uygun bir ortam yaratmistir. Bir aylik
stire i¢erisinde 250 mililitre hacimli bir kiiltiir kabinda yaklasik on milyon adet 1J tiretimi
gerceklestirilmistir. EPN’ lerin yapay ortamda iiretimi konusunda bu ¢alisma milat olarak

kabul edilmektedir.

Buecher ve Popiel (1989), siv1 kiiltiirde EPN {iretimi konusunda en eski ¢aligmalardan
birini gerceklestirmistir. EPN olarak S. feltiae kullanilan ¢alismada gesitli tuzlardan,
Xenorhabdus bovienii hiicrelerinden ve kolesterolden olusan 6zel bir ortam igerisinde
EPN’ nin birinci dénem jlivenilleri iiretilmis ve bakteri popiilasyonunun artmasi ile
birlikte EPN miktarinin da arttig1 tespit edilmistir. En uygun ortamin Triptik Soya, Maya
Ekstrakt1 ve kolesterol i¢eren bir ortam oldugu ve iiretim sonunda toplam popiilasyonun

% 86’ siin 1J oldugu belirlenmistir.

Giiniimiizde ticari olarak yaygin olarak kullanilan in vitro sivi kiiltiirde tiretim metodunun
temelleri Lunau ve ark. (1993) tarafindan yapilan ¢alisma ile atilmistir. Bu ¢alisma ile ilk
kez Heterorhabditis ve Steinernema tiirlerinin monoksenik kiiltiir kullanarak ticari
anlamda in vitro siv1 kiiltiir tiretimi gergeklestirilmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarda yiizey
sterilizasyonu yapilan 1J’ ler, daha 6nceden bakteri inokule edilen ortamlara eklenmis ve
bu sekilde tiretimi saglanmistir. Ancak bu tarz iiretim sonucunda kiiltiirler aksenik veya
poliksenik olmaktaydi. Bu nedenle ilk kez bu ¢alismada yumurta igerisinde agilan ve
bakteri icermeyen birinci jlveniller kullanilmistir. Bu tez c¢alismasindaki yumurta
izolasyonunun da kaynagi olan calismada, o giine kadar cogunlukla hayvanlarin bobrek
veya karaciger ekstraktlar1 kullanilarak kati ortamda {iretim yapilmasina karsin, ilk kez

sivi ortam igerisinde iiretim gerceklestirilmistir. Bu calisma sayesinde EPN’ lerin sivi
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kiiltiirde iiretimlerinin Onii acilmis ve ticari anlamda kitle tiretimi gerceklestirilmeye

baslanmistir.

Surrey ve Davies (1996), yaptiklar1 siv1 kiiltiir ¢alismasinda H. bacteriophora i¢in pilot
capli s1v1 kiiltiir tiretim ve hasat (harvest) yontemi gelistirilmistir. Calismada 20 ve 500
litrelik iki farkli hacimde biyoreaktor ve iki farkli ortam igerisinde iiretim yapilmistir. 20
litrelik biyoreaktérde 20 °C’ de yapilan iiretimde popiilasyon miktarlar ilk ortamda
100000 adet 1J° ye sirasiyla 15 ve 20 giinde ulasilmistir. Ikinci ortamda ise ayni
popiilasyon seviyesine ulasmasi 45 giine kadar uzamistir. ilk ortamda popiilasyon ¢ok
kisa zamanda istenilen seviyeye ulasmasina ragmen, birim basina maliyet agisinda ikinci
ortama gore iic kat fazla oldugu igin olumsuz bir sonu¢ dogurmustur. Uretilen
nematodlarin sividan ayrilmasi sirasinda iki farkli santrifiij kullanilmis ve bu sirada bazi
kayiplar meydana gelmistir. Sonug olarak ¢alisma sayesinde H. bacteriophora igin sivi

kiiltiirde liretim i¢in pilot ¢apl bir tesis kurulumu gergeklestirilmistir.

Strauch ve Ehlers (1998), yaptiklar1 ¢alisma ile Photorhabdus luminescens sayesinde
olusan besin sinyalinin sivi kiiltiirde tretilen Heterorhabditis tiirleri iizerine etkisini
incelemistir. Normal sartlarda 1J° lerden bir giin 6nce sivi ortama eklenen simbiyotik
bakteri ile monoksenik kiiltlir {iretimi gergeklestirilmektedir. Ancak bakteri ile ilgili
yasanan bazi sorunlardan dolay1 {iretim verimlerinde ciddi diisiisler ortaya ¢ikmaktadir.
Bunun sebebi incelendiginde, bakterinin iki farkli fazinda meydana gelen salgilarin 1J
gelisimine Onemli etkide bulundugu tespit edilmistir. Simbiyotik bakteri tarafindan
salgilanan ¢esitli biyokimyasal bilesikler sayesinde 1J’ lerin sinyal alarak gelisimlerine
devam ettikleri tespit edilmistir. Yapilan incelemelerde bakterinin gelisim egrisinin
maksimum oldugu anlarda besin sinyalinin artti1 ve s1vi ortama eklenen 1J” lerin yaklagik
% 95’ inin bir giin igerisinde gelisimlerine devam ettikleri belirlenmistir. Ancak sivi
kiiltiir tiretimi sirasinda bakteri gelen olumsuz gelismelerin nedenleri i¢in detayli

incelemelere ihtiya¢ oldugu tespit edilmistir.
Lipidlerin EPN iiretimi iizerindeki etkisinin arastirildig1 bir ¢calismada Abu Hatab ve

Gaugler (1999), kat1 ve s1vi kiiltiirde tiretim sirasinda kullanilan lipid, sterol ve yag asitleri

kompozisoynunun etkisileri karsilastirilmistir. Ozellikle Popillia japonica larvalarindan
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elde edilen yaglarin da kullanildig1 denemelerde, 1J” lerin istatistiksel anlamda daha fazla
yag icerigine sahip oldugu tespit edilmistir. In vitro ortamda iiretilen 1J° lerdeki yag
asitlerinin daha ¢ok linoleik oldugu, in vitro ortamlarda iiretilenlerin ise stearik oldugu
belirlenmistir. Yapilan degerlendirmelerde, yapay ortamin lipid igeriginin dogal
konukgcularimn yapisina benzer oranda hazirlanmasi gerektigi tespit edilmistir. Ozellikle H.
bacteriophora i¢in hazirlanan ortamlarda karaciger ekstrakti veya zeytinyagi kullanilarak

sterol ve oleik asit miktarinin artirtlmasi gerektigi belirtilmistir.

In vitro siv1 kiiltiirde iiretimde havalanma (aeriation) miktarinin H. megidis tiretimine
etkisi Strauch ve Ehlers (2000) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile incelenmistir.
Denemeler on litrelik biyoreaktorlerde yapilmis ve 0.3 — 0.7 vvm havalanma
seviyelerinde farkli tiretimler gergeklestirilmistir. Tiim tiretim siireglerinde pervane doniis
hiz1 ve oksijen doygunlugu esit tutulmustur. Bakteri inokulasyonundan bir giin sonra 1J’
ler biyoreaktorlere eklenmis ve sekiz gilin sonrasinda ergin, 16 giin sonrasinda ise 1J
verimi incelenmistir. Bakteri popiilasyonu ve nematod gelisiminin havalanmadan
etkilenmedigi tespit edilmesine ragmen 16 gilin sonunda en yiiksek verim en yiiksek
havalanma oraninda bulunmustur. Bu sonuglar, havalanma oraninin IJ verimine dogrudan

bir etkisinin oldugu ancak nedenlerin daha detayli incelenmesi gerektigi belirtilmistir.

Ehlers ve ark. (2000), H. indica - P. luminescens kompleksinin kitle iiretim potansiyelini
degerlendirdigi bir ¢alisma yiiriitmiistiir. Hindistan’ da seker kamisinda zararl boceklere
karst biyolojik miicadelede kullanilmasi disiiniilen H. indica, oncelikle kat1 ortamda
monoksenik olarak iretilmis ve daha sonra sivi ortama aktarilmistir. Yapilan
denemelerde mililitrede yaklasik 650.000 adet 1J {iretimi basarilmistir. Daha 6nce bu
kadar yiiksek bir verim elde edilmedigi i¢in genel olarak diger ticari EPN tiirlerine gore
maliyeti diislik bir tiir olacag: belirtilmistir. Farkli bakteriyel irklarin 1J verimi iizerine
etki etmedigi belirlenmis, ancak sicakligin 25 °C’ den 30 °C’ ye ¢ikarilmasi ile inokule
edilen 1J’ lerden elde edilen hermafroditlerin sayisinda ciddi bir azalma goriilmiistiir.
Sicakligin artmasi ile hermafrodit sayis1 azalmasina ragmen toplam verimde bir azalma
goriilmemistir. Sicaklik yiikseldik¢e simbiyotik bakterinin hiicre yogunlugu azalmis ve
38 °C lizerinde bakteri gelisimi durmustur. Bakteri gelisimi durmasina ragmen kiiltiirler

aym sicakliktan tutuldukg¢a bakteri sicakliga uyum saglamis ve 38 °C’ de bile iiremeye
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devam etmistir. Ancak 40 °C ve {lizerindeki sicakliklarda herhangi bir gelisme

gbzlemlenmemistir.

Yoo ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alisma ile H. bacteriophora’ nin in vitro sivi
kiltiirde tiretiminde lipid kaynag1 ve konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. EPN’ lerin
yasamlarinin devami i¢in lipidlerin 6nemli olmasi nedeniyle lipidlerin kaynagi ve
konsantrasyonu ile ilgili denemeler yapilmis, bu iki faktoriin liretim verimine etki ettigi
belirlenmistir. Lipid oranlarinin % 2.5° tan % 8’ ¢ ¢ikarilmasi ile tiretim veriminde
istatistiksel olarak onemli oranda artis saglanmistir. Lipid kaynagi olarak kanola ve
zeytinyag1 kullanilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde doymamis yag asitleri iceren

kaynaklarin nematod gelisime olumlu etki ettigi saptanmustir.

Yoo ve ark. (2001) tarafindan diger bir ¢alismada, H. bacteriophora tiiriinden izole edilen
simbiyotik bakteri olan P. luminescens tiiriine ait bir irkin gelisiminin optimize edilmesi
hedeflenmistir. Bakteri gelisiminin optimizasyonu sirasinda sicaklik ve pH degerleri
tizerinden denemeler gerceklestirilmistir. Yapilan denemelerde bakteri gelisimi i¢in en
uygun sicakligin 30 °C ve en uygun pH araliinin 5.5 - 7.3 oldugu belirlenmistir.
Havalandirma oranimnmi da incelendigi ¢alismada, yiiksek havalanma oranmin bakteri
gelisimine olumlu yonde etki ettigi ve bakteri yogunlugunun artmasi ile birlikte nematod
gelisiminin de arttig1 tespit edilmistir. Calisma ile bakteri gelisiminin optimize edildigi

ve bunun sonucunda in vitro {iretim verimimin arttig1 belirtilmistir.

Han ve Ehlers (2001), H. bacteriophora ve S. carpocapsae’ nin in vivo ve in vitro
tiretiminde simbiyotik bakteri P. luminescens’ in faz degisimlerinin etkisini incelemistir.
H. megidis, H. bacteriophora ve H. indica’ dan elde edilen ti¢ farkli P. luminescens
izolati, siv1 ortam igerisinde bir giin dnceden eklenmis ve iiremesi saglanmistir. Daha
sonra ayni ortam igerisine H. bacteriophora ve S. carpocapsae 1J’ leri eklenmistir. H.
bactreiophora kendi bakterisi ve H. megidis’ ten elde edilen bakterinin birinci fazinda
(phase I) liremeyi basarirken, ayn1 bakterilerin ikinci fazinda iiretim gergeklesmemistir.
Kati kiiltiirde yapilan iiretimde verim sivi kiiltiire goére daha diisiik olmustur. H.
bacteriophora, H. indica’ dan elde edilen bakteride ergin olamamis ve tireyememistir. S.

carpocapsae 1J’ leri P. luminescens bakterisinin hi¢bir izolatinin birinci fazinda tiremeyi

20



basaramamis, ikinci fazlarinda ise ¢ok az da olsa dol verebilmistir. Calisma sonuclari
incelendiginde, EPN’ lerin {iretimi i¢in simbiyotik bakterinin 6nemli oldugu, bakterinin

tirettigi bilesiklerin olumlu ve olumsuz etkilerin iireme verimini etkiledigi belirlenmistir.

Ehlers (2001) tarafindan yapilan derleme ile EPN’ lerin kitle iiretimleri ile ilgili
gelismeler degerlendirilmistir. 1J inokulasyonundan bir giin Once iiretim ortamina
simbiyotik bakteri inokule edildigi ve bu sayede EPN gelisimi i¢in gerekli besin
maddelerinin bakteri tarafindan iiretildigi belirtilmistir. Uretimin yapildig1 biyoreaktdriin
seklinin, kullanilan ¢alkalayici pervanenin, fiziksel kosullar vb. bir¢ok etmenin verime
etki ettigi ve onem verilmesi gerektigi iizerinde durulmustur. En 6nemli problemlerin
basinda bakteride meydana gelen faz degisimleri ve gelisim egrisi sorunlar1 oldugu, bu

sorunlarin ciddi anlamda verim ve maliyet kayb1 meydana getirdigi tespit edilmistir.

Abu Hatab ve Gaugler (2001) yaptiklart g¢alismada, in vitro olarak iretilen H.
bacteriophora’ nin besin ve lipid igeriginin liretime etkisini incelemislerdir. Caligmada
belirtildigi lizere, birgok EPN tiirii ticari olarak tiretilmesine karsin, iiretilen nematodlarin
kalitesi ve miktar1, ortamin igerigi, sicaklik ve iiretim sekli gibi etmenlere baghdir.
Calisma sonuglarina gore boceklerden elde edilen lipidlerin {iretim ortamina eklenmesi
ile birlikte hayvansal yaglara gore yaklasik iki kata kadar tiretim veriminin arttig1 tespit
edilmistir. Ayrica lipid eklenmesi sayesinde iiretim hizinin da 1.7 kat civarinda hizlandigi
belirlenmistir. Buna ek olarak hayvansal lipidlerle beslenen nematodlara gére bocek
kaynakli lipidlerle beslenen 1J* lerin lipid miktarlar1 istatistiksel olarak daha fazla
¢ikmistir. Deneme sonuglaria gore in vitro iiretimde konukgulardan elde edilen lipidlerin

tiretim ortamina eklenmesinin verim ve kalite lizerinde olumlu etki yaptig1 belirlenmistir.

Chavarria-Hernandez ve De La Torre (2001) tarafindan yapilan ¢alismada, S. feltiae tiirii
EPN iki farklh siv1 kiiltiir icerisinde iiretilmis ve popiilasyon dinamikleri incelenmistir.
Soya unu, yumurta saris1 ve maya ekstrakti kullanilan ilk ortam ile yumurta saris1 ve maya
ekstrakti bulunan ikinci ortam igerisinde iiretim yapilmis ve yedi gilin sonunda bir mililitre
icerisinde 200.000 adet civarinda 1J iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen nematodlarin %

95’ inin 1J olmast da basarili bir iiretim oldugunun gostergesi olmustur. Sonuglar
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degerlendirildiginde maya ekstraktinin konsantrasyonunun yiiksek {iretim verimi

konusunda 6nemli bir faktor oldugu belirlenmistir.

Gaugler ve ark. (2002), 1927 yilindan beri kullanilan standart in vivo iiretim yontemi olan
White Trap diizeneginin yerine gegebilecek yeni bir liretim yontemi olan LOTEK
sistemini gelistirmistir. Bu sistem sayesinde, kii¢iik ¢apli denemeler i¢in kullanilan in vivo
yontemin biiyiik ¢apli ticari amagla da kullanilabilecegi belirtilmistir. LOTEK sayesinde
diisiikk maliyetler kitle tiretimi gerceklestirilmistir. Sistem sayesinde 48 saat igerisinde G.
mellonella igerisinden ¢ikan 1J° lerin % 97’ si toplanmis ve toplanan nematodun % 97.5
oraninda kurutuldugu ve nematod konsantrasyonunun 81 kat arttigi belirtilmistir. Bu
sistem sayesinde laboratuvarda kullanilan White Trap yontemine gore hem zamandan,
hem alandan hem de maliyetten tasarruf saglanarak etkin bir in vivo iiretim yapilmasi

saglanmustir.

Gil ve ark. (2002), glikoz desteginin H. bacteriophora’ nin in vitro sivi kiiltiirde tiretimi
lizerine etkisini incelemistir. Bagarili bir in vitro iiretimin en 6nemli parametresinin
iiretim sonundaki verim oldugu belirtilen ¢alismada EPN’ lerin beslenmesi i¢in karbon
kaynag olarak kanola yag1 ve glikoz kullanilmustir. Uretim yapilan sivi ortama eklenen
25 mg glikozun verimde ciddi bir artig sagladig1 ve 12 giin sonunda mililitrede yaklagik
400.000 adet civari 1J elde edildigi belirtilmistir. Ancak glikozun 75 mg ve iizerindeki
dozlar1 olumsuz etkide bulunmus ve iiretim veriminin diismesine neden oldugu
saptanmustir. Iki fazli yapilan iiretimde bakteri ncelikle sadece glikoz bulunan ortamda
tiretilmis, bakteri gelisim egrisi maksimum oldugunda ise kanola yag1 eklenerek sonuglari
incelenmistir. Bu sekilde yapilan iiretimde istatistiksel olarak 6nemli miktarda verim
artis1 saglanmistir. Calismanin sonuglari incelendiginde, glikozun bakteri i¢in, kanola

yagimin ise nematod i¢in uygun bir karbon kaynagi oldugu belirlenmistir.

Shapiro-llan ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, in vivo iiretimde
enfeksiyon oraninin 6nemli oldugundan ve yiiksek degerlere sahip olmasi gerektiginden
bahsedilmistir. Bu amacla S. carpocapsae ve H. bacteriophora tiirleri kullanilarak G.
mellonella ve T. molitor larvalari {izerinde inokulasyon yontemi, nematod

konsantrasyonu ve konuk¢u sayis1 ile ilgili Olglitler kullanilarak deneme
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gerceklestirilmistir. Bu oOlciitler degistirilerek optimizasyon saglanmasi amaglanmustir.
Calisma sonucunda nematodlar1 konukg¢u bocek iizerine pipet ile inokule etmek yerine
konuke¢u boceklerin nematodlarin bulundugu soliisyona birakilmasinin dort kata kadar
daha yiiksek sonuglar ortaya ¢ikardigi tespit edilmistir. Ayrica nematod konsantrasyonu
arttikca iiretim veriminin arttig1, konukgu arttik¢a azaldigi belirlenmistir. Bu ¢calisma ayni1
zaman konuk¢u yogunlugunun etkinlik ve {iretim iizerine etkisinin incelendigi ilk ¢alisma
olarak kayitlara ge¢mistir. Sonug olarak in vivo iiretimde basar1 saglanmasi igin {iretim

stirecinin optimize edilmesi gerektigi belirtilmistir.

Shapiro-llan ve Gaugler (2002) tarafindan yapilan bir derlemede, EPN’ lerin iiretim
teknolojileri ile ilgili birgok veri hakkinda detayli bilgi verilmistir. Derlemede EPN’ lerin
in vivo ve in vitro kosullarda birgok yontemle tiretilebildigi belirtilmistir. Daha onceki
calismalarda da belirtildigi gibi in vivo yontemlerin genellikle ufak c¢apli laboratuvar
calismalari igin, in vitro yontemlerin ise daha ¢ok ticari amagli olarak kullanildig tespit
edilmistir. In vitro kat1 ortam olarak agar veya siinger bazli ortamlar kullanilirken, sivi
ortam olarak Erlenmeyer siseleri veya biiyiik biyoreaktorler icerisinde sivi veya jel
ortamlar igerisinde tiretim gerceklestirilmektedir. In vitro sivi tiretimin ticari tiretime en
uygun yontem oldugu belirtilirken, ortamin igerigi, fiziksel kosullar, biyoreaktor sekli,
inokulum yogunlugu gibi bircok faktoriin iiretimin gelistirilmesi i¢in incelenmesi

gerektigi konusunda fikir belirtilmistir.

EPN’ lerin in vivo iiretiminde yeni bir teknigi gelistirildigi Brown ve ark. (2004)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, in vivo ve in vitro olarak kati ve sivi kiiltiirlerde
tiretilebilen EPN’ lerin laboratuvar ¢aligmalarinda kullanilabilecek yeni bir teknik ortaya
cikartilmistir. Calismada in vivo yontemlerin diisik maliyetle yapilabildigi, diisiik
teknoloji gerektirdigi ancak kitle iiretim diisiiniildiiglinde maliyet olarak ¢ok efektif
olmadigi belirtilmistir. Bunun yaninda in vivo veya in vitro iiretimde konukgu se¢imi,
iiretimde kullanilan maddeler, ¢esitli fiziksel kosullar vb. diger etmenlerin {iretim verimi
ve tretilen 1J° lerin kalitesine etki ettiginden bahsedilmistir. EPN iiretimi i¢in birgok
yontem bulunmasina karsin ticari anlamda diisiik maliyetli, uzun muhafaza ve lojistik

kosullarina dayanikli ve arazide etkinligi yiiksek nematodlar elde edilmesinin gerektigi
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ve bu nedenle tiretim teknolojileri ve tekniklerinin siirekli olarak gelistirilmesi gerektigi

tespit edilmistir.

Johnigk ve ark. (2004), H. bacteriophora’ nin sivi1 kiiltiirde tiretiminde s1vi ortam igerisine
IJ inokulasyon zamanlamasinin Onemi iizerine bir caligma yapmustir. Calismada
monoksenik sivi kiiltiir liretimi yapilmig, sivi ortam igerisinde simbiyotik bakteri
inokulasyonu yapildiktan bir giin sonra 1J’ ler inokule edilmistir. Ancak 1J’ lerin besin
sinyalini alip hayat dongiilerine devam etmesi konusunda ortaya ¢ikan sorunlar nedeniyle
tiretim verimi diisiik kalmis ve ticari olarak kayiplar meydana gelmistir. Bu nedenle 1J
inokulasyon zamanlamasinin {izerinde durulmustur. Uretim sirasinda sivi ortamimn pH
degeri ve havanlanma oran siirekli olarak takip edilmis ve 1J inokulasyonu i¢in en uygun
zamanlama belirlenmeye calisilmistir. Yapilan degerlendirmelerde bakterinin duragan
faza (stationary phase) gectigi donemde yapilan 1J inokulasyonlarinin diisiik verimle
sonuglandig1 belirlenmistir. Havalanma oraninin 0.8’ in altina indigi ve pH degerinin
maksimum oldugu anlarda yapilan inokulasyonlarda iiretim veriminin arttig1
belirlenmistir. Sonuclar incelendiginde en uygun 1J inokulasyon zamaninin sivi ortamin

havalanma ve pH degerleri takip edilerek yapilabilecegi belirlenmistir.

Chavarria-Hernandez ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir baska calismada, S.
carpocapsae’ nin peynir alt1 suyu (whey) igeren sivi ortamda iiretiminin modellemesi
yapilmistir. i1k kez peynir alt1 suyu kullanilan ¢alismada ortam icerisinde maya ekstrakti,
yumurta sarisi, mineral tuzlar ve bitkisel yag kullanilmistir. Mililitre ig¢erisinde 200.000
adet 1J tiretilmis ve 24 giin sonunda toplam popiilasyonun % 64’ ii IJ olmay1 basarmistir.
Calisma sonucunda simbiyotik bakteri olan X. nematophila’ nin laktoz hidroliz kapasitesi

oldugu belirlenmistir.

Hirao ve Ehlers (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sicakligin S. carpocapsae ve S.
feltiae tiiri EPN’ lerin s1vi kiltiirdeki tiretimine etkisi incelenmistir. Bir giin 6nceden
simbiyotik bakterinin inokule edildigi sivi ortamlar igerisine EPN tiirlerinin 1J° leri
inokule edilmis ve S. carpocapsae igin 23-25-27-29 °C, S. feltiae igin ise 20-23-25-27
°C’ lerde tiretim gergeklestirilmistir. Sicakliklarin etkileri karsilastirildiginda, sadece 29

°C’ de S. carpocapsae’ nin olumsuz etkilendigi tespit edilmistir. Anne igerisindeki
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yumurtalar sayildiginda S. carpocapsae icin en uygun sicaklik 27 °C olmasina karsin 1J
verimi hesaplandiginda en uygun sicakligin 25 °C oldugu belirlenmistir. Her iki EPN tiirii
icin de en yiiksek 1J sayis1 15 giin sonunda elde edilmistir. En uygun {iretim sicakligi 25
°C olarak belirlenmis, S. capocapsae’ nin uygun olmayan sicakliklara kars1 S. feltiae” den
daha hassas oldugu tespit edilmistir. Sicaklik degisimi arttik¢a, elde edilen verilen

varyasyonunun arttig1 ve olumsuz sicakliklarin 1J etkinligini diislirdiigii belirlenmistir.

Hirao ve Ehlers (2010) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, S. carpocapsae ve S.
feltiae tiirin EPN’ lerin siv1 kiiltiirde tiretiminde simbiyotik bakteri ve 1J inokulum
yogunlugunun etkisi incelenmistir. Uretim sonunda elde edilen 1J sayis1 baz alindiginda
1J inokulum yogunlugunun herhangi bir etkide bulunmadigi belirlenmistir. Ancak ilk 1J°
lerden olusan erginlerin yumurta sayist ve ilk doldeki disilerden elde edilen yumurta
sayilart arasinda farklar oldugu belirlenmistir. IJ inokulum miktar1 arttik¢a bazi
tiretimlerde verim artmasina ragmen bir noktadan sonra inokulum yogunlugu ters etki
yapmustir. Sonuglar incelendiginde en uygun 1J inokulum yogunlugunun mililitrede 5x10°

1J oldugu belirlenmistir.

Hirao ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada monoksenik sivi kiiltiirde tiretilen
S. carpocapsae ve S. feltiae’ nin yasam dongiisii ve popiilasyon gelisimi incelenmistir.
Her iki tiir i¢in de yapilan boy 6l¢limlerinde normal jiivenil donemler agisindan bir fark
olugsmamasina ragmen birinci neslin erginleri, IJ 6ncesi donem (J2d) ve 1J agisindan
onemli oranda boy farki meydana gelmistir. S. feltiae’ nin siv1 ortama eklenen 1J” lerinin
% 90’ 1 ergin olmay1 basarirken bu oran S. carpocapsae i¢in % 77 seviyesinde kalmistir.
Genel olarak S. feltiae diger tiire gore bir giin daha erken ergin doneme ge¢mistir. Bakteri
popiilasyonu iizerinde yapilan incelemelerde sivi kiiltiire inokule edildikten sonra ergin
nematodlarin geligmesi ile birlikte ciddi bir azalma goriiliirken X. bovienii tiiriinde on bes
giin sonunda popiilasyon bir artis gozlenmistir. Calisma sayesinde EPN’ lerin sivi
kiltiirde tretimleri ilgili 6nemli veriler elde edilmis ve ileriki ¢aligsmalar i¢in yararl

bilgiler saglanmistir.

El-Sadawy (2011), ¢alismasinda Steinernema tiirlerinin in vitro kati kiiltiirde tiretimleri

lizerine arastirmalar yapmustir. Calismasinda S. carpocapsae DD136, S. carpocapsae All
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Strain, S. scapterisci, S. riobrave, S. abbasi ve S. glaseri tiirlerini kullanmistir. Calismada
standart Wouts agarin modifiye edilmis bir bigimi kullanilmis ve nematodlar alt1 nesil
boyunca tiretilmistir. Sonuglar incelendiginde bir kilogram ortam basina {i¢ ila sekiz
bucuk milyon IJ arasinda tiretim gergeklestirilmistir. Degistirilen ortamin maliyetinin o
donemde kilogram basina yaklasik iki buguk $ oldugu belirtilmistir. Calisma ile EPN’ ler

degistirilmis bir ortam igerisinde iiretilmistir.

Chavarria-Hernandez ve ark. (2011), sekilleri farkli olan iki biyoreaktor igerisinde S.
carpocapse’ nin CABAOI izolatinin kitle liretimi iizerine incelemeler yapmustir. Fiziksel
parametrelerinin ¢ogu ayni olan iki farkl tiretimde, sekilleri ¢calkalanma mekanizmalari
farkl olan biyoreaktdrlerin iiretime etkisi karsilastirilmistir. Sonuglar incelendiginde ters
kuvvet kullanilarak yapilan ¢alkalanmanin erkek ve disi bireylerin birbirini bulmasinin
kolaylastirdig1 ve ciftlesme oraninin artmasi ile verimin yiikseldigi belirlenmistir. Bu

nedenle biyoreaktor sekli ve ¢alkalanma yonteminin {iretime etki ettigi belirtilmigtir.

Sharma ve ark. (2011), potansiyel bir biyolojik miicadele ajant olan EPN’ lerin yapay
ortamda iiretimleri iizerine hazirladiklar1 derlemede kitle tiretimi, ticarilesme ve kullanim
konusuna deginmistir. In vitro olarak siingere yerlestirilmis bir protein kaynagi ile
baglayan kati ortamda iiretim siirecinin, kopiik igerisinde tiretim yapilmasi ile birlikte
gelistigi belirtilmistir. Ilerleyen dénemlerde ise ¢esitli kimyasallar kullanilarak hem
iiretim siirecinin kisaltildigi, hem de verim artirilarak dolayli yoldan maliyetin azaltildig1
belirtilmistir. Stvi ortamda iiretimin ise kurulum maliyeti fazla olmasina ragmen en ¢ok
tercih edilen yontem oldugundan bahsedilmistir. Canli ve cansiz birgok etmenin kiiltiire
etki ettigi ve saglikl bir iiretim i¢in biitiin parametrelerin dikkatli bir sekilde incelenmesi

gerektigi tespit edilmistir.

Inman ve ark. (2012) tarafindan hazirlanan bir derlemede en 6nemli EPN tiirlerinden biri
olan H. bacteriophora ve simbiyotik bakteri P. luminescens’ in kitle tiretimi ile ilgili
onemli bilgiler verilmistir. Derlemede EPN’ lerin genis alanlarda kullanilabilmesi igin in
vitro tiretimin ¢ok 6nemli oldugunu ve biiyiik firmalarin 6zellikle siv1 kiiltiirde yaptiklari

gelistirmeleri paylasmayarak EPN gelisim stirecini yavaslattiklarini belirtmistir. Maliyet
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bakiminda s1v1 kiiltiir iiretiminin en iyi yontem oldugu ancak ilk kurulum bedelinin ¢cok

fazla oldugu tespitinde bulunmustur.

Ferreira ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada H. zealandica tiirii EPN’ nin in
vitro siv1 kiiltiirdeki iiretimi incelenmistir. Uretim parametreleri olarak 1J° lerin miktar1
ve boy uzunlugu olarak segilmistir. Uretim basladiktan 15 giin sonra mililitrede 41.000
adet 1J ile en yiiksek verim elde edilmistir. Uretim 16’mnc1 giinde sonlandirilmis ve G.
mellonella {izerinde yapilan denemelerde etkinligin in vivo yontemle iretilen
nematodlarda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda yeni tespit edilen
bir tlir olan H. zealandica’ nin in vitro sivi kiiltiirde iiretim kapasitesinin oldugu fakat

tiretimin gelistirilmesi gerektigi belirtilmistir.

Van Zyl ve Malan (2014), yaptiklari ¢alisma ile EPN’ lerin in vivo tiretiminde
inokulasyon tekniginin optimizasyonu ve konukg¢u etkilesimini incelemislerdir. Konukgu
bocek olarak G. mellonella ve T. molitor, EPN tiirii olarak H. bacteriophora ve H.
zealandica kullanilan ¢alismada ti¢ farkli inokulasyon yontemi karsilastirilmistir. En
yiiksek etkinlik pipet yardimi ile EPN’ lerin konukgulara inokule edildigi yontemde
bulunurken, bu yontemi konukgularin EPN bulunan siispansiyona daldirilmasi izlemistir.
En diisiik etkinlik ise konukg¢ularin EPN bulunan siispansiyonda ¢alkalanmasinda tespit
edilmistir. Ancak calismanin genelinde daha 6nceki yontemlere gore daha yiiksek bir

etkinlik tespit edilememistir.

Leite ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada, S. feltiae tiirii EPN’ nin in
vitro kiltiirde idretiminde inokulum yas1 ve fiziksel parametrelerin etkisi
degerlendirilmistir. Kati, siv1 ve bifazik ortamda yapilan denemelerde inokulum yasinin,
ortam viskozitesinin, sise hacminin ve havalanma hizinin iiretime etkisi incelenmistir.
Denemelerde inokulum yasi olarak 7-14-21-28 giin kullanilmistir. Buna ek olarak iki
farkli ortam (agarsiz ve diisiik agarli), iki farkli hacimli sise (250 ve 150 mililitre) ve iki
farkli ¢alkalama hiz1 (180 ve 280 devir/dakika) kullanilmistir. Calismadan elde edilen
sonuglar incelendiginde sivi kiiltiiriin verim olarak kat1 ve bifazik ortamlara gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak sivi ortama bir miktar agar eklenmesi ve

calkalama hizinin artirilmasi ile nematod gelisimi ve iiretim veriminin artirilabilecegi, bu
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iretim seklinin sadece siselerde degil biyoreaktorlerde de gerceklestirilebilecegi

belirlenmistir.

Ferreira ve ark. (2016) tarafindan baska bir ¢alismada, S. yirgalemense tiirii EPN’ nin s1v1
kiiltiirde gelisme ve popiilasyon dinamikleri ile simbiyotik bakterisi olan X. indica’ nin
gelisme karakteristikleri incelenmistir. Ticari liretiminin yapilma potansiyeli olan bu tiir
icin siv1 kiiltiirde iiretim parametrelerinin belirlendigi ¢alismada, bu tez ¢alismasina
benzer sekilde once EPN tiirliniin monoksenik kiiltiirii olusturulmus ve daha onceden
bakteri inokule edilen sivi ortama 1J° ler eklenerek sivi kiiltiirde {retim
gerceklestirilmistir. Yapilan incelemelerde S. yirgalemense’ nin sivi ortama eklendikten
sonra yaklasik iki hafta icinde maksimum verime ulastig1 ve mililitrede 75.000 adet 1J
bulundugu belirtilmistir. Simbiyont bakteri ile ilgili yapilan incelemelerde bakteri
inokulasyonundan 15 saat icerisinde maksimum gelisme egrisi yakalandigi, 42 saat
icerisinde ise duragan faza gecis yaptigr tespit edilmistir. Calisma sayesinde S.
yirgalemense tiiri EPN’ nin ticari olarak iiretilme potansiyeli ve sivi kiiltiirde iiretim i¢in

onemli fiziksel kosullarin belirlenmesi konusunda agsama kaydedilmistir.

Addis ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, S. yirgalamense tiirii EPN’ nin yasam
parametreleri, siv1 kiiltiir iiretimi ve muhafaza sicaklig1 lizerinde arastirma yapilmistir.
Calismada kullanilan S. yirgalamense hem gelrite adi1 verilen bir ortamda hem de sivi
igerisinde iiretilmistir. Uretimde simbiyotik bakteri X. bovienii’ nin ii¢ farkl1 inokulum
yogunlugu ve {i¢ farkli sicaklik kullanilmistir. En uygun iiretim sicakliginin 25 °C oldugu
belirlenirken, muhafaza sicakligi etkisinin degerlendirildigi denemelerde 15 ve 25 °C’ de
muhafaza edilen EPN’ lerin 66 giin sonunda yaklasik % 95” inin canli kaldig1 tespit
edilmistir. Denemelerden bir¢ok veri elde edilmesine karsin ileriki ¢alismalar i¢in daha

fazla aragtirma yapilmasi gerektigi belirtilmistir.

Ramakuwela ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, S. innovationi’ nin in vitro
kat1 ortamda {iretimi ve iiretim maliyetinin analizi incelenmistir. Gelisen teknoloji ile
birlikte EPN iiretim maliyetlerinin azaltilmasi ve bu sayede tiiketici tarafindan satin
almabilir diizeyde bir {iriin elde etme amaciyla kati ortamlar igerisinde EPN iiretimi

gerceklestirilmis ve bu ortamlarin maliyetleri karsilastirtlmistir. Kanola yag ile birlikte
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Musca domestica larvasinin piiresinin kullanildig: alt1 farkli ortamda 28 giin sonunda bes
gram kat1 ortam basina yaklasik 800.000 adet 1J {iretimi gerceklestirilmistir. Minimum
sayida 6lii 1IJ (<% 10) ve ergin nematod sayisinin elde edildigi bu ortamin, ticari EPN
tirlinleri satan bir¢ok firmanin iiretim maliyetlerinden ¢ok daha ucuz oldugu belirtilmistir.
Calisma sonunda elde edilen veriler degerlendirildiginde, biiyiik ¢apta ticari {iretim i¢in
gerekli olan yatirnmlarin aksine nispeten ucuz olan iiretim ortamlari ile Erlenmeyer

sigeleri igerisinde liretim yapilabilecegi ortaya ¢ikmistir.

Kassab ve Entsar (2016) tarafindan yapilan ve EPN’ lerin ekstraksiyon ve in vivo
tiretimleri lizerine yeni yaklasimlarin incelendigi ¢alismada, stinger bazli tuzaklarin EPN’
lerin in vivo iiretiminde standart White Trap diizenegine gore daha kolay oldugu ve EPN’
lerin 12 haftaya kadar canli kalmasin1 sagladig1 tespit edilmistir. Siinger bazli tuzakta G.
mellonella larvalarinin beslenebilmesi igin ar1 petegi ve bir miktar parafinik yag bulunan
iki ayr1 ortam kullanilmistir. Parafinik yag kullanilan ortamda larvalar son dénem
oluncaya kadar beslenmis ve gelismelerini tamamlamistir. Parafinik yag bulunan siinger
bazli tuzaga H. bacteriophora ve S. carpocapsae tiiri EPN’ lerin bulastiriimasi ile
larvalarda % 100 oranin 6liim gozlenmis ve yapilan incelemelerde standart ar1 petegi
bulunan ortama gore baslangi¢ popiilasyonu, final popiilasyonu, iireme orani ve etkinlik
gibi parametlerde iistiinliikk kurmustur. Bu yeni yontem sayesinde ekstraksiyon, tiretim ve
depolama igin yiiksek yatirim yapmadan minimum emek ile basar1 saglandigi tespit

edilmistir.

Testa ve Shields (2017) tarafindan ve EPN’ lerin in vivo yontemle kitle tiretimleri lizerine
aragtirmalar yapilan ¢alismada, G. mellonella ile yapilan standart in vivo iretim teknigi
modifiye edilmis ve diisiik isgiicii gerektiren yeni bir yontem ortaya konmustur. Bu
yontemde, bazi iilkelerde balik yemi olarak da satilan ticari G. mellonella tiriinleri
kullanilmigtir. Cesitli hacimlerde (250-500 mililitre) igerisinde talas ve belli adetlerde G.
mellonella larvasi bulunan kutulara larva basina 50 adet 1J gelecek sekilde uygulama
yapilmis ve enfekte olan larvalardan ¢ikan 1J” ler iki hafta boyunca higbir islem yapmadan
canliliklarini koruyabilmistir. Bu yeni yontem sayesinde laboratuvar sartlarinda herhangi

bir larva tiretimi yapmadan hazir {irlin kullanilarak ¢ok daha az gider ve isgiicii ile
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milyonlarca nematod tretilmistir. Yapilan calismada sekiz yil igerisinde 100 milyar

adedin tizerinde EPN iiretimi gergeklestirildigi belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan EPN Irka

Calismada, entomopatojen nematod Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976
(Rhabtidita: Heterorhabditidae) tiiriine ait HBH hibrit irki kullanilmigtir. Bursa Uludag
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii Nematoloji Laboratuvar1’ nda 2010-
2013 yillar1 arasindan yiiriitiilen TUBITAK projesi kapsaminda (TOVAG 1100161),
Tiirkiye’ nin farkli cografik bolgelerinde elde edilmis farkli H. bacteriophora izolatlari
hibritlenmis ve istiin 6zelliklere sahip HBH hibrit irki elde edilmistir. Yiiksek sicakliga
dayanim, yiiksek iireme kapasitesi ve yliksek etkinlik gibi 6zelliklere sahip bu hibrit 1rk,
Tiirk Patent ve Marka Kurumu tarafindan 2018 yilinda patent almistir (Patent No: TR
2013 06141 B). Ustiin dzelliklere sahip olmasmin yaninda, diinya genelinde yaygin bir
EPN tiirtine bagli olmasi, lilkemize adapte olmus izolatlar kullanilarak elde edilmesi ve
gelecekte EPN kullaniminin artmas ile birlikte tiretimi yapilabilecek ticari bir irka ihtiyag

duyulma ihtimali nedeniyle HBH hibrit irk1 secilmistir.

3.2.Galleria mellonella Larvalariin Uretimi

Laboratuvar, sera ve kiigiik ¢apli arazi denemeleri igin yapilan in vivo EPN iiretimlerinde
petek giivesi olarak adlandirilan G. mellonella larvasinin son dénemi kullanilmistir (Sekil
3.1). EPN’ lere hassas olmasi, bir¢ok larvaya oranla iri olmasi ve laboratuvar sartlarinda
tiretimi kolay oldugu i¢in G. mellonella larvasi tercih edilmistir (Akhurst ve Bedding
1975). Igerisinde kepek, misir unu, soya unu, siit tozu, maya, bal ve gliserin bulunan bir
besin ile beslenen larvalar, bir litre hacimli cam kavanozlar igerisinde yetistirilmistir
(Sekil 3.2). Ortam sicakligina gore degismekle birlikte yaklasik 1.5 ayda yeni nesil veren
giivenin iiretimi diizenli olarak devam etmektedir. Etiiv igerisinde yetistirilen larvalarda
ithtiyaca gore sicaklik ayarlamasi yapilarak diizenli bicimde larva temini saglanmistir

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.1. Galleria mellonella larvalari

Sekil 3.2. Larvalarin yetistirildigi besin dolu kavanozlar
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(Ulu ve Susurluk’

Sekil 3.3. Etiiv igerisinde yer alan kavanozlar

3.3.Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Ortamlar

Calismanin ana konusu in vitro iiretim olmasina karsin, iiretim yapabilmek igin 6n
islemler de dahil olmak tizere bir¢ok ortam ve kimyasal madde kullanilmaktadir. Kati
ortamlar 6 cm ¢apl steril plastik petrilerde hazirlanmis ve her bir petri igerisine yaklasik
15 gr ortam dokiilmiistiir. S1v1 ortamlar ise 250 ml hacimli Erlen siselerinde yaklasik 70
ml sivi ortam olacak sekilde hazirlanmistir. Caligmada kullanilan ortamlarin igerikleri

asagida belirtilmigtir.

Ringer Soliisyonu

9.0¢ NaCl

0.42¢g KCI

0.37¢g CaCl2 * 2 H20
0.2¢g NaHCOs3

11 distile su

Wouts Agar

16.0g Bacto® Nutrient Broth
1209 Bacto® Agar

5049 Aycicek yagi

11 distile su
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NBTA Aaqgar

3709 Standard-I1-Nutrient Agar

25.0mg  Bromtimol mavisi

4.0 ml 2,3,5-Triphenyl-tetracoliumchloride soliisyonu (1%, steril filtrelenmis)
11 distile su

YS Ortami

5.0g Maya ekstrakti
509 NaCl

0.59 NHsH2PO4
059 Kz2HPO4

0.2g MgSO4* 7 H20
11 distile su

Sterilizasyon Soliisyonu

0.5ml Sodyumhipoklorit NaOCI (12%)
1.5ml 4 mol. NaOH
10 ml distile su

3.4.HBH Hibrit Irkinin In Vivo Uretimi

Calismada planlanan denemelere baslamadan once EPN Kkiiltiirleri siirekli olarak
yenilenmis ve buzdolabinda 4 °C’ de muhafaza edilmistir. Kiiltliir yenileme islemleri 24
kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinda gergeklestirilmistir (Sekil 3.4). Kuyularin her birine bir
adet G. mellonella larvas1 konmus ve iizerleri % 10 neme sahip ince taneli kum ile
doldurulmustur. Kaplar hazirlandiktan sonra her bir larva basina yaklasik 100 adet 1J
gelecek sekilde EPN inokulasyonu yapilmis ve kaplar parafilm ile kapatilarak 24 °C’ de
inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.5). Inokulasyonu takip eden yaklagik 3 — 4 giin
icerisinde larvalar 6lmiis ve dlen larvalar (kadavra) White Trap adi verilen diizenege
yerlestirilmistir (Sekil 3.6). White Trap diizeneginde 2 hafta boyunca 1J ¢ikislari izlenmis
ve yeterli miktarda ¢ikis gozlendiginde c¢ikan bireyler kiiltiir kaplarima alinarak

buzdolabina yerlestirilmistir (Sekil 3.7).
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(Ulu ve Susurluk)

Sekil 3.4. inokulasyonun yapildig1 24 kuyulu (well) hiicre kiiltiirii kabi

' n

Sekil 3.5. Inokulasyon sonrasi parafilm ile kapatilan ve inkiibasyona birakilan kaplar
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Sekil 3.7. Buzdolabinda saklanan kiiltiir kaplari

3.5.HBH Hibrit Irkimin Yumurta izolasyonu

EPN’ lerin in vitro sivi ve kati ortamlarda kitle liretimi yapilabilmesi i¢in yumurta
izolasyonu ad1 verilen bir 6n islem gerekmektedir. Bu islemde hermafrodit veya disi
bireylerin dollenmis yumurtalar izole edilerek steril ortamda agilmasi ve belli bir siire

gelismesi amaglanir. Bu islem i¢in her larva bagina 100 adet IJ gelecek sekilde HBH hibrit
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irki ile inokulasyon yapilmustir. Inokulasyonlar, in vivo iiretimdekine benzer sekilde 24
kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinda ince taneli kum kullanilarak yapilmstir. Inokulasyon
sonrasinda kaplar parafilm ile kapatilarak 24 °C’ de inkiibasyona birakilmistir.
Inokulasyonu takip eden 3-4 giin icerisinde larvalar siirekli kontrol edilmis ve
hermafroditlerin gelisme siiresi dikkate alinarak en uygun zamanda kadavralar kaplardan
cikartilarak kumdan temizlenmistir (Sekil 3.8). Kadavralar igne ve pens yardimi ile

Ringer soliisyonu ile dolu bir petri kabinda disekte edilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.8. Kumdan temizlenen kadavralar

37



Sekil 3.9. Disekte edilen kadavradan ¢ikartilan hermafroditler

Hermafroditler toplanmadan Once bir iki tanesi mikroskop altinda incelenmis ve
yumurtalarin déllendigi tespit edilmistir (Sekil 3.10). Bu islemden sonra diseksiyon
sirasinda kadavra igerisinden ¢ikartilan hermafrodit bireyler dikkatlice temiz Ringer
solisyonu bulunan bir beher igerisine alimmistir. Yaklasitk 200 adet hermafrodit
toplandiktan sonra laboratuvar tiipii igerisine alinmig ve yiizeyleri kadavra artiklarindan
temizleninceye kadar Ringer soliisyonu ile yikanmustir (Sekil 3.11). Hermafroditlerin
ylizey yikama islemi tamamlandiktan sonra tiipiin igerisine pense ile ufak parcalara
boliinmiis zimba teli veya jilet konarak vorteks veya manyetik karistirici iizerinde
hermafroditlerin pargalanmasi saglanmigtir. Bu sayede parcalanan hermafroditlerin
icerisinde yer alan yumurtalar agiga c¢ikmistir. Hermafroditlerin yumurtalarinin
cikartilmasi sirasinda yiiksek hiz kullanmak veya siireyi uzun tutmak yumurtalarin da
par¢alanmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle parcalama isleminden 6nce seffaf bir
yapiya sahip olan Ringer soliisyonu beyaz renge dondiikten sonra parcalama islemi
tamamlanmistir. Aciga ¢ikan yumurtalar 70 pm elek yardimi ile hermafrodit artiklarindan

filtrelenmis ve farkli bir tiipiin icerisindeki temiz Ringer soliisyonuna konmustur.
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Sekil 3.11. Tiip igerisinde Ringer soliisyonu ile yikanan hermafroditler

Yumurtalar elde edildikten sonra bu kez yumurtalarin yilizeyinin temizlenmesi
gerekmektedir. Bu amagla, tiipte yer alan yumurtalar 1.5 mililitre hacimli santrifiij tlipleri
icerisine esit oranda boliistiiriilmiistiir. Tiipler 2000 devir/dakika hizinda bir dakika
boyunca santrifiij edilmis ve ¢oken yumurtalarin (pellet) {izerindeki sivi (supernatant)

pastor pipeti yardimi alinarak tlizerinde temiz Ringer soliisyonu eklenmistir. Bu islem
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supernatant tamamen temiz olana kadar tekrar edilmistir. Bu islem sirasinda az da olsa
yumurtalarin bir kismi kaybedilmektedir. Bu nedenle islemi ¢ok fazla tekrar etmek
yumurtalarin tamamen kaybedilmesine ve sonraki agamalara gecilememesine neden
olmaktadir. Yumurtalarin ylizeyi temizlendikten sonra sterilizasyon islemi yapilmistir.
Bu islem i¢in en son santrifiijden sonra supernatant tamamen temizlenmis ve tliplerin
icine hazirlanan sterilizasyon soliisyonu eklenmistir. Sterilizasyon islemi yaklasik yedi
dakika siirmektedir. Bu islemin bir dakika kisa yapilmasi durumunda ileriki asamalarda
kontaminasyon problemi ortaya c¢ikarken bir dakika uzun yapilmasi durumunda
yumurtalar 6lmektedir. Sterilizasyon soliisyonu eklendikten sonra dort dakika boyunca
tiipler calkalanmis ve daha sonra 2500 devir/dakika hizinda iki dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Coken yumurtalarin tizerinde kalan supernatant (sterilizasyon soliisyonu) steril
kabin igerisinde steril bir pastdr pipeti ile alinmis ve iizerine steril besin ortami
eklenmistir. Tiiplerin igerisinde bulunan yumurtalar son kez santrifiij edilmis ve ¢oken
yumurtalar steril kabin igerisinde steril hiicre kiiltiir kaplarina alinmistir. Parafilm ile
kapatilan kaplar 24 °C’ de ii¢ giin siire ile inkiibasyona birakilmis ve yumurtalarin saglikli
bir bigimde ac¢ilmas1 beklenmistir (Sekil 3.12). Santrifiij islemi sirasinda ¢evirme hizinin
4000 devir/dakika iizerine ¢ikmast EPN’ leri olumsuz etkilemeye baslamaktadir. Bu

nedenle, santrifiij islemleri sirasinda daha hassas ¢aligilmigtir.
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Sekil 3.12. Inkiibasyon sonunda saglikl1 bir sekilde gelisen ve yumurtadan ¢ikan birinci
dénem jliveniller

3.6.HBH Hibrit Irkimin Bakteri izolasyonu

EPN’ lerin biyolojisi geregi, konuk¢u bocegin dldiirtilmesi ve yasamlarinin devami igin
simbiyotik bakteriye ihtiya¢ duyulmaktadir. Yumurta izolasyonu ile elde edilen
yumurtalardan ¢ikis yapan birinci donem jiivenil bireylerde bakteri bulunmamaktadir.
Yumurta izolasyonuna ek olarak, EPN’ lerin in vitro tiretiminde diger bir islem de bakteri
izolasyonudur. Bu islem i¢in, yumurta izolasyonuna benzer sekilde her bir G. mellonella
larvast tizerinde 100 adet 1J gelecek sekilde inokulasyon yapilmis ve hiicre kiiltiirii kaplari
24 °C’ de inkiibasyona birakilmigtir. Inokulasyonu takip eden 24-36 saat igerisinde
hareketleri yavaslayan ve dlmek iizere olan larvalar kum icerisinden ¢ikartilarak % 95°
lik etil alkol igerisinde bes dakika bekletilmistir. Bu sayede yiizey sterilizasyonu
gergeklestirilen larvalar steril kabin igerisinde kurutulmus ve bakteri izolasyonu islemi
icin hazir hale getirilmistir. Kurutulan larvalar, steril bir igne yardimu ile intersegmental
zar veya abdomen bacaklar1 iizerinden delinmis ve hemolimfin delikten g¢ikmasi
saglanmistir (Sekil 3.13). Cikan hemolimf steril bir 6ze yardimi ile NBTA agara siiriilmiis
ve agarlar parafilm ile kapatilarak 24 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Simbiyotik
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bakterinin ilk olarak kat1 ortamda iiretilmesinin amaci, izolasyon sirasinda istenmeyen
mikroorganizmalarin tespiti ve heniiz agar ortamindayken elemine edilmesidir. Agar
tizerinde bakteri kolonileri olusmaya basladiginda (Sekil 3.14) o6ze yardimi ile
kolonilerden bir miktar alinarak YS ortamina konmus ve sivi ortam igerisinde bakteri
tiretimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.15). Sivi ortama aktarilmadan once agar yilizeyinde
koloni sekli, rengi ve biyoliiminesans 6zelligi, mikroskop altinda ise hiicre sekli ve boyu

gibi 6zellikler sayesinde simbiyotik bakteri teshis edilmistir.

Sekil 3.14. NBTA agar lizerinde liretilen bakteri kolonileri
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(Susurluk ve Ulu)

Sekil 3.15. S1v1 Y'S ortami igerisinde iiretilmis bakteri

3.7.Kat Kiiltiirlerin Olusturulmasi

EPN’ lerin in vitro olarak tiretimleri genellikle monoksenik kiiltiir seklinde yapilmaktadir.
Monoksenik kiiltiir, iki farkli organizmadan (EPN ve simbiyotik bakterisi) baska canlinin
yer almadigi kontrollii tiretim sekli olarak 6zetlenebilir. EPN biyolojisi nematodun
kendisi ve simbiyotik bakteri olmak iizere iki etmenden olugmaktadir. Bu nedenle
iiretimde yumurta ve bakteri izolasyonu olarak iki farkli islem gergeklestirilmektedir. In
vitro iiretimi yapilacak HBH hibrit irkinin yumurta izolasyonu islemi sonunda yumurtalar
saglikli bigimde agilmis ve herhangi bir bulagsma olmamistir. Bu sirada bakteri izolasyonu
da gergeklestirilmis ve sivi ortam igerisinde simbiyotik bakteri tiretilmistir. In vitro kati
ortamda kullanilan standart Wouts agarlar {izerine, siv1 igerisinde {iretilen bakterilerden
yaklagik alti damla (100 pl) damlatilmis ve bir giin boyunca bakterinin Wouts agar
lizerinde liremesi saglanmistir (Sekil 3.16). Bakteri tiremesi gergeklestikten sonra, daha
onceden izole edilen ve saglikli bigimde acilan yumurtalardan ¢ikan yaklagik 500 adet
birinci dénem jiivenil (J1), Wouts agarda firetilen bakterilerin tizerine konmustur. EPN’

ler simbiyotik bakterinin iirettigi bilesikler ile beslendikleri i¢in agardaki bireyler bakteri
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ile karsilastiklarinda besin sinyalini almis ve liremeleri saglanmistir. Bu islem sayesinde

EPN” ler in vitro kati ortam tlizerinde tiretilmistir (Sekil 3.17, Sekil 3.18).

(Susurluk ve Ulu)

Sekil 3.16. Wouts agar iizerinde tiretilmis bakteriler

3.8.0rtam I¢eriginin Belirlenmesi icin Yapilan On Denemeler

Ortam igeriklerini belirlemek i¢in tez calismasindan 6nce daha ufak ¢apli bir 6n deneme
gerceklestirilmistir. Bu amacla yumurta ve bakteri izolasyonu gergeklestirilen HBH hibrit
k1, igerisinde lesitin, yumurta sarist ve lesitin + yumurta saris1 kullanilan in vitro kati
kiiltir ortamlarinda iretilmistir. Agarlar tizerinde 1J eklenmesini takip eden birinci
haftadan itibaren baslamak {izere birer hafta aralikli toplam {i¢ adet sayim yapilmistir.
Sayimlardan 6nce petrilerin kapagina cikis yapan 1)’ ler steril kabin igerisinde steril saf
su ile yikanmis ve sayim kaplarina alinmustir. Petrilerde iiretim sona erene kadar
denemeler devam ettirilmis ve yeni IJ cikis1 gézlemlenmedigi donemde tiim agarlar
yikanarak toplam 1J sayisi hesaplanmistir. Ancak iiretim siireci devam ederken petrilerin

kapaginin agilmasi, steril ortam sartlarinda gergeklestirilse dahi olumsuz sonuglara neden
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olmustur. Bu nedenle tez calismasinin denemelerinde ara sayimlar yerine iiretimin

sonunda tek bir sayim olarak gergeklestirilmistir.

(Susurluk ve Ulu)

Sekil 3.17. EPN firetimi gergeklestirilen petriler

Sekil 3.18. Agar iizerinde iireyen hermafroditlerin mikroskop goriintiisii
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3.9.Uretim Optimizasyonunda Kullamlan Olgiitler

3.9.1. Ortam icerikleri

Standart Wouts agar igeriginde kullanilan maddelere ek olarak protein kaynagi olarak
yumurta sarisi ve yag kaynagi olarak soya lesitini kullanilmistir. Kontrol grubu olarak
standart Wouts agar kullanilirken, belirli oranda yumurta sarisi, lesitin ve ikisini birlikte
iceren U¢ ortam daha hazirlanmistir. Kullanilan ortamlarin igerdigi kimyasallar ve

miktarlar1 Tablo 3.1° de verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemelerde kullanilan ortamlarin igerikleri (100 ml i¢in)

w WL WE WLE
Nutrient Broth 1649 1649 169 1649
Agar 129 129 129 129
Aycicek Yagi 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml
Yumurta Sarisi - - 059 059
Lesitini - 05¢ - 05¢

W: Wouts | WL: Wouts + Lesitin | WE: Wouts + Yumurta Sarisi] WLE: Wouts + Lesitin + Yumurta Sarist

3.9.2. Sicaklik

EPN tiirlerinin farkli sicakliklara farkli adaptasyonlar saglamasi ve biyolojilerinde
farklihiklar gdstermesi nedeniyle 24, 28 ve 32 °C’ lerde iiretimler gerceklestirilmistir. Ug
farkli etiiv, belirlenen sicakliklara ayarlanmis ve ortam sicakligi istenilen diizeye

ulastiktan sonra denemelere baglanmistir.

3.9.3. pH

Bakterinin iiremesi sirasinda pH degeri ozellikle onem tasimaktadir. EPN’ lerin
bakterileri de kendine 06zgii karakteristiklere sahiptir. Daha Once yapilan bazi
calismalarda, farkli pH degerlerinde simbiyotik bakterilerin farkli metabolitler salgiladig:
tespit edilmistir (Yoo ve ark. 2001, Cabral ve ark. 2004). Bu nedenle ortamlar

hazirlanirken pH 5, 7 ve 9 degerlerinde {i¢ farkli ortam hazirlanmistir. Ortamlarin pH
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degerlerinin hazirlanmasinda pH disiiriicii olarak askorbik asit, yiikseltici olarak ise
sodyum bikarbonat kullanilmistir. Bu kimyasallar, EPN’ ler {izerinde herhangi bir

olumsuz etkisi olmamasi nedeniyle se¢ilmistir.

3.10. Deneme Deseni

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Dort farklh {iretim
ortami, li¢ farkli sicaklikta, {i¢ farkli pH degerinde iretilmis, her bir iretim i¢in ilk
asamada on adet petri kullanilmistir. Toplamda 36 farkli kombinasyonda kati kiiltiir
tiretimi gergeklestirilmistir. Deneme siiresince bulagsma goriilen veya cesitli nedenlerle
tiretimi aksayan petriler ¢ikartilmis ve sonug¢ olarak her bir deneme icin bes adet petri
tizerinden degerlendirme yapilmistir. Karigikligi 6nlemek i¢in her bir deneme grubuna bir
ozel kod olusturulmustur. Ornegin Wouts ortaminda 24 °C’ de pH 5 degerinde iiretim
yapilan grubun kodu “W-24-5" seklinde belirlenmistir. Her bir degerlendirme 6l¢iitii i¢in
bes petriden Orneklemeler yapilmis ve bes petrinin ortalamasi bir tekerriirii temsil
etmistir. Denemeler {i¢ tekerriirlii olarak kurulmustur. Kontrol grubu olarak en optimum

sartlar olarak belirtilen W-24-7 ortami kullanilmistir.

3.11. Optimizasyon Sonuclarinin Degerlendirilmesinde Kullamlan Olgiitler
3.11.1. Hermafroditlerin yumurta sayisi

Hermafroditler H. bacteriophora tiiriine 6zel ilk nesil erginleridir. Bu nedenle iiretimin
devaminda elde edilen toplam 1J sayisim da dogrudan etkileyen bir dlgiittiir. Uretim
sirasinda hermafrodit olusumu goézlendiginde petriler steril kabin igerisinde acilarak her

bir petriden igne yardimi ile bes adet hermafrodit alinmis ve mikroskop altinda

pargalanarak yumurtalari sayilmistir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Hermafroditlerin icerisinde yer alan déllenmis yumurtalarin mikroskop
goruntisu

3.11.2. Uretilen toplam 1J sayisi

EPN ¢alismalarinda tiretimin verimi degerlendirilirken iiretilen IJ miktar1 ana 6l¢iit olarak
kullanilmaktadir. Hermafrodit yumurta sayisi ile ilgili olmasina karsin iiretim sirasinda
cesitli nedenlerden dolayr toplam 1J sayisi ile hermafrodit yumurta sayisi arasinda
dogrusal bir baglanti kurulamamaktadir (Ehlers ve ark. 2000). Bu dogrultuda, petri
icerisindeki liretim tamamlandiktan sonra petriler saf su ile yikanmig ve tiretilen tiim 1J°
ler bir tiipe aktarilmigtir. Buradan alt1 adet 10 pl 6rnekleme yapilmis ve sayim kabinda
yer alan &rnekler mikroskop altinda sayilmistir (Sekil 3.20). Orneklemelerin
ortalamasindan elde edilen 1J say1s1 toplam soliisyona orantilanmis ve petriden elde edilen

toplam 1J sayis1 hesaplanmustir.

3.11.3. Uretilen 1J’ lerin uzunluklari

1J’ lerin uzun siire beslenmeden yasamasi ve etkinligi, viicutlarindaki yag oraniyla

iliskilidir (Susurluk ve Ehlers 2008). 1J uzunlugu arttik¢a icerisindeki yag oraninin da
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arttig ile ilgili caligmalar bulunmaktadir (Johnigk ve Ehlers 1999). Uretim sonunda elde
edilen 1J” lerin boy uzunluklar1 Leica Application Suite (LAS) yardimi1 yazilimi aracilig
ile dlgiilmiistiir. Mikroskop altinda cekilen toplu fotograflardan Ol¢limler yapilmis ve
sonuglar kaydedilmistir (Sekil 3.21).

3.11.4. Uretilen 13’ lerin Galleria mellonella iizerindeki etkinligi

Uretim sonunda elde edilen 1J° lerin etkinlikleri, iiriin kalitesini belirten 6lciitlerden
biridir. Her bir G. mellonella larvasina 50 adet 1J gelecek sekilde hiicre kiiltiirii kaplarinda
inokulasyon yapilmis ve dort glin sonunda larvalarin 6liim oranlar1 belirlenerek iiretilen

1)’ lerin etkinlikleri hesaplanmaistir.

Sekil 3.20. Sayim kaplarinda sayimlarin yapilan 1J° ler
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Sekil 3.21. Mikroskop altinda LAS yazilimi ile yapilan 6l¢iimler

3.12. istatistiksel Analizler

Calisma sonunda elde edilen verilerin analizinde tek yonli ve faktoriyel ANOVA
(Analysis of Variance) testi kullanilmistir. Muamele ortalamalarinin karsilastirilmasinda
a = 0.05 dizeyinde LSD (Least Significant Differences) testi uygulanmistir. Tim
analizler JMP® 11.0 yazilim kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.0n Deneme Sonuclar:

Tez calismasinda kullanilacak ortam igerigini belirlerken 6n calismalar gerceklestirilmis
ve bu 0n ¢aligmalarda iiretim verimi iizerine bazi sonuglar elde edilmistir. Yapilan ara
sayimlarda i¢erisinde soya lesitini bulanan WL ortaminin 1J tireme hizinin diger ortamlara
gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1). Uretim sonunda agarlarin ytkanmasi
ile yapilan sayimda ise WL ortaminin kontrol ve diger ortamlara gore istatistiksel olarak

daha verimli oldugu belirlenmistir (<0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. On denemelerde elde edilen sayim sonuglari
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Sekil 4.2. On denemelerde ortam igeriklerinin karsilastiriimasi

4.2.0ptimizasyonun Hermafroditlerin Yumurta Sayisina EtKisi

Deneme sonuglari incelendiginde igerisinde lesitin bulunan WL ortaminin kontrol olarak
belirlenen W ortami ve diger ortamlara gore istatistiksel olarak 6nemli oranda etki ettigi
tespit edilmistir (<0.05). Icerisinde yumurta saris1 bulunan ortam ise hermafrodit yumurta
say1s1 acisindan degerlendirildigin kontrol grubu olan W ortamindan istatistiksel olarak

farkli bulunmamustir (F = 144.28; df = 3, 104; p < 0.0001) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Ortam igeriginin hermafrodit yumurta sayisina etkisi
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Sicakligin hermafrodit yumurta sayisina olan etkisi incelendiginde 28 °C’ nin diger
sicakliklara gore olumlu yonde etki ettigi istatistiksel olarak farkli oldugu tespit edilmistir
(<0.05). En kotii sonucun elde edildigi sicaklik ise 32 °C olmustur (F = 39.17; df = 2,
105; p < 0.0001) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Sicakligin hermafrodit yumurta sayisina etkisi

pH degerinin hermafrodit yumurta sayisina ektisinde ise degerler arasinda 6nemli oranda
farkliliklar meydana gelmistir (F = 5783.42; df = 2, 105; p < 0.0001) (Sekil 4.5). pH
degerinin 9 oldugu ortamlarda istatistiksel olarak ciddi bir diisiis meydana gelmis ve
hermafrodit yumurta sayist kontrol grubu olan pH 7 degerine gore yaklasik {i¢ kat daha
diisiik olmustur (<0.05).

20

Yumurta Sayisi (Adet)
o

5 7 9
pH

Sekil 4.5. pH degerinin hermafrodit yumurta sayisina etkisi
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Tiim interaksiyonlarin hermafrodit yumurta sayisina olan etkisinin karsilastirildigi
sonuglar incelendiginde, lesitin iceren WL ortaminin 28 °C sicaklikta ve pH 7 degerinde
(WL-28-7) en iyi sonucu verdigi belirlenmistir (F = 2.69; df = 12, 95; p = 0.0048) (Sekil
4.6). pH degerinin 9 oldugu ortamlarda ise istatistiksel olarak ciddi diistisler gézlenmis

hermafrodit yumurta sayis1 bakiminda diisiik sonuclar elde edilmistir (<0.05).
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Sekil 4.6. Interaksiyonlarin hermafrodit yumurta sayisina etkisi

Optimizasyonun hermafrodit yumurta sayisina etkisi genel olarak degerlendirildiginde
istatistiksel olarak onemli farkliliklarin ortaya ¢ikarildigi goriilmektedir. Hermafrodit
yumurta sayisi in Vitro kat1 ve sivi tiretimde 6l¢iimii yapilan bir 6zelliktir (Zioni ve ark.
1992, Ciche ve ark. 2008, Clarke 2008). Uretim siirecinin ilerleyen donemlerinde olusan
1J’ lerin kaynagi, hermafroditler igerisinde yer alan yumurtalardir (Ehlers 2001). Bu

nedenle iyi bir hermafrodit gelisimi, tiretim verimini de artirma potansiyeline sahiptir.
4.3.0ptimizasyonun Uretilen Toplam 1J Sayisina Etkisi
Diger bir degerlendirme Ol¢iitii olan toplam IJ sayisina bakildiginda, ortam icerigin

istatistiksel olarak ©nemli etkide bulundugu tespit edilmistir (<0.05). Hermafrodit

yumurta sayisina benzer sekilde toplam 1J sayisinda da igerisinde lesitin bulunan WL
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ortamiin diger ortamlardan daha iyi sonug¢ gosterdigi ve daha fazla tiretim verimi

sagladig1 belirlenmistir (F = 146.2069; df = 3, 104; p < 0.0001) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Ortam igeriginin 1J sayisina etkisi

Sicakligin toplam 1J sayisina etkisi incelendiginde 6zellikle 28 °C sicakligin diger iki
sicakliga gore daha fazla oldugu ve istatistiksel olarak onemli Ol¢iide fark yarattigi
belirlenmistir (<0.05). Diger iki sicaklik olan 24 ve 32 ° C’ lerin arasinda ise istatistiksel
olarak herhangi bir fark bulunamamustir (F = 7.9651; df = 2, 105; p = 0.0007) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Sicakligin 1J sayisina etkisi

Hermafrodit yumurta sayist sonuglarina benzer sekilde toplam 1J sayisinin en az oldugu

sonug pH 9 degerinde ger¢eklesmistir (F = 2842.401; df = 2, 105; p < 0.0001) (Sekil 4.9).
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Diger iki pH degeri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamisken, pH 9 degeri

daha diisiik tiretim verimine neden olmustur (<0.05).
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Sekil 4.9. pH degerinin 1J sayisina etkisi

Tiim interaksiyonlarin toplam 1J sayisina etkisi karsilastirildiginda genel olarak lesitin
iceren WL ortami kullanilarak yapilan iiretimlerin istatistiksel olarak olumlu yonde one
ciktig1 (<0.05), pH 9 degerine sahip ortamlarda yapilan iiretimin ise istatistiksel olarak
olumsuz yonde etkilendigi goriilmektedir (F=1.7438; df = 12, 95; p = 0.0751) (Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. Interaksiyonlarin 1J sayisina etkisi
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Uretim sonunda elde edilen toplam 1J say1s1, genel olarak en énemli iiretim dlgiitlerinden
biri olarak kabul edilmektedir (Hirao ve Ehlers 2010, Addis ve ark. 2016, Leite ve ark.
2016). Hermafrodit yumurta sayist ile toplam 1J sayis1 birbiriyle dogrudan iliskili iki dl¢iit
olarak goriilebilmesine ragmen, iiretim siirecinde simbiyotik bakteri ile ilgili cesitli
nedenlerden dolay1 bu iki 6l¢iit arasinda paralel iliski kurulabilmektedir (Johnigk ve
Ehlers 1999, Ehlers ve ark. 2000). In vitro kat1 ve s1v1 liretim siireci boyunca ortamin
iceriginde meydana gelen degismeler nedeniyle bakterinin salgiladigi metabolitler
degismekte ve bu sonug dogrudan tiretim verimine etki etmektedir. Nitekim hermafrodit
yumurta sayist ve toplam IJ sayis1 ol¢iitleri incelendiginde aralarinda benzer sonuglar
olmadig1 goriilmektedir. Ortam icerigi ve pH degerindeki farkliliklarin simbiyotik bakteri
tizerindeki etkileri ile ilgili nedenlerden dolay1 iiretimin ilerleyen asamalarinda 1J gelisimi
i¢cin olumsuz sartlarin olustugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan en verimli {iretim ortami
olan ve lesitin iceren WL ortamindaki verim sonuglarina bakildiginda 1 gr ortam basina
yaklasik 10.000 adet 1J firetildigi goriilmektedir. Bu sonuglar daha oOnce yapilan
calismalarda elde edilen verimler ile uyumluluk gostermektedir (EI-Sadawy 2011). Bazi
caligmalarda ise kati kiiltirde 1 gr ortam basmma 100.000 adetten IJ fazla iiretim
gerceklestirilmistir (Tabassum ve Shahina 2004). Bunun en biiyiik nedeni, ¢alismalarinda
kullanilan kat1 ortamin agar yerine siinger olmasidir. Siinger ortam hem agara gore daha
diisiik yogunluklu, hem de {i¢ boyutlu olarak iiretim yapilmasina izin verilen bir ortamdir.

Agar iceren ortamlarda ise ¢ogunlukla ylizey iizerinde iireme gerceklesir.

4.4.0ptimizasyonun Uretilen 1J° lerin Uzunluguna Etkisi

Yapilan 6l¢iimler sonunda iiretilen 1J° lerin uzunluguna ortam igerigi (F = 0.0896; df = 3,
104; p = 0.9655) (Sekil 4.11) ve sicakligin (F = 0.4603; df = 2, 105; p = 0.6329) (Sekil
4.12) istatistiksel olarak onemli bir etkide bulunmadig belirlenmistir (<0.05). 1J’ lerin,
kat1 ortam {izerinde iireyen bakteri ile beslendigi diisiintildiigiinde, bu sonug ortam igerigi
ve sicakligin bakteri salgiladigi kimyasal bilesikler (Cabral ve ark. 2004) {izerinde olumlu

veya olumsuz bir etki yaratmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.11. Ortam igeriginin ortalama IJ uzunluguna etkisi
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Sekil 4.12. Sicakligin ortalama 1J uzunluguna etkisi

pH degerinin IJ boyuna etkisi incelendiginde ise 6zellikle yiiksek degerlerde olumsuz bir
etkinin olustugu belirlenmistir (F = 7.7302; df = 2, 105; p = 0.0009) (Sekil 4.13).
Simbiyotik bakterinin optimum pH istegi tiirlere gére degismekle beraber 6-7 arasinda
degismektedir (Yoo ve ark. 2001). Bakterinin gelisimi sirasinda salgiladigi kimyasal
bilesikler ortamin pH degerinin de§ismesine neden olmakta ve uzun vadede olumsuz etki
yapmaktadir. Bu nedenle sivi kiiltiir tiretiminde pH siirekli olarak takip edilmekte ve

iretim siireci bu duruma gore yonlendirilmektedir. Tez ¢alismasinda kullanilan ortamin
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yiiksek pH degerine sahip olmasi nedeniyle ozellikle simbiyotik bakteri gelisimi

sirasindaki olumsuz etkiler nedeniyle 1J° lerin boyunun kisa 6l¢tildiigi diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.13. pH degerinin ortalama 1J uzunluguna etkisi

Tiim interaksiyonlarmn IJ uzunluguna etkisi incelendiginde, onceki iki oOlgiite gore
birbirine daha yakin degerlerin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir (F = 0.4054; df = 12, 95; p =
0.9570) (Sekil 4.14). Diger iki Olgiitte interaksiyonlar arasinda ciddi farkliliklar yer
almasina karsin 1J uzunlugunda istatistiksel farkliliklar goriilmesine ragmen degerler

birbirine yakin ¢ikmustir.
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Sekil 4.14. interaksiyonlarin ortalama IJ uzunluguna etkisi

1J° ler toprak altinda uzun siire beslenmeden yasayabilen ve EPN’ lerin boceklere karsi
etki mekanizmasinda kilit rol oynayan biyolojik donemdir. 1J° lerin beslenmeden
yasamlarini devam ettirmesi sirasinda kendi viicutlarinda bulunan lipid rezervlerini
kullandiklar1 bilinmektedir (Smart 1995, Qiu ve Bedding 2002). Ayrica EPN’ ler kendi
viicutlarinda biriktirdikleri lipidleri beslendiklerin ortamdan almaktadirlar (Blackburn ve
ark. 2016). Bu nedenle iiretim ortam1 igerigine yag kaynagi olabilecek besin maddelerinin
eklenmesi tiretim kalitesini artirmaktadir (Yoo ve ark. 2000, 2001, Singh ve Upadhyay
2018). Yapilan tez calismasinda yag kaynagi olarak lesitin kullanilmistir. Simbiyotik
bakterilerin salgiladig: lesitinaz enzimleri sayesinde lesitini pargaladigi ve yag asitlerini
ortaya ¢ikardigi tespit edilmistir (Boemare ve ark. 1996). Calisma sonunda elde edilen
verilerde Ozellikle lesitin i¢eren ortamin birden fazla 6lgiit tizerinde olumlu etkide

bulunmasi daha 6nceki ¢aligmalar ile uyumluluk gostermistir.

60



4.5.0ptimizasyonun Uretilen 1J” lerin Etkinligine Etkisi

Etkinlik denemesinin sonuglart incelendiginde ortam igeriginin 1J° lerin G. mellonella
larvasi iizerindeki etkinliklerine herhangi bir etkide bulunmadigi tespit edilmistir (F =
1.000; df = 3, 104; p = 0.3979) (Sekil 4.15). Sicaklik denemesinde de benzer sonuglar
elde edilmistir (F = 1.000; df = 2, 105; p = 0.3979) (Sekil 4.16). pH denemesi sonuglari
incelendiginde de diger iki Olciitteki sonuglara benzer sekilde etkinlik tizerinde
istatistiksel olarak bir etki gézlemlenmemistir (F = 1.000; df = 2, 105; p = 0.3729) (<0.05)
(Sekil 4.17).
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Sekil 4.15. Ortam igeriginin 1J etkinligine etkisi
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Sekil 4.16. Sicakligin iceriginin 1J etkinligine etkisi
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Sekil 4.17. pH degerinin 1J etkinligine etkisi

Uretim sonuglar1 incelendiginde, bazi ortamlarda ¢ok az iiretim gerceklestigi
goriilmektedir. Diigiik tiretim verimi elde edilen petrilerdeki 1J ler kullanilarak yapilan
etkinlik denemelerinde yiiksek 6liim oran1 goriilmesi karisikliga sebep olabilmektedir. Bu
celiskinin en temel nedeni, tiim ortamlarda larva basina 50 adet IJ kullanilmasindan
kaynaklanmaktadir. Ortamin iiretim verimi diisiik olsa dahi, etkinlik i¢in larva basina 50

adet 1J kullanildig1 i¢in etkinlik oranlari yiiksek ¢ikmustir.

Bu durum farkli agilardan degerlendirilebilir. In vivo veya in vitro iiretim sonunda elde
edilen triiniin 6nemli 6zelliklerinden birisi de etkinligidir. Bu nedenle, ticari olarak
tiretilen EPN’ lerin etkinliklerinin yiliksek olmasi da onemlidir. Bu tez ¢alismasinda
yapilan etkinlik denemelerinden elde edilen veriler optimum sartlarda (W-24-7) tiretilen
1J° lerin etkinliginin, diger tiim interaksiyonlarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak

fark1 olmadig1 goriilmektedir.

Yiiksek etkinlik olumlu bir sonug olarak goriilebilir. Ortam igerigi 1J° lerin liremesi igin
uygun olmamasina ragmen simbiyotik bakterinin konukg¢u bocegi 6ldiirmesi konusunda
olumsuz etkide bulunmamistir. Ancak verim ¢ok diisiik oldugu i¢in hem iiretim maliyeti
hem de uygulama yapilacak alan i¢in yeterli miktarda EPN gerekliligi iizerinden
degerlendirme yapildiginda, etkinligin 6nemi ikinci plana diismektedir. Bu durum bazi

¢alismalarda da vurgulanmustir (Susurluk ve ark. 2013a, 2013b, Ulu ve Susurluk 2014).
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Interaksiyonlarin etkinlik iizerindeki etkisi degerlendirildiginde sadece “WLE-32-9”
ortaminda istatistiksel bir farklilik goriilmektedir (F = 1.000; df = 12, 95; p = 0.4580)
(0.05) (Sekil 4.18). Diger tiim kombinasyonlarin etkinliginin % 100 olmasindan dolay1
en ufak bir degisimde bile istatistiksel farkliliklar olusmaktadir. Bahsedilen ortamdaki

farkliligin deneme sirasinda meydana gelen hatadan kaynaklandigi tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.18. interaksiyonlarin 1J etkinligine etKisi

4.6.0ptimizasyonun Maliyeti

EPN’ lerin in vitro kati tretiminde kullanilan kimyasal maddelerin masraflari
degerlendirildiginde bugiin 1 gr ortam icin yaklasik 1 TL maliyet ortaya ¢ikmaktadir.
Toplam 1J sayis1 verilerine bakildiginda standart Wouts agar iizerinde 1 gr kati1 ortam
basina yaklasik ortalama 8000 adet 1J iiretildigi goriilmektedir. Bu durum da ¢alismada
tiretilen 8.000 adet 1J° nin yaklasik 1 TL tutarinda oldugunu gdstermektedir.

Ortam igerigi haricindeki diger Ol¢iitlerin tiim ortamlar i¢in hemen hemen esit oldugu géz
online alindiginda ortamlar arasinda maliyet bakimindan en biiyiik etkiyi kullanilan
kimyasal maddeler olusturmaktadir. En yiiksek verime sahip ortam incelendiginde
icerisinde lesitin oldugu goriilmektedir. Kati ortam igerisinde eklenen 1 gr lesitin, toplam

maliyeti 10 kurus artirmaktadir. Bu durum da genel maliyette % 10 oraninda artig
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anlamma gelmektedir. Igerisinde lesitin bulunan WL ortaminda iiretilen toplam IJ
sayisina bakildiginda 1 gr ortam bagina yaklasik ortalama 11.500 adet 1J tiretilmistir. Yani
% 10 maliyet artis1 ile yaklasik % 45’ lik bir verim artist saglanmistir. Genis c¢apl

tiretimlerde bu farkin daha da olumlu yonde artacag: diisiiniilmektedir.

Giiniimiizde EPN’ lerin 1 m? alan icin maliyeti firmalara gore biiyiik farkliliklar
gostermesine ragmen sadece iiriin i¢in 2 TL civarindadir. Buna is¢ilik, yakit, su vb. diger
girdiler de eklendiginde maliyetin daha da artmas1 beklenmektedir. Bu durum ne yazik ki
iilkemizde EPN kullanimi Oniinde ciddi bir engel olarak durmaktadir. Bu agidan
degerlendirme yapildiginda EPN {iretiminin verimi ve kalitesi iizerine yapilan katkilarin,

ileride EPN’ lerin yayginlasmasi konusunda olumlu etki yapmasi beklenmektedir.
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5. SONUC

Bu tez calismasi kapsaminda, Tiirkiye’ nin farkli cografik bolgelerinden elde edilen H.
bacteriophora izolatlarindan elde edilen HBH hibrit irkinin in vitro kati kiiltiirde
iretiminin  optimizasyonu amaglanmistir. Bu dogrultuda yapilan laboratuvar
denemelerinde, kitle tiretimde kullanilan bazi 6nemli parametrelerin HBH hibrit irk1 i¢in
optimum degerleri tespit edilmis ve bu sayede birim {iretim alanindan elde edilen verim
artirllmistir. Birim alandan elde edilen verimin artmasinin yaninda hermafrodit bireylerin
yumurta sayilari ve iretim sonunda eclde edilen 1J° lerin G. mellonella {izerindeki
etkinlikleri de belirlenmistir. In vitro kat1 ve sivi ortam igerisinde iiretim konusunda ¢ok
fazla parametre bulunmasina karsin, tez ¢caligmasinda laboratuvar imkanlar1 dahilinde
kontrol edilebilecek en Onemli parametreler kullanilmistir. Diinya genelinde ticari
anlamda in vitro siv1 kiiltiir kullanildig1 daha 6nce belirtilmistir. Tez ¢alismasinda kati
kiiltiirde iretim yapilmasina karsin, sivi kiiltlirde de benzer etkileri gosterecek
parametrelerin segilmesi sayesinde ¢aligma sonuglarinin sivi kiiltiirde de yakin sonuglar

ortaya koyacag diisiiniilmektedir.

Tarmmin tilkemizde hak ettigi seviyede olmadig: diisiiniilmekle birlikte, diinya genelinde
birgok iilke tarafindan ana gelir kaynaklarindan biri olarak goriilmektedir. Tarimin
ekonomik degerinin bilyiimesi ile birlikte tarimsal iirlinlerde hastalik, zararli ve yabanci
otlar tarafindan meydana gelen ekonomik kayip da siirekli olarak artmaktadir (Oerke
2006). Yapilan bazi arastirmalarda tarimda kimyasal kullanimmin miktar ve maliyet
olarak siirekli artmasina karsin, hastalik ve zararlilar ile miicadelede yeteri kadar basari
saglanamadigi ve ekonomik kaybin siirekli olarak arttig1 tespit edilmistir (Nicolopoulou-
Stamati ve ark. 2016). Yillar igerisinde kimyasal kullaniminin artmasina ragmen istenen
basarinin elde edilememesi, hedef dis1 organizmalarin, doganin ve insanin zarar goérmesi
ile kimyasal ilaglara alternatifler aranmistir. Bu arayisin giiniimiizde de devam ettigi net

bir sekilde goriilmektedir.
Son yillarda iilkemizde de yayginlasan EZY fikri ile kimyasal ilaglara alternatif

yontemler birbirleri ile uyumlu bir sekilde kullanilmakta, tarimsal iiriinlerde ekonomik

kayba neden olan etmenler ile miicadele ederken dogada miimkiin oldugunca az hasar
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olusturmak hedeflenmektedir. Bu amagcla, su anki adiyla T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1
tarafindan yaklasik 20 iirlinde EZY programlari ilan edilmistir. Diinya genelinde hastalik,
zararli ve yabanci otlar ile miicadelede egilimin bu yonde oldugu diisiiniildiigiinde,
biyolojik miicadelenin gelecekte daha fazla pazar payina sahip olacagi agik bir sekilde
goriilmektedir. Daha oOnceki kisimlarda belirtildigi gibi 2050’ li yillarda biyolojik
tirtinlerin kimyasal iirlinleri pazar pay1 olarak gececegi tahmin edilmektedir. Bu nedenle
A.B.D. ve Avrupa Birligi iilkelerinin birgogunda biyolojik pestisitlerin iiretimi, ithalati

ve kullanimina 6nemli destekler verilmektedir (Ehlers 2005).

Tarimmin asil amaci insana besin saglamak olmasina ragmen, bircok {ilke i¢in ekonomik
gecim kaynagi haline gelmistir. Bununla birlikte son yillarda gelisen teknoloji sayesinde,
tarim cesitli tilkeler icin bir giic gostergesi haline gelmis ve diger iilkeleri bagimli hale
getirmek i¢in kullanilan bir ara¢ olmustur. Ulkemizin tarim ve hayvancilik kapasitesi g6z
ontline alindiginda, dogru politikalar ile ¢ok ciddi ekonomik kaynak olusturabilecegi

belirtilmektedir (Anonim 2017).

Tarimda ekonomik kayba neden olan hastalik, zararli ve yabanci otlar igin en yaygin
kullanilan yontem kimyasal miicadeledir. Kullanilan kimyasallarin neredeyse tamami dis
kaynaklara bagimli ve ithalat yoluyla iilkemize giren iiriinlerdir. Her yil kimyasal
kullaniminin artmasina ek olarak doviz kurundaki artislar ile iirtin fiyatlar1 da artmakta
ve bu durum ¢ift¢iye ek maliyet olarak yansimaktadir. Ciftginin {iretim maliyetlerinin

artmasi sonucunda olusan etki, son tiiketicinin karsisina fiyat artis1 olarak ¢ikmaktadir.

Biyolojik miicadelenin yayginlagmasinin 6niindeki engellerden biri de biyolojik tirtinlerin
fiyatinin pahali olmas ve ciftciye cekici gelmemesidir. Ozellikle iiretim, formiilasyon ve
depolama maliyetlerinin fazla olmasi nedeniyle biyolojik iiriinler kimyasal iirtinler ile
rekabet edememektedir. Bu nedenle biyolojik tiriinlerin iiretim, formiilasyon ve depolama
asamasindaki maliyetlerini azaltmak i¢in yogun c¢aligmalar yapilmaktadir (Shapiro-Ilan
ve ark. 2012, Blackburn ve ark. 2016). Yeni teknolojiler ve yontemler kullanilarak
maliyet dogrudan azaltilabilecegi gibi; etkinlik, verim, depo Omrii gibi konularda

iyilestirmeler yapilarak dolayli yoldan da maliyet azaltilabilmektedir.
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Bu tez ¢alismasinda da bir biyolojik miicadele etmeni olan entomopatojen nematod H.
bacteriophora’ nin tistiin 6zelliklere sahip HBH hibrit irkinin in vitro kati kiiltiirdeki kitle
liretiminin optimizasyonu saglanmistir. Bu sayede kitle iiretiminden elde edilen verim
artirilmis ve dolayli yoldan da olsa maliyet konusunda olumlu yonde etki etmesine
katkida bulunulmustur. EPN’ ler konusunda bazi firmalar yatirim yapmakta lilkemizde
EPN kullaniminin yayginlasmasi beklenmektedir. Gelecekte EPN  kullaniminin
yayginlagsmasi sonucunda, kullanilan tiirlerin / irklarin iilkemize adapte olmus canlilar
olmas1 uygulama basarisinmi artiracaktir. Bu duruma ek olarak EPN {iretiminde iilkemize
ait yerel tiirler / irklar kullanilmasi, disa bagimlilig1 azaltma konusunda ufak da olsa etki

saglayacaktir.

EPN’ lerin iizerinde yapilan ¢alismalar giinden giline artmakta ve bilimsel gelismeler ile
birlikte yeni ¢alisma alanlar1 agilmaktadir. EPN’ler i¢in 6nemli ¢alisma alanlarindan biri
olan in vitro ortamda kitle iiretim konusu iilkemiz i¢in yeni sayilabilecek bir konudur. Bu
tez ¢alismasi da, EPN’ lerin kitle {iretiminin optimizasyonu konusunda iilkemizde yapilan
ilk c¢alismalardan biri olma Ozelligi tasimaktadir. Diinya genelinde uzun yillardir
aragtirma yapilmasina ragmen, lilkemize ait patentli bir irkin kullanilmas1 nedeniyle
calismanin 6nem tasidigi diisiiniilmektedir. In vitro {iretimde kullanilan bir¢ok parametre
olmasina karsin, ekonomik ve laboratuvar imkanlar1 dahilinde kat1 ve sivi1 kiiltiir i¢in en
onemli parametreler kullanilmistir. Uretim verimi ve iiretimden sonra elde edilen 1J” lerin

kalitesini artirmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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