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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ENTOMOPATOJEN NEMATOD Heterorhabditis bacteriophora HBH HIBRIT
IRKININ IN VIVO VE IN VITRO URETIM SONRASI TOPRAKTA KALICILIK
VE DEPOLANMA SURESI FARKLILIKLARININ ARASTIRILMASI

Seyma Hiimeyra CAKIR

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Entomopatojen Nematodlar (EPN) biyolojik miicadelede aktif rol oynayan canlilardir. EPN’ler
sentetik pestisitlerin uygulama zorlugu ve ¢evreye karsi ciddi tehdit olusturmasi sebebiyle
toprak alt1 zararlilarma karsi en etkili ¢6ziim yollarindan biri olarak bilinmektedir. EPN’ler
uygulanmadan Once belirli depolama kosullarina gore saklanmaktadir. Uygulandiktan sonra
uygulandig1 alanda etkinligini azami bir slre sirdiurmesi beklenmektedir. Bu tez calismasi,
EPN’lerin belirlenmis iklim sartlar1 altinda uygulandigi toprakta kaliciligimi ve depolama
siiresini tespit etmek amaciyla yapilmustir. In vivo ve in vitro olarak iki farkli metotta
Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit ki infektif juveniller (1J)’lerin  Oretimi
gerceklestirilmistir. H. bacteriophora’nin kaliciligim belirlemek amaciyla in vivo ve in vitro
ortamda Uretimi gergeklesmis IJ’ler, 6 cm’lik petri kaplar1 kullanilarak topraklarmn icerisine
birakilmis ve toprak igerisine 10’ar giin arayla Galleria mellonella (son ddnem) larvasi
birakilmustir. Iki giin sonra petri icerisindeki G. mellonella larvasi ¢ikarihip disekte edilmistir. G.
mellonella igerisinde gelisen 1J birey sayisi agisindan in vivo tretim metodunun (77,2 1J / larva)
in vitro Uretime gore (22,6 1J / larva) daha etkili oldugu tespit edilmistir. In vivo metodu ile elde
edilen 1J’ler, G. mellonella larvalarii enfekte edebilme agisindan 140 gun boyunca toprak
icerisinde etkinligini siirdiirebilmig ve 1J’lerin enfekte yeteneginin en yiiksek oldugu stre 50.
glin olarak tespit edilmistir. In vitro metodu ile elde edilen 1J’ler ise, G. mellonella larvalarini
enfekte edebilme agisindan 170 giin boyunca toprak igerisinde etkinligini siirdiirebilmis ve
enfekte yeteneginin en iyi oldugu siire 40. giin olarak tespit edilmistir. Bu tez ¢aligmasinda in
vivo Ve in vitro ortamda iretimi gergeklestirilen H. bacteriophora HBH Hibrit ki1 1J’lerin
depolama kosullar test edilmis, inkiibatorde 8, 12, 16, 20 ve 24 °C sicakliklarda 3, 6, 9 ve 12
glin sirasiyla bekletilmisgtir. Calisma, en diigiik 6lim oram (% 0,0548), in vivo ortaminda
tiretilen ve 8 °C sicaklikta inklibatorde 3 giin bekletilen, en yiiksek 6ltim orani (% 11,238) ise in
vitro Uretimle elde edilen ve 24 °C sicaklikta inkiibatérde 12 gln bekletilen H. bacteriophora
HBH Hibrit k1 [J’lerde goriildiigiinii ortaya ¢ikarmigtir.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojen nematod, Heterorhabditis bacteriophora HBH
Hibrit irk1, depolanma siresi, toprakta kalicilik, in vivo ve in vitro.

2022, ix + 52 sayfa.
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INVESTIGATION ON COMPARISON OF PERSISTENCE AND STORAGE OF
THE ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE Heterorhabditis bacteriophora HBH
HYBRID STRAIN AFTER IN VIVO AND IN VITRO PRODUCTIONS.

Seyma Hiimeyra CAKIR

Bursa Uludag University
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Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Entomopathogenic nematodes (EPN) are living things that play an active role in biological
control. EPNs are known as one of the most effective solutions against underground pests due to
the difficulty of applying synthetic pesticides and the serious threat to the environment. EPNs
are stored according to certain storage conditions before being applied. It is expected to
maintain its effectiveness in the area where it is applied for a maximum period of time after
application. This thesis study is carried out to determine the persistence and storage time of
EPNs in the soil under predetermined climatic conditions. Heterorhabditis bacteriophora HBH
hybrid strain infective juveniles (1J) are produced in two different methods in vivo and in vitro.
To assess the persistence of Heterorhabditis bacteriophora HBH hybrid strain, is produced in
vivo and in vitro, are filled into 6 cm petri dishes, infective juveniles (1J) are left inside and
dishes and Galleria mellonella (end stage) larvae are deposited into the soil at ten-day intervals.
After two days, G. mellonella larvae in the petri dish are removed and dissected. It is
determined that in vivo production method (77.2 1J / larva) is more effective than in vitro
production (22.6 1J / larva) in terms of the number of 1J individuals developed in G. mellonella.
The 1Js obtained by the in vivo method are able to maintain their effectiveness in the soil for 140
days in terms of infecting G. mellonella larvae, and the maximum infecting ability of 1Js is
determined on the 50th day. The IJs obtained by the in vitro method, on the other hand, are able
to maintain their effectiveness in the soil for 170 days in terms of infecting G. mellonella larvae
and the best time to infect is determined as the 40th day. In this thesis, the storage conditions of
H. bacteriophora HBH hybrid strain 1Js, which are produced in vivo and in vitro, are tested and
kept in an incubator at 8, 12, 16, 20 and 24 °C for 3, 6, 9 and 12 days, respectively. The study
showed that the lowest mortality rate (0.0548%) is produced in vivo and kept in an incubator at
8 °C for 3 days, the highest mortality rate (11.238%) is obtained with in vitro production and
kept in an incubator at 24 °C for 12 days. H. bacteriophora HBH is found in hybrid strain 1Js.

Key words: Entomopathogenic nematodes, Heterorhabditis bacteriophora HBH
Hybdid strain, persistence in the soil, storage period, in vivo ve in vitro.

2022, ix + 52 pages.
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1. GIRIS

Tarim, diinya genelinde insanlarin beslenmesi ve hayatin devamliligi i¢in en 6nemli
sektordiir. Tarimin devamlilig1 ve tiretimin artirilmasi amaciyla konvansiyonel iiretime
dogru yonelim artmis, bu sebepten 6tiirli uzun yillar ve bilingsiz bir sekilde kullanilan
tarimsal girdiler (kimyasal ilaglar, giibreler vs.) ile geri dontlemeyecek ciddi hasarlar
ortaya ¢ikmustir. Arastirmalar neticesinde kimyasal miicadelenin zararlarinit minimize
etmek amaciyla dogayla dost miicadele yontemleri 6n plana ¢ikmistir. Bu miicadele

yontemlerinden yaygin olarak tercih edilen ise, biyolojik micadeledir.

Biyolojik Miicadele” ¢evrede mevcut ve etkili olan biyotik (canli) etmenlerin “insan”
faktoriiniin yardimi ile hastalik, zararli ve yabanci otlar {izerinde etkinliklerinin
artirilmasi igin yapilan her tiirlii girisim olarak adlandirilmaktadir. Baska bir kaynakta;
“biyolojik kontrol” terimi diger bir ifadeyle kisaltilmis es anlamlis1 “biyokontrol”,
biyolojinin farkl alanlarinda, 6zellikle entomoloji ve bitki patolojisinde kullanilmistir.
Entomolojide, bocek popiilasyonlarmi baskilamak amaciyla canli predatér bocekler,
entomopatojen nematodlar (EPN) veya mikrobiyal patojenlerin kullanilmas: seklinde
tanimlanmaktadir. Bitki patolojisinde ise bu terim, hastaliklar1 baski altina almak
amaciyla mikrobiyal antagonistlerin yani sira, yabanci ot popiilasyonlarmi kontrol
etmek i¢cin konukguya 0zgii patojenlerin kullanimi olarak ifade edilmektedir. Her iki
alanda da zararliy1 veya patojeni baskilayan organizma biyolojik kontrol ajani olarak
adlandirilmaktadir (Pal & Gardener, 2006). En kisa haliyle biyolojik miicadele,
strdiiriilebilir tarim tekniklerine uygun, ¢evreye, insan ve hayvan saghgma duyarl

hastalik ve zararlilarla miicadele yontemidir (Kilinger vd., 2010).

Yasadigimiz cevrenin kirlenme problemleri, kullanilan tarimsal ilaglarin dogaya ve
insan sagligina verdigi zararlar, hastalik ve zararlilari kullanilan tarimsal ilaglara belirli
bir siire sonra direng kazanmasi ve tiiketicilerin organik {iriinleri tiiketme egilimleri gz
oniine alindiginda biyolojik miicadele, diinyada biiyiik 6nem arz etmektedir (Ozaktan,
Aysan, Yildiz, & Kinay, 2010).

Biyolojik miicadelede kullanilan bir¢ok biyokontrol ajani vardir. Bunlar; predatorler

(avcr bocekler), parazitoitler, EPN’ler, entomopatojen funguslar, ve entomopatojen



virtsler olup biyolojik miicadelede aktif rol oynayan canli etmenlerdir (Zehnder vd.,
2006).

Biyolojik miicadele igerisinde dikkat ¢eken ve 6nem arz eden ajanlarindan birisi olan
EPN’ler, Nemata subesi, Secernentea smifi, Rhabditida takimma ait bir biyolojik
miicadele etmenidir. EPN’ler yasam dongiisiinii tamamlamak i¢in konuke¢u bir bocegin
kiitikiilasindan, dogrudan veya dogal agikliklarindan (stigma, agiz, aniis) giren (Kilinger
vd., 2010) ve bu dongii sirasinda konukgu bocegini 6ldiiren ve biyolojisinin % 90’mdan
fazlasini toprak iginde geciren obligat endoparazitik organizmalar (Klein, 1990; R.
Ehlers & Peters, 2010) olup, dogal dengeyi bozmadan, biyolojik micadelede etkin
olarak kullanilirlar (Vashisth, Chandel, & Sharma, 2013).

Glintimiizde Antarktika hari¢ diger tiim kita ve iklim sartlarinda yasayabildikleri
saptanan EPN’lerin (Griffin, Downes, & Block, 1990; Hominick, Reid, Bohan, &
Briscoe, 1996; Hominick, 2002), tarimsal iiriinlerde zarar yapan 250’ den fazla bocege
kars1 etkili olmasi1 (Peters, 1996) konuk¢usunu arama yetenegi (Lewis, Gaugler, &
Harrison, 1992; Grewal, Selvan, & Gaugler, 1994), hedef dis1 organizmalara zararmin
olmamasi (Ehlers, 2001a), bir¢ok pestisit ile uyumlulugu (Rovesti & Desed, 1990;
Burges, 2012) ve agik alanlarda uygulama igin in vitro sivi kiiltiirde biiyiik miktarlarda
uretilebilmeleri (Lunau, Stoessel, Schmidt-Peisker, & Ehlers, 1993; Ralf Udo Ehlers,
Lunau, Krasomil-Osterfeld, & Osterfeld, 1998; Ehlers, 2003) diger biyokontrol
ajanlarina kiyasla konukgusunu ¢ok kisa siirede 6ldiirebilmesi (Ehlers & Peters, 1995)
EPN’leri 6nemli kilan ve iizerinde calisilmasi igin istek uyandmran Ozelliklerinden

birkacidir.

Biyolojik micadelede (Gaugler, 1990) kullanilan EPN'ler 2 familya olarak
gruplandirilmigtir. Bunlar; Steinernematidae ve Heterorhabditidae’dir. Bu familyalar
bdcekler icin etkili biyolojik mucadele etmenleridir (Kilinger vd., 2010). 90'dan fazla
Steinernematidae ve Heterorhabditidae tiirti tanimlanmistir ve bunlardan en az 13 tir
ticari gelisime ulasmistir (Shapiro-llan, Han, & Qiu, 2014) EPN’ler; Steinernematidae
familyas1  i¢gin ~ Xenorhabdus  (Enterobacteriales:  Enterobacteriaceae)  ve
Heterorhabditidae familyas1 icin Photorhabdus (Enterobacteriaceae:

Gammaproteobacteria) cinsi bakterilerle mutualist iliski igerisindedirler (Boemare,



Akhurst, & Mourant, 1993). Bakteriler; bocegi 61diirmek ve nematod i¢in besin kaynagi
olusturmakla sorumlu birincil etmenlerdir. Bakteriler ve nematodlar arasindaki
simbiyotik iliskinin kesfi, in vitro kiiltiir tekniklerinde biiyiik ilerlemelere yol agmustir.
Simbiyotik bakteriler, nematodlar i¢in bir besin kaynagidir, ancak nematodun ihtiyag

duydugu tiim besin maddelerini saglamazlar (Kvvs, Yadav, & Patil, 2020).

Sekil 1.1. Photorhabdus spp. bakterisinin mikroskop gérintlsu (Susurluk ve Cakir,
2022)
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Sekil 1.2. EPN’lerin genel yasam dongtisii (Shapiro -1lan & Gaugler, 2002; Edwin E.
Lewis & Grewal, 2005; Lacey & Georgis, 2012)

Entomopatojen Nematodlarin 6 yasam evresi vardir: Yumurta, dort juvenil evre ve
ergin. Bu yasam evrelerini tamamlarken konukgu icerisinde bir ila ii¢ nesil olarak
yasamini siirdiirebilmektedirler (Lewis & Clarke, 2012). EPN'lerin genel yasam
dongiisii, Sekil 1.2.'de gosterilmektedir. Bu yasam dongiistinde; infektif juvenil nematod
(1J/ EPN’nin 3. yasam evresi), konukcuya dogal agikliklar (agiz, aniis, stigmalar veya
bazen bocek kiitikiilast) yoluyla girebilmektedir (Dowds & Peters, 2002). Bocegin
viicut sivisina giren IJ'ler simbiyotik bakterileri serbest birakmakta ve konukgu
genellikle 24-72 saat icinde 6lmektedir. 1J’ler konukgu igerisine girdikten sonra,
gelisimsel olarak yasam donguleri yeniden baglatmaktadir ve doérdiinci asamadaki
juvenillere donismektedir. EPN’ler ¢ogalan bakteri ve konukg¢u dokularla
beslenmektedir. Konukgudaki besin degeri tiikkendiginde, 1J'ler bocek kadavrasindan

¢ikmakta, yeni konukgular aramaktadir.

Heterorhabtidae nin yasam dongiisii, Steinernematidae’in yasam dongiisiinden farklidir.

Heterorhabtidae’lerin ilk evresinde erginler yalnizca hermafrodit ve sonraki nesilleri



erkek, disi ve hermafrodit bireylerden olugsmaktadir (Strauch, Stoessel, & Ehlers, 1994;
Koltai, Glazer, & Segal, 1995). Buna karsilik, tim Steinernematidae tdrleri erginde
sadece amfimik (erkek ve disi) formlara sahiptir (Stock, Griffin, & Chaerani, 2004).
Insanlara ve diger hedef olmayan organizmalara kars1 giivenli olmalar1 sebebiyle,
biyolojik bdocek micadelesi icin in vivo ya da in vitro modellerinde kitle halinde
uretilebilmektedirler (Grewal & Georgis, 1998; Ehlers vd., 1998; Ehlers, 2001; Gaugler,
Brown, Shapiro-llan, & Atwa, 2002;).

Entomopatojen Nematodlarin in vivo dretimi, laboratuvarda ve kiguk Olgekli alan
denemelerinde test i¢in kullanima uygun bir yontemdir. EPN’in in vitro lretim metodu
ise daha bulyuk Ol¢ekte kat1 ve sivi olarak giiniimiiz kosullarinda uluslararasi pazarlama

ve ticarette kullanim i¢in tiretilebilmektedir (Ehlers & Shapiro-Ilan, 2005).

In vivo dretim; 1J’nin dogal yollarla konukgudan uzaklasmasindan yararlanilan White
Trap (White, 1927)’e dayali bir sistemdir. Bu yontem; inokulasyon, hasat,
konsantrasyon ve dekontaminasyon asamalarindan olusmaktadir. Bu yontem
uygulanirken, konukgu bdcekler; filtre kagidi, elenmis toprak, torf gibi materyaller veya
nematod enfeksiyonuna uygun bagka bir materyal iizerine ya da altina konulmaktadir.
Sonrasinda iizerine EPN inokulasyonu gerceklestirilmektedir. Yaklasik 2-5 guin sonra
enfekte bdcekler White Trapa alinmaktadir (Shapiro-llan ve ark. 2001). White Trap;
EPN ile enfekteli 6li Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae)
larvalarinin Ringer soliisyonu ile cevrili petri {izerine konulmasi1 ve EPN’lerin siviya
gecmesinin saglandigir bir petri diizenegidir. 1J’ler baska konukc¢u aramak amaciyla

konukgudan ayrildiktan sonra Ringer soliisyonu igerisinde toplanmaktadir.

In vivo Uretim verimleri, nematod dozuna ve konukgu yogunluguna baglhidir (Zervos,
Johnson, & Webster, 1991; Boff, Wiegers, & Smits, 2000; Shapiro -llan & Gaugler,
2002). G. mellonella larvalarma ¢ok diisiik dozda EPN uygulandiginda, konukgu 6liim
oran1 az gozlenmektedir. Cok yiksek dozda EPN uygulandiginda ise, baska
organizmalarla rekabet olmasi sebebiyle (ortamda fungus Uremesi gibi) basarisiz

enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Woodring & Kaya, 1988).

Entomopatojen Nematodlarin in vivo kiiltiirii, tiirlerin korunmasi ve kiigiik 6lgekli

deneyler igin ideal olmasmma ragmen alan denemeleri icin in vitro kdltir dretimi



yapilmasi daha avantajlidir. EPN’ler, in vitro olarak kat1 ve sivi fermentasyonu, aksenik
veya monoksenik olarak uretilebilmektedir. Bununla birlikte, kati1 ortamda EPN’nin in
vitro Uretimi, biyuk Olgekli tretimlerden daha fazla emek gerektirmekte ve bulasma
riski yiiksek olmaktadir. Bu nedenlerle, in vitro sivi ortamda biiyiikk olgekli liretim
teknikleri gelistirilmistir (Ehlers, 2001).

Bu ¢alismada; laboratuvar kosullarinda hibrit ik olarak gelistirilen Heterorhabditis
bacteriophora (Poinar, 1976) (Rhabtidita: Heterorhabditidae) HBH Hibrit irkinin, in
vivo ve in vitro kart1 agar ortaminda Uretimi yapildiktan sonra belirli sicakliklarda
depolama kosullar1 test edilmis ve daha 6énce denenmemis bir sekilde karsilagtirmasini
yapmak amaciyla bu Hibrit irkin toprakta canli kalma siireleri incelenmistir. Depolama
stiresinin belirlenmesi i¢in laboratuvar kosullarinda petriler icerisinde canli ve 6lii birey
sayimi yapilan EPN’ler, belirli sicakliklarda belirli siire birakildiktan sonra tekrar canl

ve 60 birey sayimlar1 yapilmustir.

Toprakta kalicilik denemesinde ise, laboratuvar kosullarinda in vivo ve in vitro kati agar
ortaminda tretimi yapilmig olan IJ’ler 180 gin boyunca, petri igerisindeki topraga
birakilarak belirli giin araliginda igerisine G. mellonella larvasi konularak sonrasinda

disekte edilen larva igerisindeki I1J’ler sayilmistir.

Bu ¢alismanin amaci; EPN’lerin laboratuvar kosullarinda, iki farkli iiretim metoduyla
(in vivo ve in vitro) tretimini gergeklestirerek, bu tlretimler arasinda belirli sicaklik
kosularinda depolanma siireleri arasindaki farklarin belirlenmesi ve toprak icerisindeki
[J’lerin canli kalma siiresini tespit etmektir. Bu iki tiretim modelinden (in vivo ve in
vitro) elde edilen bireyler arasinda depolanma sartlar1 ve toprakta kalicilik siiresi
arasinda karsilastirma yapilmistir. EPN’in depolanma sartlar1 ve uygulandigi toprakta
kalicih@g1 agisindan hangi Gretim modelinin daha uygun olduguna dair sonuclar
istatistiksel olarak analiz edilmistir. EPN’in ticari anlamda Uretimde Kkarsilasilan
depolama kosullar1 ve arazide kullanimdan sonra toprakta canli kalma siiresinin

belirlenmesini amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boélimde H. bacteriophora nin depolama siiresi ve toprakta kaliciligi ¢alismalariyla
ilgili olan kaynaklar gézden gegirilerek 2 ayr1 baslik halinde, yayimlanma tarihine gore

asagida sunulmustur.

2.1. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin Toprakta Kahcihg Uzerine

Calhismalar

Nouh’un 2016 yilinda yaptigi bu ¢alismada; EPN’lerin iki tlrinin Heterorhabditis
bacteriophora ve Steinernema abbasi'nin  (Rhabditida: Steinernematidae) G.
mellonellanin son dénem larvalarina karsi patojenitesi ve kaliciligi degerlendirilmistir.
Bununla birlikte, her iki tiiriin konukgu bulma yetenegi, kumlu toprakta depolanan
EPN’lerin hayatta kalmasi ve IJ {iretimi incelenmistir. 1J dozu arttikca ve kumlu
topragmn yiiksekligi azaldik¢a Olim yiizdeleri artmustir. Temas slresi bir haftaya
yiikseldiginde 6liim orani da artmustir. H. bacteriophora genel olarak S. abbasi'’den
daha viriilent olmustur. H. bacteriophora, tim dozlarda ve depolama dénemlerinde %
100 oliime neden oldugu igin G. mellonella larvalarina karsi daha etkili oldugu
gbzlemlenmistir. S. abbasi, U¢ haftalik depolamadan sonra topraga 70, 140 ve 280
IJ/cm? dozlarinda uygulandiginda sirasiyla % 100, 60 ve 52 6liime neden olmustur. G.
mellonella larvasindan H. bacteriophora iiretimi, en diisiik doz olan 5 1J/larvada 55400
IJ olmustur. Uretim hizi, en yiiksek 200 1J/larva dozunda 229660 1J/larvaya
yiikselmistir. S. abbasi uygulanan G. mellonella larvalarinda ise en diisiik doz olan 5
[J/larvada 30080 1J/larva {iretmistir. En yiikksek 200 IJ/larva dozunda ise iiretim hizi
177800 1J/larvaya yiikselmistir (Nouh, 2016).

Susurluk’un 2013 yilinda yaptigi ¢aligmada, Heterorhabditis ve Steinernema cinsleri,
toprakta yasayan bocek zararlilarma karst 6nemli biyolojik micadele potansiyeline
sahiptir. Stirdiiriilebilir ve basaril1 biyolojik miicadele i¢in en dnemli faktorlerden biri,
salman alanlardaki 1s1 toleranslaridir. Istya toleransli H. bacteriophora irklarmnin
IJ’lerinin, kalicilik yeteneklerini ve besin arama davranig Ozelliklerini belirlemek
amaciyla, toleransli bir H. bacteriophora HIZ ik, toleranssiz bir (Hbl 1) ik ile

karsilastirilmistir. Kalicihigi degerlendirmek i¢in 4 ay boyunca agik hava deneyi



yapilmustir. Irklarin besin arama davraniglarini tespit etmek i¢in toprakla doldurulmus
dikey PVC kolonlar kullanilmistir. Sonu¢ olarak g¢alisma, kalict 1J sayilarinda (bir
ornekleme harig) 1siya dayanikli ve toleranssiz iwklar arasinda yiyecek arama
davraniginda 6nemli farkliliklar oldugunu gostermistir. Sonuglara gore, toleransh tiir
toprakta daha kalict olmustur. Toleranslh tiir toleranssiz tiire gore daha iyi yiyecek
arama davranisina sahip olmustur. Bu calisma ayrica H. bacteriophora'nin 1siya
dayanma yeteneginin, kaliciligi ve yiyecek arama davranig Ozellikleriyle pozitif

baglantili oldugunu ortaya koymustur (Susurluk, 2013).

Hass, Griffin ve Downes’in 1999 yilinda yaptigi benzer bir ¢alismada Heterorhabditis
megidis'in (Heterorhabditidae: Rhabditida) topraktaki kaliciigi 4 haftalik bir siire
boyunca incelenmistir. 0, 2, 14 ve 28. giinlerde, 1J’lerin santriflij flotasyonu, Baermann
hunisi ve toprakta Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) larvalarmnin
konaklamasindan sonra ekstrakte edilmis ve bunlar daha sonra disekte edilmistir. O.
gunde ekstraksiyon verimi santriflij flotasyon ile % 82, Baermann hunisi ile % 56 ve T.
molitor ile % 19,8 olmustur. Bu {i¢ yontemin etkinligi zamanla degismistir. Topraktaki
nematod yogunlugu ve diseksiyonla elde edilen oran arasindaki iliskinin dogrusal
olmadig1 goézlemlenmistir. Yaklasik 60 1J/bocek doza kadar, % 12'den az1 saptanirken,
daha yuksek dozlarda (200 1J/bécek'e kadar) yayilim oran1 % 23 olmustur. Yaklasik 60
IJ / bocek dozuna kadar % 12'den az, daha yiiksek dozlarda (200 1J / bocege kadar)
yayilma etkinligi % 23 olmustur. T. molitor’ un 6liim orani 0. giinden 2. giine artmus,
ancak 28. gunden sonra 6liim oran1 diigsmiistiir. T.molitor’un % 50'sini 6ldiiren toprak
veya 1J dozunu hesaplayarak benzer bir sekilde toprak yogunlugu hazirlayarak toprak
patojenitesini degerlendirmenin yeni bir yontemi olmustur. Bu yontem, seyreltilmemis
topraktaki T. molitor 6lim oranmnin % 100’¢ yakmn oldugunda patojenisitedeki
degisiklikleri izlemenin bir araci olarak Onerilmektedir. Toprakta bir dizi
Heterorhabditis 1J yogunlugu hazirlamanm iki yontemi vardir. Bunlar ya topragin
kendisini 1J icermeyen toprakla seyrelterek ya da topraga seyreltilmis 1J stispansiyonlari
ekleyerek olmaktadir (Hass, Griffin, & Downes, 1999).

Khan ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptigi bu c¢alisma, EPN’lerin toprakta hayatta
kalmasin1 belirlemek amaciyla yapilmistir. EPN’ler [(Steinernema asiaticum

(Rhabditida: Steinernematidae) S. glaseri, H. indica ve H. bacteriophora], sterilize



edilmis ve edilmemis topraga (domates bitkisi bulunan) uygulanmistir. Kumlu tinli
topragin sterilizasyonunda formalin (formaldehit) kullanilmistir (% 72 kum, % 17 silt
ve % 8 kil). EPN’ler, uygulamadan hemen sonra eleme yontemi ile topraktan izole
edilmistir. Bu islem uygulamadan 7 giin sonra yinelenmistir. Uygulamalarin tamaminda

O6nemli bir farklilik goriilmemistir.

7 giinlik uygulamadan sonra elde edilen EPN'lerin oran1 % 1,87 ile % 7,83 arasinda
degismistir. S. asiaticum, S. glaseri, H. indica ve H. bacteriophora'nin sterilize
edilmemis toprakta (domates kokleri olsun veya olmasm) hayatta kalma oranlar1 7 giin
sonra ciddi sekilde azalmistir. Uygulamadan hemen sonra elde edilen EPN’lerin orani
ise % 43,22 ile % 45,42 arasinda degismistir. S. asiaticum, S. glaseri, H. indica ve H.
bacteriophora'nin sterilize edilmis toprakta yasama oranlarinda 6nemli farklhiliklar

oldugu tespit edilmistir (Khan vd., 2016).



2.2. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkimin Depolama Suiresi
Cahsmalan

Lalramliana ve Yadav 2016 yilinda EPN’lerin depolanmasiyla ilgili bir g¢alisma
yapmistir. Bu ¢alismada deneme materyali olarak topraktan Hindistan’in Meghalaya
bolgesinden ¢ EPN tirt [(Heterorhabditis indica (Rhabditida: Heterorhabditidae),
Steinernema thermophilum (Rhabditida: Steinernematidae) ve Steinernema glaseri
(Nematoda: Steinernematidae) (Steiner)] izole edilmistir. Bu tiirler lizerinde depolama
sicakligi, I)’lerin hayatta kalmasi ve etkinligi test edilmistir. Denemede saf su
kullanilmig olup 120 giin boyunca ortamm 5 + 2 ve 25 + 2 °C sicaklikta olmasi
saglanmugtir. [J’lerin canlihi@i hareketli davraniglar1 ile kontrol edilmistir. I1J’lerin
infektivitesi ise laboratuvar kosullarinda petri kaplar1 igerisinde G. mellonella
larvalarindaki 6liim oranlar1 ile tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, denemede
kullanilan ti¢ EPN tiirlinde depolama sicakliginin IJ’lerde hayatta kalmayir onemli
Olglide etkiledigi gozlemlenmistir. 5 °C’de 15 giin depolama sonucunda 1J'lerin hayatta
kalma oran1 (% 74-86) oldukca yiiksek gbzlenmistir. Ancak ayni sicaklikta 30 gunlik
depolamadan sonra H. indica ve S. thermophilum igin hayatta kalma oran1 (% 28-32)
biiyiik 6l¢iide diismiistiir. 25 °C'de incelenen ¢ EPN tdrindn 1J'lerinin hayatta kalma
siresinin 120 gine kadar oldugu gozlemlenmistir. S. thermophilum ve S. glaseri
sirasiyla 15 ve 30 giinlik denemede IJ'lerin hayatta kalma oraninin (>% 75) daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica ¢alismada, depolama siirelerinin artmasiyla U¢ EPN

tiiriiniin 1J'lerinin olusumunun, her iki deneme sicakliginda da azaldigini géstermistir.

Genel olarak, 25 °C'de depolanan nematodlar, 5 °C'de depolananlara gore daha iyi
gelisme gostermistir. Incelenen ii¢ EPN tiril arasinda, S. glaserinin olusumu, hem
sicakliklarda hem de farkli depolama siirelerinde diger tiirlere gore daha iyi oldugu
tespit edilmistir. Sonu¢ olarak c¢alismada, yerel bocek zararlhilarma karsi biyokontrol
ajanlar1 olarak goriinen Hindistan’m Meghalaya sehrinde U¢ yerli EPN tlrlnin hayatta
kalma ve infektivitesi Uzerinde depolama sicakligmin etkisinin fazla oldugu tespit
edilmistir (Lalramliana & Yadav, 2016).

Strauch ve arkadaslarmin 2000 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada; EPN’lerin maksimum

slire hayatta kalmasini ve infektivitesini garanti etmek amaciyla depolama ve
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formiilasyon tekniklerinde optimum kosullar saglanmistir. EPN’lerin canlilik orani 5-
25°C arasindaki sicakliklarda test edilmistir. H. indica'nin hayatta kalabilecegi optimum
sicaklik 15°C'de iken en fazla O0lim oranmnin 5°C'de oldugu tespit edilmistir. H.
bacteriophora en iyi 7,5°C'de ve en az 25°C'de canliligmi siirdiirmistir. Tuz
konsantrasyonunun artmasi, sulu siispansiyonlarda IJ’lerin canlhiligi Uzerine olumlu
etkiye sahiptir. 6 ile 4 arasindaki diisik pH, ortamda bakteri Gremesinden dolay1
depolanmis 1J’lerin uzun siireli hayatta kalmasimi azaltmigtir. H. indica'nin hayatta
kalmasina askorbik, benzoik, sitrik ve sorbik asit gibi organik asit bilesiklerinden sadece
askorbik asitin, olumlu bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Kurutulmus bitkilerden
tar¢in, karanfil, biberiye ve kekik ozleri EPN’ler iizerinde test edilmistir. Tar¢in ve
karanfilin H.indica nin canlilik siiresini arttirdigi kaydedilmistir. Atapulgit ve bentonit
Killerinde ve siingerde depolanan EPN’lerin hayatta kalma ve infektiviteleri, farkli
depolama sicakliklarinda birkag hafta boyunca test edilmistir. Infektivite, farkli
formiilasyon materyallerinden etkilenmemistir. EPN’ler 25°C'de sunger iginde
saklandiginda 1 haftadan daha az ancak killi formiilasyonda daha uzun siire hayatta
kalmistir. H. bacteriophora'nin 5 °C'de kile gore siingerdeki canliligin1 korumasi daha
iyi sonuglanmistir. Ancak H. indica’min 15 °C'de stingerde kile gore daha az sire
hayatta kaldig1 belirlenmistir. Havalandirilmis suda depolanan EPN’lerden, H.
bacteriophora 5°C'de ve H. indica 15°C'de en diisiik 6liim oraniyla sonu¢lanmuistir.
Kontrollii kosullarda (sicaklik, pH ve ozmolarite) depolama i¢in, havalandirilmis su test
edilen diger tiim yontemlerden iistiin olup koruyucularin eklenmesi ile hayatta kalma

sliresinin arttig1 gozlemlenmistir (Strauch vd., 2000).

Heterorhabditis tiirleri, ¢cok g¢esitli topraklarda yasayabilen bocek parazitleridir. 20.
yiizyillin son yarisindan itibaren bu nematodlar biyolojik kontrol ajanlar1 olarak
kullanilsalar da, bu organizmalarin tarimsal ve diger ekosistemlerde nasil igledigini
anlamak i¢in yapilmasi gereken ¢ok sayida arastirma vardir. Kusakabe ve arkadaslarinin
2019 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, Sonoran Coli'nde varligmi siirdiiren Agustos
bocegi Diceroprocta ornea’nin (Homoptera: Cicadidae) (Walker) dogal paraziti olan
Heterorhabditis sonorensis'in (Nematoda: Heterorhabditidae) (Caborca strain) bazi
ekolojik ozellikleri belirlenmistir. Ozellikle bu EPN’nin cesitli bdcek gruplar:
arasindaki enfeksiyonu ve Uremesi, farkli sicakliklar ve toprak nem seviyeleri goz

onunde bulundurularak degerlendirilmistir. Diger ii¢ Heterorhabditis tiird, sicaklik ve
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toprak nemi denemeleri igin karsilastrmada kullanilmistir. H. sonorensis'in test edilen
Lepidoptera konukgularina viriilens oldugu ve iireme agisindan da uygun oldugu
gorulmektedir. Bu EPN, 25-30 °C'de optimum bir sicaklik araligina sahiptir ancak 15 ile
35°C arasinda degisen sicakliklarda da basariyla iireyebilmektedir. Son olarak, H.
sonorensis 1J’lerinin 24 haftalik depolamadan sonra ¢esitli depolama sicakliklarinda
(10-25 °C) yiiksek canlilik orania (% 80'in Uzerinde) sahip olmustur. Ayrica depolama
sonrast enfeksiyon testlerinin ortaya ¢ikardigi gibi infektif kaldigi goriilmistiir

(Kusakabe, Peterson, Rivera Ordufio, & Stock, 2019).

Acevedo ve Pablo’nun 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada tarimsal zararlilarin
kontroliinde potansiyel ajanlar olarak kullanilan. EPN’lerin depolama kosullar1 altinda,
sicaklik, doz ve zaman gibi faktorlerle hayatta kalmalarma ve patojenisitelerine yonelik
denemeler yapilmistir. Bu denemede alt1 EPN tiiriinden, ii¢ Steinernematid Steinernema
carpocapsae (Nematoda: Rhabditidae) (Weiser 1955), S. glaseri ve S. arenarium tirleri
depolama calismalarinda hayatta kalma oranlar1 belirlenmistir. Ug heterorhabdit: H.
bacteriophora (Poinar), H. bacteriophora HP88 (Grenier) ve Heterorhabditis baujardi
(Dolinski LPP7) (Nematoda: Rhabditida) tdrleri ise denemede, bes farkli sicaklikta (8,
12, 16, 20 ve 24 °Cderecede) ve iki farkli dozda (1000 ve 10000 1J / ml) ve iki farkl
stire boyunca (15 giin ve 3 ay) kullanilmistir. Denemede, her bir igslem 10 tekrarli olarak
yapilmistir. Tiim EPN'lerin hayatta kalmasinda, sicaklik, dozaj ve saklama siiresi
arasindaki ti¢ yonlii etkilesim onemli olmustur (P < 0.05). Stenernematidlerin ¢ogunda,
8 - 20 °C arasinda genis bir sicaklik araliginda kademeli olarak artmustir. Bu dozlarda ve
en kisa siirede, hayatta kalma oran1 % 87 ile % 95 arasinda olmasina ragmen, diisiik
konsantrasyon ve kisa siirede 20 ve 24 °C'lik yiiksek sicakliklar, sirastyla % 78 ile % 92
arasinda olmak tizere, Heterorhabdit’lerin yiuksek oranda hayatta kaldigi tespit
edilmistir. Bu denemede, laboratuvarda yiiksek canlilik ile biyolojik kontrol ve koruma
programlarinda yiiksek bir canli kalma siiresi temsil eden her EPN igin 6zel kosullari
belirlemek miimkiin olmustur (Acevedo & Pablo, 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Heterorhabditis bacteriophora izolat ve irki

Biyolojik micadelede sik¢a kullanilan ayrica bu g¢alismada da yer alan EPN, H.
bacteriophora (Rhabtidita: Heterorhabditidae) (Poinar, 1976) HBH Hibrit ki 2012
yilinda Bursa Uludag Universitesi Nematoloji Laboratuvarinda gerceklestirilen “EPN
hibridizasyon” c¢aligmas1 kapsaminda iki farkli ilin izolatlarmm hibritlenmesinden
meydana gelmis ve patenti alinmis bir wktir (TPMK Patent No: TR 2013 06141 B).

Sekil 3.1. Buzdolabinda +4 °C’de flasklar igerisindeki depolanmis Heterorhabditis
tdrleri (Susurluk ve Cakir, 2022)

3.1.2. Calismada kullanilan cihazlar ve malzemeler

Yapilan ¢alismada hassas terazi (AND FZ-5000i 5200 g /0,01 g), isitmali etiiv (Termal),
isitmali-sogutmali etiiv (Niive ES 500), manyetik karistirict (isiticily) (BIOSAN MSH
300), buzdolabi (Argelik), otoklav (Niive OT 032), saf su cihazi (Elektro.mag M3),
bilgisayar (Casper), Ters (Inverted) Tip Trinokiiler Isik Mikroskobu (Leica DMIL
LED), steril kabin (BILSER), well plate (6x4) (kuyucuklu kap), filtre kagid1 55 mm,

eppendorf tipd (1,5 ml), aliminyum folyo, parafin film, cam kavanoz (1 It), cam tip,
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pens, plastik petri (6 cm), miktopipet (100-1000 pl) mikropipet ucu (100 ve 1000
pl),pastor pipeti, cam pipet, seffaf laboratuvar sisesi (500 ml) flask (kiiltiir kab1 200 ml),
jilet, Oze, pirmiiz, seliloz tipa, 1siya dayanikli cam erlen (250 ml, 1000 ml)

kullanilmaistir.

3.1.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve besin maddeleri

NaCl, KCI, CaCl2 x 2 H.0, NaHCOs, gliserin, bal, kepek, soya unu, misir unu, siit tozu,
Standard-1-Nutrient  Agar, Bromthymolblue, 2,3,5-Triphenyl-tetracoliumchloride
solution, Bacto Nutrient Broth, Bacto Agar, Bitkisel yag, Yeast extract, NHsH2POs,
KoHPO4, MgSO4 x 7 H20, Distile su, Sodyum Hipoklorit (NaClO) g¢alismalarimizda

kullanilmastir.

3.1.4. Calismada kullamilan yapay ortamlar

In vivo ve in vitro ortamlarda EPN Uretimi yapabilmek amaciyla bazi kimyasal karisim
ve yapay ortamlara ihtiyag duyulmustur. In vitro ortamda 1J Gretilebilmesi igin
Photorhabdus spp. bakterisinin izolasyonundan sonra bakterinin yapay ortamda
uretilebilmesini saglamak amaciyla NBTA (Nutrient Bromothymol Blue Agar) agar
ortami (Cizelge 3.1) (Akhurst, 1980) hazirlanmistir. Kat1 ortamda gelisim saglayan
bakterinin ¢ogaltilmas1 amaciyla YS (Yeast Medium) sivi besin ortamu (Cizelge 3.2)
(Dye, 1968) hazirlanmistir. Uremis olan bakterinin yapay ortamda EPN ile
birlesebilmesi amaciyla Wouts (Nutrient Lipid) agar besi ortamu (Cizelge 3.3) (Woults,
1981) hazirlanmistir. Wout agar ortaminda olusan yeni bireyler icerisinde Ringer
solisyonu bulunan (Cizelge 3.5) (Ringer, 1882) flasklar icerisine konularak

buzdolabinda +4-8 °C’de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.1. NBTA agar ortamiin igerigi (Akhurst, 1980)

Kimyasal Madde Adi Miktar1
Standard-I-Nutrient Agar 9,25¢g
Bromthymolblue 0,006625 g
Saf su 250 ml
2,3,5-Triphenyl-tetracoliumchloride solution 1mg

Cizelge 3.2. YS sivi besin ortaminin igerigi (Dye, 1968)

Kimyasal Madde Adi Miktar1
Yeast extract 59
NaCl 54
NH4H2PO. 054
K2HPO4 054
MgS04x7H20 024g
Saf Su 1000 ml

Cizelge 3.3. Wouts (Nutrient Lipid) agar ortamimin igerigi (Wouts, 1981)

Kimyasal Madde Adi Miktari
Nutrient Broth 16 ¢
Agar powder, Bacteriological 12 g
Aygicek yagi 5ml

Saf su 1000 ml

Cizelge 3.4. Yumurtalarin steril edilmesi i¢in kullanilan sterilizasyon soliisyonu

Kimyasal Madde Adi Miktari
NaOCl 1ml
4 M NaOH 1ml
Saf su 10 ml

Cizelge 3.5. 1J’lerin yapay ortami Ringer soliisyonu (Ringer, 1882)

Kimyasal Madde Adi Miktari
NaCl 99
KCI 0,429
CaCl>x 2 H20 0,379
NaHCO:s 0,209
Saf su 1000 ml
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3.2. Yontem

3.2.1. Galleria mellonella tretimi

Bal mumu giivesi olarak bilinen, petek giivesi olarak da adlandirilan G. mellonella
larvalar1 EPN’lerin iiretiminde yaygin olarak tercih edilen bir deney hayvanidir. Genel
anlamda G. mellonella larvalari; laboratuvar ortaminda kolayca {iretilebilmesi
(Aktiimsek, Nurullahoglu, & Kalyoncu, 2000), yetistirme kolayligi, kisa zamanda
doliinii tamamlamasi, birgok zorlu kosullara dayanikli olmasi, biyolojik miicadelede
EPN’ler acisindan oldukc¢a uygun bir konukcu bocek tiirii olmasi ve EPN’lerin bu
larvaya kars1 hassasiyet gostermesi gibi 6zelliklerinden dolay: laboratuvar kosullarinda
kullanilmas1 uygun gortlmistiir (Woodring & Kaya, 1988; Ehlers, 1996; Shapiro -llan
& Gaugler, 2002). Laboratuvar kosullarinda EPN’lerin in vivo kosullarda iiretimini

saglamak ve EPN’lere konukg¢u olmasi amaciyla G. mellonella kiiltiirii yetistirilmistir.

Galleria mellonella larvalarinin beslenip gelismeleri amaciyla bir litre hacimli cam
kavanozlar icerisine 6zel yem karigimi konularak bu larvalarin gelismesi saglanmistir.
Ozel sicaklik ve nem kosullar1 isteyen bal mumu giivesi larvalari, bu kosullarin
inkiibator araciligiyla saglanmasiyla yaklasik kirk bes giin igerisinde yeni nesil
vermekte oldugu belirlenmistir. Nematoloji laboratuvarimizda saglikli bir sekilde G.

mellonella larvalarinin tiretimi yapilmaktadir.

G. mellonella

yumurtalari

e, mellonellis ik @iem

larva

o

Sekil 3.2. G. mellonella’nin yumurta ve ilk dénem larvasi (Susurluk ve Cakir, 2022)
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Sekil 3.4. Besinden ayiklanmis son dénem G. mellonella larvalar1 (Susurluk ve Cakir, 2022)
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Sekil 3.6. G. mellonella ergin disisi (Susurluk ve Cakir, 2022)
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3.2.2. Galleria mellonella igin besin ortam hazirlanmasi

Galleria. mellonella larvalari i¢in 6nemli besin kaynagi baldir. Bu sebeple laboratuvar
kosullarinda hazirlanacak olan yemin de temel besin maddesini bal olugturmaktadir. Bal
ve gliserin termostatli 1sitict iizerindeki tencerede 200 °C’de kaynayana kadar
tutulmustur. Sonrasinda iizerine kuru maya ilave edilerek maya eriyene kadar
karistirilmigtir. Mayanim erimesinin ardindan 6l¢iimii yapilan kat1 bilesenlerden kepek,
misir unu, soya unu ve siit tozu da ilave edilerek malzemelerin iyice karigmasi
saglanmistir (Kaya & Stock, 1997). Hafif kahverengi bir renk almis olan. besin
soguduktan sonra kavanozlara konularak, onceden elde edilmis olan yumurtalar

kavanoza eklenmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. G. mellonella besin ortaminin igerigi (Weisner, 1993)

Malzeme Miktar (g)
Bal 100
Gliserin 100
Kepek 100
Misir Unu 75
Soya Unu 50
St Tozu 50

3.2.3. Galleria mellonella’nin yasam déngusu

Buylk balmumu guvesi kaynaklardaki adiyla G. mellonella tipik bir holometabol
bocektir. Bu canli yumurta, larva, pupa ve ergin olmak tzere dort farkli yasam evresi
gecirmektedir. Glvenin (G. mellonella) yasam dongiisiinii tamamlamasi igin gegen siire
haftalar ile aylar arasinda degismektedir. G. mellonella hem biyotik (intra ve
interspesifik) hem de abiyotik faktorlerden etkilenmektedir (Nielsen & Brister, 1979;
Charriere & Imdorf, 1999; Gulati & Kaushik, 2004).

Galleria mellonella 29-33 °C’de optimum gelisme gosterip % 29-33 nem kosullarinda
canliligint siirdiirmiistir (Kwadha vd., 2017). G. mellonella, uygun kosullari

sagladiginda yaklasik 6 haftada bir doliinii tamamlamaktadir. G. mellonella larvasi 28
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giin ila 6 ay arasinda canli kalabilmektedir (Paddock, 1918; Nielsen & Brister, 1979).
Tiim kosullarin uygun olmasi ve herhangi bir bulagmanin olmamasi durumunda saglikli

yumurtalarm elde edilmesi mimkunddir.

3.2.4. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit irkinin in vivo kosullarda iiretimi

In vivo iiretimde kullanilacak HBH Hibrit ki nematodlar daha 6nceden iiretilerek
buzdolabinda hiicre kiiltiir kaplar1 (flask) icerisinde +4-8 °C’de muhafaza edilmistir
(bkz. Sekil 3.1). Buzdolabindan ¢ikarilan 200 ml’lik hiicre kiiltiir kaplar1 (flask)
icerisinde bulunan 1J’ler oda sicakliginda bir siire bekletilmistir. 24 kuyucuklu hiicre
kiltir kaplart alinarak, igerisine laboratuvarda kiiltiirii yapilan G. mellonella larvalari
her kuyucuga bir adet gelecek sekilde yerlestirilmistir. Uzerine daha Gnceden steril
edilen ve Ringer solisyonu ile % 10 oraninda nemlendirilen ince taneli kum
eklenmistir. Oda sicakliginda bekletilen nematodlar, larva basma 100 1J gelecek sekilde
kiiltiir kabmin her bir kuyucuguna mikropipet yardimiyla birakilmistir. Bu sekilde EPN
enfeksiyonu  gergeklestirilen  kuyucuklu  kabmm  kapagi  kapatilarak  sikica
parafilmlenmistir (Susurluk vd., 2001; Susurluk, Unlu, & Kepenekci, 2003). Islemi
sonlanan hiicre kiiltiir kabi 1sitmali inkiibatorde 24 °C’de dort giin beklemeye
brrakilmistir. Dordiincii gliniin sonunda enfeksiyonu gergeklesen larvalar alinarak White
Trap diizenegine konulmus (White, 1927) ve Uzerine Ringer sollisyonu (Sekil 3.7) ilave

edilmistir.
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Sekil 3.7. Ringer Soliisyonu hazirlamak i¢in gerekli kimyasallar ve Ringer Soliisyonu
(Susurluk ve Cakir, 2022)

Sekil 3.8.’deki gibi White Trap’ta bulunan kadavralardan Ringer sollisyonu icerisine
gecen [J’ler, stok kiiltiirii olusturulmasi amaciyla pastér pipet yardimiyla toplanarak
flasklar igerisine alinip +4-8 °C’de buzdolabmna konulmustur (Kaya & Stock, 1997).
Bdylece in vivo ortamda yeni nematod Kdiltirleri elde edilmistir.
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Sekil 3.8.White Trap diizenegi (Susurluk ve Cakir, 2022)

3.2.5. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit irkinin in vitro kosullarda iiretimi

Entomopatojen Nematodlarin (EPN) in vitroda tiretimi sivi ve kat1 agar ortami olmak
tizere iki sekilde olmaktadir. Tez calismamizda in vitro kosullarindan kati agar
ortamdaki tiretimi yapilmistir. Kat1 agar ortaminda 2 asama vardir. Birincisi EPN ile
simbiyont iliski icerisinde bulunan bakterinin izolasyonu, ikinci asama ise lretimi
gerceklestirilecek  EPN’den  yumurtalarmin  izolasyonudur. Bu 2 asama
tamamlandiginda in vitro kati1 agar ortaminda H. bacteriophora HBH Hibrit irkina ait

saglikl1 bireyler elde edilebilmektedir.
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3.2.6. Simbiyont bakteri Photorhabdus spp.’nin izolasyonu

Heterorhabditis bacteriophora barsagin 6n kisminda, 6zel bir kese igerisinde bulunan
Photorhabdus spp. bakterisi ile simbiyont bir iligki i¢erisindedir (Endo & Nickle, 1994;
Duchaud vd., 2003). In vitro uretimde Photorhabdus spp. bakterisinin var olmasi

gereklidir.

Photorhabdus spp. bakterisinin izolasyonu i¢in ilk asama in vivo ortamda yapilan
enfeksiyon gibi G. mellonella larvalarinin EPN’ler ile bulusturulmasidir. G. mellonella
larvalar1 well plate icerisine her bir kuyucuga 1 adet gelecek sekilde 5-6 adet
konulduktan sonra iizerine nemlendirilmis steril toprak kapatilip, larva bas1 100 1J
gelecek sekilde kuyucuklara eklenmistir (Susurluk vd., 2001). Bir baska enfeksiyon
seklinde ise petri icerisine filtre kagidi yerlestirilip filtre k&gidi Ringer ile hafifce
islatilarak Gzerine EPN’i larva bagi 100 1J dozunda mikropipet ile uygulama seklinde
yapilmaktadir (McMullen & Stock, 2014). EPN’nin larvaya direk temasi enfeksiyonun
basarili olmasindaki kriterlerden birisidir. Her iki yontemle de enfekte edilebilen G.
mellonella larvalar1 inkiibatérde 25 °C sicaklikta 24 saat bekletilmistir. G. mellonella
larvalarimin hala yasiyor olmasi 6nem arz etmektedir. Oliimii gerceklesmis larvadan
bakteri izolasyonunun basarili olmadigi gozlemlenmistir. Cikarilan larvalar Ringer
soliisyonu ile topraktan temizlendikten sonra eppendorf tupleri igerisine almip lizerini
kaplayacak sekilde % 70’lik etil alkol vasitasiyla bes dakika yiizey sterilizasyona tabi
tutulmustur (Sekil 3.9). Bu siirenin bes dakikayr asmamasi bakterinin canliligini
yitirmemesi i¢in ve bes dakikadan az olmamasi ise larva ylzeylerinin steril olmasi igin

oldukca 6nem arz etmektedir.
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Sekil 3.9. Etil alkol icerisinde steril edilen G. mellonella larvasi (Susurluk ve Cakir, 2022)

Steril edilen larvalar laminar akim kabini igerisinde temiz bir ortama almmustir. Bir
muddet larvalar bekletilip Gzerindeki etil alkoliin kurumasi amaglanmistir. Sonrasinda
larva ele alinip, iki parmak arasinda sikistirilarak sol ventralinden steril bir igne ucu ile

delinmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. G. mellonella larvasmin ventralinden steril igne ucu ile delinerek larvanin
viicut stvismin izolasyonu (Susurluk ve Cakir, 2022)

Delinen yerden ¢ikan larvanm viicut sivisi (hemolinf) steril 6ze yardimiyla alinarak
BSA agar ortamina ¢izimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.11). Bu islemden sonra petriler
parafilm yardimiyla kapatilarak ii¢ giin boyunca 26 °C’de inkiibasyona tabi tutulmustur
(Sekil 3.12).
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Sekil 3.11. NBTA agar ortamina Photorhabdus spp. bakterisinin ¢izimi (Susurluk ve
Cakir, 2022)

Sekil 3.12. Ug giin inkiibasyona birakilan Photorhabdus spp. iiremis NBTA ortami
(Susurluk ve Cakir, 2022)

Ucgiincii giinden sonra petriler steril kabinde acilarak icerisinde bulasma olmamis bir
miktar bakteri 6ze yardimiyla almip 250 ml’lik cam erlen igerisindeki 80 ml’lik steril
YS swvi besin ortammna aktarilmustir. Erlen igerisinde bulunan YS bakteri
inokulasyonundan sonra 25 °C ve 180 rpm (dakikadaki devir sayisi)’de 24 saat orbital

calkalayict (shaker) igerisinde karigtirilarak tiremesi saglanmistir (Akhurst, 1980).
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Bakterilerde Ureme basarili oldugunda koyu sar1 veya turuncumsu bir renk aldig:

gozlemlenmistir (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Steril edilmis YS sivis1 Bakteri iiremis YS ortami (Susurluk ve Cakir, 2022)

3.2.7. Stok bakteri kilttiri hazirlanmasi

Photorhabdus spp. bakterisinin in vitro kati agar ortaminda dretimini yaparken
islemlerin daha hizli yapilabilmesi amaciyla bakteri stoku olusturulmustur. Stok
hazirlama igleminde 3.2.6. BOlimiunde bahsi gegen bakteri izolasyonu yapilmistir.
Bakterinin soguk kosullarda canliligini kaybetmemesi amaciyla ¢ogalmis olan bakterili
erlenin igerisine gliserin katilmistir. Gliserin ilavesinde 100 ml’lik bakterili Y'S igerisine
% 15’1 kadar gliserinin yogunlugu dikkate almarak (1,26 g/cm?3) 9,5 g gliserin ilave
edilmistir. Gliserin eklenen bakterili YS ortamu 1,5 ml’lik eppendorf tupleri igerisine 1
ml konularak -20 °C’de buzlukta daha sonra kullanilmak tizere depolanmistir (Lunau
vd., 1993) (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. -20 °C’de stoklanan Photorhabdus spp. bakteri kiltirleri (Susurluk ve Cakir, 2022)

3.2.8. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit irkinin yumurta izolasyonu

Orbital calkalayici1 igerisinde 24 saatte Uremesi tamamlanan bakteriler (ister stok
kiiltiirden alman bakteriler olsun isterse yeni elde edilen bakteriler olsun) daha sonra
Wouts Agar ortamina damlatilarak karanlik ortamda 1 gece 25 °C’de inkiibasyona tabi
tutulmustur. Yumurta izolasyonunda déllenmis yumurtalarm elde edilmesi oldukca
onemlidir. Yumurtalarin izolasyonu ig¢in; in vivoda yapildigi gibi oncelikle larvalar
kuyucuklu kaplara konularak iizerine nemlendirilmis steril toprak ilave edilmistir.
Sonrasinda larva basina 100 1J gelecek sekilde EPN’ler eklenmis ve bu islemden sonra
kuyucuklu kaplar inkiibatorde 26 °C’de yaklasik 96 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Burada dort giin bekletilen ve Sekil 3.15’te gosterilen enfeksiyonu basarili olan
kadavralar alnip diseksiyon yontemine tabi tutularak kadavralar igerisindeki
hermafrodit bireyler 6ze yardimiyla cam petri igerisinde toplanmig (Sekil 3.16) ve
mikroskop araciligi ile hermafrodit bireylerin dollenmis olup olmadigi kontrol

edilmigtir.
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Sekil 3.16. Diseksiyon yontemi ile larva igerisinden hermafrodit bireylerin ayiklanmasi
(Susurluk ve Cakir, 2022)

Yaklagik yiiz elli adet dollenmis hermafrodit birey alindiktan sonra cam tlp igerisine
konulup, iizerine yaklasik 50 ml ringer soliisyonu eklenmis ve hermafrodit bireylerin
dibe ¢cokmesi saglanmistir. Birka¢ defa bu yikama islemi gerceklestirildikten sonra daha
onceden kicuk parcalar halinde kesilen jiletler de tiip igerisine eklenmistir. Bu islemin

ardindan vortex aracihigiyla yaklasik bir dk jiletlerin hermafrodit bireyleri kesip,
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icerisindeki yumurtalarin ringer soliisyonuna gegmesi saglanmistir (Sekil 3.17). Burada

suyun bulanik beyaz rengi almasi en belirleyici unsurdur.

Sekil 3.17. A: Diseksiyon sonrasi elde edilmis ve Ringer Soliisyonu ile yikanmig
hermafrodit bireyler. B: Hermafrodit bireyler icerisinde goérulen yumurtalar. C:
Igerisinde yumurta ve jilet bulunan tiipiin vortex ile karistirilarak parcalanmasmin
saglanmasi (Susurluk ve Cakir, 2022)

Ringer soliisyonu igerisinde bulunan yumurtalar dar aralikli bir til yardimiyla
sUzUlmiistiir. Stiziilen yumurtalar 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine 1 ml olacak sekilde
eklenmistir. Sonrasinda santrifiij aleti ile 2000 devir/dk’da iki dk santrifiij edilmistir
(Sekil 3.18). Santrifiij edilen eppendorf tiipleri icerisindeki yumurtalarin merkezkag

kuvveti ile dibe ¢cokmesi saglanmustir.
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Sekil 3.18. Eppendorf tip icerisindeki yumurtalarin dibe ¢6kmesi amaciyla santrifiij
edilmesi (Susurluk ve Cakir, 2022)

Yumurtalarin dibe ¢okmesini takiben yiizeyde biriken Kirli su tabakasi cam pipet
vasitasiyla alimmus (Sekil 3.19) ve eppendorf tlpu icerisindeki yumurtalar tizerine temiz
bir ringer soliisyonu eklenmistir. Eppendorf tlipl igerisinde bulunun yumurtalar (izerine
Ringer eklendikten sonra tekrar santriflij islemine tabi tutulmustur. Dort defa Ringer
soliisyonu ile yikama islemine tabi tutulan ve dibe ¢Okmesi saglanan yumurtalarin
Uzerine son olarak sterilizasyon sivisi eklenmis ve elle hafifce dort dk boyunca nazikce

calkalanmistir. Sonrasinda eppendorf tiipleri 3000 devir/dk’da iki dk santrifiij edilmistir.
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Sekil 3.19. Eppendorf tlipu icerisindeki kirli Ringer’in bosaltilmas1 (Susurluk ve Cakir, 2022)

Sterilizasyon soliisyonu eklenmesinin ardindan asir1 maruziyet sonrasi yumurtalar
negatif etkilendikleri icin bu siirecte santrifiij islemine ayrilan toplam strenin 6 dk’y1
ge¢memesine 0zen gosterilmistir. Santriflij isleminin ardindan yumurtalar steril kabin
icerisine almip lizerine daha 6nceden steril edilmis olan YS sivis1 eklenmis ve yeniden
santrifiij edilmistir. Son olarak YS ile santrifij edilen eppendorf tupi igerisindeki
yumurtalar, steril kabin icerisine alinmis ve eppendorf tiiplerinin dip kismindan
yumurtalar cekilerek 24 kuyucuklu steril hiucre kultir kabi (well plate) igerisine
eklenmistir (Sekil 3.20). Kabin kapagi kapatilarak etrafi parafilm ile sikica kapatilmigtir.
Inverted mikroskop aracilifiyla yumurtalarin dogru bir sekilde steril edilip edilmedigi
kontrol edilmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Steril edilen yumurtalarin mikroskop goriintiisii (Susurluk ve Cakir, 2022)

Kuyucuklu kap 26 °C’de 2 giin bekletilmis ve birinci donem juvenillerin (J1) ¢ikmasi
saglanmustir. J1’ler iizerindeki seffaf tiggenimsi yapidan anlasilmaktadir (Sekil 3.22).
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Birinci donem juvenillerde
gortiilen ayirt edici yapi

Yumurtadan Cikmig J1” lerin Mikroskop Gortintiisii

Sekil 3.22. Yumurtadan ¢ikan birinci donem juveniller (Susurluk ve Cakir, 2022)

Sekil 3.23. igerisinde J1 bulunan kuyucuklu kaplar (Susurluk ve Cakir, 2022)

3.2.9. J1’lerin kat1 agar ortamina aktarilmasi

In vitro ortamda saglikli ve saf nesil elde etmek amaciyla Heterorhabditis
bacteriophora HBH Hibrit wrkindan yumurta izolasyonu yapilmistir. Bélim 3.2.8’de
anlatilmis olan ve saglikli bir sekilde elde edilen J1’ler, Bolim 3.2.6’da bahsedilen
Photorhabdus spp. bakterisi damlatilmis olan Wouts agar ortamuna steril kabin
icerisinde her bir petriye 5-10 damla gelecek seklinde petrilere paylastirilmistir. Petriler
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parafilm ile iyice kapatilarak 25 °C’de karanlik ortam kosullarinda inkiibasyona tabi
tutulmustur. Eklenen birinci donem juveniller (J1) yaklasik bes giin igerisinde yeni
hermafrodit birey olusturmus ve bu bireylerden yeni 1J’ler meydana gelmistir. Elde
edilen 1J’ler petri kapaginin alt1 kismina dogru toplanmis olup (Sekil 3.25), bunlar steril
kabin icerisinde ringer soliisyonu ile yikanarak flasklar icerisine alinmistir. Flasklar

icerisinde in vitro tiretimi gergeklesmis 1J’ler buzdolabinda +4-8 °C’de depolanmustir.

Sekil 3.24. Bakterili Wouts Agar ortamina aktarilmaya uygun olan J1’ler (Susurluk ve
Cakir, 2022)
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Sekil 3.25. A. Bakteri ¢ogalmis olan Wouts Agar ortamma J1’lerin birakilmas1 B.
Wouts Agarda iiremis olan hermafrodit bireyler C. Petri kapaginin altina toplanmig
[J’ler (Susurluk ve Cakir, 2022)
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Sekil 3.26. Petri kapaginin altina toplanmig 1J’lerin mikroskop gorintisu (Susurluk ve
Cakir, 2022)

3.3. Heterorhabditis bacteriphora HBH Hibrit Irkinin Toprakta Kahcihg:

Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit irkinin toprakta canli kalma strelerini tespit
etmek amaciyla Bursa Uludag Universitesi Giizel Sanatlar Fakiiltesi yakimlarinda
bulunan ve koordinat bilgileri wverilen 40°13'40.4"N 28°51'41.0"E (40.227898,
28.861392) alandan toprak temin edilmistir. Toprak 6rnegi laboratuvar kosullarinda H.
bacteriphora HBH Hibrit wrkinin toprakta kaliciligmi (yasam siiresini) belirlemek
amaciyla alinmistir. Temin edilen topraklar 0,1-0,5 mm partikil boyutunda kum haline
getirilmistir. Toprak nemini Olgmek amaciyla 13 gram toprak O6rnegi de alinarak
kurutma aletinde nemi ugurulmustur (Sekil 3.27). Bu islem 100 °C’de 14 dakika 5
saniye siirmiistiir. Toprakta % 9 nem orani oldugu tespit edilmistir. Gerekli olan % 1°lik

nemi saglamak amaciyla 3 kg toprak icin 33 ml saf su kullanilmistir.
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Sekil 3.27. Toprak neminin élglimi (Susurluk ve Cakir, 2022)

Toprak nemi ayarlandiktan sonra 6 cm c¢apli petri kaplarinmn her biri 30 gram toprak ile
doldurulmustur. Bir petrinin alani 24 cm? olup, cm*’ye 50 1J dozunda (ticari olarak
uygulanan doz) in vivo ve in vitro ortamda elde edilen H. bacteriophora HBH Hibrit

k1 bireyleri birakilmistir. Bir petriye yaklasik olarak 1200 1J dozu uygulanmistir (Sekil
3.28).
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Sekil 3.29. 1J brrakilan petri kaplar1 (Susurluk ve Cakir, 2022)

Infektif juvenillerin brakilmasmnin ardindan nem kaybini engellemek adma petri
kaplarinin etrafi parafilm ile kapatilmistir. Bu islemin ardindan 10 giin sonra bes petri
kab1 icerisine her bir petri kabma bir G. mellonella larvasi konulmus (Sekil 3.30) ve 2

glin sonra larvalar topraktan temizlenip disekte edilmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.30. G. mellonella larvasinin topraga birakilmasi (Susurluk ve Cakir, 2022)

Sekil 3.31. Iki giin sonra larvalarm diseksiyonu (Susurluk ve Cakir, 2022)

Sayim kaplarina alinan disekte edilmis larvalarin igerisindeki 1J’ler inverted mikroskop
ile sayilmustir (Sekil 3.32). Her 10 glnde petri icerisindeki G. mellonella larvasi
icerisinden disekte edilmis 1J’lerin sayim islemi 5 tekerriirlii yapilmis ve deneme 180

giinde tamamlanmastir.
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Sekil 3.32. Disekte isleminden sonra mikroskopta IJ’lerin sayimi (Susurluk ve Cakir, 2022)

3.4. Heterorhabditis bacteriphora HBH Hibrit Irkinin Depolanma Stiresi

In vivo ve in vitro kosullarda tiretimi gergeklestirilen H. bacteriophora HBH Hibrit
wrkmin depolanma siresi, 1J’lerin belirli sicaklik kosullarinda ne kadar siire canli
kalabildigini tespit etmek amaciyla yapilmistir. Caligmada sayim kabmin igerisinde
bulunan 1J’ler 3, 6, 9 ve 12 gin boyunca swrasiyla 8-12-16-20 ve 24 °C sicakliklara
maruz brrakilmistir. Inkiibasyon siresi sonrasi IJ’ler yeniden sayilarak EPN’lerin

depolanma slresi tespit edilmistir (Sekil 3.33). Depolama suresinin belirlenmesi

41



calismast her bir giin ve sicaklik denemesi i¢cin 5 tekerriirlii olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.33. A. Inverted mikroskopta 1J sayimi B. Sayim aletleri C. Inkiibasyona
birakilan 1J’ler (Susurluk ve Cakir, 2022)

3.5. istatistiksel Analizler

In vivo ve in vitro ortamda Uretilen H. bacteriophora HBH Hibrit irki [J’lerinin toprakta
kalicilik ve depolama siirelerinin belirlenmesinde elde edilen verilerin analizinde tek
yonlii ve faktoriyel ANOVA (Analysis of Variance) testi kullanilmistir. Muamele
ortalamalarinin karsilagtirilmasinda o = 0.05 diizeyinde LSD (Least Significant
Differences) testi uygulanmistir. Tiim analizler JMP® 7 istatistik programi kullanilarak

yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin Toprakta Kahcihig

In vivo Uretimden elde edilen H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1J’lerin toprakta
kalicilik siireleri (Sekil 4.1) arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklar bulunmustur (F =
1141,604; df =17, 72; P = <0.0001). Genel olarak, toprakta konukgusunu arayan H.
bacteriophora HBH k1 1J’lerin, 140 giin boyunca G. mellonella larvalarini enfekte
edebilme kabiliyeti gosterebildikleri tespit edilmistir. H. bacteriophora HBH Hibrit irk1
[J’ler toprakta 140 giin ve daha fazla siire kaldiktan sonra, ortama birakilan G.
mellonella larvalar1 enfekte olmamis ve disekte edilen G. mellonella larvalarinda

herhangi bir 1J varlig1 goriilmemistir (Sekil 4.1).

Heterorhabditis. bacteriophora HBH Hibrit k1 1J’ler topraga birakildiktan sonra, 10’ar
gun arayla (10 — 180 giin) ortama G. mellonella larvalar1 ilave edilmeye baslanmistir.
Ortama ilave edildikten sonra G. mellonella larvalar1 disekte edilerek igerisine giris
yapan H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1J sayilar: tespit edilmistir. Istatistiksel agidan
G. mellonella larvalarma giris yapan en yiiksek IJ sayisi ortalama 77,2 olup, H.
bacteriophora HBH Hibrit irk1 1J’ler topraga birakildiktan 50 giin sonra ortama ilave

edilen G. mellonella larvalarinda tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. In vivo iiretim ile gergeklestirilen 1J’lerin toprakta kalicilik siireleri

In vitro Uretimden elde edilen H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1J’lerin toprakta
kalicilik siireleri (Sekil 4.2) arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklar bulunmustur (F =
84,4472; df =17,72; P = <0.0001). Genel olarak, toprakta konukcusunu arayan H.
bacteriophora HBH k1 1J’lerin, 170 giin boyunca G. mellonella larvalarini enfekte
edebilme kabiliyeti gosterebildikleri tespit edilmistir. H. bacteriophora HBH Hibrit irk1
[J’ler toprakta 170 giin ve daha fazla siire kaldiktan sonra, ortama birakilan G.
mellonella larvalar1 enfekte olmamis ve disekte edilen G. mellonella larvalarinda

herhangi bir 1J varlig1 goriilmemistir (Sekil 4.2).

Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit ki1 1J’ler topraga birakildiktan sonra, onar
giin arayla (10 — 180 giin) ortama G. mellonella larvalar1 ilave edilmeye baglanmustir.
Ortama ilave edildikten sonra G. mellonella larvalar1 disekte edilerek icerisine giris
yapan H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1J sayilar1 tespit edilmistir. Istatistiksel agidan
G. mellonella larvalarina giris yapan en yiiksek 1J sayisi ortalama 22,6 olup, H.
bacteriophora HBH Hibrit irk1 1J’ler topraga birakildiktan 40 giin sonra ortama ilave

edilen G. mellonella larvalarinda tepit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. In vitro tretim ile gergeklestirilen 1J’lerin toprakta kalicilik siireleri

Tez ¢alismasinda toprakta kalicilik denemesinin istatistiksel analizlerinin bulgularinda
in vivo tiretim kosullarinda elde edilen H. bacteriophora HBH Hibrit irk1 1J’lerinin in
vitro kosullarda tiretimi gergeklestirilen Hibrit irkin 1J’lerinden daha uzun siire toprakta
kaldig1 gézlemlenmistir. In vivo metodu ile elde edilen 1J’ler, G. mellonella larvalarini
enfekte edebilme agisindan 140 giin boyunca toprak icerisinde etkinligini siirdiirebilmis
ve 1J’lerin enfekte yeteneginin en yiiksek oldugu siire 50. giin olarak tespit edilmistir. In
vitro metodu ile elde edilen 1J’ler ise, G. mellonella larvalarini enfekte edebilme
acisindan 170 gilin boyunca toprak igerisinde etkinligini siirdiirebilmis ve enfekte
yeteneginin en iyi oldugu siire 40. giin olarak tespit edilmistir. G. mellonella icerisinde
gelisen 1J birey sayisi agisindan in vivo dretim metodunun (77,2 1J / larva) in vitro

iretime gore (22,6 1J / larva) daha etkili oldugu tespit edilmistir.

4.2. Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit Irkinin Depolanma Siresi

In vivo ve in vitro ortamlarinda iiretilen H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1J’ler ayr1 bir

sekilde ringer iceren petrilere alinip, 8 °C sicaklikta sirasiyla 3, 6, 9 ve 12 giin boyunca
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inkibatOr icerisinde beklemeye birakilmistir (Sekil 4.3). 3., 6., 9. ve 12. gunlerin
sonunda 1J birey sayimmi yapilmistir. Genel olarak 8 °C sicaklikta bekleme siiresi (giin)
arttikga, in vivo ve in vitro ortamlarinda iretilen H. bacteriophora HBH 1rki 1J’lerin
Oliim oranlar istatistiksel olarak onemli seviyede yiikselis gostermistir (F= 323,0135;

df=7, 32; P=<,0001).

Istatistiksel agidan en diisiik 6liim orami (% 0,0548), in vivo ortanunda iiretilen ve 8 °C
sicaklikta inkiibatorde 3 giin bekletilen H. bacteriophora HBH Hibrit k1 1J’lerde tespit
edilmistir. Istatistiksel agidan en yiiksek 6liim oran1 (% 0,157), in vivo ortamida
uretilen ve 8 °C sicaklikta inkiibatorde 12 giin bekletilen H. bacteriophora HBH Hibrit
k1 1)’ lerde tespit edilmistir (Sekil 4.3).

8 °C 'de In vivo ve In vitro Oliim Oranlarinin
Karsilastirilmasi

0,18
0,16
0,14

¥ in vivo

M in vitro

0,04

1J Oliim Oranlan (%)
o
i

3. Giin 6. Giin 9. Giin 12. Giin

Sekil 4.3. 8 °C’de 1J’lerin 6liim oranlarimin karsilagtirilmas: (F= 323,01; df= 7, 32; P=<,0001)

In vivo ve in vitro ortamlarinda iiretilen H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1J’ler ayr1 bir
sekilde ringer igeren petrilere alinip, 12 °C sicaklikta sirastyla 3, 6, 9 ve 12 giin boyunca
inkubator icerisinde beklemeye birakilmistir (Sekil 4.4). Genel olarak 12 °C sicaklikta
bekleme siiresi (giin) arttikga, in vivo ve in vitro ortamlarinda iiretilen HBH Hibrit k1

[J’lerin Olim oranlar1 istatistiksel olarak 6nemli seviyede yiikselis gostermistir (F=
95,80; df= 7, 32;P=<,0001).
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Istatistiksel olarak en diisiik 6liim oranlari, in vivo ve in vitro ortamlarmnda iiretilen ve
12 °C sicaklikta inkiibatérde 3 giin bekletilen H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1)’ lerde
tespit edilmistir. In vivo ve in vitro ortamlarinda tiretilen HBH Hibrit ki 1J’lerin, 3. gln
sonunda elde edilen 6liim oranlar1 arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmemis olup
sirastyla % 0,136 ve % 0’dur. Istatistiksel agidan en yiiksek dliim orani (% 1,664), in
vivo ortaminda iretilen ve 12 °C sicaklikta inkiibatorde 12 giin bekletilen H.

bacteriophora HBH Hibrit irk1 1J’lerde tespit edilmistir (Sekil 4.4).

12 °C' de In vivo ve In vitro Oliim Oranlarinin
Karsilastirilmasi
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Sekil 4.4. 12 °C’de 1J’lerin 6liim oranlarinin karsilagtirilmasi (F= 95,80; df= 7, 32;P= <,0001)

In vivo ve in vitro ortamlarinda tiretilen H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1J’ler ayr1 bir
sekilde ringer igeren petrilere alinip, 16 °C sicaklikta sirasiyla 3, 6, 9 ve 12 giin boyunca
inklbator icerisinde beklemeye birakilmistir (Sekil 4.5). 3., 6., 9. ve 12. gunlerin

sonunda 1J birey sayimi yapilmustir.

Genel olarak inklbator igerisinde 16 °C sicaklikta 3, 6 ve 9 giin bekletilen H.
bacteriophora HBH Hibrit ki 1J’lere kiyasla, in vivo ve in vitro ortamlarinda iiretilen
H. bacteriophora HBH Hibrit irk1 1J’lerin 12 giin sonundaki 6liim oranlar1 istatistiksel
olarak daha yiiksek seviyede olup sirasiyla % 0,968 ve % 1,118’dir (F= 46,768; df= 7,
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32; P= <,0001). Istatistiksel agidan 16 °C sicaklikta en diisiik &liim oranlari, in vitro
ortaminda 0retilip inkibatorde 3 gin bekletilen ve in vivo ortaminda dretilip
inkiibatorde 6 glin bekletilen H. bacteriophora HBH Hibrit k1 1J’lerde tespit edilmistir.
In vivo ve in vitro ortamlarinda tretilen H. bacteriophora HBH 1rk1 1J’lerin sirasiyla
Olim oranlar1 % 0,49 ve % 0,498 olup istatistiksel olarak fark yoktur (Sekil 4.5).
Istatistiksel agidan en yiiksek 6liim oran1 (% 1,118), in vitro ortanminda iiretilen ve 16 °C
sicaklikta inkiibatorde 12 giin bekletilen H. bacteriophora HBH 1irki 1J’lerde tespit
edilmistir (Sekil 4.5).

16 °C' de In vive ve In vitro Oliim Oranlarinin
Karsilastirilmasi
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Sekil 4.5. 16 °C’de 1J’lerin 6liim oranlarinin karsilastirilmas: (F= 46,768; df= 7, 32; P=<,0001)

In vivo ve in vitro ortamlarinda tiretilen H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1J’ler ayr1 bir
sekilde ringer igeren petrilere alinip, 20 °C sicaklikta sirastyla 3, 6, 9 ve 12 giin boyunca
inkiibator igerisinde beklemeye birakilmistir (Sekil 4.6). 3., 6., 9. ve 12. ginlerin
sonunda IJ’lerin sayimi yapilmistir. Genel olarak 20 °C sicaklikta bekleme siiresi (giin)
arttikga, in vivo ve in vitro ortamlarinda iiretilen H. bacteriophora HBH Hibrit irki

[J’lerin Olim oranlar1 istatistiksel olarak o6nemli seviyede yiikselis gostermistir (F=
903,02; df= 7, 32; P=<,0001).
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Istatistiksel agidan en diisiik 6liim oran1 (% 0,116), in vivo ortaminda iiretilen ve 20 °C
sicaklikta inkiibatorde 3 giin bekletilen H. bacteriophora HBH Hibrit ki 1J’lerde tespit
edilmistir. Istatistiksel acidan en yiiksek Sliim orani (% 6,968), in vitro ortamimda
uretilen ve 20 °C sicaklikta inkiibatorde 12 giin bekletilen H. bacteriophora HBH Hibrit
k1 1)’ lerde tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. 20 °C’de IJ’lerin 6liim oranlarinin Karsilastirilmas: (F= 903,02; df= 7, 32; P=<,0001)

In vivo ve in vitro ortamlarinda tiretilen H. bacteriophora HBH Hibrit irki 1J’ler ayr1 bir
sekilde ringer igeren petrilere alinip, 24 °C sicaklikta sirasiyla 3, 6, 9 ve 12 giin boyunca
inklbator icerisinde beklemeye brrakilmistir (Sekil 4.7). 3., 6., 9. ve 12. glnlerin
sonunda 1J’lerin sayimi1 yapilmistir. Genel olarak 24 °C sicaklikta bekleme siiresi (giin)
arttikga, in vivo ve in vitro ortamlarinda iiretilen H. bacteriophora HBH Hibrit irk1

[J’lerin Olim oranlar1 istatistiksel olarak 6nemli seviyede yiikselis gostermistir (F=
151,54; df=7, 32; P= <,0001).

Istatistiksel acidan en diisiik 6liim orani (% 2,602), in vivo ortaminda iiretilen ve 24 °C
sicaklikta inkiibatorde 3 giin bekletilen H. bacteriophora HBH Hibrit irki 1J’lerde tespit

edilmistir. Istatistiksel acidan en yiiksek &liilm orani (% 11,238), in vitro ortamimda
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uretilen ve 24 °C sicaklikta inkiibatérde 12 giin bekletilen H. bacteriophora HBH 1irki
1)’lerde tespit edilmistir (Sekil 4.7). In vitro ve in vivo ortamlarinda iretilip inkiibatorde
24 °C sicaklikta 6 giin bekletilen H. bacteriophora HBH Hibrit wki [J’lerin 6liim
oranlari istatistiksel olarak fark olmayip sirasiyla % 5,572, % 5,846 dir (Sekil 4.7).

24 °C" de In vivo ve In vitro Oliim Oranlar:
Karsilastirmasi

M in vivo

M in vitro

1J Oliim Oranlan (%)

3. Gin 6. Giin 9. Gin 12. Giin

Sekil 4.7. 24 °C’de 1J’lerin 6liim oranlarinin karsilastirilmas: (F= 151,54; df=7, 32; P=<,0001)
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5. TARTISMA VE SONUC

Entomopatojen nematodlar (EPN) ¢ok genis bir konukg¢u dizisine sahip olduklar1 igin
biyolojik miicadelede bdcek patojeni organizmalar1 olarak yer almaktadirlar (Grewal,
Ehlers & Shapiro-llan, 2005). Ozellikle EPN’ler, sentetik pestisitlerin uygulanma
zorlugu, cevreye karsi ciddi tehdit olusturmasi sebebiyle toprak alt1 zararlilarina karsi en
etkili ¢oziim yollarindan biri olarak bilinmektedir. EPN’ler uygulanmadan dnce belirli
depolama kosullarma gore saklanmaktadir. Uygulandiktan sonra maksimum sire

uygulandigi alanda etkinligini siirdiirmesi beklenmektedir.

Entomopatojen  nematodlar (EPN)  buzdolabinda 6zel ortamlarda aylarca
depolanabilmektedir. Depolama yaparken en onemli kosul ortamimn sicakligidir. Bu tez
calisgmasinda H. bacteriophora HBH Hibrit ki I1J’lerinin laboratuvar kosullarinda
toprakta infektivite yetenekleri ve canliliklarmi devam ettirmelerine bagl yasam
kosullar1 test edilmistir. Bunun yani sira, H. bacteriophora HBH Hibrit irk1 1J’lerinin

optimum depolama kosullarinda sicakliga bagl yasam kosullar1 degerlendirilmistir.

Heterorhabditis bacteriophora HBH Hibrit irk1 1J’ler laboratuvarda in vivo ve in vitro
olmak iizere iki ayr1 metot ile iiretilmistir. Uretilen 1J’ler, kalicilik siiresini belirlemek
amaciyla toprak igeren ortamlara ilave edilmistir. G. mellonella igerisinde gelisen 1J
birey sayisi agismndan in vivo Uretim metodunun in vitro kati ortamdaki iiretim
metoduna gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Topraga uygulanacak olan H.
bacteriophora HBH Hibrit wkinin toprakta kalicilik siiresi daha fazla olmasi sebebiyle

in vitro kosullarda tiretimi artirilabilir.

Entomopatojen nematodlarin (EPN) toprakta hayatta kalma surelerini belirlemek
amaciyla Khan ve digerleri (2016) Steinernema asiaticum, S. glaseri, Heterorhabditis
indica ve H. bacteriophora ile ¢alisma yapmustir. 7 giinliik siirede EPN'lerin oran1 %
1,87 ile % 7,83 arasinda degismistir ve istatistiksel olarak Onemli bir fark tespit
edilmemistir. 7 giin sonra ciddi sekilde EPN oOliimleri olmustur. Ancak bu tez

calismasinda, 40-50 giin boyunca siire ilerledikge, 1J etkinligi artmustir.

Susurluk (2013), EPN’lerin topraktaki kaliciligmi degerlendirmek icin 4 ay boyunca

arazi denemesi yapmustir. Sonuglara gore, 1siya toleransli tiir toprakta daha kalict
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olmustur. Nouh’un (2016) yaptig1 calismada; EPN’lerin iki tiirliniin H. bacteriophora
ve Steinernema abbasi'nin G. mellonella'nin son donem larvalarina karsi patojenitesi ve
kaliciligr degerlendirilmistir. Her iki tiiriin hayatta kalmasi ve IJ'lerin iiretimi
incelenmistir. Maruziyet siiresi bir haftaya yiikseldiginde 6liim orani da artmustir. Ancak

larva bagina kullanilan 1J sayisi, bu tez ¢alismasina kiyasla farklilik gostermektedir.

Benzer bir ¢alismada Heterorhabditis megidis'in topraktaki kalicilig1 4 haftalik bir siire
boyunca incelenmistir. T. molitor larvalarinin enfekte edebilme agisindan 0, 2, 14 ve 28.
glinlerde, 1J’lerin topraktaki canlilik siireleri belirlenmistir. T. molitor’un 6liim orani 0.
giinden 2. giine artmig, ancak 28. giinden sonra Olim orani diigmiistiir. Bu tez
calisgmasinda ise H. bacteriophora IJ’lerinin topraktaki kaliciligi 6 ay boyunca
incelenmistir. 10-180. glnlerde, G. mellonella larvalarinin enfekte edebilme agisindan
[J’lerin topraktaki canlilik siireleri belirlenmistir. Benzer bir sekilde 1J sayis1 40-50

giinden sonra diislis géstermistir.

Lalramliana ve Yadav (2016) EPN’lerin depolanmasiyla ilgili bir ¢aligma yapmistir. Bu
calisgmada deneme materyali olarak ¢ EPN tirt (H. indica, S. thermophilum ve
S.glaseri) kullanilmistir. Bu tiirler tizerinde depolama sicakligi, 1J’lerin hayatta kalmasi
ve etkinligi test edilmistir. 1J’lerin infektivitesi laboratuvar kosullarinda petri kaplar1
icerisinde G. mellonella larvalarindaki 6liim oranlari ile tespit edilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda, denemede kullanilan {i¢ EPN tiiriinde depolama sicakliginin 1J’lerde hayatta
kalmay1 6nemli 6l¢iide etkiledigi gozlemlenmistir. 5 °C’de 15 giin depolama sonucunda
[J'lerin hayatta kalma oraninin % 74-86 oldugu tespit edilmistir. Ancak ayn1 sicaklikta
30 gunlik depolamadan sonra H. indica ve S. thermophilum i¢in hayatta kalma orani (%
28-32) biiylik 6l¢iide diismiistiir. 25 °C'de incelenen ii¢ EPN tiiriiniin [J'lerinin hayatta
kalma siiresinin 120 giine kadar oldugu gézlemlenmistir. S. thermophilum ve S. glaseri
sirasiyla 15 ve 30 giinliik denemede IJ'lerin hayatta kalma oraninin (>% 75) daha

yiiksek oldugu gozlenmistir.

Benzer bir sekilde bu tez ¢alismasinda, depolama kosullarindaki ¢alismamizda in vivo
ve in vitro kat1 agar metodu ile iiretimi gergeklestirilen H. bacteriophora HBH Hibrit
k1 inkiibatorde 8,12,16,20 ve 24 °C’lerde 3,6,9 ve 12 giin sirastyla bekletilmistir.

Istatistiksel agidan en diisiik 6liim oran1 (% 0,0548), in vivo ortaminda iiretilen ve 8 °C
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sicaklikta inkiibatorde 3 giin bekletilen H. bacteriophora HBH Hibrit irki 1J’lerde tespit
edilmistir. Genel olarak sicaklik derecesi ve sicakliga maruz kalinan siire artikca,

1J’lerdeki 6liim oranlari da artmustir.

Strauch ve digerlerinin (2000) yaptig1 calismada, EPN’lerin canlilik oranmi 5-25°C
arasindaki sicakliklarda test edilmistir. H. indica'nin hayatta kalabilecegi optimum
sicaklik 15°C'de iken en fazla 6lim oranmm 5°C'de oldugu tespit edilmistir. H.
bacteriophora en iyi 7,5°C'de ve en az 25°C'de canliigini siirdiirmiistiir. Bu tez
caligmasinda ise, H. bacteriophora igin optimum degerler 8 °C sicaklikta tespit
edilmistir. Farkli bir ¢alismada, H. sonorensis 1J’lerinin 24 hafta depolanmasindan sonra
cesitli depolama sicakliklarinda (10-25 °C) yiiksek canlilik oranina (% 80'in iizerinde)
sahip oldugu tespit edilmistir (Kusakabe vd., 2019). Bu ¢alismada ise 8-24 °C sicakliga
maruz birakilan EPN’lerin 6liim oram1 % 0,0548- % 11,238 arasinda oldugu

gbzlemlenmistir.

Acevedo ve Pablo, (2006) alt1i EPN tiiriinden, li¢ Steinernematid S. carpocapsae, S.
glaseri ve S. arenarium tiirlerinin depolama calismalarinda hayatta kalma oranlar1
belirlenmistir. Ug heterorhabdit: H. bacteriophora, H. bacteriophora HP88 ve H.
baujardi tiirleri ise denemede, bes farkli sicaklikta (8, 12, 16, 20 ve 24 °C’de) ve iki
farkli dozda (1000 ve 10000 1J/ ml) ve iki farkli siire boyunca (15 giin ve 3 ay)
kullanilmistir. Bu tez ¢alismasina benzer bir sekilde Heterorhabdit’lerin 20 ve 24 °C'lik
yiikksek sicakliklarda % 78 ile % 92 arasinda yiiksek oranda hayatta kaldigi

gozlemlenmistir.

Bu tez ¢aligmasinda, in vivo ve in vitro metodu ile iiretilen EPN’ler ayni tiire sahip olsa
bile, toprakta kalicilik ve etkinlik bakimindan istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar
gosterebilecekleri tespit edilmistir. Ayrica EPN’lerin depolanmasinda sicakligin kritik
bir 6neme sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler biyolojik miicadele
kapsaminda, kitlesel EPN iiretimini hedefleyen c¢aligmalara yon gdsterici niteliginde

olabilir.
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